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Fu ndam ento. La degeneración  de la capa m edia
arterial es una de las características de la
arteriosclerosis que com prom ete tan to a las
lám inas elásticas com o a las célu las m usculares y a
la m atriz extracelu lar. Uno de los factores que
aum entan  la calcificación  arterial es la  vitam ina D
que, adm inistrada jun to a una dieta
h ipercolesterolém ica, favorece tam bién  el depósito
de colesterol y participa en  el avance de la lesión
vascular. E l objetivo de este trabajo fue valorar el
efecto de distin tas concentraciones de vitam ina D2
sobre la proliferación  de célu las m usculares lisas
en  cu ltivo.

Método. Se u tilizaron  célu las m usculares
procedentes de arteria abdom inal de rata y se
ensayaron  distin tas concentraciones de vitam ina
D2 (0-200.000 U/m l) duran te 2 h  y hasta 4 días. Se
realizó un  análisis de la proliferación  celu lar  en  el
que se valoró la incorporación  de 3H-tim idina y se
u tilizó la técn ica de TUNEL para m edir  el daño
celu lar  com o fragm entación  del m aterial genético.

Resu ltados. Las célu las m usculares lisas del
grupo control, crecidas sólo con  m edio de cu ltivo,
proliferan  duran te todo el tiem po de estudio. Sin
em bargo, la  presencia de esta vitam ina en  los
m edios de incubación  indujo m odificaciones del
índice proliferativo, y se llegó a paralizar el
crecim iento del cu ltivo con  la m ayor dosis de
vitam ina u tilizada. Estos hallazgos se
corresponden  con  un  aum ento de la m uerte celu lar
por apoptosis en  las m ism as célu las.

Conclu siones. La vitam ina D2 induce sobre las
célu las m usculares una inh ibición  de la
proliferación  y un  aum ento de la m uerte celu lar

por apoptosis, y am bos parám etros dependen
directam ente del tiem po de incubación  y de la
concentración  de vitam ina D u tilizada.
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VITAMIN D INDUCES APOPTOSIS IN SMOOTH
MUSCLE CELLS

Backgrou nd. Degeneration  of the arterial m edial
layer is one of the characteristic features of
arteriosclerosis and affects the elastic lam inae, as
well as the m uscle cells and extracellu lar  m atrix.
Am ong other factors, vitam in  D induces arterial
calcification  and when adm inistered in
com bination  with  a h igh  cholesterol diet,
contribu tes to cholesterol deposition  and to the
advance of the vascular lesion . This study was
designed to evaluate the effect of differen t vitam in
D2 concentrations on  the growth  of cu ltured
sm ooth  m uscle cells.

Method. Differen t vitam in  D2 concentrations 
(0-200.000 U/m l) were applied to 2h  - 4 day
cultures of m uscle cells from  rat abdom inal artery.
Cell proliferation  was estim ated through 3H-
thym idine incorporation , and cell dam age,
assessed as DNA fragm entation  was determ ined
using the TUNEL technique.

Resu lts. Sm ooth  m uscle cells incubated in  the
absence of vitam in  D2 proliferated th roughout the
study period. The presence of vitam in  D2 in  the
culture m edium  induced changes in  the
proliferation  rate and led to growth  cessation  at
the h ighest vitam in  concentration  used. These
findings were concurren t with  an  enhanced
apoptosis that was noted in  the sam e cells.

Conclu sions. Vitam in  D2 inh ibits the
proliferation  of sm ooth  m uscle cells and enhances
cell death  via apoptosis in  a concentration- and
tim e-dependent m anner.
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Introducción
La calcificación  es uno de los signos m ás carac-

terísticos de la aterosclerosis y se considera indica-
dor de la evolución  de la enferm edad 1. Algunos es-
tudios inciden  en  la im portancia de la vitam ina D
en la inducción  de la arteriosclerosis, y la m ayoría
de ellos se basan  en  la sim ilitud en tre las lesiones
producidas por altas dosis de vitam ina D y la escle-
rosis de Monckeberg’s, que im plica a la capa m edia
de las arterias m usculares hum anas, lo que sugiere
que la calcificación  de los tejidos blandos es una
consecuencia directa de la h ipercalcem ia o es se-
cundaria a la inducción  de procesos m etastásicos y
distróficos debidos a la vitam ina D2,3.

