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5. RESUMEN

Antecedentes y objetivo: La aterosclerosis se caracteriza por una
desdiferenciacion las células de musculo liso vascular (VSMC) a un fenotipo
migratorio, proliferativo, con baja expresion de proteinas de contraccion y una
elevada sintesis de matriz extracelular. Esta enfermedad cardiovascular tiene
un componente inflamatorio cronico con presencia del factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a) en el tejido aterosclerético. Ademas, se ha observado que las
VSMC de placas de ateroma tienen inducida la autofagia, un mecanismo
asociado con la degradacion de proteinas y organelos intracelulares. El objetivo
de este estudio fue evaluar si el TNF-a induce desdiferenciacion en las VSMCs,
transformandolas a un fenotipo proinflamatorio con mayor capacidad de
migracion y proliferacion, y si este cambio de fenotipo es mediado por autofagia.
Metodologia: EI modelo de estudio es la linea celular de VSMCs de aorta de
rata A7r5. El estimulo de TNF-a fue de 100 ng/mL. La autofagia se determiné
midiendo los niveles proteicos de LC3-ll, p62 y formacion de vacuolas
autofagicas marcandolas con LC3-GFP. La participacion de la autofagia se
evaluo inhibiéndola farmacolégicamente con cloroquina, y genéticamente con
siRNA de Beclinl. La desdiferenciacion celular se evalué midiendo la expresion
y organizacion de las proteinas de contraccion a-SMA y SM22, los niveles de

las proteinas de matriz extracelular coldgeno tipo | y osteopontina, proliferacion



celular por incorporacién de [*H]-timidina y ensayo de MTT, y migracién por
ensayo de herida y de transwell usando una camara Boyden. Los parametros
inflamatorios se evaluaron mediante la medicion de las proteinas IL-183, IL-6 e
IL-10 por ELISA.

Resultados: ElI TNF-a indujo autofagia reflejado por un aumento de LC3-I
(1,91+0,21 veces vs control, p<0,01) y una disminucion de p62 (0,77+0,05
veces vs control, p<0,001). Esta autofagia fue dependiente de IKK ya que el
aumento de LC3-Il inducida por TNF-a se inhibi6 con BAY-117082. Ademas,
TNF-a indujo migracion celular (1,45+0,09 veces vs control, p<0,01),
proliferacion (2,33+0,24 veces vs control, p<0,05), secrecion de IL-6 (258+53
veces vs control, p<0,01), aumento de las proteinas de matriz extracelular
colageno tipo | (3,09+0,85 veces vs control, p<0,01) y osteopontina (2,32+0,46
veces vs control, p<0,01) y disminucion de las proteinas contractiles a-SMA
(0,74+0,12 veces vs control, p<0,05) y SM22 (0,54+0,01 veces vs control,
p<0,05). Ademas, el factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB
(PDGF-BB), un inductor clasico de desdiferenciacién de VSMC, al igual que el
TNF-a, también indujo un aumento de la secrecion de IL-6 en las VSMC.
Cuando se inhibi6 la autofagia farmacologica o genéticamente, estos cambios
fenotipicos inducidos por TNF-a no ocurrieron.

Conclusion: En este trabajo se demostré que el TNF-a induce desdiferenciacion
celular, proliferacion y migracion en VSMCs de forma dependiente de autofagia.

Ademas, el TNF-a también aumenté la secrecion de IL-6, efecto que fue

2



también dependiente de autofagia. Debido a que el fenotipo proinflamatorio
también se indujo con PDGF-BB, sugerimos que el fenotipo proinflamatorio
podria ser una caracteristica comun de las VSMC desdiferenciadas.

Palabras claves: VSMC, TNF-a, autofagia, desdiferenciacion, migracion,

proliferacion y citoquinas.



6. SUMMARY

Background and aim: Atherosclerosis is characterized by vascular smooth
muscle cells (VSMC) dedifferentiation to a proliferative and migratory phenotype
with low contractile protein expression and high extracellular matrix synthesis.
This cardiovascular disease has a chronic inflammatory component with the
presence of tumor necrosis factor-a (TNF-a) in the atherosclerotic tissue.
Furthermore, it has been observed that VSMC of atheromatous plaques have
increased autophagy, a mechanism associated with protein and intracellular
organelles degradation. The aim of this study was to evaluate if TNF-a induces
VSMC dedifferentiation, triggering a proinflammatory phenotype with higher
migration and proliferation capacity, and if this phenotype switching is mediated

by autophagy.

Methodology: Studies were performed in a rat aortic VSMC cell line A7r5. Cells
were stimulated with TNF-a 100 ng/mL. Autophagy was determined by
measuring LC3-1l and p62 protein levels and autophagic vesicles formation
using LC3-GFP. Autophagy was pharmacologically inhibited with chloroquine,
and genetically with a siRNA Beclinl. Cell dedifferentiation was evaluated by
measuring the expression and organization of contractile proteins a-SMA and
SM22, extracellular matrix protein osteopontin and type | collagen levels. Cell
proliferation was measured by [*H]-thymidine and MTT assay, and migration

was evaluated by wound assay and transwell using a Boyden chamber.
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Inflammatory parameters were measured by the expression of IL-18, IL16 and

IL-10 proteins by ELISA.

Results: TNF-a induced autophagy as determined by LC3-Il level increase
(1.91+0.21 fold vs control, p<0.01) and p62 level decrease (0.77+0.05 fold vs
control, p<0.001). This autophagy was dependent on IKK because TNF-a-
dependent LC3-Il increase was inhibited by BAY-117082. In addition, TNF-a
induced migration (1.45+0.09 fold vs control, p<0.01), proliferation (2.33+0.24
fold vs control, p<0.05), IL-6 secretion (258+53 fold vs control, p<0.01),
extracellular matrix proteins collagen type | (3.09+0.85 fold vs control, p<0.01)
and osteopontin (2.32+0.46 fold vs control, p<0.05), and decreased contractile
proteins a -SMA (0.74+0.12 fold vs control, p<0.05) and SM22 (0.54+0.01 fold
vs control, p<0.05). In addition, platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), a
classic VSMC dedifferentiation inducer, as well as TNF-a, also induced an
increase in IL-6 secretion in those cells. When autophagy was
pharmacologically or genetically inhibited, these TNF-a-induced phenotypic

changes did not occur.

Conclusion: In this study it was shown that TNF-a induces cell dedifferentiation,
proliferation and migration in VSMCs in an autophagy dependent manner. In
addition, TNF-a also increases IL-6 secretion, this effect is also dependent of

autophagy. Because the proinflammatory phenotype is also induced with



PDGF-BB, we suggest that the proinflammatory phenotype could be a common

feature of dedifferentiated VSMCs.

Keywords: VSMC, TNF-a, autophagy, dedifferentiation, migration, proliferation

and cytokines.



7. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de
muerte en el mundo, tanto en los paises desarrollados como en los de en via de
desarrollo [1]. Segun el informe de la Organizacion Mundial de la Salud del
2013, el numero total de muertes anuales debido a ECV fue méas de 17

millones, aproximadamente el 30% de las muertes totales [1].

De entre todas las complicaciones cardiovasculares, las que presentan
remodelado de la pared de los vasos son de gran importancia ya que pueden
inducir disfuncionalidad vascular, promoviendo el desarrollo de otras patologias
cardiovasculares. Al dia de hoy todavia no se conocen a cabalidad los
mecanismos de este remodelado. Esta Tesis esta orientada para aumentar el

conocimiento en esta area de la Ciencia.

7.1. FISIOLOGIA DEL SISTEMA ARTERIAL

El aparato vascular y, dentro de él, el sistema arterial, esta preparado
para mantener una presion arterial y unos niveles éptimos de perfusion a los
diferentes tejidos, asegurando asi su oxigenacién, nutricién, detoxificacion vy
funcionalidad. Desde el punto de vista histolégico las arterias presentan una
estructura basica comin que se modifica, segun los diferentes tramos, para
adaptarse a los requerimientos [2]. En la organizacién basica de la pared

vascular se pueden distinguir tres capas:



1. La capa interna esta formada principalmente por una capa de células
endoteliales que se apoyan sobre la lamina basal constituida por tejido
conectivo. Estas células endoteliales delimitan el lumen del vaso y se
encuentran estrechamente unidas unas a otras restringiendo la difusion
de moléculas de gran tamafio a través del endotelio. Esta capa es
semipermeable y retiene el plasma y los componentes celulares de la
sangre en la circulacion, mientras que permite el paso de nutrientes entre
la sangre y los tejidos. ElI endotelio, ademas, secreta agentes
vasoactivos como el éxido nitrico o la prostaciclina que actian sobre las
células de musculo liso vascular (VSMC) adyacentes regulando el flujo
sanguineo local, la angiogénesis, la hemostasis y actia como superficie
antitrombogénica [3].

2. La tunica media suministra la fuerza mecanica para la contraccion y esta
formada por las VSMC dispuestas helicoidalmente y embebidas en una
matriz de colageno, elastina y proteoglicanos. Esta capa permite a las
arterias expandirse durante la sistole y encogerse durante la diastole,
propiedad fundamental en el caso de las arterias elasticas como la aorta,
en donde las VSMC estan organizadas en multiples capas concéntricas
separadas por distintas laminas de elastina. El grosor relativo de la tanica
media aumenta gradualmente desde la arteria aorta hasta las arteriolas,

gue poseen una estructura predominantemente muscular [3].



3. La capa externa o0 adventicia esta constituida por fibroblastos y fibras de

colageno orientadas longitudinalmente. Ademas, presentan pequefios
vasos sanguineos que constituyen el vasa vasorum, los cuales irrigan a
los vasos sanguineos de gran calibre; y una red de terminaciones
nerviosas amielinica que liberan los neurotransmisores a nivel del

musculo liso vascular [3].

Nuestro trabajo se va a centrar en las arterias de alto calibre ya que al
igual que las arterias de calibre intermedio, desarrollan aterosclerosis. Hay

dos tipos de arterias:

1. Arterias elasticas, como la aorta y la iliaca, que tienen una pared
vascular muy distensible debido a que su tlnica media es rica en
elastina [4].

2. Arterias musculares, como arterias mesentéricas, cerebrales y
coronarias. Son arterias de pequefio calibre donde la tinica media es
mas gruesa y contiene mas VSMC. Los mayores cambios en la
presién se producen en arterias pequefias ya que su resistencia al

flujo es mucho mayor [4].

7.2. REMODELADO DE LA PARED VASCULAR
El remodelado de la pared de los vasos sanguineos es un fenébmeno

dinamico que tiene lugar durante el desarrollo fisiolégico de los seres vivos,



aunque también surge como consecuencia de diversas situaciones patologicas

como la aterosclerosis y la hipertension arterial.

La pared vascular estd continuamente expuesta a fuerzas
hemodinamicas como la presion luminal y las fuerzas de cizalla (shear stress),
condicionando el tipo de flujo de sangre que pasa a través del vaso. Las
alteraciones en estas fuerzas y/o modificaciones estructurales en la pared
vascular pueden producir cambios en los componentes celulares y estructurales
de la pared, fendmeno conocido como remodelado vascular [5]. En funcion de
los cambios producidos en el diametro y en el grosor de la pared vascular, el
remodelado puede ser positivo, cuando aumenta el grosor de la pared
manteniendo el didmetro del lumen; o negativo, cuando el diametro de la luz del
vaso disminuye o incluso se ocluye produciendo el cese del flujo sanguineo de

la zona afectada [6].

7.3. ESTRUCTURA DE LA CELULA DE MUSCULO LISO VASCULAR

Las VSMC son células con forma de huso, con una longitud que varia
entre 20 y 100 ym y una ancho en la zona central de aproximadamente 5 ym.
Estas células se disponen a lo largo del eje del vaso envolviéndolo segun un
patrén helicoidal, con lo que su tensién contractil (tono vascular) regula el
diametro del vaso [7]. El citoplasma de estas células contiene filamentos

delgados de actina y miosina, siendo los de actina mucho mas largos que los
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del musculo estriado, y en lugar de estar organizados en sarcomeros, como los
miocitos cardiacos, se sitian de una forma aparentemente mas desorganizada.
La disposicion puede ser paralela, oblicua o transversal con respecto al eje
longitudinal de la célula y se ancla en su extremo a cuerpos densos dentro del

citoplasma y a bandas densas en la cara interna de la membrana plasméatica

[71

Los extremos libres de los filamentos de actina interaccionan con los
filamentos de miosina, de tal modo que los filamentos de actina situados a cada
lado de un filamento de miosina se desplazan en direcciones opuestas durante
el ciclo de los puentes cruzados. Esto produce el acercamiento de los cuerpos
densos, provocando el acortamiento y el engrosamiento del citoesqueleto y por
lo tanto de la célula. Ademas, las bandas densas estan unidas a la matriz
extracelular mediante integrinas, permitiendo la distribucion de la fuerza

contractil a través de toda la pared vascular [8].

La matriz extracelular (ECM), es un entramado de moléculas de
proteinas y carbohidratos sintetizados y secretados por las células y que se
disponen en el espacio intercelular. En el caso de los vasos sanguineos la ECM
esta formada principalmente por colageno tipo IV, aunque también se encuentra
colageno tipo | y tipo lll (especialmente en situaciones patoldgicas), elastina,
proteoglicanos y diferentes factores solubles que van controlando procesos tan

importantes como la migracion y la proliferacion celular [9]. Adema&s, también es
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importante para mantener la arquitectura celular y permitir la adhesion de las

células, la comunicacion intercelular y la diferenciacion [10].

7.4. VSMC E INFLAMACION

Debido a que gran parte de las enfermedades causan con inflamacion,
se hace interesante estudiar el comportamiento de las VSMCs en este ambiente
inflamatorio, no s6lo cémo responde frente estimulos proinflamatorios sino
también si son capaces de secretar ellas mismas estos estimulos. Existen
pocos trabajos que han estudiado la relacion existente entre la inflamacion y las
VSMCs. Una de las areas mas estudiadas es la expresion de los receptores
tipos Toll (TLRs), que reconocen patrones moleculares de bacterias y virus y
permiten inducir la inmunidad innata. Se sabe que las VSMCs expresan TLR2 y
TLR4 [11], y estos receptores aumentan en procesos ateroscleroticos [12].
TLR2 reconoce lipoproteinas bacterianas y en VSMCs al activarse este receptor
aumenta la secrecion de IL-6 [13]. Por otro lado, TLR4 esta asociado con la
secrecion de IL-1a e IL-6 [14], ademas de aumentar la expresion de
metaloproteasas favoreciendo el remodelado vascular [15].

