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RESUMEN GENERAL

La Interleuquina 6 (IL6) es una citoquina esencial en la intercomunicacién entre
diferentes tejidos y 6rganos y desempefia un importante rol en el mantenimiento de la
homeostasis en el organismo. Es producida por diversos tipos celulares y puede llevar a
cabo funciones muy diferentes. Su estudio en los ultimos afios ha cobrado gran
relevancia dado su implicacion en importantes procesos que tienen lugar en los
diferentes tejidos, tales como transduccion de sefiales, proliferacion, diferenciacion o

apoptosis celular.

Numerosos estudios han demostrado un papel central de IL6 en el tejido
adiposo. Participa en la modulacién del metabolismo glucidico y lipidico y, ademas, la
desregulacién de su sefializacidén estd estrechamente relacionada con la disfuncion del
propio tejido adiposo y la aparicidn de algunos desérdenes como son la obesidad o la
resistencia a insulina. Dado su importante funcién, en el presente trabajo
profundizamos en las rutas moleculares implicadas en la modulaciéon de la expresién de

la citoquina en este tejido.

Por otro lado, se ha observado que la senalizacidon celular mediada por IL6
también es importante en la renovacién y diferenciacidn del epitelio que tapiza las vias
respiratorias, asi como en el desarrollo de algunas patologias relacionadas con este
tejido como el asma o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). En base a
esto, en este trabajo analizamos el papel fisiolégico que esta citoquina desempefia en el

epitelio respiratorio.
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INTRODUCCION

1. Interleuquina 6 (IL6)

Las citoquinas son pequefos péptidos sefializadores que favorecen la
intercomunicacién celular. Funcionan a través de proteinas receptoras de superficie
mediante las cuales activan diversas rutas y cascadas de sefializacion que inducen
cambios en la funcién celular (Hammerich and Tacke, 2014). Una de las principales
caracteristicas de estas moléculas es su pleiotropia y redundancia funcional; una misma
citoquina puede desempeiiar gran variedad de funciones en diversas células y tejidos y,
a su vez, diferentes citoquinas pueden realizar funciones similares en determinados
tipos celulares. Dicha multifuncionalidad se debe a los receptores y vias de transduccion
a través de los cuales sefializan (Kishimoto et al., 1995). Dentro del grupo de las
citoquinas encontramos interleuquinas, factores estimulantes de colonias, interferones
y diversos factores de crecimiento que ejercen sus acciones de manera autocrina,
paracrina o endocrina, regulando multitud de procesos, como proliferacion o
diferenciacién (Scheller et al., 2011; Rose-John, 2018). Las citoquinas pueden tener
funciones pro y/o antiinflamatorias dependiendo del contexto, es decir, de las células
qgue las producen, de los tejidos diana sobre los que actian o de los receptores de
membranay cascadas de sefializacidn activadas (Brocker et al., 2010; Thaler et al., 2010).
Y, dado la multitud de procesos fisioldgicos en los que participan y el elevado nimero
de patologias en cuyo desarrollo se ven implicadas, constituyen un grupo de proteinas

con un gran potencial terapéutico (Brocker et al., 2010; Hammerich and Tacke, 2014).

Las interleuquinas (IL) son un grupo de citoquinas inmunomoduladoras que
regulan el crecimiento, proliferacién, diferenciacidn, migracién, adhesién y activacién
celular durante la respuesta inmune (Brocker et al., 2010). Muchas de ellas, ademas,
también son producidas por tejidos y érganos que no forman parte del sistema inmune
donde desempefian multiples funciones; algunos ejemplos de ello son la IL1B que actua
como un modulador neuro-inmuno-endocrino regulando la ingesta, la homeostasis
energética (Wisse et al., 2004) y los ciclos de sueno-vigilia (Opp, 2005); o las IL6, IL8 e