Existen  estudios en  la bibliografía dir igidos a
exam inar la acción  de las distin tas form as de vita-
m ina D con  actividad biológica, los cuales han  evi-
denciado que los efectos de las vitam inas D2 y D3
pueden  variar, dependiendo de los distin tos an im a-
les de experim entación 4,5, y que, sobre la rata 6, la
vitam ina D2 es m ás eficaz que la D3

6.
La lesión  principal producida por la vitam ina D

es una degeneración  m uscular, caracterizada por
calcificación  de la m edia 7, aunque tam bién  favore-
ce el depósito de colesterol cuando se adm inistra
jun to a una dieta h ipercolesterolém ica8,9. E l proce-
so norm al afecta, en  prim er lugar, a  las lám inas
elásticas y, posteriorm ente, favorece la aparición  de
hiperplasia in tim al10,11.

De form a experim ental, in  vivo, grandes dosis de
vitam ina D inducen  m odificaciones en  la m edia ar-
terial de distin tos an im ales de experim entación 7,12

y, en  ratas, arteriosclerosis13,14; adem ás, aum enta la
calcificación  de la lám ina elástica, existe daño en  la
célu la m uscular m edida com o apoptosis celu lar  y
se altera la m atriz extracelu lar  circundante15-17.

Existe controversia sobre el efecto de la vitam ina
D2 in  vitro. La bibliografía refleja que esta vitam ina
puede actuar com o agente an tiproliferativo en  cé-
lu las de origen  epiderm al18 y, cuando se añade a cé-
lu las m usculares que proceden  de territorios con
enferm edad cardíaca o en  presencia de colesterol,
induce m uerte celu lar 19,20, directam ente relaciona-
da con  apoptosis21. E l objetivo de este trabajo fue
determ inar el efecto de distin tas dosis de vitam ina
D2 in  vitro sobre célu las m usculares lisas.

Material y m étodos

Cu ltivo de célu la m u scu lar lisa
Las célu las m usculares lisas (CML) fueron  obten idas de la

aorta abdom inal de hem bras Sprague-Dawley de un  peso
aproxim ado de 250 g, m anten idas en  condiciones estándar
(28871-22A9).

Una vez extraídas, las arterias fueron  lavadas varias veces
con  Minim al Essential Medium  (MEM) en  condiciones de es-
terilidad, cortadas y abiertas de form a longitudinal. La capa
endotelial y la adventicia fueron  elim inadas por raspado. La
capa m edia fue cortada en  pequeños explan tos y digerida con
una solución  al 0,1% de colagenasa tipo I (Worth ington) en
MEM (una hora a 37 °C). Las célu las fueron  en tonces cu ltiva-
das con  m edio F-12 (GIBCO BRL) con  2 m M de L-glu tam ina
(Gibco BRL) suplem entado con  un  10% de suero bovino fetal
(Gibco BRL), an tibióticos (100 U/m l de penicilina/100 µg/m l
de estreptom icina) (Gibco BRL) y 10 m M de Hepes (Gibco
BRL) a 37 °C en  una estufa hum idificada y una atm ósfera de
CO2 al 5%.

Los experim entos se llevaron a cabo sem brando las célu las
(5 × 104 células/pocillo) sobre cubreobjetos estériles dentro de
placas m ultipocillo con 1 m l de m edio de cultivo por pocillo. Se
dejaron estabilizar 48 h  y, a continuación, se diseñaron los si-
guientes grupos experim entales: grupo control; CML crecida
sólo con m edio F-12, y CML incubadas durante 2, 24, 48 y 96 h
con ergocalciferol (Vitam ina D2, SIGMA Chem ical Co., St
Louis, EE.UU.) a distin tas concentraciones (200.000 U/m l,
140.000, 100.000 y 70.000 U/m l). Los m etabolitos de la vitam i-
na D se disolvieron en  etanol (concentración final del 0,05%) y
se añadieron al m edio fresco.

Identificación  m orfológica
La identificación de las CML se llevó a cabo utilizando técni-

cas inm unocitoquím icas. Se u tilizaron anticuerpos prim arios
antiactina de m úsculo liso (SIGMA) y antiactina total (donada
por el Dr. Gabianni), am bos específicos para CML. El m arcaje
se desarrolló sobre células fijadas con m etanol a –20 °C durante
5 m in. Com o anticuerpos secundarios, se u tilizaron una IgG de
conejo antirratón (Zym ed laboratorios, Inc., CA, EE.UU.) y una
IgG de cabra anticonejo (Nordic) dilu idos 1/20 en  PBS, pH 7,6,
y conjugados con FITC. Las m uestras se estudiaron utilizando
un m icroscopio Zeiss Axiophot equipado con una lám para de
fluorescencia y las im ágenes fueron grabadas en  una película
Fujichrom e 400 (Fuji Photo Film  Co., Ltd., Tokio, Japón).