Ademas, las VSMCs también responden a otros estimulos
proinflamatorios como la IL-1B e IL-4, los cuales producen un aumento de la
expresion de VCAM1, ICAM1 y metaloproteasas [16,17]. Incluso procesos

fisiol6gicos normales, como el envejecimiento también puede inducir un fenotipo
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inflamatorio en estas células, ya que se ha visto que en aortas viejas hay una

mayor expresion de TLR4 e IL-6 en las VSMCs [18].

Respecto a la expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias, propias de una respuesta inmunolégica adaptativa, es poco lo
que se conoce. Se sabe, como ya mencioné anteriormente, que estas células
secretan IL-1a e IL6 ante un estimulo proinflamatorio, lo mismo que IL-8 [19].
Sin embargo, se desconoce mas sobre las citoquinas secretadas por estas

células en otras condiciones distintas a las mencionadas anteriormente.

7.5. MODULACION FENOTIPICA DE LAS VSMC

Las VSMC son capaces de modular su fenotipo en respuesta a cambios
en su entorno [20]. En las etapas tempranas de la vasculogénesis las VSMC
presentan una gran capacidad migratoria y proliferativa y un alto indice de
sintesis de matriz extracelular, todas ellas caracteristicas del fenotipo sintético.
Ademas, en estos estados tempranos las VSMC forman abundantes gap
junctions con células endoteliales ya que la interaccion entre estos dos tipos
celulares es critica para la maduracion y el remodelado de los vasos
sanguineos [21]. Por el contrario, las células del musculo liso de vasos
sanguineos maduros muestran poca capacidad de migracion y de proliferacién,
asi como una tasa muy baja de sintesis de componentes de matriz extracelular.

Es por ello que la célula desempefia principalmente su funcién contractil
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(fenotipo contractil) [21]. Tras una lesién vascular las VSMC contractiles y
diferenciadas sufren modificaciones transitorias en su fenotipo pasando de
nuevo a un estado sintético y desdiferenciado, teniendo un papel fundamental

en la reparacion de estas lesiones [21].

El alto grado de plasticidad de estas células tiene sus desventajas ya que
se pueden producir cambios fenotipicos anormales que contribuyen al
desarrollo y progresion de enfermedades vasculares. De hecho, hay evidencias
de que la remodelacién fenotipica puede provocar la proliferacion inadecuada
como en el caso de la hipertension, o en el desarrollo de placas ateroscleroticas
[22]. Por esto, la participacion de los factores que tengan un papel importante
en esta modulacién fenotipica tiene un interés importante en el ambito

cientifico-médico.

En cuanto a los factores que modulan el fenotipo de las VSMC se

encuentran principalmente:

1. Factores de crecimiento: El factor de crecimiento derivado de plaquetas-
BB (PDGF-BB), producido principalmente por plaquetas y macréfagos
esta implicados en la desdiferenciacion celular y en la estabilizacién de la
placa de ateroma [23].

2. Angiotensina Il: La Ang Il induce proliferacion y migracion celular,
ademas de hipertrofia en VSMCs, todas ellas caracteristicas del fenotipo

sintético [24-26].
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3. Las MMPs son secretadas por VSMCs en mayor cantidad en el fenotipo
sintético, lo que contribuye al remodelado de la ECM y promueve el
cambio fenotipico [21].

4. Factores mecéanicos o fuerzas hemodinamicas: El cese del flujo
sanguineo y la disminucion de la presién se asocian con la atrofia y el
remodelado de las arterias [22].

5. Citoquinas: Hay antecedentes de que el TNF-a induce migracion vy
proliferacion celular en las VSMC, efecto muy general en otros tipos
celulares [27]. Sin embargo, nada se sabe de si esta citoquina
proinflamatoria induce cambios en los otros componentes importantes
del cambio de fenotipo en estas células como la expresion de proteinas
contractiles y la matriz extracelular. Ademas, también seria interesante
saber si el TNF-a induce secrecion de proteinas proinflamatorias, las
cuales también pueden tener un efecto directo sobre el cambio de

fenotipo de las VSMCs.

7.6. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-a).

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria pluripotencial que tiene un
papel importante en diversos procesos celulares incluyendo proliferacion,
diferenciacion, inflamacion y apoptosis, por lo que es una importante diana

terapéutica en mdultiples patologias [28]. Es wuna proteina secretada
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principalmente por los monocitos y macrofagos activados, asi como por los
linfocitos T, aunque también puede ser producido por otros tipos de células
tanto inmunolégicas como endoteliales e incluso tumorales [28]. Es una
citoquina que se produce en respuesta a estimulos exdgenos y endogenos,

siendo el mas potente la endotoxina bacteriana o lipopolisacarido (LPS) [28].

El TNF-a se sintetiza como un precursor de membrana de 26 kDa y 233
aminoacidos que es cortado por la proteasa TACE liberando la forma madura
de 17 kDa y 157 aminoéacidos [29]. Diversas evidencias experimentales
sugieren que ambas formas participan en la respuesta inmunolégica [30]. La
forma unida a membrana lo hace de forma local y depende de la interaccion
entre células ya que puede actuar como ligando y receptor en los procesos
inflamatorios, mientras que la forma soluble ejerce sus funciones en células

distantes de las células que lo secretan [31].

Las funciones del TNF-a estan mediadas por el homotrimero del TNF-a
soluble de 51 kDa que se puede unir a dos receptores triméricos de membrana,
TNFR1 y TNFR2, conocidos también como p55 o p60 y p75 o p80 [31-33].
Ambos receptores tienen diferencias en su expresion génica, el TNFR1 se
produce en células nucleadas, mientras que el TNFR2 altamente regulado, se
expresa fundamentalmente en células del sistema inmunoldgico, endoteliales y
nerviosas [31-33]. Debido a su expresién constitutiva se sabe que el TNFR1 es

el principal receptor regulador de las funciones de TNF-a y este receptor, a
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pesar de ser muy similar al TNFR2, contiene un dominio que regula la muerte
celular programada a través de varias proteinas accesorias asociadas [28,31-

33].

Una vez iniciada la sefializacion celular mediada por TNFR1, y sus
proteinas accesorias, el complejo TRADD-RIP1-TRAF2 es liberado de TNFR1 e
inmediatamente después comienza la fosforilacion de los inhibidores del factor
nuclear NF-kB (IKKB) [31-33]. Por otro lado TRAF2 puede asociarse a al
quinasa inductora de NF-kB (NIK) que es necesaria junto a Akt para fosforilar
IKKa [34]. Ambas IKKs activadas fosforilan a kB, un inhibidor citoplasmatico del
factor de transcripcidn nuclear kB (NF-kB), gatillando su ubiquitinacion y
subsecuente degradacion, que lleva a la liberacion y translocaciéon nuclear de
NF-kB [35]. Finalmente, este factor de transcripcion actta en el nucleo celular,
donde se une a secuencias especificas del ADN y expresa genes involucrados
en la sintesis de proteinas relacionadas principalmente con la inmunidad
(Figura 1). Por otro lado, el TNFR2 est4 involucrado en la proliferacién de las
células del sistema inmunologico, la citotoxicidad y la activacion de NF-kB

[28,31-33].
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Figura 1. Transduccién de sefales de la via NF-kB.

7.7. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es un proceso inflamatorio crénico de origen
multigénico y multifactorial que comienza por modificaciones oxidativas de los
lipidos en sangre que causan una disfuncion en el endotelio vascular [36]. Es la
enfermedad mas comun y la primera causa de morbimortalidad en el mundo.
Segun la OMS, esta enfermedad es y seguird siendo una de las principales

causas de morbimortalidad en el futuro [37].
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Esta enfermedad multifactorial se desarrolla de forma intermitente en el
tiempo, observandose que el crecimiento de las placas es discontinuo,
intercalandose periodos de inactividad con otro de rapida evolucion.

El origen de la placa de ateroma son los cambios en la concentracion y
en la estructura de algunas lipoproteinas plasmaticas, y la disfuncion endotelial.
La mayor parte de los lipidos depositados en las lesiones ateroscleroticas
provienen de las LDL circulantes, que ingresan en la pared vascular a través del
endotelio lesionado o disfuncional. En estas condiciones, las LDL se acumulan
en la intima arterial donde entran en contacto con componentes de ECM. En
pacientes diabéticos es posible que, ademas, se produzca glicacion no
enzimatica de las apolipoproteinas y de otras proteinas arteriales, lo que
aceleraria la progresion de la lesién [38].

Las LDL atrapadas en la intima, fuera de los antioxidantes del plasma,
pueden ahora oxidarse por radicales libres de oxigeno producidos por las
células endoteliales. Estas LDL oxidadas (oxLDL) representan un potente
estimulo proinflamatorio y son capaces de inducir la expresion por las células
endoteliales, las VSMC y los macréfagos de proteinas proinflamatorias como
TNF-a y otras citoquinas [39]. Las principales citoquinas proinflamatorias son la
IL-1, la IL-6, y el TNF-a, mientras que la principal citoquina antiinflamatoria es la
IL-10. Estos mediadores de inflamacion tendran acciones sinérgicas,
induciéndose su producciéon entre ellos, frenando o aumentando las vias de

autocontrol.
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La IL-1 es producida por la mayoria de las células nucleadas. Sin
embargo, los principales productores en la inflamacién son los macrofagos [40].
Existen dos formas de IL-1, denominadas IL-1a y la IL-1B, con una homologia
inferior al 30% entre ellas, pero capaces de unirse a los mismos receptores de
superficie celular y mediar las mismas actividades biolégicas. Los dos
polipéptidos de IL-1 se sintetizan en forma de precursores de 31 kDa y se
secretan como proteinas maduras de 17 kDa. La forma activa de IL-1p es el
producto escindido, mientras que la molécula de IL-1a es activa en ambas
formas, como el precursor de 33 kDa y como el producto escindido mas
pequefio [41]. La mayor parte de la IL-1 que se encuentra en circulacion es la
forma IL-1B. La IL-18 es producida por macréfagos, plaquetas y endotelio
dafiado, y promueve la interaccidn de las células endoteliales con los leucocitos
circulantes, induce la activacion y proliferacion de monocitos/macrofagos y
estimula la proliferacion de células de muasculo liso y la sintesis del inhibidor del
activador del plasmindgeno [41]. Diversos estudios sugieren que esta citoquina
tiene un papel importante en el desarrollo de la aterosclerosis y la trombosis
[42-45]. El efecto bioldgico lo produciria a través de su receptor tipo | ya que el
tipo 1l solo actia como sefiuelo inhibiendo de forma competitiva la union de la
IL-1B al receptor tipo | [46].

La IL-1B es producida como una forma inactiva de 31 kDa denominada
pro-IL-1B, la cual es digerida por la proteasa proinflamatoria caspasa 1, que se

activa al reclutarse un complejo multiproteico denominado inflamasoma [47].
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Este complejo proteico, formado por un receptor de reconocimiento de patrones
(NLRP3) la proteina ASC y la procaspasa-1, es activado con el eflujo del ion
potasio mediante el canal idnico P2X7 [48], que a su vez es activado por los
altos niveles de ATP extracelular o por ribosilacion de ADP, propio de células en
necrosis y/o apoptosis [49,50]. Esta unién de ATP a los receptores P2X7
permite el reclutamiento del hemicanal panexina-1 formandose un gran poro a
través del cual ingresan productos bacterianos como el lipolisacéarido al citosol
activandose asi el inflamasoma [51,52]. Por otro lado, estudios recientes
demuestran que en algunos tipos celulares, como los macréfagos, la autofagia
basal inhibe la secrecion de IL-1B, mientras que la autofagia inducida aumenta
la secrecion de IL-18 [53].

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria que también tiene un papel
fundamental en el metabolismo, es por ello que el gen de IL6 se expresa en
tejidos relacionados con el metabolismo energético, como el tejido adiposo, el
musculo esquelético y el hipotalamo [54]. Desde el punto de vista metabdlico se
ha visto relacionado con la resistencia a la insulina y las alteraciones asociadas
del perfil lipidico, por lo tanto es una citoquina ampliamente relacionada con la
aterosclerosis. Recientes estudios demuestran que los niveles de IL-6 en
plasma estan aumentados en pacientes ateroscleréticos y es un predictor de
sindromes coronarios agudos [54].

La IL-10 es uno de los principales inhibidores de la sintesis de citoquinas,

disminuye la funcién de los macréfagos e inhibe la produccion 6xido nitrico y de
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citoquinas proinflamatoria [55]. Esta citoquina es producida por los linfocitos y
macrofagos y su produccion se inhibe mediante IFN-y e IL-4. Los niveles de
IL-10 en pacientes con infarto al miocardio y ademas esta citoquina regula la IL-
6, disminuyendo sus niveles tanto in vivo como in vitro, lo que sugiere que el
balance ente la IL-6 y la IL-10 determina la perpetuacion de la aterogénesis
[56,57].

Las citoquinas proinflamatorias a su vez son potentes inductores de la
via NF-kB, via que induce la expresiéon de mas moléculas inflamatorias, lo que
cierra un circulo vicioso proinflamatorio sostenido. Todos estos factores, asi
como las oxLDL, aumentan la adhesion de monocitos y linfocitos a la pared
vascular, facilitan su entrada a través del endotelio, y finalmente los monocitos
se transforman en macréfagos que expresan en su membrana receptores
captadores o scavengers (CD36, LOX-1, SRAI/I), que captan las oxLDL
presentes en el espacio extracelular y se convierten en células espumosas. La
acumulacion de células espumosas es caracteristica de las lesiones iniciales de
la aterosclerosis [38]. Los macréfagos cargados de lipidos y de células
espumosas liberan oxLDL, citoquinas como IL-1B y TNF-a, radicales libres y
factores de crecimiento como PDGF que produce un dafio endotelial mayor,
estimula la proliferacién de las VSMC vy facilita la desdiferenciacion del fenotipo
contractil al sintético [38]. En este momento se forman las llamadas lesiones
fibroproliferativas que estan constituidas por un nucleo lipidico o de consistencia

blanda y una capsula fibrosa. Estas placas no son necesariamente
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estenosantes, pero tienen un elevado riesgo de rotura con aparicion de

fendmenos trombaotico [38].

