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ABSTRACT: In this work, we have obtained new lines
of wvascular smooth muscle cells (VSMCs) to
demonstrate that IRA and IRA/IGF-1R might confer a
proliferative and migratory advantage in response to
insulin, IGF-2 or TNF-a. These results might be
relevant due to in the early stages of atherosclerotic
process; we have demonstrated that there is a significant
increase of IRA and IGF-1R expression as well as
higher formation of hybrid receptors in the aorta from
two models of early atherosclerosis. Finally, anti-TNF-a
treatment prevented vascular alterations.
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RESUMEN: En este trabajo se han obtenido nuevas
lineas de células de musculo liso vascular (VSMCs) que
nos han permitido demostrar que la IRA e IRA/IGF-1R
podrian ~ conferirles una ventaja proliferativa y
migratoria en respuesta a insulina, IGF-2 o TNF-a.
Estos resultados podrian ser relevantes ya que en las
fases iniciales del proceso aterogénico nosotros hemos
demostrado que hay un aumento significativo de la
expresién de la IRA e IGF-1R asi como una mayor
presencia de receptores hibridos en la aorta de dos
modelos experimentales de aterosclerosis temprana. Y
finalmente, como el tratamiento con un anticuerpo anti-
TNF-a previno las alteraciones vasculares.
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1. INTRODUCCION

La insulina ejerce un gran ndmero de acciones
dependiendo de la fase del desarrollo, el grado de
diferenciacion o el tipo de célula estudiada. La selectividad
en la sefalizacién de la insulina es el resultado de la
activacion de forma especifica de distintas vias de
sefializacion (1) que comienzan con la activacion del
receptor de insulina (IR), su autofosforilacion en la cadena
B y la fosforilacion de los sustratos del IR (IRSs) y
posterior activacion de la fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K)/Akt, siendo crucial en las acciones de
supervivencia y metabdlicas de la insulina (2). Asi, la
insulina ejerce sus acciones a través de su receptor. Por
splicing alternativo de 36 nucledtidos del exén 11 de las
subunidades o del IR, se generan dos isoformas: IRA (que
pierde dicho exén) y la IRB (que tiene incluido el exén 11)
(3). La relativa abundancia de una u otra isoforma del IR
es especifica de tejido y de especies (4,5). Ademas, la
expresion de las isoformas del IR estd también regulada
por el estado de desarrollo y la diferenciacion celular. IRA
es predominante en células fetales y tumorales, mientras
que la IRB es principalmente expresada en células
diferenciadas y dianas de la insulina (6, 7). Las dos
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isoformas del IR tienen algunas propiedades diferenciales.
Asi, aungque ambas isoformas del IR muestran alta afinidad
por la insulina, IRA exhibe mucho mayor ratio de
internalizacion que IRB (8), afinidad intermedia por el
factor de crecimiento 2 similar a la insulina (IGF-2) y baja
afinidad por IGF-1 (6). Sin embargo, en determinadas
situaciones patologicas, el perfil de expresion de ambas
isoformas puede modificarse. En este sentido, se ha
descrito que en células B pancredticas de raton, la IRA
confiere una ventaja proliferativa en respuesta a insulina e
IGF-1, aportando una posible explicacion para la
hiperplasia pancreética inducida por la resistencia primaria
hepética a la insulina en el modelo iLIRKO (9). En una
linea de células hematopoyéticas (32D) la IRA induce
sefiales mitogénicas y antiapoptéticas en respuesta a IGF-
2, mientras que la IRB es maés efectiva induciendo la
diferenciacion (10). Ademas, la IRA ademé&s de estar
aumentada su expresion en las células p durante la
hiperplasia pancredtica, se ha visto un aumento de la
expresion de IRA (11, 12) y sus niveles correlacionados
con el grado de desdiferenciacion en células cancerosas de
tiroides (13).

Los IGFs, IGF-1 e IGF-2, polipéptidos con homologia

129



estructural a la proinsulina e insulina, son constituyentes
habituales del plasma sanguineo, donde circulan unidos a
IGFBPs. Regulan procesos de proliferacion y
diferenciacion en madltiples tipos celulares y son capaces
de ejercer los efectos metabdlicos caracteristicos de la
insulina, pero, a diferencia de ésta, son sintetizados por la
mayoria de tejidos del organismo (14). Los efectos
bioldgicos de los IGFs estan mediados por receptores de
membrana especificos. El receptor de IGF-1 (IGF-1R),
homdlogo al IR, es responsable de la sefializacion
intracelular de IGF-1 e IGF-2 (15). IGF-2 se une también
al IGF-2R, idéntico al receptor de manosa-6-fosfato que no
presenta actividad sefializadora para el crecimiento celular,
mientras que induce un efecto mitogénico a través de una
interaccion de alta afinidad con IRA (16). En células que
co-expresan IR e IGF-1R, como es el caso de las VSMCs,
es posible la formacién de receptores hibridos IR/IGF-1R
@an.

Por otro lado, el papel potencial de ambas isoformas
del IR en la aterosclerosis temprana es completamente
desconocido. Para poder estudiar el papel de las dos
isoformas del IR (IRA e IRB) en la proliferacion y
migracion de las células de mdsculo liso vascular
implicadas en las fases iniciales del proceso aterogénico,
se han generado nuevas lineas celulares. Las primeras
presentan el IR (WT VSMCs e IRLoxP™ VSMCs), otra
linea celular que carece del IR (IR” VSMCs), y otras dos
lineas celulares expresan la IRA (IRA VSMCs) o la IRB
especificamente (IRB VSMCs). En estas lineas celulares,
se han estudiado los ratios de proliferacion y migracion
inducidos por la insulina, IGFs o citoquinas
proinflamatorias (TNF-a) asi como la asociacion entre las
isoformas del IR y receptores aterogénicos o con el
receptor de IGF-1 (IGF-1R). Ademaés, se ha estudiado la
expresion de ambas isoformas del IR, IGF-1R y TNFR-1
(receptor de alta afinidad de TNF-a) en dos modelos de
dafio vascular, como un modelo clasico de aterosclerosis
(ApoE™ sometido a dieta rica en grasa durante 18
semanas) y un segundo modelo de resistencia a la insulina
vascular y disfuncién vascular (BATIRKO de un afio de
edad) (18). Nuestros resultados parecen sugerir que la
IRA, y no la IRB, confiere una ventaja proliferativa y
migratoria a las VSMCs en respuesta a diversos estimulos
proaterogénicos. Ademas, la IRA podria asociarse con
IGF-1R favoreciendo las acciones aterogénicas de IGF-2
bajo condiciones inflamatorias.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Modelos experimentales