Ensayos de proliferación
Se añadió 3H-tim idina (2 µCi/m l) 2 h  an tes de finalizar cada

uno de los tiem pos de estudio. Los cu ltivos se lavaron  y se so-
m etieron  a técn icas au torradiográficas. Brevem ente, el m ism o
día, los cubreobjetos se sum ergieron  en  una dilución  (1:1) en
agua de la em ulsion  (NTBP-2, Eastm an Kodak, Rochester , NY,
EE.UU.) a 40 °C, y fueron  alm acenadas a 4 °C en  la oscuridad
durante 2 sem anas. Se revelaron  los cubreobjetos con  D-19
(Kodak) duran te 5 m in  con  agitación . Tras un  breve lavado en
ácido acético al 0,5%, se fijaron  con  Rapid Fix (Kodak) duran-
te 5 m in , en tonces se lavaron  duran te una hora en  agua co-
rrien te y se dejaron  secar a tem peratura am biente. Los cubres
fueron  teñ idos con  hem atoxilina de Carazzi y se m ontaron .

Marcaje de ADN fragm entado in  situ
La visualización de la fracción celu lar dañada in  vitro, con el

ADN fragm entado, se desarrolló por m odificación del m étodo
de TUNEL22. Este m étodo está basado en  la detección in  situ
del ADN nucleosom al fragm entado característico de la apopto-
sis, por unión específica de deoxinucleóticos a los extrem os 3-OH
de la crom atina rota. Para esto, las m uestras se som eten a irra-
diación m ediante la u tilización de un m icroondas (Sanyo EM-
704T) durante 5 m in (350W) en tam pón citrato 0,01M (pH 6).
La detección del ADN fragm entado se llevó a cabo utilizando
un kit (Calbiochem , CN Biosciences Inc., EE.UU.).
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Análisis estadístico
Los datos de los experim entos de proliferación  y daño celu-

lar  se expresan  com o m edia ± desviación  estándar. E l test de
la U de Mann-Whitney fue u tilizado para evaluar las m edidas.
La sign ificación  estádistica se estableció con  una p < 0,05.

Resultados

Análisis m orfológico
Todos los cu ltivos fueron  positivos para los an ti-

cuerpos an ti-αsm  y an tiactina, estableciéndose la
pureza del cu ltivo en  un  90-95%.

Las CML incubadas sólo con m edio de cultivo tie-
nen un índice proliferativo que aum enta, de form a
gradual, a lo largo de los 4 días de estudio (fig. 1).

La presencia de vitam ina D2 en  los m edios de in-
cubación  de CML indujo una dism inución  del nú-
m ero de célu las proliferan tes.

Especialm ente llam ativo fue el análisis de los
cu ltivos crecidos en  presencia de la m áxim a con-
centración  u tilizada de vitam ina D2 (200.000 U/m l).
En  estos grupos, las CML desde los prim eros tiem -
pos de estudio (24 h) dem ostraron  signos de daño
celu lar, característicos de m uerte celu lar  por apop-
tosis, las célu las ten ían  núcleos picnóticos y per-
dían  adhesión  al sustrato de crecim iento, y la po-
blación  celu lar  se vio drásticam ente dism inuida
tras 4 días de incubación  con  la vitam ina.

Estos signos apoptóticos fueron  paten tes en  los
cu ltivos de CML incubados con  el resto de concen-
traciones de vitam ina D2 utilizadas en  este estudio,
siem pre en  proporción  a la concentración  u tilizada
y al tiem po de incubación .

Las CML in  vitro son  sensibles a la concentración  
de vitam ina D2

La u tilización  de la técn ica de TUNEL dem ostró
que la vitam ina D2, en  función  de la concentración
y el tiem po de incubación , puede inducir  fragm en-
tación  del m aterial genético de la CML (figs. 2 y 3).