7.8. EFECTO DEL TNF-a SOBRE LAS VSMC

Se ha observado una relacion directa entre el TNF-a y la formacion de la
placa aterosclerética a través de la oxidacion de LDL. En pacientes con
hiperlipidemia se ha reportado una correlacion entre los niveles altos de TNF-a
y LDL, y negativamente con los niveles de HDL [58]. Esta citoquina tiene un
papel importante en el inicio, progresion, susceptibilidad y gravedad de la
aterosclerosis [59-61]. EI TNF- a se ha descrito incluso como predictor de
muerte en esta enfermedad [62] ya que los altos niveles de TNF-a en suero
correlacionan con el numero de vasos obstruidos y con la puntuacion de
gravedad de Gensini, una prueba que evalla la proximidad y gravedad de las
lesiones [63]. Por otro lado, los niveles elevados de TNF-a en plasma se
correlacionan con el deterioro de la funcién cardiaca y renal de pacientes
ateroscleroticos [64].

Otros efectos reportados respecto al efecto de TNF-a sobre las VSMCs
es que esta citoquina aumenta la expresiéon de ICAM-1 y VCAM-1, ambas son
moléculas de adhesiébn necesarias para el reclutamiento de las células
inmunoldgicas que circulan por el torrente sanguineo [65-69]. Ademas, también

se sabe que TNF-a aumenta también la formacién de ROS en VSMCs [70] e
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induce su proliferacion y migracion [27]. Es tan claro el efecto del TNF-a sobre
estas ceélulas que también hay estudios que evalian como frenar estos efectos
descritos con moléculas naturales la genipina y la naringenina [27,71].

Pero debido a que en muchos tipos celulares el TNF-a induce
proliferacion y migracién celular, no sabemos si este efecto es porque la VSMC
se estd desdiferenciando o porque Unicamente esta proliferando y migrando
como en los otros tipos celulares. Por ello es interesante evaluar otros
pardmetros de diferenciacion celular como la expresion de proteinas

contractiles y de matriz extracelular.

7.9. DEGRADACION PROTEICA INTRACELULAR. AUTOFAGIA

La autofagia, es uno de los dos mecanismos celulares, junto al
proteosoma, de degradacién de proteinas y componentes celulares. Es un
proceso programado que permite que las células se adapten a niveles de estrés
y que comienza con el secuestro de material citoplasmético en el
autofagosoma, una estructura grande de doble membrana de aproximadamente
500-1500 nm en células humanas [72,73]. Cuando el autofagosoma se fusiona
con los endosomas se forma el autofagosoma intermedio, que cuenta con
bombas de protones por lo que es una estructura acida de membrana unica.
Cuando este autofagosoma intermedio interacciona con el lisosoma pasa a
denominarse autolisosoma, y es entonces cuando el contenido vacuolar es

digerido y reciclado en aminoacidos y energia [72,73]. El proteosoma degrada

24



la mayoria de las proteinas enddgenas, incluidas las aberrantes y mal plegadas,
mientras que el sistema lisosomal degrada principalmente proteinas
extracelulares y componentes citoplasmaticos. Por otro lado, las proteinas de
vida media corta, entre 10 y 120 minutos [74], suelen degradarse en el
proteosoma, mientras que la mayoria de las proteinas de larga vida media,

entre 24 y 72 h y otras moléculas y organelos son degradados en lisosoma [75].

La autofagia ocurre espontaneamente a niveles basales [76] y se conoce
como “autofagia basal’. Sin embargo este proceso se regula rapidamente
cuando las células necesitan producir nutrientes y energia en condiciones de
privacion de nutrientes [77], disminucion de factores de crecimiento [78] y
cuando se acumulan componentes dafiados en la célula, conociéndose el
proceso en este caso como “autofagia inducida”. Ademas, durante una infeccién
patégena [79] o durante estrés oncogénico, como sobreexpresion de ciertos
oncongenes como Ras, las células también aumentan su nivel de autofagia
[80].

Las proteinas y los genes ATG (AuTophaGy) y AUT (AUTophagocytosis)
involucrados en la autofagia han sido caracterizados principalmente en levadura
[81,82], y esta nomenclatura se ha unificado como ATG [83]. Podemos dividir
estas proteinas en tres grupos funcionales, dependiendo del papel que ejerzan
en la maquinaria de la autofagia (Figura 2).

1. ATG9 y ATGL1: La ATGY9 es una proteina integral de membrana de

endosomas o0 de trans-Golgi que se localiza en la membrana
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preautofagosomal. No se encuentra en autofagosomas maduros pero es
necesario para su formacion, la que ocurre cuando interacciona con
ATG2 [84]. ATG1 es una ser-tre kinasa que forma un complejo con
proteinas reguladoras (ATG13 y ATG17). Su actividad kinasa es
importante para la autofagia, ya que en este complejo kinasa regula la
magnitud de la autofagia [85,86]. En condiciones ricas en nutrientes,
ATG13 se hiperfosforila y su asociacion con ATG1 se bloquea, sin
embargo en condiciones favorables para la autofagia se defosforila
parcialmente, se permite la interaccion ATG1 con ATG13 y se genera la
membrana del autofagosoma [87].

. Complejo Beclin1/ATG6: La disminucion del aporte de aminoéacidos en la
célula estimula la actividad de PI3K-Ill asociada a Beclinl induciendo
autofagia [88].

a. Complejo Beclin1-PI3K-III: Beclinl se une al PI3K-Ill formando un
complejo que se localiza en el trans-Golgi [89].

b. Complejo Beclinl-UVRAG: UVRAG se une Beclinl a través de su
dominio CCD, induciendo la formacion del complejo Beclin1-PI3K
lo que estimula la actividad GTPasa de Rab7, asi como la fusion
del autofagosoma con el lisosoma o el endosoma tardio,
favoreciendo la degradacion del contenido de la vesicula

autofagica [90].
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c. Complejo Beclinl-Ambral: Ambra 1 también es un activador de
autofagia mediante la union con Beclinl [91].

3. LC3 o ATGS8 fue la primera molécula autofagica encontrada, que se
localiz6 en estructuras autofagosomales [92]. La proteina LC3 se
expresa en todas las células eucariotas en condiciones basales pero
inmediatamente después de su sintesis es fragmentada en su extremo
C-terminal por la proteasa Atg4 formandose la LC3-I, que es la forma que
reside en el citosol. Cuando se induce la autofagia, LC3-I se conjuga
covalentemente con la fosfatidiletanolamina a partir del residuo glicina de
su extremo C-terminal, formandose asi una nueva molécula denominada
LC3-Il, que es un conjugado de LC3-fosfatidiletanolamina. Este complejo,
debido a la presencia de la fosfatidiletanolamina, se une tanto a la
membrana interna como a la externa del autofagosoma [93-95]. Tras la
maduracién del autofagosoma, la proteina LC3-ll localizada en la
membrana externa es fragmentada por proteasas y reciclada, mientras
gue la LC3-lIl de la membrana interna es degradada en el lisosoma
[96,97]. Por lo tanto, un aumento de los niveles de LC3-Il y la aparicién
de un puntillado caracteristico en experimentos de transfeccién con la
proteina de fusion GFP-LC3 son indicadores fiables para estimar un

aumento en la formacion de autofagosomas [98].

Sin embargo, la autofagia es un proceso dinamico de degradacion en el

gue los autofagosomas estan en continua formacion y degradacion, por lo que
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el numero de autofagosomas observados en un momento determinado es un
balance entre su velocidad de formacion y su velocidad de conversion a
autofagolisosomas. Por lo tanto, una acumulacion de autofagosomas puede ser
debido a una induccion de la autofagia o a una inhibicion de la fase de fusion
autofagosoma-lisosoma, siendo importante afiadir el estudio de otro marcador
para confirmar la induccién de la autofagia. La proteina p62 es un importante
eje de sefalizacion ya que es capaz de reclutar y oligomerizar moléculas de
sefalizacion en el citoplasma [99,100]. Es una proteina capaz de unirse tanto a
LC3 como a ubiquitina, por lo que tiene un papel importante en el marcaje de
proteinas disfuncionales poliubiquitinadas hacia los autofagosomas, es decir, la
disminucién de sus niveles indica una induccion del proceso autofagico

[101,102].
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1. INICIO 2. ELONGACION 3. FUSION Y DEGRADACION

Estimulos Fusion con lisosoma
proautofagicos

Degradacion:
Organelos
Proteinas larga
vida

Complejos Ptr)c_)teu_?asd

ubiquitinadas

ULK q

ATG5-ATG16

Fagéforo Autofagosoma Autofagolisosoma

20 ©

Aumenta Beclin 1 Aumenta LC3-lI Disminuye p62

Figura 2. Mecanismo secuencial de la autofagia. Proteinas involucradas utilizadas como
marcadores.

Otra via menos conocida en su papel en la autofagia es la via NF-«xB,
qgue es una via muy conocida por su actividad proinflamatoria. La via clasica o
canonica del NF-xB es activada, como ya comentamos anteriormente, cuando
el inhibidor 1kB es fosforilado por la kinasa IkK, un complejo proteico formado
por las subunidades IkKa, IkKB e IkKy. ElI complejo IkK responde a multiples
estimulos como la ausencia de nutrientes, la presencia de especies reactivas de

oxigeno o estimulos de citoquinas como TNF-a. Cuando el factor IkB se
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fosforila posteriormente se ubiquitina y se degrada por proteosoma y como
consecuencia el factor NF-xB queda libre y se transloca al nucleo donde actua
como factor de transcripcion. Entre sus sitios de unidn se encuentra el promotor

de Beclinl modulando positivamente la autofagia [103].

Por otro lado, los estimulos autofagicos activan la via NF-kB pero esto lo
hacen de forma dependiente de la autofagia. En cultivo de fibroblastos se ha
reportado que estimulos autofagicos como rapamicina activan la via NF-xB,
pero esto no ocurre si a las células se les ha silenciado genes que codifican
proteinas esenciales en la autofagia como el Atg5 o el Atg7. Ademas, en este
mismo estudio se reportd que el TNF-a activa la via NF-xB tanto en células
HelLa como A549s, pero esto ocurria en menor medida cuando se silenciaban
genes de autofagia como atg5, atg7 o beclinl [104]. Por lo tanto, en algunas
lineas celulares no solo la activacién de la via NF-xB activa la autofagia, sino
gue ademas la autofagia regula la activacion de la via NF-xB, por lo que a este

nivel la inflamacion esta regulada por la autofagia.

7.10.AUTOFAGIA Y CAMBIO FENOTIPICO DE LAS VSMC

A pesar de que hay varios estudios que describen la importancia de la
autofagia en las enfermedades cardiovasculares, es poco lo que se sabe sobre
la importancia de la misma en el cambio de fenotipo de las VSMCs. A dia de

hoy sélo hay un estudio que demuestra que el cambio de fenotipo inducido por
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PDGF-BB es dependiente de autofagia [23]. Debido a la importancia del
proceso de desdiferenciacion de estas células en la génesis y progresion de las
enfermedades cardiovasculares, cobra vital importancia entender los

mecanismos involucrados en estos cambios.

31



8. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

8.1. HIPOTESIS
El TNF-a induce el fenotipo sintético y la secrecibn de citoquinas
proinflamatorias en las células musculares lisas vasculares a través de un

mecanismo dependiente de la activacidén de la macroautofagia.

8.2. OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion de la autofagia en el cambio de fenotipo de células
musculares lisas vasculares inducida por TNF-a y el efecto de este cambio de

fenotipo sobre la secrecién de citoquinas proinflamatorias.

8.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar si TNF-a induce macroautofagia y la desdiferenciacion,

proliferacion y migracion en la linea celular de masculo liso vascular A7r5.

2) Evaluar si la desdiferenciacion, proliferacion y migracion de las células A7r5
inducidas por TNF-a depende de la activacion de la macroautofagia a través

de NF-kB.

3) Analizar si el tratamiento de las células A7r5 con TNF-a induce un aumento
en la expresion de citoquinas proinflamatorias y una disminucion de las

antiinflamatorias a través de un mecanismo dependiente de macroautofagia.
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9. METODOLOGIA

9.1. CULTIVO CELULAR

Se utilizé la linea celular A7r5, derivada de musculo liso de aorta toracica
de rata (Rattus norvegicus, ATCC CRL-1444). Esta linea celular se cultivd en
medio DMEM (glucosa 25 mM, piruvato 1 mM, bicarbonato al 0,15%, pH 7,2)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% [v/v]. Las células se
cultivaron en incubadores termorregulados a 37°C, en una atmosfera de aire
humidificada con 5% de dioxido de carbono y 95% de aire. Las células se

plaquearon al alcanzar una confluencia del 80-90%.

9.2. PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROTEINAS TOTALES

Las células se sembraron en placas de 60 mm, se cultivaron hasta
alcanzar una confluencia del 80-90% y se le cambié el medio a uno
suplementado con 2% SFB 18 h previo a los estimulos a menos que se indique
lo contrario. Una vez finalizado los diferentes estimulos, las células se lavaron
tres veces con solucion de amortiguador fosfato salino PBS (NaCl 137 mM; KCI
2,7 mM; Na,HPO,4 10 mM; KH,PO,4 2 mM; pH 7,4) fria y luego se lisaron con
80 uL de amortiguador de lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM;
NaCl 50 mM; acido deoxicolico 1% [v/v]; triton X-100 1% [v/v]) suplementado

con inhibidores comerciales de proteasas y fosfatasas (Roche). El
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homogenizado se transfirid a un tubo Eppendorf y se centrifugé a 10.000 rpm
durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se recuperé en un tubo nuevo y se
determind su concentracion por el método de Bradford (BioRad protein assay,
BioRad, Hercules, CA, EEUU). Finalmente, el extracto se desnaturalizé a 100°C
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.

9.3. ANALISIS POR WESTERN BLOT

Las muestras se resolvieron por electroforesis en geles de SDS
poliacrilamida de 8-15% dependiendo de la proteina a analizar. Las proteinas
se electrotransferieron a membranas de PVDF, para su posterior deteccion con
anticuerpos el anticuerpo correspondiente segun la Tabla 1. Las membranas se
revelaron usando un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa y ECL. La
luminiscencia se detecté usando sistema de captura digital (Syngene) y las

imagenes se procesaron mediante el programa computacional UN-SCAN-IT gel.
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Tabla 1. Caracteristicas de los anticuerpos primarios usados en este

trabajo.

