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RESUMEN

Las células de musculo liso vascular (CMLV) son el principal componente
de la tinica media en las arterias. Poseen una gran plasticidad fenotipica pasando
de un estado diferenciado a desdiferenciado. Las CMLV desdiferenciadas son
capaces de proliferar y migrar, participando en la angiogénesis y en el desarrollo
de distintas patologias como ateroesclerosis, hipertension y estenosis. Un factor
protector contra estas enfermedades es el deporte. Interleuquina-6 (IL-6) es una
cito-mioquina, liberada por el musculo esquelético después de realizar actividad
fisica. IL-6 tiene 2 vias de sefializacion: una clasica, con su receptor unido a la
membrana plasmatica, y una trans-sefializacion, con el receptor soluble de IL-6
(sIL-6R). De esta forma surge la duda del efecto de IL-6 sobre el fenotipo de
CMLV. La hipotesis planteada es “Interleuquina 6 induce la desdiferenciacion de
linea celular de musculo liso vascular’. Los objetivos fueron: evaluar el efecto de
IL-6 sobre la migracion celular; registrar si IL-6 tiene efecto sobre la tasa de
proliferacion celular y determinar si IL-6 produce cambios en la cantidad de

proteinas contractiles.

Para estudiar el efecto de IL-6 sobre CMLV se utilizaron 3 marcadores
fenotipicos de diferenciacion: migracion, proliferacion y cantidad de proteinas
contractiles. Para evaluar migracion se utilizO ensayo de cierre de herida y
Transwell; para proliferacion se uso viabilidad por MTT y para medir cantidad de

proteinas contractiles se utiliz6 Western blot.
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La sefializacion clasica de IL-6 produjo migracion en CMLV de manera dosis
y tiempo dependiente. Sin embargo, IL-6 no indujo proliferacién celular y no altero
los niveles de proteinas contractiles a-SMA; calponina y SM22.

Con estos resultados in vitro se esclarece el rol de IL-6 sobre el proceso de
diferenciacion de CMLV y su posible participacion en la cardioproteccion observada

en atletas.
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ABSTRACT

Interleukin 6 induces desdifferentiation of vascular smooth muscle cells

Vascular smooth muscle cells (VSMC) are the main component of the tunica media
in the arteries. They have a great phenotypic plasticity ranging from differentiated to
dedifferentiated states. Dedifferentiated VSMC are able to proliferate and migrate,
participating in angiogenesis and development of different pathologies such as
atherosclerosis, hypertension and stenosis. A protective factor against these
diseases is sport. Interleukin-6 (IL-6) is a cyto-myoquine, released by skeletal
muscle after physical activity. IL-6 has 2 signaling pathways: a classical one, with its
receptor attached to plasma membrane, and a trans-signaling, with the soluble IL-6
receptor (SIL-6R). Here the question to answer is about the effect of interleukin 6 on
vascular smooth muscle cells phenotype. The hypothesis is "Interleukin 6 induces
the dedifferentiation of vascular smooth muscle cell line.". The objectives were:
evaluate the effect of IL-6 on cell migration; record if IL-6 has an effect on the rate of
cell proliferation and determine if IL-6 produces changes in the amount of contractile
proteins.

The effect of IL-6 on VSMC was studied using 3 phenotypic differentiation
markers: migration, proliferation and contractile protein levels. Migration was
assessed by wound closure and transwell assays; viability was evaluated by MTT
and Western blot to measure contractile protein levels.

The IL-6 classic signaling triggered migration in VSMC in a dose and time-
dependent manner. However, IL-6 did not induce cell proliferation and did not alter

contractile proteins a-SMA, calponin and SM22 levels.
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Taking together, these results suggest that IL-6 induces partial VSMC
dedifferentiation. This work will contribute to clarify the possible participation of IL-6

in the cardioprotection observed in athletes.
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INTRODUCCION

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de patologias
que afectan al corazon y los vasos sanguineos. A nivel mundial son la principal
causa de morbilidad y mortalidad de la poblacién. Segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en el 2016 murieron 17,9 millones de personas a causa de las

ECV, siendo la principal causa de muerte durante los ultimos 15 afios (Figura 1)

[1].
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Figura 1. Principales causas de mortalidad a nivel mundial en el afio 2016.
Estimacion de las principales causas de muerte a nivel mundial. En
primer y segundo lugar destacan 2 enfermedades cardiovasculares [1].

En Chile, hubo aproximadamente un 35% de defunciones por ECV,
principalmente por atagues cerebrovasculares e infarto agudo del miocardio [2].

A pesar de ser una prioridad a nivel nacional, aln existe una elevada prevalencia



de los factores de riesgo cardiovasculares tales como la hipertension arterial,
obesidad, diabetes, sedentarismo y tabaquismo [1]. Se estima que mas de la
mitad de la poblacién chilena se encuentra en situacion de riesgo de padecer
alguna ECV, ya que un 89% es sedentaria; un 64,5% tiene sobrepeso u obesidad;
un 49,6% de los chilenos son fumadores y un 38,5% tiene el colesterol total
elevado [3]. Sin embargo, la mayoria de estos factores de riesgo son modificables
a través de un cambio en el estilo de vida. Ejemplos claros en el cambio de estilo
de vida son: aumentar la realizacion de actividad fisica y mejorar los habitos
alimenticios, los que en conjunto pueden reducir la probabilidad de desarrollar

estas patologias [4].

Dentro de las ECV estan las cardiopatias coronarias y congénitas,
enfermedades vasculares, enfermedades cerebrovasculares, trombosis venosas
y embolias pulmonares [2, 5]. La cardiopatia coronaria y el ataque
cerebrovascular causaron un 42,5% y 28,8% de las muertes por ECV en el 2012,
respectivamente [5]. A su vez, tanto el accidente cerebro vascular como la
cardiopatia coronaria pueden ser manifestaciones clinicas de la enfermedad
vascular. Dentro de las enfermedades vasculares se encuentran la hipertension
arterial, aterosclerosis y estenosis, entre otras [5]. Una de las mas importantes es

la aterosclerosis.

Aunque la aterosclerosis ha sido bastante estudiada, aun no hay un
tratamiento efectivo, de manera que el entendimiento de sus bases moleculares

puede evidenciar nuevas estrategias terapéeuticas para combatir esta patologia.



Fisiopatologia arterial

Actualmente, la pared vascular es considerada como un 6rgano activo y
dindmico. Esta constituida por células endoteliales, musculares lisas y fibroblastos
que interactdan con la matriz extracelular (MEC), y se modifican bajo estimulos
tanto fisiol6gicos como patoldgicos [4]. La pared vascular consta de tres capas: la
tunica intima, formada por una monocapa de células endoteliales en contacto
directo con el flujo sanguineo; la tinica media, compuesta por células musculares
lisas vasculares (CMLV) encargadas de la contraccion y regulacion del didmetro
del vaso; y por ultimo la tinica adventicia, que es una cubierta externa de tejido
conectivo y fibras nerviosas, que otorga soporte estructural y es separada de la
tunica media por elementos de la MEC, principalmente colageno, elastina y
proteoglicanos [6, 7]. La integridad de todos estos componentes permite el
correcto funcionamiento del sistema vascular. Por el contrario, cuando se
producen alteraciones en su estructura y funciéon aparecen patologias asociadas

como la hipertension y/o aterosclerosis.