La adición  exógena de vitam ina D2 a los cu ltivos
dem uestra la toxicidad de esta sustancia para las
CML, dado que cuando se incuban  las m ism as cé-
lu las ún icam ente con  m edio de cu ltivo (control),
no encontram os célu las cuyo ADN se encuentre
fragm entado y, por tan to, no hay evidencias de
daño celu lar.

Cu an do la  in cu bación  se rea liza  en  p resen cia
de la  m áxim a  con cen tración  de vitam in a  D2 u tili-
zada  (200.000 U/m l) en con tram os d iferen cias
sign ifica t ivas, con  respecto a  lo observado en  el
gru po con trol, ya  desde las p r im eras 24 h  de es-
tu d io, d iferen cias qu e se m an tien en  h asta  los 
4 d ías de in cu bación  con  la  vitam in a  D2.

La concentración  de vitam ina D2 m ás baja
(70.000 U/m l) no induce la aparición  de célu las po-
sitivas para el TUNEL hasta el ú ltim o estadio ana-
lizado, 4 días de incubación , m om ento en  que en-
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Figu ra 1. Proliferación  celu lar  en  cu ltivo de las célu las m uscu-
lares lisas (CML). La gráfica evidencia una dism inución  en  el
núm ero de célu las en  fase proliferativa en  directa relación  con
el aum ento de la dosis de vitam ina D y el tiem po de incuba-
ción . (Los datos se represen tan  com o m edia ± desviación  es-
tándar.)
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Figu ra 2. Porcentaje de célu las positivas para la técn ica de TU-
NEL fren te a célu las del grupo control. (Los datos se represen-
tan  com o m edia ± desviación  estándar.)



contram os diferencias sign ificativas con  respecto
al grupo control.

La adición  a los m edios de cu ltivo de concentra-
ciones de vitam ina D2 in term edias dem uestran  un
com portam iento sim ilar. La dism inución  del nú-
m ero de célu las viables sobre los cubreobjetos está
en  relación  directa con  la concentración  de la vita-
m ina D2 y el tiem po de incubación .

Discusión
La vitam ina D induce calcificación  y aterosclero-

sis en  la pared arterial en  distin tos an im ales de ex-
perim entación , aunque la calcificación  no siem pre
es hom ogénea, pues depende del área vascular
afectada 2,7. En  cuanto a la aterosclerosis, la  vitam i-
na D potencia el depósito de colesterol en  las arte-
rias cuando se asocia a dietas r icas en  colesterol, y
sugiere que esta vitam ina actúa sobre el m etabolis-
m o del colesterol11.

La vitam ina D actúa sobre cada tipo celu lar  a
través de sus receptores23. Éstos, que están  presen-
tes en  la m ayoría de las célu las inclu idas las m us-
cu lares24, se sitúan  en  el in terior del núcleo celu lar

y regulan  la transcripción  de secuencias crom osó-
m icas.

Existen  m uchos trabajos en  la bibliografía sobre
el efecto de la vitam ina D tan to in  vivo com o in  vi-
tro. De especial in terés resu lta el trabajo de Trang
et al5, que describe distin tos efectos en tre las vita-
m inas D2 y D3, en  función  del an im al de experi-
m entación  u tilizado. La m ayoría de los trabajos
u tilizan  la vitam ina D3, por su  im portancia y efica-
cia en  el ser  hum ano, pero la acción  de la vitam ina
D2 se ha estudiado poco. En  un  estudio recien te, el
grupo de Rao6 establece que, sobre la rata, la  vita-
m ina D2 es m ás eficaz que la D3 y, por tan to, si que-
rem os exam inar la acción  de la vitam ina D sobre la
CML en  cu ltivo, deberem os u tilizar  la  que m ás efi-
caz ha dem ostrado ser y, así, com parar con  m ayor
fidelidad los resu ltados obten idos con  lo observado
en  las lesiones hum anas.

La vitam ina D prom ueve la absorción  de fósforo
y calcio, tan to en  los an im ales com o en  los hum a-
nos, siendo hoy día u tilizada com o aditivo en  dis-
tin tos alim entos, com o la leche. Sabem os que los
requerim ientos nu tricionales de vitam ina D3 en  el
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Figura 3. Marcaje de células
apoptóticas (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
incubación induce la aparición
de CML apoptóticas (c y d). La
máxima concentración de vitami-
na D utilizada (200.000 U/ml)
coincide con una mayor pobla-
ción apoptótica (e y f). (MO, 20×).



ser hum ano varían  en  función  de la edad (n iños
hasta 18 años, 10 µg/día) y del sexo (adultos 5-7,5
µg/día; em barazo y lactancia, dosis del adulto + 5
µg/día). Adem ás, los valores séricos oscilarán  en
función  de cuándo se ha producido la ingesta y de
la estación  del año. De ah í que los valores se m ue-
van  en  rangos de 25 a 75 pg/m l en  suero.