PROTEINA kDa ORIGEN MARCA CLONALIDAD |DILUCION WB

Colageno tipo || 130 Conejo Millipore Policlonal 1 en 2000

p62 62 Ratén Abcam Monoclonal 1 en 2000

Osteopontina 60 Conejo Abcam Policlonal 1 en 2000

Beclinl 60 Conejo | Cell Signaling Policlonal 1 en 2000

a-SMA 42 Raton Abcam Monoclonal 1 en 20000

GAPDH 37 Conejo Sigma Policlonal 1 en 50000

SM22 22 Conejo Abcam Policlonal 1 en 10000

LC3-I/1 18-16 Conejo | Cell Signaling Policlonal 1 en 1000

9.4. INHIBICION DE LA AUTOFAGIA

La autofagia se inhibié usando un método farmacoldgico y otro genético.
El tratamiento farmacol6gico consistid en tratar las células con cloroquina 20
UM durante las ultimas 4 h de estimulo en los experimentos de estudio del flujo
autofagico, y con cloroquina 5 uM durante 24 h en los experimentos que
requirieron inhibir la autofagia desde el comienzo del experimento. El
tratamiento genético consistio en la transfeccion de las células con un siRNA de
Beclinl, el cual se realizé con una concentracion final de 100 nM del siRNA.
Tres pL del siRNA se disolvieron en 177 pL de Optimem, mientras que 4 uL de

oligofectamina e disolvieron en 20 pL de Optimem, incubandose ambas

mezclas durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las soluciones
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se mezclaron, se agitaron cuidadosamente y se incubaron durante 20 min a
temperatura ambiente. La mezcla resultante se agrego lentamente a la placa de
35 mm lavada con PBS y mantenida a en volumen final de 1 mL de medio
Optimem sin suero. Las células se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 6 h'y
a continuacion se lavaron e incubaron en medio con 2% de SFB durante 24 h

para posteriormente realizar los estimulos pertinentes.

9.5. VISUALIZACION VESICULAS AUTOFAGOSOMICAS.

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos con cubreobjetos de
vidrio de 18 mm incluyendo 2 x 10° células por pocillo. Posteriormente las
células se privaron con 2% de SFB durante 24 h y se transdujeron con
adenovirus Ad LC3-GFP durante 24 h usando una multiplicidad de infeccion
(MOI) de 185. Como control se utilizd6 un adenovirus que sobreexpresa
B-galactosidasa (Ad LacZ). Pasado el tiempo de transduccion las células se
estimularon con TNF-a en presencia y en ausencia de cloroquina. Después de
24 h, las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 15 min en una
solucion de paraformaldehido al 4% [p/v] para fijarlas. Finalmente los
cubreobjetos se trataron con Hoechst (dilucién 1:1000) para tefiir los ndcleos y
se montaron en portaobjetos utilizando DAKO. Las muestras se analizaron en

un microscopio confocal Carl Zeiss Pascal 5.
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9.6. DESDIFERENCIACION DE LAS VSMC
Se evaludé determinando a-SMA, SM22, calponina, colageno tipo |y

osteopontina por Western blot.

9.7. TINCION CON FALOIDINA-RODAMINA

Las células después de su respectivo estimulo se fijaron con
paraformaldehido al 4% |[v/v] durante 20 min. Posteriormente se
permeabilizaron con Tritén X-100 al 0,1% [v/v] durante 15 min. Tras un bloqueo
con BSA al 3% [p/v], las células se tifieron con faloidina-rodamina (1:500).
Finalmente, se montaron con solucion de montaje y con Hoechst diluido
(1:1000) y se observaron las fibras de actina en un microscopio de

epifluorescencia.

9.8. PROLIFERACION POR 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. EI medio de
cultivo se retir¢ tras el estimulo y se reemplaz6 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 adicion6 100 uyL de DMSO para disolver el

formazan. La absorbancia se midié a 560 nm en un espectrofotémetro.
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9.9. PROLIFERACION POR INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA

Las células se cultivaron en medio suplementado con SFB 5% durante
24 h. Posteriormente se realizaron los estimulos pertinentes afiadiendo 1
UCi/mL de [*H]-timidina 4 h antes del final del estimulo. Al terminar el estimulo
las células se lavaron con NaOH 0,1 M y se dej6 reposar hasta que las células
se lisaron completamente. El lisado se mezcl6 con 300 pL de solucion de

centelleo y se midié en un contador de centelleo.

9.10.ENSAYO DE HERIDA

Se realizaron rayas con punta de pipeta amarilla estéril en placas de 24
pocillos con el cultivo celular en confluencia del 80% en toda la superficie. Se
incub6 la placa en condiciones estdndar y se observé al microscopio la
migracion de las células mediante el cierre de la herida a diferentes tiempos
durante las siguientes 48 h. El cierre de la herida se evalu6 midiendo con la
herramienta regla de Photoshop el ancho de la herida en cuatro puntos
diferentes, a los cuales se les sac6 la media obteniendo el valor final que sirvié
para comparar las diferentes condiciones. Por lo tanto, a menor ancho de herida

mayor cierre de la misma y por lo tanto mayor migracion.
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9.11.ENSAYO DE TRANSWELL

Para realizar este ensayo se utilizaron las camaras de Boyden de 8 pm
de poro en placas de 24 pocillos (BD Biosciences). Se cultivaron 5000 células
en 100 pL de medio con 2% de SFB en la camara superior y se colocé 550 pL
de medio con 2% de SFB en la camara inferior. Se coloco el estimulo en los dos
compartimentos. Después de una incubacion de 24 h, se removieron las células
de la parte superior con un hisopo de algodén. Las células que migraron hacia
la camara inferior se fijaron durante una hora con cristal de violeta y tras cuatro
lavados con agua se cuantificO el nimero de células migradas mediante
observacion en el microscopio. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de células estimuladas que migraron respecto a las células que
migraron en la condicién control. Se asigndé un valor arbitrario de 100 a la

muestra control.

9.12.ZIMOGRAFIA

Se realiz6 una electroforesis del sobrenadante del cultivo celular en geles
de 7,5% de poliacrilamida con 8,5 mg/mL de gelatina. Las proteinas de las
muestras se renaturalizaron mediante el tratamiento del gel con Tritéon-X-100 al
2,5% en PBS durante 30 min. El gel se incub6 con solucion reveladora (5 mL
Tris-HCI 1 M pH 8, 4 mL NaCl 5 M, 500 uL CaCl, 250 mM y agua csp 100 mL)

durante 18 h a 37°C. El gel se tifid6 con azul de Coomassie hasta observar
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bandas blanquecinas correspondientes a las zonas de actividad catalitica de las

metaloproteasas.

9.13.ELISA

Los niveles en el sobrenadante celular de IL-1B, IL-6 e IL-10 se
determinaron usando kits ELISA R&D segun el protocolo del proveedor.
Brevemente, las muestras se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 min para
desechar los restos celulares y los sobrenadantes se almacenaron a -80°C
durante no mas de 3 semanas. El sobrenadante (50 pL) se incub6 con el
anticuerpo de captura fijado en la placa durante 2 h a temperatura ambiente.
Después de realizar 5 lavados con la solucion de lavado, se agregd 100 uL del
anticuerpo de deteccion conjugado y se incubé durante 2 h a temperatura
ambiente. Finalmente se realizaron 5 lavados y se afiadi6 la solucién sustrato y
se determiné la densidad optica a 450 nm, con una correccién a 540 nm. El
contenido de la citoquina se determind usando una curva estandar preparada
con cantidades conocidas de las ILs. De acuerdo a las especificaciones del
fabricante la sensibilidad del ensayo para la IL-1(3, IL-6 e IL-10 es de 5, 21 y

10 pg/mL, respectivamente. Todas las muestras se midieron por duplicado.
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9.14. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se muestran como el promedio + error estdndar medio
(EEM) de al menos 3 experimentos independientes. Para estudiar la
significancia estadisticas de los resultados se utilizé el andlisis estadistico
t-student o ANOVA, dependiendo las condiciones, y post-test segun lo indicado

en cada figura.
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10. RESULTADOS

10.1. EFECTO DE TNF-a SOBRE LA AUTOFAGIA EN CELULAS A7r5

10.1.1. Efecto de la privacion de suero sobre la autofagia en la linea
celular A7r5

El objetivo principal de esta Tesis es evaluar el efecto del TNF-a sobre el

cambio de fenotipo en la linea celular A7r5 y el papel de la autofagia en este

proceso. Para realizar esta evaluacion es necesario privar las células de SFB

durante 24 h. Sin embargo, esta privacién podria inducir autofagia dificultando

nuestro estudio. Por lo tanto, se hizo necesario evaluar el efecto de diferentes

concentraciones de SFB sobre la autofagia en las células A7r5.

Para estudiar la autofagia evaluamos los niveles proteicos de LC3-I
mediante Western blot, en células A7r5 cultivadas con 10%, 5%, 2% y 0% de
SFB por 24 h. Como se observa en la Figura 3, cuando la privacién es completa
(0% de SFB) la expresion de LC3-Il aumenté (1,78+0,37 veces, p<0,05). Sin
embargo, no se observaron aumentos de los niveles de LC3-Il al cultivar las
células con 2%, 5% y 10% SFB. Por lo tanto, los experimentos que se

realizaron en esta Tesis fueron con medio de cultivo conteniendo SFB al 2%.
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Figura 3. Efecto de distintas concentraciones de suero sobre la autofagia. Las células se
mantuvieron en cultivo con las concentraciones de suero fetal bovino indicadas durante 24 h 'y
se obtuvieron los extractos proteicos totales para estudiar la autofagia mediante la expresion de
LC3I-1l por Western blot. A la izquierda los geles representativos y a la derecha el gréafico de
cuantificacion. Los resultados son el promedio + EEM de 3 experimentos independientes.
Andlisis estadistico: Anova de una via con post test Holm Sidak.

10.1.2. Efecto del TNF-a sobre la autofagia en la linea celular A7r5

El primer objetivo especifico de este trabajo fue evaluar si el TNF-a
induce autofagia en las células A7r5. Para ello se hizo un estudio de dosis-
respuesta y una cinética. En la cinética las células A7r5 se estimularon durante
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0, 3, 16 y 24 h con una concentracion de TNF-a de 100 ng/mL. Los niveles
proteicos de Beclinl, LC3-1l1 y p62 se determinaron mediante Western blot. Se
observé que en el estimulo de las 24 h los niveles proteicos de Beclinl y LC3-II
aumentaron (1,55+0,24 veces, p<0,05 y 1,81+0,24 veces, p<0,05,
respectivamente) (Figura 4B). Posteriormente se realiz6 un estudio dosis-
respuesta de 0, 1, 10 y 100 ng/mL de TNF-a y se evaluaron los niveles
proteicos de los mismos marcadores. En la condicion de 100 ng/mL se observé
un aumento en Beclinl y LC3-1l (1,38+0,3 veces, p<0,05 y 2,45+0,45 veces,
p<0,05, respectivamente), y una disminucion de p62 (0,86+0,02 veces, p<0,05),
no asi a concentraciones menores (Figura 4A). Estos resultados sugieren que

TNF-a induciria autofagia en las células A7r5.

Sin embargo, para estudiar la autofagia no es suficiente evaluar los
niveles proteicos de los marcadores ya mencionados, sino que ademas es
necesario evaluar el flujo autofagico. Esto permite discriminar si el aumento de
las vesiculas autofagicas se debe a un aumento en la sintesis de las mismas o
bien es debido a un defecto en su degradacion [105]. Para ello, las células se
trataron con cloroquina, un inhibidor de la fusion de los lisosomas con los
autofagosomas, durante las dUdltimas 4 h del estimulo con TNF-a.

Posteriormente, se determind los niveles proteicos de LC3-1l y p62.
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Figura 4. Efecto de TNF-a sobre los marcadores de autofagia en las células A7r5.

(A). Cinética. Las células se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a durante diferentes tiempos
(0, 3, 16, 24 y 48 h). (B) Dosis respuesta. Las células se estimularon con diferentes
concentraciones de TNF-a (0, 1, 10 y 100 ng/mL) durante 24 h. Los resultados son el promedio
+ EEM de 4 experimentos independientes. Andlisis estadistico: Anova de una via con post test
Dunnett.
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La acumulacion de LC3-II se observo en la condicidn con cloroquina con
respecto al TNF-a solo, indicando que ésta inhibio la degradacion de LC3-1l por
autofagia. Ademas, el p62 también recuper6 los niveles basales en estas
condiciones. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el TNF-a induce el flujo

autofagico (Figura 5A).

Esto también se estudid mediante la transduccion de las células con un
adenovirus que contiene LC3 unido a la proteina fluorescente verde (GFP).
Como el LC3-1l es parte de las vesiculas autofégicas, la visualizacién de LC3-
GFP por microscopia confocal, permite evidenciar las vesiculas autofagicas. El
tratamiento de las células A7r5 con TNF-a indujo un aumento en el numero de
vesiculas autofagicas, visualizadas como puntos de fluorescencia verde.
Ademas, al tratarlas también con cloroquina se indujo un aumento aiun mayor
de las vesiculas LC3-GFP positivas, siendo ademas estas vesiculas de mayor
tamafio. Estos resultados confirman la activacion del flujo autofagico por TNF-a

en las células A7r5 (Figura 5B).

En conjunto, todos estos resultados indican que TNF-a induce autofagia
en las células A7r5. La maxima activacion ocurriria a las 24 h con una dosis de

TNF-a de 100 ng/mL.
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Figura 5. Efecto de TNF-a sobre el flujo autofagico en las células A7r5.

Las células se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a con y sin cloroquina 30 mM durante las
Gltimas 4 h de estimulo. (A) Se obtuvieron los extractos proteicos y se evaluaron por Western
blot los marcadores de autofagia p62 y LC3I-Il. (B) Las células se transdujeron con un
adenovirus que contiene LC3 fusionado con GFP usando un multiplicidad de infeccion (MOI) de
150, se incubaron por 24 h, y posteriormente se estimularon con TNF-a (100 ng/mL) con y sin
cloroquina 30 mM durante 24 h. Las células se observaron en microscopio confocal. Las
vesiculas autofagicas se evidencian por la acumulacion de LC3-GFP en un patrén punteado
que corresponde a las vesiculas autofagicas. Los resultados son el promedio + EEM de 3
experimentos independientes. Andlisis estadistico: Anova de una via con post test Dunnett.