IL10 que participan en la termorregulacion, ejerciendo como pirégenos o antipiréticos
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endogenos (Leon, 2002). Las interleuquinas proinflamatorias se producen en respuesta
a multitud de estimulos, entre ellos la infeccién por patégenos o el dafio tisular; su
principal funcidn en estos casos es desencadenar una respuesta inmune eficaz capaz de
neutralizar al organismo invasor y eliminar las células dafiadas. Por otro lado, las
antiinflamatorias se encargan de proteger al organismo frente a una respuesta
proinflamatoria exacerbada que pudiera causar dafos sistémicos (Hammerich and
Tacke, 2014). Fallos en los sistemas de sefializacion de estas moléculas pueden provocar
en ocasiones patologias de tipo inflamatorio, asi como el exceso de interleuquinas
antiinflamatorias puede interferir en la respuesta inmune frente a patégenos o células
cancerosas, favoreciendo su proliferacion y el desarrollo tumoral (Motz and Coukos,

2013; Hammerich and Tacke, 2014).

De entre la gran cantidad de citoquinas que se conocen, IL6 ha destacado en los
ultimos afios por el amplio abanico de funciones biolégicas en las que participa. En 1985,
Hirano y colaboradores, en una serie de estudios sobre el sistema inmune, identificaron
un péptido que, producido por las células T, inducia la diferenciacién y maduracidn final
de células B humanas en células secretoras de inmunoglobulinas, factor al que
denominaron BCDF (Factor de Diferenciacion de Células B) o BSF-2 (Factor Estimulador
[l de células B), el equivalente humano al TRF murino (Factor que Reemplaza a las células
T) identificado con anterioridad por Schimpl y Wecker (Schimpl and Wecker, 1972;
Hirano et al., 1985, 1986). En esa misma época, otros grupos de investigacion
consiguieron clonar y estudiar factores con propiedades muy parecidas en otros dos
tipos celulares, células endoteliales humanas (Astaldi et al., 1980) y fibroblastos
humanos (Content et al.,, 1985); posteriormente, el analisis de la secuencia de
nucledtidos del ADN que codificaba estos factores permitié concluir que se trataba, en

todos los casos, del mismo péptido que pasé a denominarse Interleuquina 6 (IL6).

En el caso de los seres humanos, se trata de una proteina glicosilada de unos 184
aminodacidos con un peso molecular que oscila entre 21 y 28 KDa dependiendo de las
modificaciones postraduccionales (de su estado de glicosilacién y fosforilacién) que
experimente (Choy, 2004) y estd codificada por un gen que se localiza en el brazo corto

del cromosoma 7 (Sehgal et al., 1986). Con respecto a la IL6 murina, esta presenta una
8



longitud de 187 aminodcidos y un peso molecular de entre 22 y 29 KDa (Van Snick, 1990);
el gen que la codifica se localiza en el cromosoma 5 (Mock et al., 1989) vy, a diferencia de
la IL6 humana no presenta sitios de N-glicosilacién pero si varios de O-glicosilacion. La
homologia entre la IL6 humana y de ratén es del 65% a nivel de ADN y del 42% a nivel
de proteina. Dicha homologia es baja en la regién N-terminal, pero la porcién central

esta altamente conservada (Van Snick, 1990).

Junto a otras citoquinas tales como IL-11, Factor Inhibidor de la Leucemia (FIL),
Oncostatina M (OSM), Factor Neurotroéfico Ciliar (FNTC), Cardiotrofina-1 (CT-1), IL-33, IL-
27 o Neuropoyetina (NPN) conforma la superfamilia de las citoquinas de tipo IL6
(Heinrich et al., 2003; Scheller et al., 2011). Todas ellas presentan un plegado comun en
4-hélices, perteneciendo a la clase de proteinas todo en alfa (segun la clasificacion
SCOPe). Asi, presentan cuatro a-hélices (A, B, Cy D) dispuestas de modo que las hélices
Ay B se orientan en la misma direccion y Cy D en la direccidon opuesta (configuracién
up-up-down-down) (Somers et al., 1997; Scheller et al., 2011). Ademas de una estructura
similar, todas estas citoquinas comparten receptores y vias de transduccién de sefiales

muy parecidas (Choy, 2004)

Figura I.1: Representacion de la estructura de la citoquina IL-6. Las cuatro hélices
principales (A, B, Cy D) aparecen resaltadas en morado.