Los ratones macho fueron mantenidos en el animalario
segun los estdndares de temperatura y los ciclos de luz
recomendados. A los ratones ApoE™ y sus controles wild-
type se les administré una dieta rica en grasas (Western
A04 + 21% kcal aportadas por los lipidos) durante 18
semanas desde la semana sexta. Los ratones se genotiparon
por PCR a partir de 10-200ng del DNA extraido de la cola.
Se someti6 a una amplificacion de 35 ciclos (30 segundos,
94°C; 40 segundos, 68°C; y 1 minuto, 72°C) en el
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termociclador. Los tres primers utilizados fueron los
siguientes: el oligonucleétido sentido, oIMR0180 (5°-
GCCTAGCCGAGGGAGAGCCG-3) 'y los  dos
oligonucled6tidos antisentidos, 0IMR0181 (5-
TGTGACTTGGGAGCTCTGCAGC-3") y 0IMR0182 (5°-
GCCGCCCCGACTGCATCT-3"). Una banda de 155 pb
se obtenia para el raton WT y otra banda de 245 pb para el
ratén ApoE™. El ratén BATIRKO y sus controles de 52
semanas recibian dieta estdndar (A04, 3% de las calorias
estd aportada por la grasa). Ademas un grupo de animales
BATIRKO se trataron con un anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a (MP6-XT22, Biolegend) (50
pg/intraperiotonealmente por animal) cada 3 dias, durante
6 semanas. El genotipaje de los controles y de los animales
BATIRKO se realiz6 como se ha descrito previamente
(18).

Los ratones anestesiados con Avertin (250 mg/kg, ip)
se perfundieron con suero salino desde el ventriculo
izquierdo. Los arcos aorticos se incluyeron en OCT para
inmunohistoquimica y la aorta toracica se congel6 para
valorar la expresién del mRNA de genes implicados en el
proceso aterosclerético por PCR cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR). El estudio se ha realizado segin los
acuerdos con la normativa de la Unién Europea y ha sido
previamente aprobado por el comité ético de nuestra
institucion.

2.2. Cultivos celulares

En primer lugar, se aislaron las arterias aorticas
toracicas de 2 ratones macho IR">"® de 8 semanas de
edad. Los ratones anestesiados (Avertin, 250 mg/kg, ip)
fueron perfundidos con solucidn salina y las arterias aortas
tordcicas se sometieron a digestion con colagenasa,
seguidos de lavados y centrifugaciones para la obtencién
del cultivo primario de VSMCs. A partir de este cultivo
primario se obtuvieron nuevas VSMCs de aorta de ratén
con IR (IRLoxP™* VSMCs), sin IR (IR VSMCs), y lineas
celulares que expresan especificamente la isoforma A
(IRA VSMCs) o la isoforma B (IRB VSMCs). Para ello, el
cultivo primario de IRLoxP™* VSMCs fue transfectado por
infeccién retroviral (particulas virales que contienen el
vector retroviral pBabe codificando el antigeno largo T de
SV40) y seleccionado con puromicina 1 pg/mL durante 3
semanas. Las IRLoxP"" VSMCs inmortalizadas fueron
infectadas con adenovirus que codifican la recombinasa
Cre para obtener IR’ VSMCs. Finalmente, las IR™
VSMCs fueron transfectadas por infeccion retroviral
(particulas virales que contienen el vector retroviral pBabe
codificando las isoformas individuales del IR humano,
IRA o IRB) y seleccionadas con higromicina 200 pg/mL
durante 2 semanas para obtener IRA VSMCs o IRB
VSMCs, respectivamente.

Las lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo
DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) a una temperatura de 37°C y una atmosfera al 5% de
CO,. Las células fueron privadas de suero durante 4-5
horas para los experimentos de sefializacién o 18 horas
para los ensayos de migracién o de expresion de mRNA y
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después incubadas con los correspondientes estimulos. En
los experimentos de sefializacion de insulina, captacion de
glucosa y del mRNA, las células estaban en
subconfluencia (70-80%).

2.3. Western Blot

Los estudios de Western blot se realizaron con los
extractos totales de las VSMCs o de las arterias aortas
como previamente se ha descrito (9). Los anticuerpos
utilizados fueron anti-IRB (Ab-4) de Oncogene, phospho-
AKT (Serd73), AKT, p-p706K (Ser389), p70, pERK-1/-2
(S202/T204) y ERK de Cell Signalling, Glut-4, TNF-R1 y
TNF-R2, de Santa Cruz Biotechnology, p53 de Millipore,
a- y B-actina y o-tubulina anticuerpos de Sigma-Aldrich
Corp. El anticuerpo frente a la isoforma B del IR (+ex6n
11) fue cedido generosamente por el Dr. Sesti y la Dr.
Hribal.