10.1.3. Papel de la via NF-kB sobre la activacion de la autofagia por TNF-a
Es bien sabido que en la activacién de la via NF-kB es requerida para la
induccion de autofagia por multiples estimulos. Por ejemplo, en fibroblastos

embridnicos de ratones la privacion de nutrientes y la inhibicion de mTOR con
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rapamicina conlleva la activacion de IKK, lo que produce la degradacion de IkBa
y la translocacion al nucleo de NF-kB o p65 [104]. En este trabajo quisimos
evaluar si la autofagia inducida por TNF-a, un activador caracteristico de la via
NF-kB, requiere también este factor transcripcional. Para ello preincubamos las
células durante 30 minutos con BAY-117082, un inhibidor irreversible de la IKKa
y de la fosforilacion de la IkBa. Posteriormente tratamos las células con
100 ng/mL de TNF-a y evaluamos mediante Western blot los niveles de LC3-II

como marcador de autofagia. Como se observa en la Figura 6, cuando
inhibimos la via NF-kB tratando las células con dos concentraciones diferentes
de BAY-117082 (1 y 10 pM) el aumento de los niveles de LC3-Il inducida por
TNF-a se inhibe. Este resultado sugiere que la autofagia producida por esta

citoquina seria dependiente de la via NF-kB.
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Figura 6. Relevancia de la via NF-kB en la activacién de la autofagia mediada por TNF-a.
Las células se pretrataron con dos concentraciones diferentes de BAY-117082, 1 y 10 uM
durante 30 min y después se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a durante 24 h. Los niveles de
la proteina LC3-Il se evalué mediante Western blot. Los resultados son el promedio + EEM de 3
experimentos independientes. Andlisis estadistico: t-student pareado, comparando cada
condicidn con su control.

10.2. EFECTO DEL TNF-a SOBRE EL FENOTIPO SINTETICO EN LA LINEA

A7r5

10.2.1. Efecto del TNF-a sobre la desdiferenciacion celular en la linea A7r5
Las VSMC pueden presentar dos fenotipos, el contractil y el proliferativo.
El fenotipo contractil se caracteriza por su elevado nivel de proteinas

contractiles como la a-SMA, calponina y SM22. Estas células tienen como
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funcién principal ser eminentemente contractiles para controlar el diametro y el
tono vascular. En cambio, el fenotipo proliferativo corresponde a células poco
diferenciadas con una menor expresion de proteinas contractiles y con gran
capacidad de sintetizar matriz extracelular [106]. Como proteina de la matriz
extracelular nosotros evaluamos los niveles proteicos de colageno tipo |y
osteopontina. Ambas proteinas se expresan principalmente en las células
mesenquimales progenitoras de las VSMC y se expresa en mayor cantidad en
las células poco diferenciadas, siendo practicamente nulo en las VSMC

diferenciadas y maduras [107].

Para evaluar el efecto del TNF-a sobre las proteinas de matriz
extracelular se evaluaron los niveles proteicos de colageno tipo | y osteopontina
mediante Western blot, tras diferentes tiempos de estimulo con 100 ng/mL de
TNF-a. Como se observa en la Figura 7A, lo niveles de las dos proteinas
aumentaron a las 48 h de estimulo (1,43+0,11 veces, p<0,01 y 1,35+0,11

veces, 0,05, respectivamente).

En cuanto a la maquinaria de contraccion se realizdé una cinética para
evaluar los niveles proteicos de a-SMA, calponina y SM22 mediante Western
blot. Como se observa en la Figura 7B, los niveles de las tres proteinas de
contraccion disminuyeron a las 48 h de estimulo con TNF-a (0,73+0,09 veces,
p<0,05; 0,78+0,11 veces, p<0,05 y 0,78+£0,02 veces, p<0,05, respectivamente).

Esta disminucion fue menor que la que ocurre con el PDGF, el cual a las 48h
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disminuye aproximadamente a la mitad la expresion de a-SMA, calponina y SM-
22 (0,37+0,08 veces, p<0,001; 0,46+0,26 veces, p<0,0013; y 0,71+0,15 veces,

p<0,05, respectivamente) (Figura 7C).
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Figura 7. Efecto TNF-a sobre el fenotipo contractil.

(A) Las células se estimularon con TNF-a (100 ng/mL) durante 24 y 48 h. Se obtuvieron
extractos proteicos totales y se midié los niveles de colageno tipo | y osteopontina mediante
Western blot. Las células se estimularon con (B) 100 ng/mL de TNF-a durante 24 y 48h o (C) 1
ng/mL de PDGF durante 6, 24 y 48h, se obtuvieron los extractos proteicos totales y se midieron
los niveles de a-SMA, calponina y SM22, Los resultados son el promedio + EEM de 3

experimentos independientes Analisis estadistico: Anova de una via con post test Dunnett.
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Por lo tanto, la Figura 7 demuestra que TNF-a induce una disminucion
del contenido de proteinas contracties y un aumento de las de matriz
extracelular. Estos resultados nos permiten concluir que el TNF-a induce la

desdiferenciacion de las células A7r5.

10.2.2. Efecto del TNF-a sobre el fenotipo migratorio en la linea celular
AT7r5

Otra caracteristica importante del fenotipo sintético es su mayor
capacidad de migracién. Debido a que éste fenotipo es el predominante cuando
hay dafio tisular, es necesario que las células migren para que el vaso
sanguineo se regenere [21,36]. Sin embargo, en procesos patoldgicos, esta
migracion también es necesaria para que las células contribuyan a la formacion
de la placa de ateroma en la capa intima del vaso sanguineo. Para evaluar el
efecto del TNF-a sobre la migracion de las VSMC utilizamos un modelo clasico
de cierre de herida. Este ensayo, ademas de permitir analizar la capacidad
migratoria de las células, constituye un modelo in vitro que simula el proceso de
cicatrizacion que tiene lugar in vivo en respuesta a un dafo tisular [108]. Para
llevar a cabo este experimento se utilizO un cultivo celular cercano a una
confluencia maxima y se realizé una raya o herida con una punta de pipeta
estéril. A las 24 h de realizar esta herida se monitore6 la migracion observando

su cierre al microscopio tanto en presencia como en ausencia de TNF-a
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(100 ng/mL). Para evitar que el cierre de la herida se deba a proliferacion en
vez de migracion, todos estos experimentos se realizaron en presencia de

bromodesoxiuridina.

Para comprobar que la dosis de 100 ng/mL, inductora de autofagia,
también induce el fenotipo migratorio, hicimos un estudio de dosis-respuesta
para el ensayo de herida. Como se observa en la Figura 8 la concentracion que
aumento la migracion con respecto al control a las 24 h de estimulo fue la de
100 ng/mL, cerrando la herida aproximadamente un 20% mas que la condicién
control (0,73+0,05 veces, p<0,05). El tamafio de la herida en la condicién

control fue de aproximadamente 800 pum.
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Figura 8. Efecto de TNF-a en la migracién celular determinado por el ensayo de cierre de
herida.

Las células A7r5 se cultivaron hasta una confluencia cercana al 100%, momento en el que se le
realizé una herida con una punta de pipeta. Inmediatamente después, las células se estimularon
con TNF-a y bromodesoxiuridina para evitar la proliferacion celular. Tras 24 h de estimulo, el
cierre de la herida se evalu6 midiendo el ancho de la herida mediante el uso de un microscopio.
El tamafio de la herida en la condicion control es de ~800 ym. Los resultados son el promedio +
EEM de 3 experimentos independientes. Andlisis estadistico: Anova de una via con post test
Dunnett.
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Otro método para evaluar la migracioén celular es mediante el ensayo de
transwell. En este ensayo se requiere una camara Boyden que posibilita colocar
las células sobre una membrana semipermeable de poliéster separando en dos
compartimentos el pocillo. En el compartimento superior se ubican las células
gue migraran al compartimento inferior atravesando los poros de la membrana
guedandose adheridas al lado inferior de la misma (Figura 9) [109]. Una vez
finalizado el estimulo se cuantificaron las células adheridas al lado inferior de la

membrana y se compararon con las migradas en la condicion control.

I B

Inserto Transwelll_____,
Medio
Cultivo
Membrana —— Medio basal

|

Figura 9. Camara Boyden y esquema de ensayo Transwell.

Debido a que esta técnica no estaba implementada en el Laboratorio,
tuvimos que estandarizar el método. En algunos trabajos publicados mencionan
gue afiaden quimioatrayentes en el medio de cultivo de la camara inferior para
facilitar la migracién celular [110]. Asi, lo primero que hicimos fue evaluar si era
necesaria la presencia de algun quimioatrayente. La migracion celular se evalu6
tras cultivar 50.000 células con diferentes concentraciones de SFB en la cAmara

superior e inferior durante 2 h. Como se puede observar en la Figura 10A, en la
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condicion de SFB 10% en la camara inferior el nUmero de células que migro fue
demasiado elevado haciéndose imposible la cuantificacion. Las otras dos
condiciones (2% y 5% SFB) tuvieron comportamientos similares. Sin embargo,
debido a que en todos los experimentos de este trabajo hemos trabajado con
condiciones de suero al 2%, decidimos seleccionar esta concentracion para

nuestros ensayos Transwell.

A continuacion hicimos una cinética para evaluar el tiempo apropiado
para ver cambios significativos en la migracion de células estimuladas con
TNF-a (100 ng/mL), frente a una condicion control. Ademéas, hicimos un control
positivo de migracion estimulando las células con PDGF-BB [111]. A tiempos
cortos (2 h) no se observé diferencia significativa en la migracién de las células
estimuladas con respecto a las de la condicion control. A tiempos largos (>4 h),
a pesar de verse una mayor diferencia, era tanta la migracion basal que no se

pudo evaluar si esta diferencia era significativa (Figura 10B).

Para poder observar mejor una diferencia de migracion con respecto al
estimulo, se disminuyé la cantidad de células cultivadas. Esto permitié
aumentar el tiempo de ensayo de la migracién a 24h. En estas condiciones se
logré observar que TNF-a inducia un aumento de la migracion de las células
(Figura 10C). Para futuros experimentos, se utilizaron estas condiciones

experimentales.
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Por lo tanto, las condiciones de estudio de migracion mediante ensayo
Transwell para el resto del trabajo de Tesis fueron el cultivo de 5000 células en
la camara Boyden colocando medio de cultivo suplementado con 2% de SFB
en el compartimento superior e inferior y el tiempo de estimulo con TNF-a fue
de 24 h. Con estas condiciones, como se observa en la Figura 11A, TNF-a
indujo un aumento de la migracion de las células A7r5 respecto al control
(1,25+0,09 veces, p=0,05). EI numero promedio de células migradas en la

condicién control fue de aproximadamente 850.

(pagina siguiente)
Figura 10. Estandarizacion del ensayo Transwell

(superior) Estudio de la necesidad de la presencia de quimioatrayente. Se cultivaron
50.000 células en una camara Boyden colocando medio de cultivo suplementado con diferentes
concentraciones de SFB en el compartimento superior e inferior de la camara. Las células se
estimularon TNF-a (100 ng/mL) durante 2 h. (medio) Cinética. Se cultivaron 50.000 células
colocando medio de cultivo suplementado con SFB 2% en el compartimento superior e inferior
de la camara. Las células se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a o 10 ng/mL de PDGF-BB
durante diferentes tiempos. (inferior) Estudio del numero de células en el sembrado. Se
cultivaron diferentes cantidades de células en la camara Boyden y se observé la migracion a las
24 h. Al terminar el estimulo las células del lado inferior de la membrana se fijaron y se tifieron
con solucion de cristal de violeta y se fotografiaron usando un microscopio de contraste de fase
en un aumento 10x. N=1.

57



Sup: 2% SFB
Inf: 10% SFB

Control

TNF-a

s p
OB BT N A 2y
o) .’f"‘(&{:‘& '\;(f‘(-: -t i
:r‘-v"' . ‘ ’ ;:‘“,"‘
.._~r - O ":‘-,":jf
et T
o ” e

control

58



Ademas, como control positivo, también se realiz6 este ensayo con
PDGF-BB, un potente inductor de la migracion en las VSMCs. PDGF-BB indujo
la migracion de 2,42+0,28 veces mas ceélulas que el control (p<0,01) (Figura

11B).

Los resultados con los ensayos de cierre de herida y de transwell

sugieren que TNF-a induce migracion de las células A7r5.

Cntrl 24h TNF-a 24h PDGF 24h
RV . T s 1 = .:,,-‘.‘--,- "; p—— -
PR ERL | S
- ".

4 44 **n=0.0016

(]
1

**p=0.0054

—
1

células migradas
(relativo a control)
I*IJ
células migradas
(relativo a control)
N

[—]
L
[—]
L

Cntrl TNF-¢ Cntrl PDGF

Figura 11. Efecto de TNF-a en la migracion de las células A7r5 evaluado por Transwell.

Se cultivaron 5.000 células A7r5 en una cadmara Boyden colocando medio de cultivo
suplementado con SFB 2% en el compartimento superior e inferior de la camara. (A). Se afiadio
100 ng/mL de TNF-a, (B) Se afiadié 10 ng/mL de PDGF. Tras 24 h, las células del lado inferior
de la membrana se fijaron y se tifieron con solucién de cristal de violeta. Posteriormente, las
células se fotografiaron usando un microscopio de contraste de fase con un aumento de 10x y
se cuantificaron. En la condicién control migraron a la camara inferior aproximadamente 850
células Los resultados son el promedio + EEM de 3 y 4 experimentos independientes,
respectivamente. Andlisis estadistico: t-student pareado.
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Pero para que las células puedan migrar han de degradar la matriz
extracelular existente en su entorno. Por lo tanto, evaluamos la secrecion de la
metaloproteasa-9 mediante zimografia. Al realizar una cinética para evaluar la
secrecion de MMP-9 al medio de cultivo en el tiempo, observamos que a partir
de las 16 h comenzé a haber una mayor presencia de MMP-9 en las muestras,

llegando a un maximo a las 24 h (15,96 veces 0,86, p<0,01) (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de TNF-a sobre la secrecidon de la metaloproteasa MMP-9.