IL6 es producida no solo por multitud de células del sistema inmune como
linfocitos, monocitos, macrofagos o neutrdfilos, sino también por otros tipos celulares y
tejidos como hepatocitos, fibroblastos, células endoteliales, queratinocitos, tejido
muscular o tejido adiposo, asi como diferentes células tumorales que pueden generarla
de forma constitutiva o bajo estimulacién (Akira et al., 1990; Choy, 2004; Chalaris et al.,
2011; Uciechowski and Dempke, 2020). De esta manera IL6 es secretada en respuesta a
determinadas sefiales que pueden ser de tipo hormonal como la insulina o las
catecolaminas (Vicennati et al., 2002), asi como por factores bacterianos u otras

citoquinas.

La Interleuquina 6 resulta esencial en la regulacién del metabolismo lipidico, la
actividad mitocondrial y la respuesta inmune tanto innata como adaptativa a infecciones
por virus, bacterias y pardsitos (Hunter and Jones, 2015). Participa, ademads, en
importantes procesos tales como transduccién de sefiales, proliferacién, diferenciacién,
supervivencia celular, apoptosis, hematopoyesis, regeneracién hepatica y neuronal o
desarrollo embrionario (Heinrich et al., 2003; Kishimoto, 2010; Uciechowski and

Dempke, 2020).

La desregulacién de su expresidon se ha asociado a diversas patologias de tipo
inflamatorias, autoinmunes como la artritis reumatoide o la esclerosis multiple,
vasculares como sindrome metabdlico o resistencia a insulina o cancer (Heinrich et al.,
2003; Kishimoto, 2010; Hunter and Jones, 2015; Uciechowski and Dempke, 2020). De
hecho, multitud de estudios recientes han demostrado que IL6 es muy importante en la
expansion y diferenciacion de las células cancerigenas. Estos estudios revelan elevados
niveles de IL6 en el microambiente de las células tumorales en diversos canceres, entre
ellos el cdncer de mama, relaciondndose dichos niveles de IL6 con la regulacidn de la
proliferacién, metabolismo, supervivencia, angiogénesis, migracidon y resistencia a
tratamientos terapéuticos de estas células madre tumorales (Dethlefsen et al., 2013;

Kumari et al., 2016; Masjedi et al., 2018).
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2. Rutas de sefializacion mediadas por IL6

2.1 El Receptor de IL6

Las citoquinas sefializan a través de complejos proteicos en los que participan
receptores tipo B, que desencadenan la transduccién de sefales, y receptores tipo q,
gue aumentan la especificidad de la respuesta en la célula diana y evitan la activacién
celular no deseada. Los receptores tipo a presentan tres dominios de unidén a sus
ligandos especificos, son proteinas extracelulares solubles y son mas pequeiios que los
B; su funcidn principal es presentar dichos ligandos a los receptores B. Estos receptores
B, de cadena mas larga, presentan de cinco a ocho dominios, algunos transmembrana,
y forman homo o heterodimeros, disparando de esa manera la sefializacion intracelular

(Garbers et al., 2012).

Todas las citoquinas de la superfamilia de la IL6 (a excepcidon de la IL31) utilizan
el mismo transductor B de sefiales, la glicoproteina de 130KDa gp130. Mientras que IL6
e IL11 sefializan a través de la formacidon de homodimeros de esta glicoproteina, otros
miembros de la superfamilia utilizan heterodimeros de gp130 u otro receptor B (LIFR,
OSMR o WSX-1) (Taga and Kishimoto, 1997; Febbraio, 2007; Garbers et al., 2012). El
hecho de que gp130 sea utilizado por practicamente todos los miembros de la
superfamilia de la IL6 explica, en gran medida, la redundancia funcional y pleiotropia

que existe entre estas citoquinas (Kishimoto, 2010; Mihara et al., 2011).