La ateroesclerosis se define como patologia arterial inflamatoria crénica
caracterizada por la acumulacion de lipidos en las paredes de las arterias y por
un cambio fenotipico de las células constituyentes de las arterias. Estos depdsitos
de lipidos son denominados placas de ateroma que se forman en la tunica intima
de la arteria, los que con el tiempo pueden estrechar u obstruir el flujo sanguineo
de las arterias y causar variados problemas en diferentes 6rganos [8] (Figura 2).
La acumulacion de lipidos genera un ambiente inflamatorio que contribuye a la

disfuncion endotelial, el remodelado de la MEC y proliferacion y migracion de las



CMLV [9]. A pesar de que se pensaba que la contribucién a la patologia era
determinada principalmente por una disfuncién endotelial, recientemente se ha
demostrado que las CMLV tienen un papel importante en el desarrollo de la
aterosclerosis, por lo que conocer su regulacion y los mecanismos fisiopatolégicos
involucrados podria otorgar nuevos enfoques en el tratamiento contra esta

enfermedad [10].

Figura 2. Progreso de obstruccion de una arteria por ateroesclerosis.
Los infartos ocurren por una obstruccion del flujo sanguineo. Esta
obstruccion es provocada por la formacién progresiva de una placa de
ateroma acompafiada de un remodelado patoldgico del tejido vascular

[8].

Células musculares lisas vasculares

Como se mencion6 anteriormente, las CMLV son el principal componente
de la tunica media de las arterias, encargadas de regular el tono vascular, el flujo
y por ende la presidbn sanguinea. En condiciones normales, las CMLV se
encuentran diferenciadas y en estado quiescente. Proliferan a una velocidad muy
baja, y expresan un repertorio Unico de proteinas contractiles tales como: a-actina
de musculo liso (a-SMA), la cadena pesada de [(-miosina (B-MHC),

h-caldesmona, calponina, SM22, entre otras. La expresion de estas proteinas



otorga la funcion contractil de estas células y junto con su baja tasa proliferativa,
baja migracién y secrecion de MEC, determinan lo que se conoce como fenotipo

contractil o diferenciado [11].

Por otra parte, las CMLV tienen una gran plasticidad y también pueden
encontrarse en un estado que no es totalmente diferenciado. Bajo ciertas
condiciones o estimulos las CMLV pueden pasar a un estado desdiferenciado,
donde aumenta su proliferacibn y migracion, capacidad de sintesis de
componentes de la MEC y proteasas (Figura 3) [12]. Generalmente estos cambios
son fisiolégicos y pueden ocurrir durante la angiogénesis embrionaria,
neovascularizacion y reparacion frente a una lesion vascular, denomindndose
remodelado vascular fisiolégico [12, 13]. Otro cambio experimentado por las
células es la disminucidn de los marcadores especificos de musculo liso (a-SMA;
B-MHC; calponina) y aumento en la produccion de mediadores inflamatorios,
pasando de un fenotipo contractil a uno proinflamatorio [11, 14]. De esta manera,
las CMLV presentan varios tipos de fenotipos, los que pueden cambiar de forma
reversible en nuestro organismo. Sin embargo, esta alta plasticidad también
puede ser perjudicial ya que puede conducir al desarrollo de enfermedades
vasculares, o también llamado remodelado vascular patolégico [15]. Este
remodelado patoldgico, se caracteriza por la movilizacion de las CMLV a la tunica
intima de la arteria, por la produccion exacerbada de MEC generando fibrosis e
infiltracion de células inmunes (fenotipo migratorio-proliferativo), que conlleva la
formacion de la neointima y al estrechamiento del lumen del vaso sanguineo

(Figura 4) [11, 13, 16].
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Figura 3. Fenotipos de células de musculo liso vascular.
Las células de musculo liso vascular pueden presentar distintos
fenotipos. Cada fenotipo tiene respectivas caracteristicas celulares que
lo caracterizan, de aqui surgen los marcadores fenotipicos de
diferenciacion. Gracias a estos marcadores es posible caracterizar el
estado de diferenciacion en el cual se pueden encontrar las CMLV [11].

Actualmente, se han descrito algunos agentes que promueven el cambio

fenotipico de las CMLV como fuerzas mecanicas, agonistas contractiles como

angiotensina Il, componentes de la MEC, especies reactivas de oxigeno (ROS) y

factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante (TGF-1B) y

el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), entre otros [17, 18]. De

esta manera, las CMLV son importantes en la regulacion de la homeostasis de la

pared arterial, controlan la estructura y funcionalidad de los vasos sanguineos a

través de su gran plasticidad fenotipica. Entender qué factores y mecanismos

influyen en la transiciéon de estado en las CMLV es fundamental para la prevenciéon

y tratamiento del remodelado vascular patolédgico y sus enfermedades asociadas.
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Figura 4. Fisiopatologia de la ateroesclerosis.

En el desarrollo de la ateroesclerosis ocurre un cambio fenotipico de las
CMLV de un fenotipo diferenciado a uno desdiferenciado. Estas células
aumentan su tasa proliferativa ademas de migrar de la tunica media a la
tunica intima. De esta forma y sumado a la formacion de la placa de

ateroma se desarrolla la ateroesclerosis [19].

Remodelado vascular y deporte

El ejercicio moderado se considera un elemento esencial para mantener la
salud cardiovascular. Los efectos beneficiosos del ejercicio moderado sobre los
factores de riesgo tradicionales (obesidad, hipertension, diabetes e
hipercolesterolemia) pueden explicar aproximadamente la mitad de la reduccion
del riesgo cardiovascular [6]. Se ha propuesto que los efectos directos de éste en
los vasos sanguineos pueden explicar parte de la otra mitad restante. A la fecha,
se conocen varios mediadores moleculares responsables del remodelado

vascular inducido por el ejercicio, como por ejemplo el factor de crecimiento



endotelial vascular (VEGF), angiopoyetina 1 y 2, factor de crecimiento de

fibroblastos 2 (FGF-2) y algunas mioquinas [14, 20].

Cabe destacar que el remodelado vascular inducido por el ejercicio es
considerado fisiolégico y, por el contrario, la existencia de remodelado vascular
patolégico es la causa subyacente a patologias como hipertension y
aterosclerosis. Se ha demostrado previamente que factores proinflamatorios,
estrés oxidativo, aumento de la actividad simpética y en general todos los factores
de riesgo de enfermedades cardiovasculares, tienen un gran impacto en la

fisiologia arterial promoviendo este remodelado patoldgico (Figura 5) [9].

Actividad fisica Normal Exposicion a factores de riesgo ECV
—
Posibles mecanismos: Posibles mecanismos:
- Disminucidn de la actividad simpatica - Aumento de la actividad simpatica
- Disminucidn de estrés oxidativo - Aumento del estrés oxidativo
- Aumento en la disponibilidad de NO - Disminucién de la disponibilidad de NO
- Aumento de estrés mecanico - Disminucién de estrés mecanico
- Disminucién del tono vascular - Aumento del tono vascular
- Disminucion de procesos inflamatorios - Aumento de procesos inflamatorios

Figura 5. Remodelado vascular y sus principales factores.
De acuerdo a la exposicion de distintos factores el remodelado del tejido
vascular puede ser fisiologico o patologico. Este remodelado se
caracteriza por un cambio en el grosor de la tunica media, el cual da
cuenta de la funcionalidad del vaso sanguineo durante la contraccion [9].