Las células se trataron durante diferentes tiempos con 100 ng/mL de TNF-a y los
sobrenadantes se resolvieron por electroforesis en geles de acrilamida con gelatina. Las
proteinas se renaturalizaron y el gel se incubé para evaluar la actividad enzimatica. El gel fue
tefiido con azul de Coomasie para observar las bandas claras correspondientes a las zonas con
actividad catalitica de las MMPs. Los resultados son el promedio + EEM de 3 experimentos
independientes. Analisis estadistico: Anova de una via con post test de Dunnett.
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10.2.3. Efecto del TNF-a sobre el fenotipo proliferativo en la linea celular
AT7r5

Como ya se menciono anteriormente el fenotipo sintético de las VSMCs

presenta una mayor proliferacion celular. Este fenotipo, inducido cuando hay

dafio tisular, requiere una mayor tasa proliferativa para la regeneracion del

tejido [36].

La tasa de duplicacién de las células A7r5 es aproximadamente de 32 h,
asi que evaluamos si este tiempo disminuia con el estimulo de TNF-a. Para ello
hicimos ensayos de proliferacion con tiempo de estimulo de 24 h. Al hacer el
ensayo MTT, un indicador actividad mitocondrial que nos podria indicar la
presencia de mayor cantidad de células en el caso de que las células
mantuvieran la misma actividad mitocondrial en la condiciébn control y
estimulada, se observé que la absorbancia a 560 nm de la condicion tratada
con TNF-a era significativamente mayor que las células control (1,28+0,03
veces, p<0,01) (Figura 13A). Por otro lado, en el estudio de incorporacion de
[*H]-Timidina, que evalta la cantidad de células en proliferacion, se vio un
aumento aun mas claro (2,33 veces +0,24, p<0,05) (Figura 13B). Ademas, en
ambos casos se compar0 con los resultados obtenidos con PDGF-BB, un
potente inductor del fenotipo sintético en las VSMCs. Estos resultados sugieren

que TNF-a induce proliferacion en la linea celular A7r5.
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Figura 13. Efecto de TNF-a sobre proliferacion de las células A7r5.

Se cultivaron 2.000 células A7r5 en medio suplementado con SFB 5% durante 24 h. Luego se
trataron con TNF-a (100 ng/mL) durante 24 h. (A) Para evaluar la proliferacion celular se afiadio
2 mg/mL de MTT durante 4 h y tras eliminar el medio se lisaron las células con DMSO para
disolver los cristales morados de formazan. En los sobrenadantes se determiné la absorbancia
a 560 nm. (B) Para evaluar la proliferacion celular se afiadio 1 uCi/mL de [H3]—timidina 4 h antes
del final del estimulo. Al terminar el estimulo las células se lavaron con NaOH 0,1 M y se
dejaron reposar hasta que se lisaron completamente. Posteriormente, los lisados se mezclaron
con 300 pL de solucion de centelleo y se midieron en un contador de centelleo. Los resultados
son el promedio + EEM de 4 experimentos independientes. Andlisis estadistico: t-student
pareado.

10.3.EFECTO DEL TNF-a SOBRE LA SECRECION DE CITOQUINAS

Es poco lo que se sabe sobre la expresion y secrecion de citoquina en
las VSMCs. Uno de los objetivos de este trabajo es evaluar si estas células
presentan un fenotipo inflamatorio cuando son estimuladas con TNF-q, y si este
fenotipo depende de la autofagia para su expresion. Cuando seleccionamos las
citoquinas a evaluar quisimos trabajar con citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. Entre las citoquinas proinflamatorias seleccionamos aquellas
con relevancia en el proceso ateroscleroticos pero que no se hubiera descrito

su expresion en estas células, como la IL-1B3, o que sabiéndose que se
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expresan en estas células no se conoce la relevancia de la autofagia en su

proceso de secrecion, como la IL-6.

Lo primero que hicimos fue estandarizar el protocolo de ELISA. En primer
lugar realizamos un Unico experimento dosis-respuesta (10 y 100 ng/mL) y una
cinética (24 y 48 h) con el estimulo de TNF-a para comprobar que como indica
la literatura las condiciones usadas hasta el momento inducian la secrecion de
IL-6. Cuando comprobamos que 100 ng/mL de TNF-q, la dosis usada en todo el
trabajo, inducia la secrecién de esta citoquina hicimos un estudio de cinética

con esta dosis y se observo que a las 24 h del estimulo con TNF-a habia un

aumento en la secrecién de IL-6 (258 veces 53, p<0,01) (Figura 14C).

Una vez conocidas la dosis y tiempo de estimulo, evaluamos las
condiciones para activar el inflamasoma y la consecuente secrecion de IL-10.
La forma clasica de activar el inflamasoma, como mencionamos en la
introduccién, es coestimular con LPS y ATP que permiten la activacion de la
procaspasa 1 que es la encargada de cortar la pro-IL-1B3. Pero el LPS es una
molécula derivada de bacterias que muy raramente esta en contacto con las
VSMCs en condiciones fisiolégicas. Por lo tanto, decidimos ademas estimular
nuestras células con 100 ng/mL de TNF-a durante 24 h y con ATP 5 mM 30

minutos antes del fin del estimulo.
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Figura 14. Efecto del TNF-a sobre la secrecion de IL-6 en las células A7r5.

(A) Recta de calibracion del ensayo de ELISA para IL-6. (B) Estudio dosis-respuesta y cinética
para evaluar la secrecion de IL-6 por el estimulo con TNF-a (10 y 100 ng/mL) durante 24 y 48h.
Experimento Unico. (C) Cinética de la secrecion de IL-6 por el estimulo de 100 ng/mL de TNF-a.
Los resultados son el promedio + EEM de 4 experimentos independientes. Andlisis estadistico:
Anova de una via con post-test Dunnett.

Como se observa en la Figura 15 las VSMCs no tienen niveles basales
detectables de IL-1B. Ademas, y cuando se activo el inflamasoma con LPS y
ATP tampoco hubo niveles detectables de esta proteina. El TNF-a tampoco
tuvo ningun efecto en la induccién de los niveles basales de esta citoquina
proinflamatoria. Por lo tanto, podemos concluir estas VSMCs no expresan IL-1p,

ni en su estado basal, ni en un ambiente inflamatorio.
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Figura 15. Efecto del TNF-a sobre la secrecién de IL-1B en las células A7r5.

(A) Recta de calibracion del ensayo de ELISA para IL-6. (B) Estudio de la secrecion de IL-1B por
el estimulo de TNF-a activando o no el inflamasoma. Los resultados son el promedio £+ EEM de 4
experimentos independientes.

Por altimo, la IL-10 es una citoquina antiinflamatoria por su capacidad de
inhibir la sintesis de citoquinas proinflamatorias. Debido a que en estudios de
experimentacion animal se ha observado que los valores bajo de IL-10
favorecen el desarrollo de lesiones ateroscleréticas mas extensas vy
morfolégicamente inestables, y que en pacientes con esta enfermedad se han
encontrado polimorfismos en el gen de esta proteina [112], nosotros quisimos

evaluar el efecto del TNF-a sobre esta citoquina en nuestro modelo celular.

Como se observa en la Figura 16, al igual que con la citoquina anterior,
podemos observar que estas células no poseen niveles detectables de IL-10 en
su estado basal. Cuando estimulamos con TNF-a tampoco se observd ningun

cambio.
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Figura 16. Efecto del TNF-a sobre la secrecién de IL-10 en las células A7r5.

(A) Recta de calibracién del ensayo de ELISA para IL-6. (B) Estudio de la secrecién de IL-1B
por el estimulo de TNF-a. Los resultados son el promedio + EEM de 5 experimentos
independientes.

Otros datos del laboratorio corroboran los resultados de las dos Ultimas
figuras. Se hizo un estudio de la expresiéon de mRNA de IL-1B e IL-10 en las
células control mediante rtPCR y se observo la inexistencia de amplificacion en

las muestras (datos no mostrados).

Debido a que estas células responden al TNF-a induciendo, al parecer,
s6lo IL-6, quisimos evaluar si este aumento en la secrecion de IL-6 es
caracteristico del estimulo con TNF-a o es del fenotipo sintético-
desdiferenciado. Para ello evaluamos la secrecion de esta citoquina en células
tratadas con PDGF-BB. Al estimular las células A7r5 con PDGF-BB, se observo
gue igualmente se producia el aumento en la secrecion de IL-6 (151+26 veces,
p<0,001) (Figura 17). Este resultado permite sugerir que esta el aumento de la

secrecion de IL-6 no se deberia Unicamente a que el TNF-a es un estimulo
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proinflamatorio per se, sino a que seria parte integral del fenotipo sintético de

las VSMCs.
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Figura 17. Efecto del PDGF sobre la secrecién de citoquina IL-6.

Las células se trataron con 1 ng/mL de PDGF durante 24 h y se midi6 la presencia de IL-6 en el
sobrenadante libre de contenido celular. (A) Recta de calibracion. (B) Los resultados son el
promedio + EEM de 4 experimentos independientes. Andlisis estadistico: t-student pareado.

Por dltimo, a pesar de que no es parte de los objetivos propuestos en
este trabajo, también quisimos comprobar si el TNF-a tenia algun efecto sobre
la expresion de moléculas que puedan colaborar en el ambiente inflamatorio,
como pueden ser las moléculas de adhesion que permiten la captacion de
linfocitos en el torrente sanguineo para dirigirlos a las zonas dafiadas. Como se
observa en la Figura 17, el TNF-a parece aumentar la expresion de la molécula
de adhesion VCAM-1, aunque este experimento no estd completado porque

s6lo se realizd por duplicado.
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Figura 18. Efecto del TNF-a sobre la expresidon de la molécula de adhesién VCAM-1.
Las células se trataron con TNF-a durante 24h y se evalué mediante Western blot la expresion
de VCAM-1. Los resultados son el promedio =+ EEM de 2 experimentos independientes.

Por lo tanto, hasta este punto podemos concluir que el TNF-a, a pesar de
tener un potente impacto en las VSMCs en lo que a autofagia,
desdiferenciacion, proliferacion y migracién se refiere, no tiene practicamente
efecto sobre la secrecion de citoquinas IL-18 e IL-10. En estas células TNF-a
induciria IL-6 y al parecer también VCAM-1. Por lo tanto, esta citoquina podria
crear un ambiente proinflamatorio para la inducciéon de la inflamacion y el

desarrollo de la placa de ateroma.
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10.4.PAPEL DE LA AUTOFAGIA EN EL CAMBIO DE FENOTIPO

Como se explicd en la introduccién, la autofagia es un proceso que
permite la degradacion de proteinas y organelos celulares [113]. Debido a que
el cambio de fenotipo de las VSMCs requiere un recambio proteico
(degradacion de proteinas contractiles y sintesis de proteina de matriz
extracelular) cabe esperar que esta modulacion fenotipica sea dependiente de

autofagia.

Para estudiar el papel de la autofagia en este proceso interrumpimos el
proceso en dos fases clave: en el inicio con la inhibiciébn de la formacion del
complejo Beclinl, y al final con la inhibicién de las fusién del autofagosoma con
el lisosoma. Para inhibir la primera etapa utilizamos un RNA interferente. Como
se observa en la Figura 19A el uso de este siRNA Beclinl redujo
aproximadamente en un 75% los niveles proteicos de Beclinl (0,28 veces

+0,09, p<0,001).

Para inhibir la fusion del autofagosoma con el lisosoma utilizamos un
inhibidor farmacoldgico, la cloroquina que impide la fusion del autofagosoma
con el lisosoma [114]. Debido a que la cloroquina es toxica en tiempos largos,
los Unicos ensayos que se pudieron realizar inhibiendo la autofagia con
cloroquina fueron aquellos en los que el estimulo era de 24 h (migracién,
proliferacion y secrecion de citoquinas). Sin embargo, el silenciamiento de la

proteina Beclinl, como se observa en la Figura 19B, no presenta cambios en la
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morfologia y viabilidad de las células. Por lo tanto con esta ultima forma de
inhibir la autofagia la pudimos utilizar en todos los ensayos, tantos los que

requieren un estimulo con TNF-a de 24 h como los de 48 h.
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Figura 19. Silenciamiento de Beclinl con RNA interferente.

(A). Las células A7r5 se transfectaron con 100 nM de siRNA Beclinl durante 6 h, se privo con
medio con 2% SFB durante 16 h y posteriormente se estimulé o no con 100 ng/mL de TNF-a
durante 24 h. Se extrajeron los extractos proteicos y se evalud Beclinl mediante Western blot.
(B) Las células se transfectaron con siRNA scramble o Beclinl y tratadas con TNF-a durante
48 h. (C) Las células se trataron con cloroquina con y sin TNF-a durante 24 h. Se observé la
morfologia celular en microscopio de contraste de fase con un aumento de 10x. Los resultados
son el promedio + EEM de 3 experimentos independientes. Andlisis estadistico: Anova de una
via con post Test Dunnett.
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10.4.1. Papel de la autofagia en la desdiferenciacidén celular en la linea
AT7r5

Para evaluar el papel de la autofagia en la desdiferenciacion celular

medimos la expresion de las proteinas de contracciéon (a-SMA y SM22) y de las

de matriz extracelular (coldgeno tipo | y osteopontina), en células estimuladas

con TNF-a. La autofagia se inhibié mediante el tratamiento con un siRNA de

Beclinl.

Los resultados de la Figura 20 muestran que cuando las células se
trataron con TNF-q, la expresion de a-SMA y SM22 disminuyeron respecto del
control (0,74 veces 0,12, p=0,117 y 0,54 veces 0,01, p<0,01,
respectivamente). Esta disminucion se previno cuando se silencié Beclinl. Este
resultado sugiere que se requiere la autofagia para la disminucion de las

proteinas contractiles inducidas por TNF-a en células A7r5.

Por otro lado, ademas de los niveles de las proteinas contractiles
también es interesante evaluar la organizacion de las fibras de actina. El
aparato contractil del masculo liso se contrae mas lentamente que el del
muasculo estriado, pero permite un acortamiento mayor de las fibras. El
mecanismo de contraccion en esta variedad de musculo también se basa en el
deslizamiento de los filamentos finos sobre los gruesos. Los filamentos de
actina de las fibras musculares lisas son faciles de detectar a nivel

ultraestructural. Una forma es teiiirlos con faloidina marcada, una micotoxina
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gue se una a la F-actina y que al estar unida a un fluoréforo, como la rodamina,

permite la visualizacion de la misma.
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Figura 20. Papel de la autofagia en el cambio del nivel de proteinas contréctiles por
TNF-a.