2.4. Inmunoprecipitacion

Para obtener el total de las células lisadas, se rasparon
con PBS frio y se centrifugaron a 4000 x g, durante 10 min
a 4°C, y a continuacion el pellet se resuspendié en el
buffer de lisis. Posteriormente, se centrifugaron a 12,000 x
g for 10 min y se recogieron los sobrenadante. Para la
inmunoprecipitacion, 150-200 ug de proteina se incubaron
con el anticuerpo primario a 4°C toda la noche. Los
inmunocomplejos se incubaron con la proteina A o G
agarosa durante 4h, y finalmente, se sometieron a una
electroforesis en geles PAGE-SDS.

Para la inmunoprecipitacion con extractos de proteinas
de arterias aortas, en el modelo ApoE™ fue necesario
reunir muestras adrticas de 5 ratones ApoE”" y juntamos
también otras 5 muestras de sus respectivos controles. Sin
embargo, se pudieron utilizar muestras individuales de tres
ratones por grupo en BATIRKO vy controles de 52
semanas. 150 pg de proteinas se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-1RB. Los sobrenadantes se
reinmunoprecipitaron nuevamente con el anticuerpo anti-
IRB. Los  sobrenadantes de esta  segunda
inmunoprecipitacion se  inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-IRpB (que reconoce a las dos isoformas del
IR). Asi, los inmunocomplejos (s6lo habria de IRA) se
recogieron con la proteina A-agarosa y se sometieron a
una electroforesis en geles PAGE-SDS. Finalmente, las
membranas se incubaron con IGF-1R o con TNFR-1 para
estudiar la posible asociacion entre la IRA e IGF-1R o
TNF-R1, respectivamente.

2.5. Aislamiento de membranas plasmaéticas

Las VSMCs se resuspendieron en el buffer de
homogeneizado (20 mM Tris:HCI pH 7.4, 2 mM EGTA, 2
mM EDTA, 1mM PMSF, 10mM p-Mercaptoetanol,
10pg/mL Aprotinina, 10pug/mL Leupeptina) y se incubaron
durante 10 minutos a 4°C. Las suspensiones se
homogeneizaron con un homogeneizador Douncer. A
continuacion, se centrifugaron a 1300 rpm durante 10 min,
y el sobrenadante se salvé como fraccidn nuclear. Asi, el
pellet se homogeneizd en el buffer + 1% triton-X-100 y se
incubo durante 1 h a 4°C. Posteriormente, se centrifugaron
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a 14000 rpm durante 1 h y el sobrenadante se recogio
como fraccion citosolica. Se detectaron los niveles de
Glut-4 por Western blot utilizando un anticuerpo anti-
Glut-4 (Millipore) en las fracciones citosolicas y de
membranas plasmatica. Y se utilizaron como controles de
carga del Western blot, la incubacién Anti-Na'/K* ATPase
(Santa Cruz Biotechnology) y anti-GSK3p (Cell
Signalling) en las fracciones de membrana y citosélica,
respectivamente.

2.6. Captacion de glucosa

Las células con una confluencia del 80% fueron
mantenidas en ausencia de suero durante 4-6h. Después, se
estimularon con 10 o 100 nmol/L de insulina durante 30
minutos. La captacion de glucosa se media por incubacion
de las células con 2-desoxy-d-[1-3H]-glucosa durante los
Gltimos 10 minutos por triplicado en seis experimentos
independientes como previamente se ha descrito (9).

2.7. PCRy gRT-PCR

El RNA fue extraido de las arteria aortas y de las
VSMCs por el método del TRizol (Invitrogen, Barcelona,
Espafia) y cuantificado su concentracién por la medida de
absorbancia a 260 nm. 20 ng de RNA fueron necesarios
para la reaccion de la transcriptasa inversa, durante 15 min
a 25°C y 2h a 37°C, con el kit High Capacity cDNA
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Se evaluaron la
expresion de distintos genes implicados en el proceso
aterosclerdtico en la arteria aorta asi como la expresion de
IRA, IRB, IGF-1R y TNFR-1 en la aorta y las VSMCs.
Como control interno se utilizé la GADPH. La reaccién en
cadena de la polimerasa se realiz6 en un termociclador
7500 Real-Time PCR, y la cuantificacién relativa con el
software Prism 7000 system SDS software (Applied
Biosystems). La expresion de los genes analizados por
gRT-PCR se realiz6 segln se ha descrito previamente (9).
Asi, RQ corresponderia con 2**“' [ACt = Ct (gen diana) —
Ct (gen enddgeno); AACt = ACt para una muestra - ACt
para el control].

En la caracterizacion de las lineas celulares generadas
para confirmar la reconstitucién de las lineas IRA e IRB
VSMCs, se realiz6 un RT-PCR a partir de 5 ug del RNA
total utilizando unos oligonucle6tidos que reconocen el
exén 11 del IR murino para IRLoxP™ e IR (primer 1:
5 -ATCAGAGTGAGTATGACGACTCGG-3" y primer 2,
5 -TCCTGACTTGTGGGCA CAATGGTA-3) o del exdn
11 del IR humano para IRA e IRB VSMCs (primer 1, 5'-
ACCAGAGTGAGTATGAGGATTCGG-3" y primer 2,
5-TCCGGACTCGTGGGCA  CGCTGGTC-3".  Los
productos de PCR se resolvieron en geles de agarosa al
2%.

2.8. Estudios de proliferacion por incorporacién de BrdU
10* células en 1mL de medio completo fueron
sembradas en cada pocillo en las placas de 96 pocillos. Al
dia siguiente, las células se mantuvieron en ausencia de
suero durante 5 horas y se estimularon con insulina, IGF-1,
IGF-2, TNF-a u otros estimulos aterogénicos durante 24
horas. Después, el ratio de proliferacion celular se evalué
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utilizando un kit de ELISA BrdU. La incubacion con la
solucién de BrdU marcado fue de 18 h.

