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Fundamento. La degeneracion de la capa media
arterial es una de las caracteristicas de la
arteriosclerosis que compromete tanto a las
ldminas eldsticas como a las células musculares y a
la matriz extracelular. Uno de los factores que
aumentan la calcificacién arterial es la vitamina D
que, administrada junto a una dieta
hipercolesterolémica, favorece también el depdsito
de colesterol y participa en el avance de la lesién
vascular. El objetivo de este trabajo fue valorar el
efecto de distintas concentraciones de vitamina D,
sobre la proliferacién de células musculares lisas
en cultivo.

Método. Se utilizaron células musculares
procedentes de arteria abdominal de rata y se
ensayaron distintas concentraciones de vitamina
D, (0-200.000 U/m]) durante 2 h y hasta 4 dfas. Se
realiz6 un andlisis de la proliferacion celular en el
que se valord la incorporacion de *H-timidina y se
utiliz6 la técnica de TUNEL para medir el dafio
celular como fragmentacién del material genético.

Resultados. Las células musculares lisas del
grupo control, crecidas sélo con medio de cultivo,
proliferan durante todo el tiempo de estudio. Sin
embargo, la presencia de esta vitamina en los
medios de incubacién indujo modificaciones del
indice proliferativo, y se lleg6 a paralizar el
crecimiento del cultivo con la mayor dosis de
vitamina utilizada. Estos hallazgos se
corresponden con un aumento de la muerte celular
por apoptosis en las mismas células.

Conclusiones. La vitamina D, induce sobre las
células musculares una inhibicién de la
proliferaciéon y un aumento de la muerte celular
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por apoptosis, y ambos pardmetros dependen
directamente del tiempo de incubacién y de la
concentracion de vitamina D utilizada.
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VITAMIN D INDUCES APOPTOSIS IN SMOOTH
MUSCLE CELLS

Background. Degeneration of the arterial medial
layer is one of the characteristic features of
arteriosclerosis and affects the elastic laminae, as
well as the muscle cells and extracellular matrix.
Among other factors, vitamin D induces arterial
calcification and when administered in
combination with a high cholesterol diet,
contributes to cholesterol deposition and to the
advance of the vascular lesion. This study was
designed to evaluate the effect of different vitamin
D, concentrations on the growth of cultured
smooth muscle cells.

Method. Different vitamin D, concentrations
(0-200.000 U/mI) were applied to 2h - 4 day
cultures of muscle cells from rat abdominal artery.
Cell proliferation was estimated through *H-
thymidine incorporation, and cell damage,
assessed as DNA fragmentation was determined
using the TUNEL technique.

Results. Smooth muscle cells incubated in the
absence of vitamin D, proliferated throughout the
study period. The presence of vitamin D, in the
culture medium induced changes in the
proliferation rate and led to growth cessation at
the highest vitamin concentration used. These
findings were concurrent with an enhanced
apoptosis that was noted in the same cells.

Conclusions. Vitamin D, inhibits the
proliferation of smooth muscle cells and enhances
cell death via apoptosis in a concentration- and
time-dependent manner.
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Introduccién

La calcificacién es uno de los signos mds carac-
teristicos de la aterosclerosis y se considera indica-
dor de la evolucién de la enfermedad'. Algunos es-
tudios inciden en la importancia de la vitamina D
en la induccién de la arteriosclerosis, y la mayoria
de ellos se basan en la similitud entre las lesiones
producidas por altas dosis de vitamina D y la escle-
rosis de Monckeberg’s, que implica a la capa media
de las arterias musculares humanas, lo que sugiere
que la calcificacién de los tejidos blandos es una
consecuencia directa de la hipercalcemia o es se-
cundaria a la induccién de procesos metastdsicos y
distréficos debidos a la vitamina D*3.