Las células A7r5 tratadas con el RNA interferente se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a
durante 48 h. Se obtuvieron extractos proteicos totales y se evalud la expresion de a-SMA y
SM22 mediante Western blot. (A) Geles representativos. Cuantificacion de los niveles proteicos
de (B) a-SMA y (C) SM22. Los resultados son el promedio + EEM de 3 y 4 experimentos
independientes, respectivamente. Analisis estadistico: Anova de dos vias con post test Sidak.

En una VSMC en fenotipo contractil, las fibras de actina se disponen
ordenadamente en forma paralela. Sin embargo, cuando la célula pasa a un
fenotipo sintético, estas fibras se desordenan presentandose las fibras en todas

las direcciones, lo que le otorga a la célula una menor capacidad contractil.
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Para evaluar si la autofagia ademas de disminuir los niveles de las
proteinas contractiles, también desorganiza los filamentos de actina
estimulamos las células con cloroquina durante las ultimas 24 h del estimulo
con TNF-a. Los resultados mostraron que al tratar las células con TNF-a la
organizacién de los filamentos de actina era desordenada en el tratamiento con
TNF-a. Esta desorganizaciéon se previno parcialmente cuando las células se

trataron durante 24 h con cloroquina (Figura 21).

| Crtrl || CQ24h || TNF-adSh ||  TnF-adshcazan |

m m o«

] x >y m Lo L} o - 11 n 3 & =

) m; = 3 1 3
Dovme g Oowrms pin i) O ctrm o [plinie) O erme [plos s

Figura 21. Efecto del TNF-a sobre la organizacion de las fibras de actina y el papel de la
autofagia.

Las células A7r5 estimuladas con TNF-q, en presencia y ausencia de cloroquina, se fijaron y se
tineron con faloidina-rodamina. La organizacion de las fibras de actina se observé en un
microscopio de epifluorescencia con un aumento de 40x. Los paneles inferiores corresponden
a los trazos densitogréaficos de las respectivas lineas amarillas. En estos trazos se puede
apreciar que la pérdida de la regularidad de los patrones se asocia a un aumento de la
irregularidad de las fibras de actina tefiidas con faloidina-rodamina.
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En cuanto a la matriz extracelular, el silenciamiento de la proteina
Beclinl previno el aumento en los niveles de colageno tipo | y osteopontina
inducido por TNF-a (3,09+0,85 veces, p<0,01 y 2,32+0,46 veces, p<0,01,
respectivamente) (Figura 22). Estos resultados sugieren que el aumento de los
niveles de las proteinas de la matriz extracelular inducida por TNF-a es

dependiente de autofagia.
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Figura 22. Papel de la autofagia en la sintesis de matriz extracelular.

Las células A7r5 tratadas con el RNA interferente se estimularon con 100 ng/mL de TNF-a
durante 48 h. Se obtuvieron extractos proteicos totales y se evalu6 mediante Western blot la
expresion de colageno tipo | y osteopontina. (A) Geles representativos. Cuantificacion de los
niveles proteicos de (B) colageno tipo | y (C) osteopontina. Los resultados son el promedio +
EEM de 3 y 4 experimentos independientes, respectivamente. Andlisis estadistico: Anova dos
vias con post test Holm Sidak.
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10.4.2. Papel de la autofagia en el fenotipo migratorio en la linea celular
AT7r5

Para evaluar el papel de la autofagia en el cambio de fenotipo migratorio
realizamos el ensayo de herida inhibiendo el proceso autofagico con cloroquina.
Como se demostrd anteriormente, TNF-a indujo el cierre de la herida a las 24 h
(0,73+0,05 veces, p<0,01) y aumento la migracion celular evaluada mediante el
ensayo Transwell (1,47+0,19 veces, p<0,01) (Figura 23). El cotratamiento con
cloroquina y el silenciamiento de la proteina Beclinl previnieron el cierre de la
herida inducida por TNF-a (Figura 23A). El mismo resultado se obtuvo cuando

la migracion celular se evalué usando el ensayo de transwell (Figura 23B).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la migracion producida por

TNF-a es dependiente de autofagia.

---(Pé&gina siguiente)
Figura 23. Papel de la autofagia en la migracién celular inducida por TNF-a.

(A-C) Ensayo de herida. Las células se cultivaron hasta una confluencia cercana al 100%,
momento en el que se le realiz6 una herida con una punta de pipeta y se estimul6 con de
TNF-a y/o cloroquina segun corresponda. Tras 24 h de estimulo, el cierre de la herida se
observd en el microscopio de contraste de fase con un aumento 10x. (D-F) Ensayo Transwell.
Se sembraron 5000 células en la camara superior de la camara Boyden y se estimularon con
TNF-a y/o cloroquina segun corresponda. Tras 24 h de migracion las células del lado inferior de
la membrana se fijaron y tifieron con solucidon de cristal de violeta y se observé en el
microscopio de contraste de fase con un aumento 10x. Los resultados son el promedio + EEM
de 4 experimentos independientes. Analisis estadistico: Anova de dos vias con post test Holm
Sidak.
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10.4.3. Papel de la autofagia en el fenotipo proliferativo en la linea celular
AT7r5

Por ultimo se comprobo si la proliferacion inducida por TNF-a también

era dependiente de autofagia. La proliferacion celular se evalu6 mediante el

ensayo MTT y por incorporacion de [*H]-timidina. La participacion de la

autofagia se investigd mediante la coestimulacion de las células con cloroquina

y con el siRNA Beclinl.

La inhibicién de la autofagia con cloroquina previno el aumento de la
proliferacion celular determinado por el ensayo de MTT y por la incorporaciéon
de [*H]-timidina (1,28+0,03 veces, p<0,01 y 2,33+0,24 veces, p<0,05,
respectivamente) (Figura 24A y 24B). Al realizar ambos ensayos, pero ahora
silenciado a Beclinl, se observaron practicamente los mismos efectos (1,15+0,1

veces, p<0,01y 2,48+0,71 veces, p<0,01, respectivamente) (Figura 24C y 24D).

Estos resultados sugieren que el incremento de la proliferaciéon de las
células A7r5 inducidas por TNF-a requiere la activacion y ejecucion de la

autofagia.
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Figura 24. Papel de la autofagia en la proliferacion celular.

(A 'y C) Ensayo MTT. En una placa de 24 pocillos se cultivaron 2000 células. Tras 24 h se
reemplazé el medio con uno que contenia 2% SFB y se estimularon con TNF-a (100 ng/mL) en
presencia y ausencia de cloroquina (CQ, 30 mM). Tras 24 h de estimulo se afiadié 2 mg/mL de
MTT durante 4 h y tras eliminar el medio, las células se lisaron con DMSO para disolver los
cristales morados de formazan y medir la absorbancia a 560 nm. (B y D) Ensayo de
incorporaciéon de [3H]-timidina. En una placa de 24 pocillos se cultivaron 4000 células, se
transfectaron con siRNA Scramble (siRNA Scr) o siRNA Beclinl (siRNA Bec) segun
corresponda y se incubaron durante 6 h. Posteriormente se estimularon durante 24 h con 100
ng/mL de TNF-a. Cuatro horas antes del fin del estimulo se afiadi 1 uCi/mL de [*H]-timidina. Al
terminar el estimulo, las células se lavaron con NaOH 0,1 M y se lisaron. El lisado se mezcl6
con 300 pL de solucion de centelleo y se midié en un contador de centelleo. Los resultados son
el promedio + EEM de 4 experimentos independientes. Analisis estadistico de A y C: Anova de
dos vias con post test Sidak. Andlisis estadistico de B y D: Anova de una via con post-test
Dunnett.
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10.4.4. Papel de la autofagia en la secrecién de citoquinas en VSMC

La primera estrategia para evaluar el papel de la autofagia sobre la
secrecion de citoquinas fue inhibirla mediante el silenciamiento de Beclinl, al
igual que hicimos en el resto del trabajo de Tesis. Sin embargo, cuando
realizamos el ensayo vimos que la secrecidon de citoquinas aumentaba en
condiciones control (Figura 25). Este resultado sugiere que el tratamiento con la
oligofectamina o al hecho de poner en contacto las células con un RNA
exdgeno activo el proceso inflamatorio. Por otra parte, es sabido que los RNAs
exdgenos de hebra simple pueden activar ciertos TLRs como el TLR-7 y el

TLR-8 que podrian dar cuenta de este resultado [115].
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Figura 25. Efecto del RNA interferente de Beclinl sobre la secrecién de IL-6 inducida por
TNF-a.

En una placa de 12 pocillos se cultivaron 5000 células y tras 24 h se transfectaron con siRNA
Scramble (siRNA Scr) o siRNA Beclinl (siRNA Bec) segln corresponda y se incubaron por 6 h.
Posteriormente, se estimularon durante 24 h con 100 ng/mL de TNF-a. Al cabo de ese tiempo,
el sobrenadante se centrifugd para eliminar restos celulares y se realizé el ELISA. Los
resultados son el promedio + EEM de 4 experimentos independientes. Andlisis estadistico:
Anova de dos vias con post-test Holm-Sidak.
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Por lo tanto, repetimos el experimento inhibiendo la autofagia
farmacoldgicamente con cloroquina durante las 24 h de estimulo con TNF-a. La
coincubacién con cloroquina inhibid el aumento de la secrecion de IL-6 inducida
por TNF-a (Figura 26). Este resultado permite sugerir que el aumento de la
secrecion de IL-6 inducida por TNF-a en las células A7r5, seria dependiente de

la activacion de la autofagia.
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Figura 26. Efecto de la inhibicion de la autofagia con cloroquina sobre la secrecién de
IL-6 inducida por TNF-a.

En una placa de 24 pocillos se cultivaron 5000 células y se trataron con TNF-a con y sin
cloroquina durante 24 h. El sobrenadante se centrifugd para eliminar restos celulares y se
realizé el ELISA. (A) Recta de calibracion. (B) Los resultados son el promedio + EEM de 4
experimentos independientes. Andlisis estadistico: Anova de una via con post test de Tukey.
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11. DISCUSION

El remodelado vascular es un proceso de gran relevancia debido a que
afecta a diferentes enfermedades cardiovasculares con elevada prevalencia en
el mundo. Conocer las causas de este remodelado es un avance para su futura
profilaxis o tratamiento. En este trabajo concluimos que el TNF-a, una de las
citoquinas proinflamatorias mayoritaria en los tejidos y sangre de los pacientes
con aterosclerosis, podria intervenir en este proceso de remodelado vascular,
induciendo desdiferenciacion de las VSMCs, disminuyendo su capacidad
contractil, aumentando su capacidad de secrecién de matriz extracelular, y
favoreciendo el fenotipo proliferativo y migratorio. Por otro lado, también hemos
demostrado que en estas células, el TNF-a tendria un efecto proinflamatorio

discreto, induciendo selectivamente la secrecion de IL-6 por las VSMCs.

En los dltimos afos se ha relacionado la autofagia con diversos
fendbmenos patoldgicos y se ha descrito como diana terapéutica en alguno de
ellos. Hay varios estudios que documentan la existencia de la autofagia en el
tejido cardiovascular. En 1961 se publicé la primera evidencia de que las
VSMCs presentan autofagia en muestras de pacientes con enfermedades
cardiovasculares. Posteriormente esto también se observd en conejos
alimentados con dieta rica en colesterol, monos y ratas [116-120]. Esta aumento
en los niveles de autofagia son debidos, en parte, a que las células deben

adaptarse a las nueves condiciones de estrés en un ambiente altamente
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inflamatorio, como el desarrollado en la enfermedad aterosclérotica. Sin
embargo, aun no es del todo conocido el papel de este proceso adaptativo en
estas enfermedades, cuales son las causas que la inducen, ni el efecto

fisiopatolégico de su inhibicion.

A pesar de que ya estaba descrito en la literatura que el TNF-a induce el
proceso autofagico en VSMCs [121], en ese trabajo s6lo se evaluan
marcadores de autofagia como Beclinl y LC3-ll, no estudiando el flujo
autofagico [121]. Como describimos en la introduccién y resultados, es
necesario evaluar el flujo para corroborar que la autofagia esta aumentada en
todas sus etapas, ya que la acumulacion de LC3-Il, marcador autoféagico, puede
deberse también a una menor fusién del autofagosoma con el lisosoma, lo que
indicaria justamente lo contrario, una disminucidon en el proceso autofagico.
Nuestros resultados permitieron corroborar que el TNF-a induce autofagia en
este modelo celular. Para ello medimos los marcadores de autofagia Beclinl,
p62 y LC3-1l a diferentes tiempos y realizamos los estudios de flujo autofagico
pertinentes, tanto con las proteinas p62 como con la LC3-II. Observamos que al
estimular nuestras células con una dosis de 100 ng/mL de TNF-a, la autofagia
se veia aumentada a las 24 h. A pesar de que hubiera esperado que los
estimulos con cloroquina acumulen p62 esto no ocurrid, probablemente porque
esta proteina tiene un control de sintesis, que es frenada cuando se alcanza
cierto nivel basal (Figura 5). Otro aporte de este trabajo fue determinar que la

via transduccional del factor de transcripcion NF-kB, concretamente la proteina
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IKK, participa en la activacion de la autofagia por TNF-a en las VSMCs

(Figura 6).

El siguiente objetivo a estudiar fue el efecto del TNF-a sobre la
desdiferenciacién celular y la participacién de la autofagia en este proceso. El
marcador mas claro que pudimos detectar en el proceso de desdiferenciacion
de las VSMC correspondié a las proteinas de matriz extracelular. Pasaron de
estar practicamente ausentes en las células diferenciadas a aumentar méas del
100% tanto en el colageno tipo | como en la osteopontina. Sin embargo, en las
proteinas contractiles a-SMA y SM22, tuvieron una disminucion siempre menor
de un 50 % (Figura 7). De acuerdo a lo que esta reportado en la literatura, estos
cambios son de magnitudes similares a los inducidos por el PDGF-BB, el
modulador fenotipico de estas células por excelencia. Es estos trabajos se
observa una disminucion en el a-SMA en aproximadamente un 40% [122],
magnitud también observada en estudios no publicados de nuestro laboratorio.
En cuanto al efecto del PDGF-BB sobre la matriz extracelular, ese mismo
trabajo reporta que el PDGF-BB también induce un aumento de
aproximadamente el 100% de osteopontina, efecto similar al observado en
nuestro trabajo con el TNF-a. Por otro lado, el efecto del PDGF-BB sobre la
migracion y la proliferacion, en un trabajo publicado por nuestro laboratorio se
observo que aumenta la migracion en un 100% vy la proliferacion en un 45%

[123]. Estos efectos fueron un poco disparejos en el caso del TNF-a el cual
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parece tener mayor efecto sobre la proliferacion (aumentandola hasta un 100%)

y menor efecto en la migracion, la cual se induce en menos del 50%.