Miogquinas y CMLV

Las mioquinas son citoquinas y proteinas que se sintetizan y liberan al
contraer células del musculo esquelético. Las mioquinas tienen efectos
autocrinos, paracrinos y endocrinos en érganos como el tejido adiposo, higado y
hueso [20]. Las mioquinas son en parte responsables y la explicacion de los
efectos beneficiosos de la actividad fisica. Entre las mioquinas mas conocidas
esta interleuquina 6 (IL-6), IL-7, IL-8, IL-15, factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21), factor inhibidor

de la leucemia (LIF), irisina, miostatina, folistatina, decorina [20-23].

A pesar de la creencia de que las mioquinas solo se secretaban en el
musculo esquelético, hoy en dia es conocido que también pueden ser secretadas
por el tejido adiposo (adipoquinas), higado (hepatoquinas) y corazon
(cardioquinas). Sin embargo, se ha descrito que las CMLV son capaces de
sintetizar y secretar IL-6 cuando son tratadas con estimulos proinflamatorios como
IL-1B y la proteina-1 quimioatractante de monocitos (MCP-1), y con estimulos no
inflamatorios como PDGF. Aun se desconoce el rol que tendria IL-6 al ser liberada
por las CMLV, ya que podria comportarse como citoquina y/o mioquina

dependiendo del contexto celular [24].
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Figura 6. Liberacion de IL-6 por el musculo esquelético.
Durante la realizacion de actividad fisica se liberan distintas mioquinas,
entre ellas IL-6; IL-1ra e IL-8. Sin embargo, IL-6 es la que presenta un
aumento significativo durante el ejercicio [22].

Interleuquina-6

IL-6 es una glicoproteina de 21-26 kDa formada por 212 aminoacidos que
pertenece a la superfamilia de citoquina de IL-6 o también llamada familia de
gpl130, por lo que presenta homologia con varias citoquinas como IL-27, IL-11,
IL-31, entre otras. Interleuquina-6 es secretada por diferentes tipos celulares
como macrofagos, linfocitos T, fibroblastos, células endoteliales, musculo
esquelético y tejido adiposo. Al comportarse como citoquina y mioquina, parece
tener funciones ubicuas en varios procesos fisioldgicos y patolégicos en nuestro
organismo [24-26]. Como citoquina su funcion es mediar respuestas inmunes
innatas y adaptativas. Esta involucrada en el desarrollo, crecimiento y activacion
de células del sistema inmune y en la ejecucion de la respuesta inflamatoria. En
estados iniciales de inflamacion IL-6 participa en la respuesta de fase aguda,

estimula la sintesis de proteina C reactiva (PCR), algunas proteinas del sistema
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del complemento y de la cascada de coagulacion. Regula la termogénesis
corporal ya que actla como pirégeno enddgeno, y estimula el crecimiento de
precursores hematopoyéticos [25]. Del mismo modo, promueve la diferenciaciéon
y maduracion de linfocitos T y B, permite el desarrollo de linfocitos T ayudadores
17 (Th-17) y como consecuencia, aumenta la produccion de la citoquina
proinflamatoria IL-17, encargada de reclutar células del sistema inmune en los

tejidos periféricos.

Por otra parte, IL-6 también tiene efectos antiinflamatorios, ya que al
comportarse como mioquina y ser liberada durante el ejercicio, induce la
secrecion de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y IL-1ra (agonista del
receptor de IL-1) y disminuye la secrecion de citoquinas proinflamatorias como
IL-18 y TNF-a. Del mismo modo, IL-6 puede mejorar el metabolismo de la glucosa,
ya que puede aumentar la produccion de glucosa hepatica durante el ejercicio,
actuar como un potente activador de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) en el musculo esquelético, y aumentar el ingreso de glucosa y la
sensibilidad a la insulina. Ademas, puede inducir lipdlisis y oxidacién de acidos
grasos en el musculo esquelético [27, 28]. Este comportamiento dual de IL-6
puede ser explicado por su compleja sefializacion, que involucra dos vias de

transduccion conocidas como sefializacion clasica y trans-sefializacion [26, 29].

La sefalizacion clasica de IL-6 se desencadena por la unién de IL-6 a su
receptor (IL-6R) y luego con su correceptor gpl30. La sefalizacion alternativa
(trans) implica la union de IL-6 a un IL-6R soluble (slL 6R) y el complejo

SIL-6R/IL-6 se uniria a gp130 unida a membrana, activandolo. También existe en
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una forma soluble de gp130 (sgp130) cuya funcién es inhibir la sefalizacién trans

de IL 6, sin interferir con la sefalizacion clasica de IL-6 (Figura 7) [26, 29, 30].

La migracion y la proliferacion de CMLV son considerados eventos claves
en la fisiopatologia de la arterosclerosis. Ante una lesion vascular las CMLV
migran a la capa intima de la arteria y se someten a un cambio fenotipico
proliferativo y sintético donde disminuyen la cantidad de proteinas contractiles,
ademas de liberar citoquinas proinflamatorias y producir inflamacién vascular [15,

31].

Canonical IL-6 trans-signaling

IL-6 signaling

N\

siL-6R

Proliferation
cell growth

Increased RAN Cell survival
f.'ﬁ:"m""‘" ” expression Kj\ BSanitco J

Figura 7. Vias de sefializacion activadas por IL-6.
La sefalizacion clasica de IL-6 ocurre con unidn de IL-6 a su receptor
(IL-6R) y luego con su correceptor gpl30. La sefializacién alternativa
(trans) implica la union de IL-6 a un IL-6R soluble (sIL 6R) y el complejo
SIL-6R/IL-6 se une a gp130 [29, 30].
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Ademas, las CMLV son capaces de secretar IL-6 bajo diferentes
condiciones tanto proinflamatorias como antiinflamatorias [32, 33]. Frente a un
estimulo inflamatorio, IL-6 induce la proliferacion y migracion de las CMLV,
también puede reducir su contractilidad y aumentar la produccion de

metaloproteinasas de matriz como MMP-1 y MMP-9 [3, 34, 35].

Sin embargo, los niveles de IL-6 también pueden aumentar bajo estimulos
no inflamatorios como PDGF y el ejercicio. Se ha demostrado que la actividad
fisica tiene muchos beneficios frente a ECV, y que durante el ejercicio los niveles
de IL-6 aumentan en el plasma de manera exponencial registrandose
concentraciones cercanas a 300 ng/Ml (Figura 8) [36], sin embargo, el efecto de
IL-6 como mioquina sobre algunos parametros fenotipicos de las CMLV no esta

descrito.

De esta manera surgen las preguntas: ¢Por qué el ejercicio aumenta los
niveles de IL-6? ¢Cudles son las vias relacionadas y cual es la respuesta
fisiolégica o patologica asociada? ¢Qué efecto tiene la liberacion de IL-6 por
CMLV bajo condiciones no inflamatorias? ¢ Cuél sera el efecto de IL-6 sobre las

CMLV y el remodelado vascular?

Asi, en este trabajo se determinara el rol de IL-6 en el fenotipo y funcion de
las CMLYV in vitro. Los resultados obtenidos permitiran contribuir a la comprension

del proceso de diferenciacion/desdiferenciacion de las CMLV.
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ctividad fisica

>

Figura 8. Resumen de antecedentes.
Durante la actividad fisica el musculo esquelético libera IL-6. Esta
mioquina aumenta hasta 300 veces en el plasma sanguineo. De forma
paralela las células de musculo liso vascular liberan IL-6, la cual
actuaria localmente de forma autocrina y paracrina [32, 33, 36].
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HIPOTESIS

“Las mioquina interleuquina-6 induce desdiferenciacion de linea celular de

musculo liso vascular A7r5”.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si la interleuquina-6 induce desdiferenciacion de la linea celular de

musculo liso vascular A7r5.