Existen estudios en la bibliograffa dirigidos a
examinar la accién de las distintas formas de vita-
mina D con actividad bioldgica, los cuales han evi-
denciado que los efectos de las vitaminas D, y D;,
pueden variar, dependiendo de los distintos anima-
les de experimentacién*’, y que, sobre la rata’, la
vitamina D, es mds eficaz que la D°.

La lesion principal producida por la vitamina D
es una degeneracién muscular, caracterizada por
calcificacion de la media’, aunque también favore-
ce el depdsito de colesterol cuando se administra
junto a una dieta hipercolesterolémica®’. El proce-
so normal afecta, en primer lugar, a las ldminas
eldsticas y, posteriormente, favorece la aparicion de
hiperplasia intimal'®!!.

De forma experimental, in vivo, grandes dosis de
vitamina D inducen modificaciones en la media ar-
terial de distintos animales de experimentacién’!
y, en ratas, arteriosclerosis'>!'*; ademds, aumenta la
calcificacion de la ldmina eldstica, existe dafio en la
célula muscular medida como apoptosis celular y
se altera la matriz extracelular circundante'>7,

Existe controversia sobre el efecto de la vitamina
D, in vitro. La bibliograffa refleja que esta vitamina
puede actuar como agente antiproliferativo en cé-
lulas de origen epidermal’®y, cuando se afiade a cé-
lulas musculares que proceden de territorios con
enfermedad cardiaca o en presencia de colesterol,
induce muerte celular'®®, directamente relaciona-
da con apoptosis*'. El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de distintas dosis de vitamina
D, in vitro sobre células musculares lisas.

Material y métodos

Cultivo de célula muscular lisa

Las células musculares lisas (CML) fueron obtenidas de la
aorta abdominal de hembras Sprague-Dawley de un peso
aproximado de 250 g, mantenidas en condiciones estdndar
(28871-22A9).

Una vez extraidas, las arterias fueron lavadas varias veces
con Minimal Essential Medium (MEM) en condiciones de es-
terilidad, cortadas y abiertas de forma longitudinal. La capa
endotelial y la adventicia fueron eliminadas por raspado. La
capa media fue cortada en pequefos explantos y digerida con
una solucién al 0,1% de colagenasa tipo I (Worthington) en
MEM (una hora a 37 °C). Las células fueron entonces cultiva-
das con medio F-12 (GIBCO BRL) con 2 mM de L-glutamina
(Gibco BRL) suplementado con un 10% de suero bovino fetal
(Gibco BRL), antibidticos (100 U/ml de penicilina/100 pg/ml
de estreptomicina) (Gibco BRL) y 10 mM de Hepes (Gibco
BRL) a 37 °C en una estufa humidificada y una atmdsfera de
CO, al 5%.

Los experimentos se llevaron a cabo sembrando las células
(5 x 10* células/pocillo) sobre cubreobjetos estériles dentro de
placas multipocillo con 1 ml de medio de cultivo por pocillo. Se
dejaron estabilizar 48 h y, a continuacidn, se disefiaron los si-
guientes grupos experimentales: grupo control; CML crecida
s6lo con medio F-12, y CML incubadas durante 2, 24,48 y 96 h
con ergocalciferol (Vitamina D,, SIGMA Chemical Co., St
Louis, EE.UU.) a distintas concentraciones (200.000 U/ml,
140.000, 100.000 y 70.000 U/ml). Los metabolitos de la vitami-
na D se disolvieron en etanol (concentracién final del 0,05%) y
se afiadieron al medio fresco.

Identificacion morfologica

La identificacién de las CML se llevé a cabo utilizando técni-
cas inmunocitoquimicas. Se utilizaron anticuerpos primarios
antiactina de musculo liso (SIGMA) y antiactina total (donada
por el Dr. Gabianni), ambos especificos para CML. El marcaje
se desarroll6 sobre células fijadas con metanol a —20 °C durante
5 min. Como anticuerpos secundarios, se utilizaron una IgG de
conejo antirratén (Zymed laboratorios, Inc., CA, EE.UU.) y una
IgG de cabra anticonejo (Nordic) diluidos 1/20 en PBS, pH 7.6,
y conjugados con FITC. Las muestras se estudiaron utilizando
un microscopio Zeiss Axiophot equipado con una ldimpara de
fluorescencia y las imdgenes fueron grabadas en una pelicula
Fujichrome 400 (Fuji Photo Film Co., Ltd., Tokio, Japén).