En el remodelado vascular las VSMCs también se caracterizan por
poseer una mayor tasa de proliferacién y migracion. A pesar de que ya estaba
reportado el efecto del TNF-a sobre estos procesos [124,125] no se conocia su
dependencia de la autofagia. EI ensayo por MTT no es un método muy
confiable para medir proliferaciébn celular, principalmente debido a que la
reduccion del MTT esta asociado a la actividad mitocondrial [126]. Aunque
originalmente se describid que existia una relacion entre la cantidad de MTT
reducido y el numero de células, su reduccion también puede ser influenciado
por el grado de actividad mitocondrial celular [127]. Debido a que el TNF-a
también esta involucrado en la iniciacion de apoptosis [31], podria ser que los
efectos de esta citoquina sobre la reduccién del MTT sea debido a un cambio
en la actividad mitocondrial mas que cambios en la proliferacion celular. Por
esta razén repetimos todos estos ensayos utilizando la incorporacién de [*H]-
timidina. Aungue técnicamente es mas dificultosa su aplicacion, sus resultados

son mas concluyentes que aquellos obtenidos por MTT.

Al igual que observamos en la desdiferenciacién celular, el aumento de la
tasa proliferativa y migratoria de las VSMCs por el estimulo con TNF-a se
previno al bloguearse o inhibirse la autofagia. Por lo tanto, nuestros datos

muestras que la autofagia es absolutamente necesaria para la
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desdiferenciacion de las VSMC inducida por TNF-a. La inhibicion de la
autofagia, ya sea en su etapa inicial realizada con el siRNA Beclinl o en su
etapa final usando cloroquina, inhibié la aparicion de todos los marcadores de
desdiferenciacion de las VSMCs. Esto nos hacer pensar que la autofagia
participaria en el mecanismo de desdiferenciacion de las VSMC con un rol que
irla mas alla que el solo hecho de estar involucrado en la degradacion de las
proteinas contractiles. So6lo de esta manera se podria explicar su papel en el
favorecimiento de la migracion, proliferaciéon o de la secrecion de proteinas de

matriz extracelular.

Recientemente se describié que la autofagia es necesaria para la
movilidad e invasion de células cancerigenas metastasicas [128]. En estas
células la autofagia promoveria el recambio de las adhesiones focales a través
de un mecanismo que involucraria de degradacion de paxilina, una proteina
clave de las adhesiones focales. La paxilina contiene un dominio de interaccién
con LC3 (dominio LIR) y seria dirigido al autofagosoma por su unién a LC3 a

través de un mecanismo regulado por Src [128].

Por otro lado, estd descrito que la autofagia estad involucrada en la
induccion de la proliferacién de las VSMCs en respuesta a diferentes estimulos,
incluido el TNF-a evaluado en este trabajo. Varios estudios han demostrado
qgue la activacion de la autofagia contribuye a la proliferacién de VSMCs. Por

ejemplo, el tratamiento de las VSMCs con la proteina secretada Sonic
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hedgehog (Shh) induce la autofagia de una manera dependiente de Akt y
aumenta la proliferacion de las VSMCs [129]. Este efecto es muy importante en
la patogénesis de la enfermedad vascular proliferativa incluida la reestenosis
[129]. Ademas, la autofagia inducida por PDGF-BB se asocia con aumento de la
migracion y la proliferacion de VSMCs y su inhibicién por 3-metill adenina o
spautin-1 reduce la proliferacion inducida por PDGF [23]. Se ha sugerido que la
deficiencia en la autofagia en las VSMCs induce a la detencién del ciclo celular
en G1 a través de un mecanismo dependiente de pl6, asi como de aumentar la
migracion asociada con la regulacion positiva de metaloproteinasas de matriz 9
(MMP9), factor de crecimiento transformante beta y quimioquinas (C-X-C) con
motivo ligando 12 (CXCL12), siendo responsable en la formacion de neointima

después de una lesién vascular [130].

En trabajos publicados recientemente se ha relacionado la diferenciacion
celular con el factor de transcripcion de tipo Kruppel KLF4 [122]. La expresion
de KLF4 estd asociada con el efecto inhibitorio sobre la proliferacion celular
ejerciendo este efecto fundamentalmente en la etapa G1/S del ciclo celular
[131]. Debido a que en la placa de ateroma se destaca la hiperproliferacion y
desdiferenciacion de las VSMCs, se penso que KLF4 podria tener un papel
importante en este proceso. Se demostro que el KLF4 no se expresa en VSMCs
diferenciadas [132], pero si lo hace en tejidos vasculares dafiados. Debido a
que el KLF4 tiene gran relevancia en el cambio de fenotipo inducido por

PDGF-BB [133], es probable que también lo tenga en el proceso de
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desdiferenciacion inducido por TNF-a. Esta idea estaria apoyado por el trabajo
en el que se observd que factores inflamatorios como IFN-y, LPS o TNF-a
inducen la expresion de KLF4 [134]. En cuanto a la relacion existente entre la
autofagia y el KLF4, en un trabajo publicado recientemente se demostré que el
KLF4 se une al promotor del p62 incrementando su expresion [135]. Con esto
son varias las evidencias que sugieren que seria interesante evaluar si el KLF4
es un factor relevante en la desdiferenciacion celular dependiente de autofagia

inducida por TNF-a en las VSMCs.

Curiosamente, la rapamicina y sus derivados, que inducen una fuerte
induccion de la autofagia [136,137], no sélo inhiben la proliferacion celular [138],
sino que también evitan la migracion de las VSMCs [139] y la restenosis [140].
En consecuencia, los farmacos derivados de la rapamicina se utilizan
comunmente en los stents liberadores de farmacos para prevenir la reestenosis
después de la angioplastia [141]. Estos farmacos parecen prevenir la
proliferacion y la migracién de las VSMCs mediante la inhibicién de S6K1 y de
esta manera inhibir la expresion de proteinas clave del ciclo celular [142,143].
Por lo tanto, los efectos de los medicamentos derivados de rapamicina es poco
probable se deban a su capacidad de activar la autofagia. Es de destacar que
los stents liberadores de farmacos derivados de rapamicina son superiores a
otros stents que liberan inhibidores de la proliferacion celular como por ejemplo
paclitaxel [144,145]. Esto sugiere que los farmacos derivados de rapamicina no

s6lo participarian en la detencion del ciclo celular, sino que podrian involucrar
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otros mecanismos adicionales que expliqguen su efectividad. Sin embargo, esta
caracteristica no es exclusiva solo de los farmacos derivados de rapamicina.
Verapamilo [146] y emodina [147] también inducen autofagia e inhiben la
proliferacion de las VSMC. Por otro lado, telmisartan y la atorvastatina,
medicamentos usados en patologias cardiovasculares, inducen formas de
autofagia asociadas con la menor incorporacion de lipidos y una menor

calcificacion, respectivamente [148,149].

En cuanto a los datos del efecto del TNF-a sobre la secrecion de
citoquinas proinflamatorias, se puede afirmar que a pesar de que las VSMCs
responden fuertemente al TNF-a induciendo a autofagia y cambio de fenotipo,
su efecto sobre la secrecion de citoquinas proinflamatorias es menor. Esta
caracteristica pareciera ser particular de las VSMCs ya que el TNF-a induce
fuertemente la secrecion de citoquinas en otros modelos celulares [31,150]. Los
Unicos efectos proinflamatorios que vimos fue el aumento en la secrecion de
IL-6 y una tendencia al aumento de la expresion de la molécula de adhesion
VCAM-1. Sin embargo, no observamos efectos sobre la secrecién de IL-1B y de
IL-10. Una explicacion podria ser la no expresion de estas citoquinas en las
VSMCs, aunque interesantemente se ha descrito la expresion de ambas
citoquinas en VSMCs de primates y el aumento de la IL-1B y la disminucion de

la IL-10 cuando estas células envejecian [151].
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Por otra parte, se ha descrito que la autofagia participa en la via
secretora no convencional para la secrecidon de IL-1B [53]. Esta via de
exportacion depende de Atg5, inflamasoma, y al menos una de las dos
proteinas de apilamiento de reensamblaje del Golgi (GRASP) paralogas de
mamifero, GRASP55 (GORASP2) y Rab8a [53]. Mas recientemente, en un
carcinoma nasofaringeo y en una linea celular monocitica se demostré de que
se requiere la proteina EB1 asociada a microtibulos para la secrecion
dependiente de autofagia de IL-1B por el inflamosoma AIM2 [152]. Ademas, en
macrofagos humanos, la via dectin-1/Syk activa una via de secrecion de
proteinas mediada por vesiculas no convencional que depende tanto del
inflamosoma como de la actividad de la autofagia [153]. Seria interesante
evaluar a futuro si un mecanismo similar a lo descrito para las células
cancerigenas y macrofagos es el responsable del aumento de la secrecion de
IL-6 inducida por TNF-a en VSMCs. Ademas, también seria importante estudiar
si hay diferentes mecanismos de secrecion de citoquinas, ya que como vemos
en la figura 25, la IL-6 secretada cuando las células fueron transfectadas con
SiRNA de Beclinl es claramente independiente de autofagia, mientras que
cuando inhibimos la autofagia con cloroquina la IL-6 secretada por estimulo de
TNF-a si que es inhibida. Esto nos hace pensar que podria haber dos
mecanismos diferentes de secrecion de citoquinas, uno que sea meramente de
defensa ante un estimulo patdégeno, practicamente una respuesta innata, y otro

que esta asociado al cambio de fenotipo.
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A raiz de estos resultados, en los que tanto el TNF-a como la autofagia
tienen gran relevancia en la modulacion fenotipica y en contribucion del
ambiente inflamatorio en la aterosclerosis, pueden abordarse como dianas
terapéuticas para esta enfermedad. Existen antagonistas del TNF-a, como el
etanercept, infliximab y adalimumab, los cuales son utilizados en diferentes
enfermedades autoinmunes o con elevado componente inflamatorio como la
artritis reumatoide, psoriasis y las enfermedades inflamatorias intestinales
[154,155]. El papel de estos farmacos ha sido estudiado en enfermedades
cardiovasculares y paradojicamente aumenta la mortalidad [156,157]. La razén
de esto no se ha explicado bien hasta el momento ya que en pacientes con
artritis reumatoide el tratamiento con terapia anti-TNF reduce claramente la
incidencia de enfermedades cardiovasculares [158,159]. Debido a esto se
necesitan otros estudios para evaluar el efecto de la terapia anti-TNF en la
aterosclerosis. So6lo de esta manera se podra concluir si esta terapia podria

tener utilidad en la practica clinica.

Por otro lado, hay farmacos que regulan mas especificamente la
autofagia, como la cloroquina y la spautin-1 (un inhibidor de USP10 y USP13).
Ambas moléculas podrian ser buenos candidatos para el tratamiento de la
aterosclerosis. En estudios celulares se vio que spautin-1 inhibe la autofagia de
forma independiente a Akt inhibiendo la hiperproliferacion de las VSMCs
causada por PDGF [23]. Algo similar se ve con la cloroquina en nuestro trabajo,

donde la cloroquina inhibe el fenotipo proliferativo y migratorio de las VSMCs.
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La cloroquina es farmaco aprobado actualmente para el uso humano y que
ademas ha mostrado tener efectos beneficiosos en la prevencion de
hipertension en modelos murinos [160]. La proyeccion de esta area de estudio
es encontrar un modulador autofagico que sea capaz de discriminar entre la
autofagia basal y autofagia patoldgica, siendo capaz de modular s6lo aquellas

vias metabdlicas que estan desreguladas en la enfermedad.
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12. RESUMEN GRAFICO

capa

intima
cambios
fenotipicos
A
N
fenotipo contractil fenotipo sintético
proteinas inflamacién eliforacion migracion
contractiles IL-6 P MMP9
tono vascular recambio celular y formacién de ateroma

Figura 27. Resumen gréfico.

En el panel superior se observa que las células de musculo liso vascular se encuentran en un
vaso sanguineo sano principalmente en la tinica media y en la capa intima cuando se ha
formado la placa de ateroma. En el panel inferior se representa que el TNF-a induce autofagia
via NF-kB lo que permite el cambio de fenotipo que se caracteriza principalmente por la
disminucién de los niveles proteicos de la maquinaria contractil, el aumento de la matriz
extracelular y el aumento de la tasa migratoria, con un aumento de la secrecion de la MMP9, y
proliferacion celular. Ademas, también se demuestra en este trabajo que en este fenotipo
sintético esta incluido el aumento el de la secrecion de la IL-6.
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13. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos hasta el momento se puede concluir que en
las VSMCs el TNF-a induciria desdiferenciacion celular, con una disminucién de
los niveles de proteinas contractiles y un aumento de la matriz extracelular,
fenotipo proliferativo y fenotipo migratorio. Todo esto dependiente de autofagia,

la cual seria dependiente de IKK, una proteina clave de la via NF-«B..

Ademas también concluimos que TNF-a induciria un aumento de la
secrecion de IL-6 por un mecanismo dependiente de autofagia. El aumento de
la secrecion de IL-6 no seria especifico de TNF-a, y seria mas bien una
caracteristica comun del fenotipo sintético, ya que otro inductor del cambio de

fenotipo, el PDGF-BB, también induce dicho incremento.

Por lo tanto, en una condicion de aterosclerosis, las VSMCs, que se
encontrarian estresadas debido a las condiciones inflamatorias del medio,
aumentarian su nivel de autofagia para adaptarse a estas condiciones. Ademas,
esta autofagia podria ser responsable de un cambio de fenotipo a uno sintético-
desdiferenciado que seria, en parte, una de las causas de la génesis y
progresion de la enfermedad. Por lo tanto, a futuro, se podria investigar si la
autofagia, el TNF-a o la via inflamatoria NF-kB serian dianas terapéuticas en

esta enfermedad.
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