Los estudios in  vitro han  dem ostrado que la  vi-
tam ina D2 inh ibe la  proliferación  celu lar  de lin fo-
citos, queratinocitos y célu las neoplásicas25. No
obstan te, y dado que la  vitam ina D2 está  ligada di-
rectam ente con  la  en ferm edad cardiovascu lar, de-
cidim os estudiar  en  profundidad el papel de esta
m olécu la y con tr ibu ir, así, a  en tender  su  participa-
ción  en  el desarrollo de estos procesos patológicos.
Para ello, establecim os las dosis idóneas ú tiles,
con  capacidad para inducir  m odificaciones sobre
célu las m uscu lares lisas, basándonos en  un  traba-
jo previo de nuestro grupo26. En  este experim ento,
se adm in istraba una dieta  calcifican te a  ratas
Sprague-Dawley y se inducían  lesiones ateroscle-
róticas, calcificación  de las lám inas elásticas y de-
generación  de célu las m uscu lares lisas de la  m e-
dia, con  una dosis de vitam ina D de 100.000 U por
cada 100 m g de dieta  com pleta . Al realizar, ahora,
un  experim ento in  vitro, qu isim os valorar  distin tas
concen traciones, siem pre con  rangos sim ilares a
los u tilizados in  vivo y, así, poder  determ inar  el
efecto inducido por  la  vitam ina D2 sobre el m úscu -
lo liso de la  pared ar ter ial de la  rata .

En  nuestro m odelo, hem os dem ostrado que la
vitam ina D2 induce m uerte celu lar  por apoptosis en
las CML y que ésta es dependien te del tiem po de
incubación  con  la vitam ina. Utilizam os el m étodo
del TUNEL para estim ar la m uerte celu lar, aunque
recien tem ente se ha dem ostrado que esta técn ica
tam bién  es u tilizada para iden tificar célu las necró-
ticas27, célu las que transcriben 28, vesícu las calcifi-
cadas de m atriz29 y ADN en  reparación 30. Sin  em -
bargo, este m étodo es el u tilizado de form a
generalizada para la detección  de la fracción  celu-
lar  apoptótica 31,32.

La apoptosis es un  fenóm eno que se asocia a
m enudo a distin tas afecciones vasculares, inclu-
yendo aquellas que afectan  a las m usculares de la
m edia 33. En  nuestro m odelo, la  apoptosis es un  fe-
nóm eno directam ente asociado a la concentración
de vitam ina D u tilizada, si bien  depende de la dura-
ción  del tratam iento. En  cualquier caso, la  vitam i-
na D2 dem uestra ser  altam ente tóxica para la CML.
Se ha sugerido que la apoptosis puede ser un  m e-
canism o que, asociado al de proliferación , regula el
núm ero norm al de CML cuando existe daño en  la
pared vascular y evita, de esta form a, la acum ula-

ción  excesiva de célu las en  la región  m ioin tim al19.
En  la bibliografía se refleja que la vitam ina D indu-
ce degeneración  de la m edia arterial, alterando
com ponentes com o la m atriz extracelu lar  y las
CML, que m uestran  signos característicos de apop-
tosis20.

En  este trabajo, se ha dem ostrado que la vitam i-
na D2 es tóxica para las CML en  cu ltivo, y que está
asociada a m uerte celu lar  por apoptosis. Estos ha-
llazgos, jun to a los descritos an teriorm ente por
otros grupos, nos llevan  a conclu ir  que la adm inis-
tración  de vitam ina D induce una alteración  en  los
com ponentes de la m edia de la pared vascular y
que, jun to a dietas h ipercolesterolém icas o enfer-
m edad vascular, es un  factor de r iesgo im portan te
que se debe tener en  cuenta. Hoy día, gran  can ti-
dad de los alim entos que se consum en llevan  apor-
tes vitam ínicos exógenos, y en  el caso de la vitam i-
na D sería de in terés general controlar  su  consum o
excesivo.
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