Ensayos de proliferacion

Se afiadi6 *H-timidina (2 pCi/ml) 2 h antes de finalizar cada
uno de los tiempos de estudio. Los cultivos se lavaron y se so-
metieron a técnicas autorradiogrédficas. Brevemente, el mismo
dfa, los cubreobjetos se sumergieron en una dilucién (1:1) en
agua de la emulsion (NTBP-2, Eastman Kodak, Rochester, NY,
EE.UU.) a 40 °C, y fueron almacenadas a 4 °C en la oscuridad
durante 2 semanas. Se revelaron los cubreobjetos con D-19
(Kodak) durante 5 min con agitacién. Tras un breve lavado en
dcido acético al 0,5%, se fijaron con Rapid Fix (Kodak) duran-
te 5 min, entonces se lavaron durante una hora en agua co-
rriente y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los cubres
fueron tefiidos con hematoxilina de Carazzi y se montaron.

Marcaje de ADN fragm entado in situ

La visualizacion de la fraccién celular daiiada in vitro, con el
ADN fragmentado, se desarrolld por modificacion del método
de TUNEL™. Este método estd basado en la deteccion in situ
del ADN nucleosomal fragmentado caracteristico de la apopto-
sis, por unidn especifica de deoxinucleéticos a los extremos 3-OH
de la cromatina rota. Para esto, las muestras se someten a irra-
diacién mediante la utilizacién de un microondas (Sanyo EM-
704T) durante 5 min (350W) en tampén citrato 0,01M (pH 6).
La deteccion del ADN fragmentado se llevd a cabo utilizando
un kit (Calbiochem, CN Biosciences Inc., EE.UU.).
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Figura 1. Proliferacion celular en cultivo de las células muscu-
lares lisas (CML). La grdfica evidencia una disminucién en el
nimero de células en fase proliferativa en directa relacion con
el aumento de la dosis de vitamina D y el tiempo de incuba-
cién. (Los datos se representan como media + desviacién es-
tdndar.)

Andlisis estadistico

Los datos de los experimentos de proliferacién y dafio celu-
lar se expresan como media + desviacion estdndar. El test de
la U de Mann-Whitney fue utilizado para evaluar las medidas.
La significacion estddistica se establecié con una p < 0,05.

Resultados

Andlisis morfologico

Todos los cultivos fueron positivos para los anti-
cuerpos anti-osm y antiactina, estableciéndose la
pureza del cultivo en un 90-95%.

Las CML incubadas sdlo con medio de cultivo tie-
nen un indice proliferativo que aumenta, de forma
gradual, a lo largo de los 4 dias de estudio (fig. 1).

La presencia de vitamina D, en los medios de in-
cubaciéon de CML indujo una disminucién del nu-
mero de células proliferantes.

Especialmente llamativo fue el andlisis de los
cultivos crecidos en presencia de la mdxima con-
centracion utilizada de vitamina D, (200.000 U/m]).
En estos grupos, las CML desde los primeros tiem-
pos de estudio (24 h) demostraron signos de dafio
celular, caracteristicos de muerte celular por apop-
tosis, las células tenfan ntcleos picndticos y per-
dfan adhesién al sustrato de crecimiento, y la po-
blacién celular se vio drdsticamente disminuida
tras 4 dfas de incubacién con la vitamina.
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Figura 2. Porcentaje de células positivas para la técnica de TU-
NEL frente a células del grupo control. (Los datos se represen-
tan como media + desviacion estdndar.)