2.9. Ensayo de herida

La migracion de las VSMCs fue evaluada mediante un
ensayo de reparacion o cierre de herida. Para este ensayo,
las células se dejaron crecer hasta confluencia en DMEM
suplementado con 10% de FBS. Tras 18 horas sin suero, se
realiz6 una “herida” en la parte central de la placa de
cultivo usando una punta de pipeta estéril y se lavaron las
células varias veces con PBS 1X para asegurar la
eliminacion de todas las células levantadas y/o muertas.
Las células, a excepcién de las células control, se
estimularon con insulina (10 nM), IGF-1 (10 nM), IGF-2
(10 nM), o TNF-a (10 ng/ml) y se incubaron durante 24
horas. La migracion celular fue monitorizada en tres
puntos de referencia seleccionados por visualizacion
microscépica directa utilizando un microscopio invertido
(Nikon Eclipse TE300); mediante una camara digital
acoplada al microscopio (Nikon Digital Sight DSU2), se
tomaron fotografias con un objetivo 10X a tiempo 0
(momento en que realiz6 la herida) y a las 6, 12 y 24 horas
de incubacién. Se emple6 el programa TScratch para llevar
a cabo la cuantificacion de las tasas de cierre de herida,
expresando los resultados como porcentaje de cierre a las
6, 12 0 24 horas respecto al tiempo 0.

2.10. Analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como media + SEM.
Los datos se analizaron utilizando un ANOVA seguido de
un test de Bonferroni (Graph Pad Prism 5.0, La Jolla, CA,
USA). Se considerd estadisticamente significativo cuando
p<0.05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Implicacién de la IRA, IGF-1R y los receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la aterosclerosis temprana

Uno de los principales objetivos de este trabajo es
valorar si el perfil de expresién de las isoformas del IR
podria modificarse en el proceso aterosclerdtico al igual
que ocurre en otras situaciones patolégicas como en la
hiperplasia pancreética o en procesos tumorales. Para ello,
empleamos dos modelos animales que presentan distinto
grado de dafio vascular. El primero de ellos fue el raton
ApoE” como modelo de hipercolesterolemia que
desarrolla aterosclerosis de forma espontanea o sometido a
dieta grasa. El raton ApoE™ presentd un aumento
significativo de los niveles de colesterol y de los
triglicéridos sin alteraciones en el metabolismo de la
glucosa. El éarea de lesién en los arcos aorticos era del
48,9%, la acumulacion lipidica en los arcos adrticos del
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23,7% y una estenosis del 32,8% (datos no mostrados).
Ademads, presentan un aumento significativo del infiltrado
de macrdfagos, del nimero de VSMCs y de la tincién
frente a PCNA en los arcos adrticos. También se observo
una aumento significativo de la expresion del mRNA de
ET-1, ICAM-1, MCP-1, TNF-a. y PAI-1 asi como de IRA
(Figure 1A), sin cambios en la IRB, en la arteria aorta de
ratones ApoE™".

El segundo de los modelos que se ha empleado ha sido
el raton BATIRKO de 52 semanas que muestra resistencia
vascular a la insulina y disfuncién vascular (18). Estos
ratones tienen una severa lipoatrofia marron, obesidad,
hipoinsulinemia, moderada hiperglucemia en el ayuno,
intolerancia a la glucosa sin resistencia global a la insulina
debido a un defecto en la secrecion de la insulina (18).
Previamente se habia demostrado que en la aorta del raton
BATIRKO de 52 semanas habia un aumento significativo
de la expresion de ET-1, ICAM-1, MCP-1, TNF-a. 0 PAI-
1 asi como un aumento significativo de la expresion de la
IRA (Figura 1B). Ademds, se observé también una
correlacion significativa y positiva entre la expresion de la
IRAY ET-1, 0 ICAM-1, 0 MCP-1, o TNF-a 0 PAI-1 tanto
en la arteria aorta de ratones ApoE™ como de ratones
BATIRKO (datos no mostrados).

Ademés de observar un aumento significativo de la
expresion de la isoforma A del IR en la aorta de los ratones
ApoE” y BATIRKO de 52 semanas, se obtuvo un
aumento significativo de la expresion de IGF-1R y una
mayor formacion de receptores hibridos IRA/IGF-1R.
Todo ello contribuyendo a la proliferacion y migracién de
las VSMCs implicadas en las fases iniciales del
crecimiento de la placa. Otros autores han descrito
previamente que hay un aumento significativo del IGF-1R
en las placas ateroscleréticas de un modelo experimental
en conejos (19). Sin embargo, los niveles de IGF-1 e IGF-
1R estan disminuidos en placas ateroscleréticas avanzadas
y podrian contribuir a la apoptosis de las VSMCs y
favorecer la ruptura de la placa aterosclerdtica (20, 21).

Un aumento significativo en la formacidn de receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la arteria aorta de ApoE™” y
BATIRKO podria contribuir al desarrollo de la resistencia
a la insulina vascular. La regulacion de la expresion del
IGF-1R podria impactar sobre la sensibilidad a la insulina.
En este sentido, la disminucidén de la expresion de IGF-1R
podria incrementar la fraccion de receptores de insulina
organizados en holoreceptores que podria conducir a
aumentar la sefializacién de insulina y las propiedades
anti-inflamatorias de la misma (22).

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Role of insulin receptor A isoform and IGF-1R in the development of atherosclerotic plaque

Figura 1. Expresion de las isoformas del IR e IGF-1R y sus asociaciones en dos modelos experimentales de dafio vascular. Analisis
por qRT-PCR de la expresion de IRA, IRB and IGF-1R en la aorta del ratén ApoE”" (A), BATIRKO (B) y sus respectivos controles.
Geles representativos y sus cuantificaciones de la asociacion de IRA con IGF-1R en la aorta del ratén ApoE™ (C), BATIRKO (D) y sus
respectivos controles. Grupo control de 24 semanas (C24w; n=5); grupo ApoE™ de 24 semanas (ApoE™ 24w; n =5); grupo control de 52
semanas (C52w; n=6); grupo BATIRKO de 52 semanas (B52w; n=5). *p<0.05 vs. cada Control; Tp<0.05 vs. grupo BATIRKO de 52

semanas.