Objetivos especificos

Para cumplir con el objetivo general, se plantearon 3 objetivos especificos
de acuerdo con los parametros fenotipicos a evaluar: migracion celular; cantidad
de proteinas contractiles y proliferacién celular. Cada uno de los objetivos fue

estudiado en la linea celular A7r5.

1. Evaluar el efecto de IL-6 sobre la migracién celular.
2. Registrar si IL-6 tiene efecto sobre la tasa de proliferacion celular.

3. Determinar si IL-6 produce cambios en la cantidad de proteinas contractiles.

15



MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Se utilizo la linea celular de musculo liso vascular A7r5, que es una linea
comercial de CMLV obtenida de aorta de embriones de rata (Rattus norvegicus,
CRL-144, ATCC, USA). Las células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM
rico en glucosa suplementado (Sigma-Aldrich, D1152) con NaHCOs (1,2 pg/L,
Amresco, 0865), suero fetal bovino inactivado por calor (10% Biological Industries,
04-121-1A) y piruvato (110 g/mL), a 37°C en una atmédsfera con 5% de CO2y 95%
aire (Incubador Nuaire NU4750E). Al alcanzar un 80% de confluencia, las células
se soltaron con una solucion de tripsina (0,3%; Biological Industries, 03-051-5B)
en una solucién amortiguador fosfato con EDTA 0,025% libre de Ca?*-Mg?* y se

depositaron en placas nuevas de 100 y/o 60 mm con medio de cultivo fresco.

Protocolo de estimulacion con IL-6

A los cultivos celulares se les cambié el medio DMEM al 10% FBS por un
medio DMEM fresco al 0% FBS durante 24 h. Pasadas las 24 h con medio al

0%FBS, las células se estimularon con IL-6 (cat #ab218726, Abcam).

Los cultivos celulares se estimularon con PDGF-BB (20 ng/mL; Merck,
521225-10UG) como control positivo y con IL-6 como grupo experimental a evaluar.
Ambos estimulos duraron 24 y 48 h, segun sea el caso. El control negativo consistio

en células cultivadas con vehiculo (DMEM al 0% FBS). A diferentes tiempos se
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determinaron los niveles de proteinas contractiles, migracion y proliferacion celular

(Figura 9).

T
Migracion —_—

Cierre de Herida

Proliferacion = =

Ensayo de MTT

Proteinas
Contractiles

Transwell

4

- 80O

~—

Conteo celular

Westernblot

Figura 9. Estrategia experimental segun parametro fenotipico a evaluar.

La desdiferenciacion de las CMLV es un proceso complejo que altera
distintos parametros fenotipicos de las células. Entre los parametros
estudiados se encuentran: migracion y proliferacion celular y la

cantidad de proteinas contractiles. La migracion celular se estudio

mediante ensayo de cierre de herida y migracion en Transwell. La
proliferacion celular se estudi6 a través del ensayo MTT y conteo
celular. Finalmente, la cantidad de proteinas contractiles se
determinaron mediante Western blot.

Lisis celular

Una vez terminada la estimulacion del cultivo celular, éste se retiré del

incubador y las placas se enfriaron rapidamente en hielo. Se descart6é el medio y

se lavé con amortiguador fosfato salino (PBS). Posterior al lavado se afadio 70

uL de amortiguador RIPA con inhibidores de proteasas y fosfatasas a cada placa

y se procedio a raspar la placa con un cell scraper. El lisado celular se recolecto

en un tubo Eppendorf de 1,6 mL.
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Cuantificacion de las proteinas

El lisado celular se sonic6 durante 5 min en agua fria (Sonicador Elma
Transsonic 310). Posteriormente, se centrifugé a 12.000 rpm por 12 min a 4°C
(Microcentrifuga Hettich Mikro 22R) y el sobrenadante se guardd en otro tubo
Eppendorf de 1,6 mL. Se realiz6 un ensayo de Bradford para cuantificar la
cantidad de proteinas. Para ello, en placas de 96 pocillos se agregé a cada pocillo
159 pL de agua ultra pura, 1 pL de muestra y 40 pL de reactivo de Bradford
(BioRad, 500-0006). Se utiliz6 como blanco amortiguador RIPA. Finalmente, se
midi6 la absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro de placa (Glomax Multi
Detection System, Promega) y los resultados se interpolaron en una curva de

calibracion realizada previamente.

Preparacion de las muestras

Las muestras se prepararon a partir del lisado celular. Una vez
cuantificadas las proteinas, se procedi6 a calcular cuanto agregar de muestra, de
amortiguador de carga y agua. Este calculo fue necesario para cargar la misma
cantidad de proteina en cada pocillo del gel de acrilamida. En otro Eppendorf se
agrego la cantidad calculada de muestra, amortiguador de carga y agua y se

calent6 a 95°C por 10 min (Thermoblock Heater 2052).
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Evaluaciéon de los niveles de proteinas contractiles por Western blot

Se evaluaron a-actina de musculo liso (a-SMA), calponina y SM22
mediante Western blot. Se utilizd6 B-tubulina como control de carga [30]. Se
cargaron aproximadamente 25 ng de proteina por pocillo en geles de
SDS-poliacrilamida. La corrida electroforética se realiz6 a 80 V por
aproximadamente 2 h. Luego, la electrotransferencia se realiz6 sobre una
membrana de PVDF a 400 A constante durante 90 min. La membrana se bloque6
con leche Svelty al 5% en TBS-T durante 90 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-T.

La incubacion con anticuerpo primario se efectu6 durante toda la noche a
4°C. Los anticuerpos usados fueron: anti-calponina (cat #ab46794, Abcam;
conejo, 1:5000); anti a-SMA (cat #ab7817 Abcam; raton, 1:5000); anti-B-tubulina
(raton, 1:5000); anti-SM22 (cat #ab14106 Abcam; conejo, 1:5000). Luego se
repitieron los 3 lavados de 5 min con TBS-T. La incubacién con anticuerpo
secundario se realiz6 a temperatura ambiente durante 90 min. Los anticuerpos
secundarios usados fueron: anti-conejo (Calbiochem, 401315; 1:5000) y anti-ratén
(Calbiochem, 402335; 1:5000). Antes de la deteccion se repitieron los 3 lavados
de 5 min con TBS-T. Para la deteccion, las membranas se incubaron durante 1
min en la solucion quimioluminiscente para Western blot EZ-ECL.

Finalmente, para revelar y digitalizar las imagenes se us6 el equipo
revelador Syngene (G-Box Syngene). El andlisis densitométrico se realizo

mediante el programa UN-SCAN-IT gel.
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Evaluacién de la migracién por cierre de herida

A una placa de 60 mm en confluencia méxima se le cambié el medio DMEM
al 10% FBS por un medio DMEM fresco al 0% FBS durante 24 h. Luego de las 24
h se realiz6 una “herida” creando un area libre de células en la monocapa del
cultivo celular. Esto se efectué con la ayuda de una punta de micropipeta. Se
procedio a cambiar el medio al 0% FBS por uno fresco, y junto a la estimulacién
con IL-6 y PDGF-BB se agreg6 10 uL de bromodeoxiuridina (BrdU, 10 mM; Sigma-
Aldrich, B5002) por mL de medio, para inhibir la proliferacion celular. Luego, se
realiz6 la captura de imagenes de manera peridédica durante 24 y 48 h, para
finalmente comparar las imagenes y determinar la velocidad de migracion de las

células y el porcentaje de cierre de herida (Figura 10).