Estos signos apoptéticos fueron patentes en los
cultivos de CML incubados con el resto de concen-
traciones de vitamina D, utilizadas en este estudio,
siempre en proporcion a la concentracidn utilizada
y al tiempo de incubacion.

Las CML in vitro son sensibles a la concentracion
devitamina D,

La utilizacién de la técnica de TUNEL demostré
que la vitamina D,, en funcién de la concentracion
y el tiempo de incubacién, puede inducir fragmen-
tacion del material genético de la CML (figs. 2 y 3).

La adicién exdgena de vitamina D, a los cultivos
demuestra la toxicidad de esta sustancia para las
CML, dado que cuando se incuban las mismas cé-
lulas dnicamente con medio de cultivo (control),
no encontramos células cuyo ADN se encuentre
fragmentado y, por tanto, no hay evidencias de
dafio celular.

Cuando la incubaci6én se realiza en presencia
de la mdxima concentracién de vitamina D, utili-
zada (200.000 U/ml) encontramos diferencias
significativas, con respecto a lo observado en el
grupo control, ya desde las primeras 24 h de es-
tudio, diferencias que se mantienen hasta los
4 dias de incubacion con la vitamina D,.

La concentraciéon de vitamina D, mds baja
(70.000 U/ml) no induce la aparicién de células po-
sitivas para el TUNEL hasta el dltimo estadio ana-
lizado, 4 dias de incubacién, momento en que en-
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Figura 3. Marcaje de células
apoptdticas (flechas) con la técni-
ca de TUNEL. Obsérvese la au-
sencia de CML positivas para TU-
NEL en el grupo control (a y b).
La presencia de vitamina D
(140.000 U/ml) en los medios de
incubacién induce la aparicién
de CML apoptéticas (c y d). La
mdxima concentracion de vitami-
na D utilizada (200.000 U/ml)
coincide con una mayor pobla-
cién apoptética (e y f). (MO, 20x).

contramos diferencias significativas con respecto
al grupo control.

La adicién a los medios de cultivo de concentra-
ciones de vitamina D, intermedias demuestran un
comportamiento similar. La disminucién del nd-
mero de células viables sobre los cubreobjetos estd
en relacion directa con la concentracion de la vita-
mina D, y el tiempo de incubacion.

Discusién

La vitamina D induce calcificacién y aterosclero-
sis en la pared arterial en distintos animales de ex-
perimentacién, aunque la calcificacion no siempre
es homogénea, pues depende del drea vascular
afectada®’. En cuanto a la aterosclerosis, la vitami-
na D potencia el depdsito de colesterol en las arte-
rias cuando se asocia a dietas ricas en colesterol, y
sugiere que esta vitamina actda sobre el metabolis-
mo del colesterol'’.

La vitamina D actia sobre cada tipo celular a
través de sus receptores®. Estos, que estdn presen-
tes en la mayorfa de las células incluidas las mus-
culares?, se sitdan en el interior del nicleo celular

y regulan la transcripcidon de secuencias cromoso-
micas.

Existen muchos trabajos en la bibliografia sobre
el efecto de la vitamina D tanto in vivo como in vi-
tro. De especial interés resulta el trabajo de Trang
et al’, que describe distintos efectos entre las vita-
minas D, y D,, en funcién del animal de experi-
mentacion utilizado. La mayoria de los trabajos
utilizan la vitamina D, por su importancia y efica-
cia en el ser humano, pero la accién de la vitamina
D, se ha estudiado poco. En un estudio reciente, el
grupo de Rao® establece que, sobre la rata, la vita-
mina D, es mds eficaz que la D, y, por tanto, si que-
remos examinar la accién de la vitamina D sobre la
CML en cultivo, deberemos utilizar la que mds efi-
caz ha demostrado ser y, asi, comparar con mayor
fidelidad los resultados obtenidos con lo observado
en las lesiones humanas.