3.2. Implicacién de la IRA, IGF-1R y los receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la proliferacion de las VSMCs
Para estudiar el papel de las isoformas del IR en la
proliferacion de las VSMCs, se generaron cuatro nuevas
lineas celulares adrticas de VSMCs: contienen el IR (WT
and IRLoxP"* VSMCs), que han perdido el IR (IR™
VSMCs), y que expresan solo la IRA (IRA VSMCs) o la
IRB (IRB VSMCs). En primer lugar, se realizé el cultivo
primario de WT o IRLoxP™ VSMCs de arterias aortas
tordcicas. Para comprobar que la inmortalizacion habia
funcionado realizamos un Western blot frente al AgT y
p53 (Figura 2A). También se utilizd una marcador
especifico de VSMCs como la a-actina de masculo liso
(a-SMA) para caracterizar las cuatro lineas (Figure 2B). A
continuaciéon, por Western blot frente al IR,
comprobamos que la linea celular, IR" VSMCs carece de
IR y niveles muy similares del IR en IRA VSMCs, IRB
VSMCs e IRLoxP*" VSMCs (Figure 2B). Ademas
comprobamos por RT-PCR que las IRA VSMCs e IRB
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VSMCs expresan especificamente la isoforma del IRA o la
IRB, respectivamente (Figure 2B).

A continuacién comprobamos que las lineas celulares
reconstituidas presentan un IR funcional y analizamos la
fosforilacion en Tyr del IR y de su sustrato méas importante
en estas células (IRS-1). La insulina indujo la fosforilacion
en Tyr en todas las lineas celulares exceptuando IR”
VSMCs. Ademas, analizamos la fosforilacion de AKT,
p70 y ERK inducida por insulina, IGF-1 e IGF-2. Como
cabia esperar, las IR VSMCs respondian a IGF-1 e IGF-
2, pero no a insulina, mientras que en las IRLoxP™"*
VSMCs se produjo un aumento significativo de p-AKT, p-
p70 y p-ERK inducido por los tres estimulos. Se observé
una mayor afinidad y maxima fosforilacion de AKT, p70y
ERKSs en respuesta a insulina o IGFs en IRA VSMCs
versus IRB VSMCs (Figura 2C y D). En este sentido, se ha
descrito que la insulina induce una sefializacién mas
sostenida en el tiempo en células pancredticas que sélo
expresan la isoforma A con respecto a las que solo
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expresan la IRB (19). Por otro lado, se ha descrito que la
insulina induce la via de sefalizacion PI3K/Akt y la
translocacion de Glut-4 del citosol a la membrana
plasmética (23). Por ello, nos planteamos en este trabajo
analizar el papel diferencial de las dos isoformas del IR en
la captacién de glucosa y se observé que la insulina
inducia captacién de glucosa dosis dependiente en las
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IRLoxP™ VSMCs e IRA VSMCs (Figura 2E). Y
comprobamos que aunque los niveles totales de Glut-4
eran muy similares en todas las lineas celulares estudiadas,
la insulina inducia translocacion de Glut-4 desde el citosol
a la membrana plasmética en IRA VSMCs, pero no en IRB
VSMCs (Figura 2F).

Figura 2. Caracterizacion, sefializacion de insulina y captacion de glucosea de las VSMCs. (A) Andlisis por Western blot de AgT,

p53, a-SMA y B-actina en el cultivo primario y las lineas celulares: WT and IRLoxP

+/+

. (B) (Panel superior) Analisis por Western blot de

IRB en IRLoxP™™, IR, IRA e IRB VSMCs. (Panel inferior) RT-PCR de las isoformas del IR isoforms en todas las lineas celulares
estudiadas. (C) Analisis por Western blot de la fosforilacion de AKT, p70S6K y ERK en VSMCs en respuesta a insulina 10nM. (D)
Anaélisis comparativo por Western blot de la fosforilacion de AKT, p70S6K y ERK en VSMCs en respuesta a insulina, IGF-1 o IGF-2
10nM. (E) Captacion de glucosa dependiente de insulina en VSMCs. (F) Andlisis por Western blot de Glut-4 en la membrana plasmética
y en el citosol de VSMCs estimuladas con 100 nM de insulina durante 30 min. Los experimentos fueron realizados al menos 5 veces.
Cultivo primario (PC); linea celular (CL); VSMC con IR (WT and IRLoxP**); VSMC sin IR (IR); VSMC sélo con IRA (IRA); VSMC
solo con IRB (IRB); Inmunoprecipitacion (IP) y Western blot (WB). *p<0.05 vs. Control.

A continuacion, como en los modelos in vivo habiamos
visto que el patrén de expresién de las isoformas del IR o
IGF-1R en la arteria aorta de animales control con respecto
a los grupos que poseen alteraciones vasculares puede
modificarse, pensamos que ciertos estimulos implicados en
dichas alteraciones podrian también in vitro modificar la
expresion de estos receptores. En este sentido, observamos
tanto por gRT-PCR como por Western blot, que la
insulina, IGF-2, TNF-a y otros estimulos aterogénicos,
como Ang Il, ET-1 o el andlogo del TXA2 (U46619)
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inducen un aumento significativo de la expresion a nivel
del mRNA y de los niveles de proteina de la IRA sin
modificar la expresion de la IRB en las VSMCs (Figura
3A, B, D y E). Ademas, tanto el IGF-2 como el TNF-a
serian capaces también de aumentar significativamente la
expresion y los niveles de proteina del IGF-1R en las
VSMCs (Figura 3C y F).