Figura 10. Ensayo de cierre de herida.
(A) Cultivo celular con confluencia al 100%. (B) Realizacion de herida
con punta de pipeta P200. (C) Registro fotografico de herida a tiempo 0O
h. (D) Registro fotogréafico de herida a 24 y 48 horas.
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Evaluacién de la migracién por ensayo transwell

Para realizar este ensayo se utilizaron camaras de Boyden de 8 um de
poro en placas de 24 pocillos (BD Biosciences, costar). Luego de la estimulacién
con IL-6 y PDGF-BB, se cultivaron 20.000 células en 100 pL de medio DMEM al
0% FBS en la camara superior y se colocé 550 pL de medio al 10% FBS en la
camara inferior. Luego de 4 h de migracion se removieron las células de la parte
superior con un hisopo de algodoén. Las células que migraron hacia la camara
inferior se fijaron durante 2 h con cristal de violeta y se lavaron con agua.
Posteriormente, se fotografio y cuantificd el nimero de células migradas mediante
observacion en el microscopio. Los resultados se expresaron como el numero de

células que migraron por campo fotografiado.

Ensayo de proliferacion celular por MTT

El ensayo colorimétrico MTT se basa en la reduccion de la sal de MTT de
color amarillo a un producto soluble de color azul llamado formazan (Figura 11).
Esta reduccion ocurre por accion de enzimas mitocondriales y la cantidad de
formazan producido es directamente proporcional a la cantidad de células vivas
presentes durante la incubacion con MTT [37].

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos hasta alcanzar una
confluencia del 70-80%. Luego del tratamiento farmacologico las células se
incubaron con una solucion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT, Sigma-Aldrich, M5655) a una concentracion de 1 mg/mL,

preparada en medio DMEM fresco al 0% FBS previamente calentado a 37°C.
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Posteriormente, las células se mantuvieron en el incubador a 37°C por 4 h,
permitiendo la formacién de cristales de formazan. Luego, se retird el medio de
cultivo con MTT y se agreg6 200 pL de dimetilsulféoxido (DMSO, Merck Millipore,
102931) para lisar las células y solubilizar los cristales de formazan. Después de
homogenizar por agitacion, los sobrenadantes se afiadieron a una placa de 96
pocillos y se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro de placa a 560 nm

(Promega, Glomax-multidetection system).
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Figura 11. Reduccion de MTT a formazan.
MTT es una sal de color amarillo que ante la actividad de enzimas
oxidoreductasas celulares se reduce a formazan, formando un
compuesto soluble de color azul. En un ensayo de MTT, la cantidad
de formazan formado da cuenta de la cantidad de células viables.

Conteo celular

Posterior a la estimulacion con IL-6, se lavdo el medio con PBS 1X.

Posteriormente se afiadio 300 uL de Tripsina 1X para solubilizar las células. Se
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agregaron 10 pL de la suspension celular a un microtubo y 10 pL de solucion de
Azul de Tripan 0,4%) y se mezclaron. Se tomo 10 pL de la mezcla y se dejo en una
camara de Neubauer y se procedi6é a contar las células vivas en cada cuadrante.
Finalmente, la cantidad de células fue calculada siguiendo las siguientes

ecuaciones:

cel/

CceLuLas = Ncuaorante * Foicucion * 10.000.
mL

/
NceLuias Toral = CCELULAS lCEI_f’mLJ - VsuspENSION [m L]

Ceceulas = Concentracion de células
Ncuadrante = promedio de células de los 4 cuadrantes de la camara de Neubauer.

Fdilucien = 20 (primera dilucion 1:10 y segunda dilucion 1:2 con Azul de tripan).

Expresion de resultados v analisis estadistico

Los resultados se expresan como promedio = EEM de 5 experimentos
independientes 0 se muestran como experimentos representativos (n = 5). La
comparacion entre valores medios se realizd por andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando Holm-Sidak como prueba post-test. Los valores con p<0,05 se

consideraron como diferencias estadisticamente significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de IL-6 sobre la migracién celular en CMLV

Dentro de los parametros fenotipicos clasicos que caracterizan a las CMLV
se encuentra la migracion celular [11, 13]. Para evaluar la migracién celular se
utilizaron 2 técnicas: Ensayo de cierre de herida y migracion en transwell. En
primera instancia se analizé la migracion inducida por PDGF-BB, para corroborar
su uso como control positivo de la desdiferenciacion de las CMLV, confirmando lo
observado por Torres et al [18, 38]. En la figura 12 se observa que el control
negativo (sin estimulacion) migré en menor cantidad que el control positivo, de
esta forma PDGF-BB es validado como control positivo de migracion para la linea

celular A7r5.

Por otra parte, para saber a qué tiempo medir la migracién celular, el
ensayo de cierre de herida se registré a las 24 y 48 h, con estos tiempos nos
aseguramos de que PDGF-BB produciria un cambio fenotipico en las CMLV.
Efectivamente segun lo observado en la figura 12, PDGF-BB a ambos tiempos

produjo un aumento significativo de la migracion celular.
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Figura 12. Validacién de PDGF-BB como control positivo.

Células A7r5 se cultivaron hasta confluencia maxima. Se realizé ensayo
de cierre de herida y se incubaron en ausencia (control) o presencia de
PDGF-BB (20 ng/mL) en DMEM (0% FBS) conteniendo BrdU por 24 y
48 h. (A) Fotografia representativa de un ensayo de cierre de herida. (B)
Cuantificaciéon del porcentaje de cierre de herida. ANOVA de dos vias,
post-test Holm-Sidak. **p<0,01; vs control 24 h. 4p<0,01; vs control
48 h. #p<0,01. N=5.

Previamente ya se ha descrito que IL-6 induce migracion de CMLV, pero a

una concentracion de 10 ng/mL y 50 ng/mL [39, 40]. Sin embargo, la concentracién
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de IL-6 plasmatica es < 5 pg/mL y después de realizar actividad fisica esta
concentracion aumenta 100 veces aproximadamente y se ha descrito que puede
alcanzar alrededor de los 300 ng/mL [24, 25]. Conociendo estos antecedentes es
que se decidié realizar una curva dosis/respuesta para determinar que
concentracion de IL-6 usar. De esta forma es que se eligieron las concentraciones
de 50; 100; 200 y 300 ng/mL. Para este ensayo de cierre de herida las células A7r5
se trataron con IL-6 a 50; 100; 200 y 300 ng/mL y PDGF-BB (20 ng/mL) durante

48 h.

En la figura 13 se observa que la migracion celular inducida a las 48 h es
dependiente de la dosis de IL-6 usada, demostrando que IL-6 induce un fenotipo
migratorio de células A7r5. De esta forma se decide utilizar IL-6 a una concentracion

de 300 ng/mL.