La vitamina D promueve la absorcién de fésforo
y calcio, tanto en los animales como en los huma-
nos, siendo hoy dia utilizada como aditivo en dis-
tintos alimentos, como la leche. Sabemos que los
requerimientos nutricionales de vitamina D, en el
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ser humano varian en funcidon de la edad (nifios
hasta 18 afios, 10 pug/dia) y del sexo (adultos 5-7,5
ug/dia; embarazo y lactancia, dosis del adulto + 5
ug/dia). Ademds, los valores séricos oscilardn en
funcién de cudndo se ha producido la ingesta y de
la estacion del afio. De ahi que los valores se mue-
van en rangos de 25 a 75 pg/ml en suero.

Los estudios in vitro han demostrado que la vi-
tamina D, inhibe la proliferacién celular de linfo-
citos, queratinocitos y células neopldsicas®. No
obstante, y dado que la vitamina D, estd ligada di-
rectamente con la enfermedad cardiovascular, de-
cidimos estudiar en profundidad el papel de esta
molécula y contribuir, asi, a entender su participa-
cion en el desarrollo de estos procesos patoldgicos.
Para ello, establecimos las dosis idoneas tutiles,
con capacidad para inducir modificaciones sobre
células musculares lisas, basindonos en un traba-
jo previo de nuestro grupo®. En este experimento,
se administraba una dieta calcificante a ratas
Sprague-Dawley y se inducian lesiones ateroscle-
réticas, calcificacion de las ldminas eldsticas y de-
generacion de células musculares lisas de la me-
dia, con una dosis de vitamina D de 100.000 U por
cada 100 mg de dieta completa. Al realizar, ahora,
un experimento in vitro, quisimos valorar distintas
concentraciones, siempre con rangos similares a
los utilizados in vivo vy, asi, poder determinar el
efecto inducido por la vitamina D, sobre el muiscu-
lo liso de la pared arterial de la rata.

En nuestro modelo, hemos demostrado que la
vitamina D, induce muerte celular por apoptosis en
las CML y que ésta es dependiente del tiempo de
incubacién con la vitamina. Utilizamos el método
del TUNEL para estimar la muerte celular, aunque
recientemente se ha demostrado que esta técnica
también es utilizada para identificar células necré-
ticas?’, células que transcriben?, vesiculas calcifi-
cadas de matriz” y ADN en reparacién®. Sin em-
bargo, este método es el utilizado de forma
generalizada para la deteccién de la fraccion celu-
lar apoptética!*,

La apoptosis es un fenémeno que se asocia a
menudo a distintas afecciones vasculares, inclu-
yendo aquellas que afectan a las musculares de la
media®*. En nuestro modelo, la apoptosis es un fe-
némeno directamente asociado a la concentracion
de vitamina D utilizada, si bien depende de la dura-
cion del tratamiento. En cualquier caso, la vitami-
na D, demuestra ser altamente téxica para la CML.
Se ha sugerido que la apoptosis puede ser un me-
canismo que, asociado al de proliferacion, regula el
nimero normal de CML cuando existe dafio en la
pared vascular y evita, de esta forma, la acumula-
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cién excesiva de células en la regiéon miointimal®.
En la bibliograffa se refleja que la vitamina D indu-
ce degeneracién de la media arterial, alterando
componentes como la matriz extracelular y las
CML, que muestran signos caracteristicos de apop-
tosis®.

En este trabajo, se ha demostrado que la vitami-
na D, es téxica para las CML en cultivo, y que estd
asociada a muerte celular por apoptosis. Estos ha-
llazgos, junto a los descritos anteriormente por
otros grupos, nos llevan a concluir que la adminis-
tracion de vitamina D induce una alteracion en los
componentes de la media de la pared vascular y
que, junto a dietas hipercolesterolémicas o enfer-
medad vascular, es un factor de riesgo importante
que se debe tener en cuenta. Hoy dfa, gran canti-
dad de los alimentos que se consumen llevan apor-
tes vitaminicos exdgenos, y en el caso de la vitami-
na D serfa de interés general controlar su consumo
excesivo.
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