A continuacion, evaluamos uno de los principales
objetivos del presente trabajo que es el papel de estos
receptores en la proliferacion de las VSMCs. Para ello,
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analizamos el ratio de proliferacion por incorporacién de
BrdU a las 42h y observamos que la insulina indujo una
discreta proliferacion en WT, IRLoxP™* e IRB VSMCs.
No hubo efecto en la proliferacién inducida por insulina en
las IR VSMCs. Sin embargo, la insulina indujo un
aumento significativo en las IRA VSMCs dosis
dependiente (Figure 4A). Ademas, observamos que 25
nmol/L IGF-1 indujo un aumento significativo de la
proliferacion en todas las lineas estudiadas (Figure 4B).
Sin embargo, 25 nmol/L IGF-2 indujo un aumento
significativo de la proliferacion en IR™ e IRA VSMCs, sin
modificar el ratio de proliferacion en IRLoxP™* and IRB
VSMCs (Figure 4C). Asimismo, cuando empleamos otros
estimulos  aterogénicos que habiamos visto que
aumentaban la expresion de la IRA y que previamente se
han descrito como inductores de la migracion y
proliferacion en VSMCs (24), inducian el mayor
incremento en la ratio de proliferacién en las VSMCs que

solo expresaban la IRA (Figure 4D). En este sentido, se ha
descrito que la IRA podria tener una funcion principal en
procesos proliferativos, como en el céncer y en la
hiperplasia pancreética (9, 11-13)

Ademas de ver in vitro que distintos estimulos podrian
modificar el patron de expresion de las isoformas del IR e
IGF-1R y que en todo caso parece que ese aumento de la
expresion de la IRA podria conferir una ventaja
proliferativa a las VSMCs; queriamos analizar si in vitro
se estaba favoreciendo la formacion de receptores hibridos
IRA/IGF-1R igual que previamente habiamos demostrado
in vivo. Asi, en ambas lineas celulares hay una asociacion
basal de IRA o IRB con IGF-1R. Sin embargo, IGF-2 y
TNF-a inducia de forma significativa la formacion de
receptores hibridos IRA/IGF-1R en IRA VSMCs con
respecto a IRB VSMCs (Figura 4E).

Figura 3. Efecto de la insulina, IGFs u otros estimulos aterogénicos en el perfil de expresion de ambas isoformas del IR e IGF-1R.
Anélisis de los niveles de mRNA por qRT-PCR (A, By C) o de los niveles de proteina por Western Blot (D, E, F) de la IRA, IRB e IGF-
1R en VSMCs estimuladas por insulina, IGF-1, IGF-2, TNF-a, Ang |1, ET-1 0 U46619. *p<0,05 vs. cada control.
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Figura 4. Estudios de proliferacion en VSMCs. Se determinaron los ratios de proliferacion por incorporacion de BrdU en VSMCs en
respuesta a insulina (10-1000 nM) (A), IGF-1 (10-25nM) (B), IGF.2 (10-25 nM) (C) o a estimulos aterogénicos (Ang I, ET-1y U46619)
(D). Geles representativos y cuantificacion de la asociacion de IGF-1R con IR en respuesta a IGF-1 (25 nmol/L), IGF-2 (25 nmol/L) y
TNF-a (10 ng/mL) durante 42h en IRA e IRB VSMCs. *p<0.05 vs. cada Control.

3.3. Implicacién de la IRA, IGF-1R y los receptores
hibridos IRA/IGF-1R en la migracién de las VSMCs

La migracién de las VSMCs contribuye al desarrollo
del proceso aterosclerético. En este contexto, nos
planteamos la necesidad de estudiar el papel de las
isoformas del IR en la migracion de las VSMCs. Para ello,
se llevaron a cabo ensayos de reparacion de herida en
VSMCs control y VSMCs estimuladas con insulina, IGFs
0 TNF-a.

La insulina producia un aumento significativo de la
migracion de las IRLoxP™* VSMCs en comparacién con
las IR VSMCs a las 6 y 12 horas de realizar la herida.
Ademds, inducia un mayor incremento en las tasas de
cierre de herida en las células IRA VSMCs respecto a las
IRB VSMCs a todas las horas estudiadas (Figura 5). Esto
sugiere que la insulina estimula la migracién de las
VSMCs, principalmente a través de la isoforma IRA y en
mucha menor medida a través del IGF-1R. El efecto de la
insulina en la migracién de las VSMCs ha sido estudiado
por distintos autores, con resultados bastante
controvertidos dependiendo de la concentracién de
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insulina. Asi, una concentracién de insulina (1 mM) no
afectaba a la migracién de cultivos primarios de VSMCs
(25). Por el contrario, un estudio reciente demuestra que el
tratamiento con insulina (100 nM) durante 6 dias inducia
la migracién y proliferacién de VSMCs humanas (26).

La estimulacién con IGF-1 potenciaba en gran medida
la migracion de las VSMCs, apreciando incrementos
significativos en las tasas de cierre de herida en las cuatro
lineas celulares estudiadas (Figura 6). Por tanto, este efecto
parece estar mediado principalmente por el IGF-1R, ya
que se ve completamente anulado en VSMCs que carecen
del IGF-1R (dato no mostrado). Asi, IGF-1 es un
reconocido inductor de la migracion de las VSMCs (27,
28). De forma coherente, nuestros resultados sugieren que
IGF-1 potencia en gran medida la migracion de las
IRLoxP™, IR”, IRA e IRB VSMCs. Aunque sus efectos
estan generalmente mediados por el IGF-1R, IGF-1 puede
unirse también al IR con menor afinidad. Sin embargo, el
incremento de la migracion observado en las IR VSMCs
parece evidenciar que este efecto del IGF-1 est4d mediado
principalmente por el IGF-1R.
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Figura 5. Efecto de la insulina en la migracion de las VSMCs. (A) Microfotografias representativas de los ensayos de reparacion de
herida en IRLoxP*™* VSMCs, IR” VSMCs, IRA VSMCs e IRB VSMCs estimuladas con insulina (10 nM) a las 0, 6, 12 y 24 horas de
realizar la herida. (B) Efecto de la insulina (10 nM) en las tasas de cierre de herida a las 6, 12 y 24 horas de realizar la herida en todas las
lineas celulares. Los experimentos fueron realizados al menos tres veces. *p<0,05 vs. cada control; Tp<0,05 vs. IR VSMCs; #p<0,05 vs.
IRB VSMCs.