Para describir el fendbmeno completo es necesario comparar la migracion
celular con los respectivos controles, por lo que se estudi6 el efecto conjunto de IL-6
y PDGF-BB. La figura 14 muestra el ensayo de cierre de herida donde se evalud la
migracion celular inducida por IL-6 en comparacion con la migracion inducida por
PDGF-BB. Interleuguina 6 al igual que PDGF-BB indujo un fenotipo migratorio, pero
con un efecto menos potente en comparacion con el control y en ambos casos, tanto
IL-6 y PDGF-BB, indujeron un fenotipo migratorio de CMLV a las 48 de estimulacion.
Por otra parte, en el grupo experimental donde las células A7r5 se estimularon
simultdneamente con IL-6 y PDGF-BB, no se observo un efecto sinérgico de ambos
estimulos. PDGF-BB no incrementa la migracion celular inducida por IL-6 (Figura
14).
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Figura 13. Efecto dosis respuesta de IL-6 sobre la migracion de células A7r5.
Células A7r5 se cultivaron hasta confluencia maxima. Se realizé ensayo
de cierre de herida y se incubaron en ausencia (control) o presencia de
IL-6 a 50, 100, 200 y 300 ng/mL en DMEM (0% FBS) conteniendo BrdU
por 48 h. Se utiliz6 PDGF-BB (20 ng/mL) por 48 h como control positivo
de migracion. (A) Fotografia representativa de un ensayo de cierre de
herida. (B) Cuantificacion del porcentaje de cierre de herida. ANOVA de
una via, post-test Holm-Sidak. *p<0,05; **p<0,01 comparado con grupo
control. N=5.

Otro método usado para evaluar migracion celular fue el ensayo de
Transwell. Este ensayo se usé para confirmar los datos obtenidos en los ensayos

de cierre de herida. Para realizar un ensayo de migracion en Transwell es necesario
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usar una cadmara de Boyden. En el compartimento superior se agregan las células
que migraran hacia el compartimento inferior. Luego de 4 h de migracion, se
cuantifican las células que fueron capaces de migrar hacia la cadmara inferior en

comparacion con las células que migraron en la condicion control.

Esta migracion es generalmente inducida por una sustancia quimioatractante
gue se agrega en el compartimento inferior [41]. Sin embargo, en este experimento
lo que se hizo fue agregar medio de cultivo al 0% FBS en la camara superior y medio
al 10% FBS en la camara. La razén de no usar IL-6 como quimioatractante es
porque previamente se ha descrito su actividad quimioatractante [25] y porque este
experimento no tiene como objetivo dilucidar si IL-6 atrae o no a las células, sino
mas bien pretende determinar si el fenotipo celular inducido por IL-6 es capaz de

pasar a través los poros de la camara de Boyden.

En la figura 15 se muestra que el control positivo (PDGF-BB) indujo mayor
migracion celular respecto al grupo control, pues se encontré una mayor cantidad
de células en la cdmara inferior. Por su parte, las células que se trataron con IL-6
migraron, pero en menor cantidad que las tratadas con PDGF-BB. No obstante, la
estimulacién simultanea de PDGF-BB e IL-6 no indujo una mayor migracion celular
que la inducida por PDGF-BB, confirmando los resultados mostrados en la figura

14.
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Figura 14. Efecto comparativo de la migraciéon de células A7r5 inducida por
IL-6 y PDGF-BB.
Células A7r5 se cultivaron hasta confluencia maxima. Se realizé ensayo
de cierre de herida y se incubaron en ausencia (control) o presencia de
IL-6 (300 ng/mL), PDGF-BB (20 ng/mL), IL-6 (300 ng/mL) + PDGF-BB
(20 ng/mL) en DMEM (0%FBS) conteniendo BrdU por 48 h.
(A) Fotografia representativa de un ensayo de cierre de herida.
(B) Porcentaje de cierre de herida de los respectivos grupos
experimentales. ANOVA de dos vias, post-test Holm-Sidak. *p<0,05;
***p<0,001 comparado con control. N=5.
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Figura 15. Efecto de IL-6 sobre la migracion de células A7r5 medida por
Transwell.
Se agregd 20.000 células A7r5 en el pocillo superior de la camara
Boyden previamente estimuladas en ausencia (control) o presencia de
IL-6 (300 ng/mL), PDGF-BB (20 ng/mL), IL-6 + PDGF-BB. (A) Fotografia
representativa de la migracion celular a las 4 h. (B) Migracion expresado
como numero de células por campo de los respectivos grupos
experimentales. ANOVA de dos vias, post-test Holm-Sidak. ***p<0,001
comparado con control. N=5.

Finalmente, se concluye que IL-6 a 300 ng/mL induce un fenotipo migratorio

de la linea celular A7r5.
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IL-6 ya ha sido descrita como una citoquina que induce migracién celular en
diversos tipos celulares [25], pero es primera vez que se describe su efecto
migratorio a la concentracion de 300 ng/mL y con un tiempo de estimulacién de 2
dias. No obstante, este trabajo solo se enfoca en el efecto fenotipico y no molecular,
por ejemplo, no se sabe mediante que via de sefializacion estd actuando IL-6 sobre
estas células. Segun lo reportado por Klouche et al [42], CMLV humanas expresan
el receptor para IL-6, por lo que se podria deducir que IL-6 estaria actuando a través
de la sefializacion canonica. Para poder dilucidar la via mediante la cual IL-6 ejerce
el cambio de fenotipo es necesaria una aproximacion farmacolégica donde se

podrian utilizar farmacos inhibidores o anticuerpos contra el receptor de IL-6.

Por otra parte, los resultados mostrados en las figuras 14 y 15 nos permiten
preguntar sobre las vias de sefializacion participantes. Para el caso de PDGF-BB,
un estimulo no inflamatorio que actia mediante la via de las MAPK [43] e IL-6, una
citoquina descrita ampliamente como pro-inflamatoria y en algunos casos
antiinflamatoria actia mediante la via JAK/STAT [29, 30]. En el grupo estimulado
simultdneamente con ambos compuestos no se observa una potenciacion del efecto
migratorio, por el contrario, se ve que existe una menor migracion en comparacion
al control positivo PDGF-BB (Figuras 14-15). Esto se podria explicar porque las vias
podrian estar interactuando de forma inhibitoria rio abajo. Nuevamente la solucién
seria una estrategia experimental farmacoldgica, utilizando los respectivos

inhibidores farmacolégicos de cada via.

¢Por qué IL-6 induce migracion de estas células? Pregunta que subyace al

rol biolégico de IL-6 y a su respectivo aumento plasmatico de 100 veces descrito en
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deportistas. Se describe que las CMLV son capaces de migrar cuando existe una
lesion vascular que debe ser reparada o cuando existe angiogénesis [12, 13]. Estos
eventos se relacionan directamente con la realizacion de actividad fisica, en donde
el masculo esquelético crece, aumentando su volumen y con ello la demanda de
oxigeno y nutrientes. Esta podria ser la explicacion por la cual aumenta IL-6 durante
el ejercicio, para inducir migracion de CMLV y participar en el proceso de

angiogénesis para el creciente tejido muscular.

Efecto de IL-6 sobre la proliferaciéon de las CMLV

El segundo pardametro fenotipico clasico para evaluar es la proliferacion
celular. Las CMLV desdiferenciadas tienen una mayor tasa de proliferacion que
el fenotipo diferenciado [12]. Para evaluar este parametro se utilizé ensayo de

MTT y conteo celular.

Como se menciond anteriormente el fenotipo desdiferenciado de las CMLV
presenta una mayor tasa de proliferacion celular que su contraparte diferenciada.
La explicacion de esta diferencia radica en que el fenotipo desdiferenciado es
inducido cuando hay dafio tisular y como respuesta a este dafio las células deben

proliferar para la reparacién del tejido [12, 13].

En la figura 16 se muestran los resultados obtenidos con el ensayo MTT al
estimular células A7r5 con IL-6. La proliferacion celular (medida en actividad MTT)
comparada con PDGF-BB (control positivo) muestra que IL-6 no induce actividad

reductora sobre estas células.
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No obstante, a pesar de no observar una diferencia significativa en la
proliferacion del grupo control y el grupo tratado con IL-6, el ensayo con MTT
presenta algunos inconvenientes. Se han identificado diversos parametros que
pueden afectar el metabolismo celular y otros factores que podrian afectar

especificamente la reduccion del MTT.
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Figura 16. Efecto de IL-6 sobre la proliferacién de células A7r5 determinada
por MTT.

Células A7r5 se trataron con IL-6 (300 ng/mL) durante 48 h. Se utilizd
PDGF-BB (20 ng/mL) como control positivo. Posteriormente se
incubaron con MTT y se evalud la formacion de formazan. Después de
su disolucion con DMSO, la cantidad de formazan se determiné por
absorbancia a 560 nm. T-student. n.s., no significativo control vs IL-6;
*p<0,05 control vs PDGF-BB. N=4.

Por ejemplo, podria ocurrir que el tratamiento con PDGF-BB o IL-6 altere
la dinamica mitocondrial o algin parametro redox de la célula, como la cantidad
de NADH o NADPH disponible, entre otras cosas. Por otra parte, la técnica en si
presenta sus desventajas a nivel celular, técnico y metodoldgico. Desde el punto
de vista celular, ademas de las reacciones enzimaticas existen diferentes
reacciones no enzimaticas donde participan moléculas reductoras (acido
ascorbico, glutation o CoA) que pueden interactuar con MTT, formando formazan
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y como consecuencia producir una mayor absorbancia. A nivel técnico, la
formacién de cristales de formazan destruye la integridad de la célula,
conduciendo a la muerte celular. La célula al morir detiene su metabolismo y por
ende se interrumpe la reduccion del MTT, alcanzado un punto final de reaccion

relativamente rapido [44-46].

A pesar de los inconvenientes presentados el ensayo MTT es répido
conveniente y econdmico a la hora de proliferacion celular. Sin embargo, estos
resultados deben ser confirmados y complementados con alguna otra técnica que
evalle proliferacién celular, como por ejemplo incorporacién de timidina tritiada,
aumento del contenido de DNA por citometria de flujo con yoduro de propidio,

entre otras.

Otro método para estudiar proliferacién celular es el conteo celular. Técnica
sencilla y econémica lo que hace que sea ampliamente utilizada. En la figura 17
se muestra el conteo celular realizado posterior a las 48 horas de estimulacion de
células A7r5 con IL-6 a 300 ng/mL. Se observa que IL-6 no estimula la

proliferacion celular.

Al analizar las figuras 16 y 17 se ve una diferencia en los resultados
obtenidos. Esto se podria explicar por diferencias en las técnicas utilizadas para
estudiar proliferacion celular. MTT por su parte, no mide proliferaciéon celular
directamente si no que mide actividad reductora, que directamente proporcional
a la cantidad de células viables [37]. El conteo celular es un indicador directo de
la cantidad de células en un determinado cultivo, por lo que se ignora la actividad

reductora de las células. Es decir, que puede ocurrir que exista una misma
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cantidad de células en 2 placas de cultivo, pero pueden tener actividades
metabdlicas diferentes y viceversa, observar una misma actividad reductora MTT
y tener distinta cantidad de células. Con el conteo celular se concluye que IL-6 no
induce migracion celular de la linea A7r5 y ademas no altera la actividad reductora
de estas células. No obstante, se podria aplicar otra metodologia para el estudio
de la proliferacion celular de esta linea celular como citometria de flujo, western

blot, incorporacion de BrdU [47].

n.s.
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(veces el control)

Control IL-6

Figura 17. Efecto de IL-6 sobre la proliferacion de las células A7r5
determinada por conteo celular.
Células A7r5 se trataron con IL-6 (300 ng/mL). Posteriormente se
tripsinizaron, se tiferon con azul de Tripan y se contaron usando una
camara de Neubauer. T-student control vs IL-6. n.s., no significativo.
N=5.

Efecto de IL-6 sobre los niveles de proteinas contractiles en CMLV

Finalmente, el tercer parametro fenotipico clasico de diferenciacién de
CMLYV es la cantidad de proteinas contractiles presentes en estas células, las

cuales dan cuenta de su funcién. Dentro de la variada familia de proteinas
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contractiles presentes en este tipo células estdn como, por ejemplo: a-actina de
musculo liso, cadena pesada de B-miosina (f -MHC), SM22, h-caldesmona y
calponina. Sin embargo, 3 de ellas son las mas utilizadas para representar la
cantidad de proteinas contractiles [11]. Estas proteinas son a-SMA, calponina y
SM22, cuya cantidad se evaluo a través de Western blot, como se observa en las

figuras 18, 19 y 20, respectivamente.

Nuevamente se utiliz6 PDGF-BB como control positivo para evaluar el
cambio en la cantidad de proteinas contractiles [17, 18] y B-tubulina como control
de carga del Western blot. En la figura 19 se muestran los niveles de a-SMA al
estimular las células A7r5 con IL-6, PDGF-BB y ambos durante 48 h. Se observé
que el control positivo PDGF-BB funciond ya que disminuyé los niveles de a-SMA.
Por su parte, IL-6 no produjo cambios en la cantidad de a-SMA respecto al grupo
control. Sin embargo, la estimulacion simultdnea de IL-6 con PDGF-BB se observé

qgue IL-6 no previno la disminucion inducida por PDGF-BB.

En las figuras 19 y 20 se muestran los Western blot de calponina 'y SM22,
respectivamente. En ambos se observé que la estimulacion con IL-6 a 300 ng/mL
durante 48 h no indujo cambios significativos respecto al control negativo. Por su
parte, la estimulacion con PDGF-BB en ambos casos disminuyd los niveles de
proteina contractil. Sin embargo, la estimulacién con IL-6 (300 ng/mL) y con
PDGF-BB (20 ng/mL) se observé que IL-6 no previno la disminucion de la cantidad

de proteinas contractiles a-SMA y calponina inducida por PDGF-BB.
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Figura 18. Efecto de IL-6 sobre los niveles proteicos de a-SMA en células
ATr5.
Células A7r5 se incubaron en ausencia (vehiculo) o presencia de IL-6
(300 ng/mL), PDGF-BB (20 ng/mL), IL-6 (300 ng/mL) + PDGF-BB
(20 ng/mL) en DMEM (0% FBS) por 48 h. (A) Western blot
representativo. (B) Cuantificacion por analisis densitométrico de los
niveles de a-SMA relativizados por B-tubulina. ANOVA de dos vias, post-
test Holm-Sidak. *p<0,05, **p<0,01 comparado con control. #p<0,05,
#p<0,01 comparado con respectivo control. N=5.

En resumen, IL-6 a 300 ng/mL no disminuy6 los niveles de proteinas

contractiles en células A7r5.

En el articulo publicado por Ohkawa et al [3] se describe que al tratar tejido
aortico de rata con 50 U/mL de IL-6, ocurria una disminucién en la capacidad
contractil del vaso sanguineo. A partir de aqui comienzan los indicios sobre los

efectos de IL-6 sobre la capacidad contractil del tejido vascular. Recientemente, se
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describié que al tratar disecciones de tejido adrtico humano con 20 ng/mL de IL-6
disminuye la cantidad de proteinas contractiles a las 12 h de estimulacién [48]. Este
resultado contrasta con lo observado en esta memoria. Sin embargo, esto se podria
explicar por las diferencias existentes entre la aproximacion experimental utilizada
en el articulo y en esta memoria. En el trabajo descrito se utiliza tejido humano como
modelo de estudio, una concentracion de IL-6 15 veces menor en comparacion a
esta memoria (20 y 300 ng/mL, respectivamente) y el tiempo de estimulacion es 4

veces menor (12 y 48 h, respectivamente).