Figura 6. Efecto del IGF-1 en la migracion de las VSMCs. (A) Microfotografias representativas de los ensayos de reparacion de herida
en IRLoxP** VSMCs, IR” VSMCs, IRA VSMCs e IRB VSMCs estimuladas con 1GF-1 (10 nM) a las 0, 6, 12 y 24 horas de realizar la
herida. (B) Efecto del IGF-1 (10 nM) en las tasas de cierre de herida a las 6, 12 y 24 horas de realizar la herida en todas las lineas
celulares. Los experimentos fueron realizados al menos tres veces. *p<0,05 vs. cada control; #p<0,05 vs. IRB VSMCs.
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Por el contrario, IGF-2 induce la migracién a través de
la IRA o la formacidn de receptores hibridos IRA: IGF-1R
(Figura 7). Asi, el maximo efecto del IGF-2 en la
migracion fue el observado en IRA VSMCs a las 12h
(16%). Siendo el efecto de IGF-2 en la migracién de las
VSMCs mucho més discreto, apreciando un incremento
significativo de la misma principalmente en las células
IRA VSMCs.

Se ha descrito que en fases iniciales de la
aterosclerosis, donde cobra especial importancia la
migracion y proliferacion de la VSMCs, hay un aumento
significativo de la expresion de IRA y del IGF-1R (29).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
entender que ese aumento de la expresion de IRA e IGF-
1R favorece la proliferacion y la migracion inducida por
insulina, IGF-1 e IGF-2. Asimismo, parece que la
formacién de receptores hibridos IRA/IGF-1R, presentes
también en la aorta de modelos con aterosclerosis, podria
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favorecer la migracion de las VSMCs inducida por IGF-2.
El aumento tanto de la migracion como de la
proliferacion de las VSMCs contribuye de forma
considerable al desarrollo de una placa aterosclerética
organizada (24). Asi, la formacién temprana de la
neointima puede contribuir al aumento del proceso
inflamatorio y trombdético, conduciendo a la aterosclerosis
(30, 31). De este modo, un mejor conocimiento vy
compresion de los mecanismos moleculares y los cambios
celulares asociados al dafio vascular, con el fin de
determinar si la inhibicién del crecimiento y la migracién
de las VSMCs podria servir como nueva estrategia
terapéutica para prevenir el crecimiento de la placa
aterosclerdtica o las complicaciones vasculares asociadas a
la diabetes (32). Asi, se ha descrito que los pacientes
diabéticos presentan una aterosclerosis acelerada en parte
debido a que sus células de musculo liso vascular tienen
mayor tasa de proliferacion, adhesion y migracion (33).

Figura 7. Efecto del IGF-2 en la migracion de las VSMCs. (A) Microfotografias representativas de los ensayos de reparacion de herida
en IRLoxP** VSMCs, IR” VSMCs, IRA VSMCs e IRB VSMCs estimuladas con IGF-2 (10 nM) a las 0, 6, 12 y 24 horas de realizar la
herida. (B) Efecto del IGF-2 (10 nM) en las tasas de cierre de herida a las 6, 12 y 24 horas de realizar la herida en todas las lineas
celulares. Los experimentos fueron realizados al menos tres veces. *p<0,05 vs. cada control; tp<0,05 vs. IR" VSMCs; #p<0,05 vs. IRB

VSMCs.

3.4. Papel del TNF-« en la aterosclerosis temprana

El TNF-o es uno de los estimulos inflamatorios y
aterogénicos que se han utilizado en este trabajo y que
hemos demostrado que modifica el perfil de expresion de
las isoformas del IR, aumentando la expresion y los
niveles de proteina de la IRA (Figura 3A). Dicha citoquina
proinflamatoria inducia también un aumento significativo
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de la expresion de IGF-1R y favorecia la formacion de
receptores hibridos IRA/IGF-1R. Por incorporacion de
BrdU, también observamos que el TNF-o inducia un
aumento significativo del ratio de proliferacion,
principalmente en WT e IRA VSMCs (Figura 8A).
Ademaés se estudié el papel del TNF-a en la migracién de
las VSMCs. Se observo un incremento significativo en las
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tasas de cierre de herida en las IR” VSMCs, IRA VSMCs
e IRB VSMCs a las 24 horas (Figura 8B), sugiriendo un
efecto més tardio del TNF-o en la migracion de las
VSMCs en relacién con los otros estimulos empleados.

Con el fin de analizar porque el TNF-a inducia més
proliferacion y migracion en las células IRA VSMCs vs
IRB VSMCs, se valord los niveles de proteinas de sus
receptores, TNF-R1 y TNF-R2, asi como su asociacion
con las isoformas del IR. En primer lugar, los niveles de

los receptores de TNF-o fueron muy similares en ambas
lineas celulares (datos no mostrados). Se observé ya una
asociacion basal entre la IRA y los receptores de TNF-a
mientras que dicha asociacion basal no se producia con la
isoforma B del IR (Figura 8C). Ademaés, el TNF-a
progresivamente aumentaba la asociacién basal entre la
IRA y TNF-R1 de forma tiempo dependiente. Sin
embargo, la unién del TNF-o disminuia la asociacion
basal entre la IRA'y el TNF-R2.