Es importante sefialar la importancia de las condiciones experimentales, ya
que, en otro articulo [49], donde también se utilizaron aortas humanas y CMLV
humanas, se describié que la estimulacién con 10 ng/mL de IL-6 tiene efectos
diferenciales segun el tiempo de estimulacion. Se observé que reduce los niveles
de CK7, CK18 y B-catenina durante las primeras 12 h de tratamiento. Mientras que
alas 24 h de estimulacion, la cantidad de estas mismas proteinas aumenta respecto
al grupo control. Ademas, se observdé que IL-6 disminuye la expresion de

marcadores de desdiferenciacion de membrana como CD31 y CD34 [49].

De esta manera, el contraste de resultados podria tener distintas
explicaciones como, por ejemplo: el modelo utilizado, la concentracion de IL-6 y el
tiempo de estimulacion con la cito-mioquina. Respecto al modelo utilizado es
importante sefalar el origen de las CMLV usadas en esta memoria, el cual es de
aorta de rata embrionaria, cuya respuesta puede diferir de CMLV humanas y
ademas puede diferir si las células usadas son lineas o cultivos primarios. Por otra

parte, las condiciones experimentales también son importantes ya que la
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concentracion de 300 ng/mL es alta en comparacion a los distintos trabajos
mencionados (10, 20, 50 ng/mL) y finalmente el tiempo de estimulacién con IL-6,
donde se describié que efectivamente hace la diferencia a la hora de observar

fenébmenos celulares.
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Figura 19. Efecto de IL-6 sobre los niveles proteicos de calponina en células
ATr5.
Células A7r5 se incubaron en ausencia (vehiculo) o presencia de IL-6
(300 ng/mL), PDGF-BB (20 ng/mL), IL-6 (300 ng/mL) + PDGF-BB (20
ng/mL) en DMEM 0% FBS por 48 h. (A) Western blot representativo. (B)
Cuantificacién por analisis densitométrico de los niveles de calponina
relativizados por B-tubulina. ANOVA de dos vias, post-test Holm-Sidak.
**p<0,01 comparado con control. ##p<0,01; comparado con su
respectivo control. N=5.
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Figura 20. Efecto de IL-6 sobre los niveles proteicos de SM22 en células A7r5.
Células A7r5 se incubaron en ausencia (vehiculo) o presencia de IL-6
(300 ng/mL), PDGF-BB (20 ng/mL), IL-6 (300 ng/mL) + PDGF-BB (20
ng/mL) en DMEM 0% FBS por 48 h. (A) Western blot representativo. (B)
Cuantificacion por analisis densitométrico de los niveles de SM-22
relativizados por B-tubulina. ANOVA de dos vias, post-test Holm-Sidak.
*p<0,05 comparado con control. N=4.

Por otra parte, se ha descrito que no solo existen los fenotipos diferenciado
y desdiferenciado, si no que estas células se pueden encontrar en un abanico de
distintos fenotipos intermedios [11, 12]. Un ejemplo claro es el de esta memoria
donde se ha observado que al estimular células A7r5, se induce un fenotipo

migratorio, proliferativo pero contractil. Esto coincide con lo descrito durante la
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angiogénesis, donde es necesario que las CMLV migren y proliferen sin dejar de ser

contractiles [13].

En esta memoria se estudiaron solo 3 parametros fenotipicos de CMLV
(migracion, proliferacion y cantidad de proteinas contractiles). Sin embargo, existen
otros parametros asociados al estudio de estas células como, por ejemplo: sintesis
y secrecion de componentes de MEC (colageno), secrecion de MMPs, sintesis y

secrecion de citoquinas y marcadores de membrana especificos [12].

Cabe mencionar que el analisis realizado de los parametros estudiados
puede mejorar desde el punto de vista experimental. Actualmente la tecnologia
permite grabar y registrar en tiempo real la migracion celular. Por otra parte, la
proliferacion celular también se puede determinar mediante citometria de flujo,
donde se observaria en qué etapa del ciclo celular se encuentran las CMLV o
también se puede estudiar mediante el estudio de la incorporacién de timidina
tritiada [17] y por su parte, la cantidad de proteinas contractiles puede ser
complementada con gPCR para observar y relacionar la cantidad de transcrito

respecto a la cantidad de proteina.

Con todas estas técnicas mencionadas anteriormente se lograria realizar un
estudio acabado de los 3 parametros clasicos de diferenciacion de las células
musculares lisas vasculares. Con estudios de este tipo sera posible comprender de
mejor manera el rol de IL-6 en el fenotipo y funcién de las CMLV in vitro. Los
resultados obtenidos permitiran contribuir a la comprension del proceso de

diferenciacion/desdiferenciacion de las CMLV.
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PROYECCIONES

Como citoquina, IL-6 participa en la respuesta inmune innata y es un
activador de la respuesta de fase aguda [25]. Como mioquina, actia de forma
autocrina y paracrina en el masculo esquelético y de forma endocrina para mediar
efectos metabdlicos y antiinflamatorios [27, 28]. La pregunta que resulta es por qué
IL-6 aumenta de forma sostenida hasta 20 veces durante una inflamacién crénica y
también aumenta forma transiente hasta 100 veces después de hacer ejercicio [22,
24], siendo una interleuquina con distintos efectos a nivel sistémico ¢Cual es la
diferencia entre su actividad como citoquina y mioquina?; ¢, Cuales son sus efectos

sobre las CMLV? Preguntas como éstas siguen sin tener respuesta

No obstante, se debe considerar que las CMLV también participan en los
procesos inflamatorios, pero su efecto es local. Se ha descrito que ante estimulos
proinflamatorios y no inflamatorios las CMLV son capaces de secretar IL-6 [50, 51].
Esta IL-6 secretada por las CMLV tendria efectos autocrinos y paracrinos sobre el
tejido vascular, de esta forma IL-6 estaria cambiando el fenotipo de estas células

(Figura 8).

Ademas, comprender como funciona la sefializacion diferencial de IL-6 y
sIL-6R y sus efectos celulares sobre las CMLV, ayudaria a encontrar las diferencias
entre la sefializacidn clasica y la trans-sefializacién de esta interleuquina. De esta
forma, se podria encontrar el mecanismo mediante el cual IL-6 actla

diferencialmente como citoquina y como mioquina.
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Sin embargo, aun hace falta otras aproximaciones experimentales como por
ejemplo utilizacion de cultivos primarios de CMLV o técnicas in vivo. De esta forma
se espera dilucidar los mecanismos moleculares mediante los cuales el deporte
produce beneficios en nuestro organismo, entre ellos el efecto vascular y

cardioprotector.

CONCLUSIONES

1. Interleuquina 6 induce migracion de linea celular A7r5 de forma dosis-tiempo
dependiente.
2. Interleuquina 6 no promueve la proliferacion celular de CMLV

3. Interleuquina 6 mantiene los niveles de proteinas contractiles de células A7r5

Finalmente se concluye que interleuquina 6 produce una desdiferenciacion
parcial de linea celular de musculo liso vascular, ya que, cambia solo un parametro

fenotipico, la migracion celular.
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San Clemente
Chile

“...I cannot put my
Finger on it now

The child is grown
The dream is gone...”

Comfortably numb — Pink Floyd
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