Figura 8. Efecto del TNF-a. en las VSMCs. Se valord el efecto del TNF-a en la proliferacion por incorporacion de BrdU (A) y en la
migracion (B) de VSMCs. (C) Geles representativos y cuantificacion de las asociaciones de los dos isoformas del IR, IRA o IRB, con los
receptores de TNF-a, TNF-R1 o TNF-R2. En los experimentos de proliferacion: *p< 0,05 vs cada control. En los experimentos de
migracion: *p<0,05 vs. cada control; tp<0,05 vs. IR” VSMCs: t p<0,05 vs. IRA VSMCs; #p<0,05 vs. IRB VSMCs. Y en los
experimentos de asociacion de IR con TNFRs: *p<0.05 vs. Control (IRA VSMCs); $p<0.05 vs. Control (IRB VSMCs); tp<0.05 vs. TNF
6h (IRB VSMCs); §p<0.05 vs. TNF 18h (IRB VSMCs); ||p<0.05 vs. TNF 24h (IRB VSMCs).

Por ello, quisimos determinar si en la aorta de los
modelos animales con dafio vascular podria haber un
aumento de la expresion del receptor de alta afinidad TNF-
R1 y una posible asociacién con la isoforma A. Asi, se
observé un aumento significativo de TNF-R1 y de su
asociacion con la IRA en la aorta del ratén ApoE™ y
BATIRKO 52 semanas comparado con sus respectivos
controles (Figure 9A y B). En este sentido, estudios
previos han descrito que la sefializacion a través de TNF-
R1 en la pared arterial contribuye en las fases tempranas o
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de rapido crecimiento, mucho mas que en fases mas
tardias, ya que induce un aumento significativo de la
expresion de quimioquinas y moléculas de adhesion asi
como un aumento en la migracién y proliferacion de las
células de musculo liso vascular (34).

Ademaés, nos planteamos en uno de los modelos
empleados, BATIRKO 52 semanas, hacer un tercer grupo
que estuvieran tratados con un anticuerpo monoclonal anti-
TNF-a en las Gltimas seis semanas, ya que en el animal
BATIRKO de 52 semanas el aumento concertado en la
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secrecién de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a
por parte de ambos tejidos adiposos, podria ser el
responsable de las alteraciones vasculares observadas. Con
el tratamiento con anti-TNF-a, se observé una mejora en
la obesidad, en las alteraciones metabdlicas y vasculares,
una disminucién de la expresién de la IRA, TNF-R1 e
IGF-1R ademéas de un descenso significativo en la
asociacion entre la IRA y el TNF-R1 y una menor
presencia de receptores hibridos IRA/IGF-1R (Figura 9).
Esta disminucién de la formacion de receptores hibridos
inducida por el tratamiento con anti-TNF-a podria mejorar
la resistencia a la insulina vascular como previamente
habiamos descrito (18).

Finalmente, una mayor presencia de la IRA podria
contribuir al proceso aterosclerético mediando las acciones
proaterogénicas de IGF-2. Estd bien establecido que la
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IRA une IGF-2 con una afinidad muy superior que la IRB
(6). Ademaés, los receptores hibridos IRA/IGF-1R estan
fuertemente activados por IGF-1 e IGF-2 mientras que los
otros receptores hibridos IRB/IGF-1R estarian fuertemente
activados por IGF-1 y débilmente activados por IGF-2
(11). En nuestro trabajo, hemos descrito in vitro que el
IGF-2 o el TNF-a son capaces de aumentar la expresion
de IRA e IGF-1R y favorecer la formacion de receptores
hibridos IRA/IGF-1R en VSMCs y como estos resultados
se confirman in vivo en dos modelos experimentales. Hay
que destacar que IGF-2 se ha descrito que tiene un papel
clave en el crecimiento de la placa ateroscler6tica (35) y la
mayor presencia de la IRA como ocurre en los modelos
descritos favoreceria la formacion de receptores hibridos
con IGF-1R permitiendo la sefializacion de IGF-2.

Figura 9. Expresion de las isoformas del TNF-R1 y sus asociaciones con IRA en dos modelos experimentales de dafio vascular.
Efecto del anti-TNFa. (A) Anélisis por qRT-PCR de la expresién de TNF-R1 en la aorta del ratén ApoE”, BATIRKO y BATIRKO
tratado con anti-TNF-a (B). Geles representativos y sus cuantificaciones de las asociaciones de TNF-R1 con IRA en la aorta del ratén
ApoE™ BATIRKO y BATIRKO tratado con anti-TNF-a. Efecto del tratamiento anti-TNF-o. en la expresién de IRA, IRB e IGF-1R (C)
asi como su asociacion con la isoforma A del IR en la aorta de los tres grupos del modelo BATIRKO (D). Grupo control de 24 semanas
(C24w; n=5); grupo ApoE™ de 24 semanas (ApoE”" 24w; n =5); grupo control de 52 semanas (C52w; n=6); grupo BATIRKO de 52
semanas (B52w; n=5); grupo BATIRKO de 52 semanas tratados con anti-TNF-a. (B52w + anti-TNF-o,; n=3). *p<0.05 vs. cada Control;

1p<0.05 vs. grupo BATIRKO de 52 semanas.
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4. CONCLUSIONES

Nuestros datos sugieren que la isoforma A del receptor
de la insulina y la formacion de receptores hibridos con
TNF-R1 o IGF-1R, confieren una ventaja proliferativa a
las células de musculo liso vascular, principalmente en
respuesta a TNF-a 0 IGF-2. Ademas, la migracion de las
VSMCs inducida por insulina, IGF-1 e IGF-2, podria estar
favorecida por el aumento de la expresion de IRA e IGF-
1R. Por ello sugerimos que la IRA confiere a las células de
muasculo liso vascular una ventaja proliferativa vy
migratoria en respuesta a distintas sefiales inflamatorias y
siendo claves para el crecimiento de la placa durante las
fases iniciales del proceso aterogénico.
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