En el caso de IL6, esta realiza sus multiples funciones a través de la unién a su
complejo-receptor constituido por una subunidad a de unién al ligando de unos 80 KDa
conocida como IL-6Ra (también designada como gp80 o CD126) y la glicoproteina gp130
(también denominada gp130RpB, IL-6RB o CD130) que, como ya he explicado con
anterioridad, se encarga de la transduccion de sefiales hacia el interior celular. La unién
de IL6 a la subunidad IL6-Ra no dispara la cascada de sefalizacion por si sola; para que
dicha sefializacion se lleve a cabo se necesita de la interaccién del complejo IL6-IL-6Ra
con la subunidad gp130; dicha unién da lugar a la homodimerizacién de esta
glicoproteina, desencadendndose asi la transduccién de sefiales (Rose-John et al., 2006;

Mihara et al., 2011; Scheller et al., 2011; Masjedi et al., 2018; Kang et al., 2019). Diversos
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estudios han demostrado que IL6 presenta afinidad por la subunidad a pero no por
gp130 por si solay, del mismo modo, la glicoproteina IL-6Ra tampoco presenta afinidad
por gp130 si no esta unida a su ligando; de manera que, sélo cuando se forma el
complejo IL6- IL-6Ra tiene lugar la unién con gp130 y se desencadena la sefializacién
(Schmidt-Arras and Rose-John, 2016; Rose-John, 2020); por tanto, la funcién de la
subunidad a del receptor de IL6 es reclutar hacia la superficie celular a su ligando,
haciendo sensibles a las células que lo expresan a dicha citoquina (Taga and Kishimoto,

1997).

La glicoproteina gp130 se encuentra presente en multitud de tipos celulares
pero, a pesar de que su expresidn es muy ubicua, el numero de células que responden
a IL6 es limitado; esto se debe a que la expresidn de la subunidad IL-6Ra se encuentra
muy regulada y restringida a determinados tipos celulares como macrdéfagos,
monocitos, células T, células B, neutrdfilos y algunos tejidos no directamente
relacionados con la inmunidad como son los hepatocitos (Garbers et al., 2012; Kang et
al., 2019), tejido adiposo (Memoli et al., 2007), musculo esquelético (Akerstrom et al.,
2009) y glandulas endocrinas como la hipodfisis y la corteza adrenal (Bethin et al., 2000).
El hecho de que los componentes del receptor IL-6Ra muestren una expresion mas
limitada indica que la capacidad de respuesta celular depende, en gran medida, de la
expresion regulada de los receptores especificos de los ligandos; ademas de la expresién
de las propias citoquinas que también va a determinar dénde y cuando gp130 va a llevar

a cabo su funcidn sefializadora (Hirota et al., 1996; Taga and Kishimoto, 1997).

Tanto el receptor IL-6Ra como gp130 pertenecen a la superfamilia de receptores
de citoquinas de clase | (Liongue and Ward, 2007). Dichos receptores presentan en su
parte extracelular una regiéon de unos 200 aminodcidos con una estructura muy
conservada que resulta esencial para la interaccidén ligando-receptor. Esta regién se
conoce como Mddulo de Unidn a Citoquinas (CBM, del inglés Cytokine-Binding Module;
también denominado CHD, Cytokine Receptor Homology Domain; o D200) y se compone
de dos dominios de Fibronectina de tipo lll. Este mddulo se caracteriza por presentar en
su extremo amino-terminal dos pares de cisteinas unidas mediante enlaces disulfuro

muy conservadas y un motivo WSXWS (W, triptéfano; S, serina; X, aminoacido no
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conservado) en el extremo carboxilo-terminal. Dichos residuos son muy importantes
para que los receptores puedan llevar a cabo sus funciones, ya que mutaciones en ellos
suprimen su capacidad de unidn al ligando. Cada dominio de Fibronectina de tipo Il
presenta, aproximadamente, cien aminodcidos y se estructura en siete cadenas
colocadas en posicién antiparalela en forma de barril abierto; de manera que, el hueco
que queda entre dos barriles B (uno por cada dominio de Fibronectina) funciona como
un bolsillo de unién del ligando. En el caso de gp130, su region extracelular comprende
otros tres dominios adicionales entre el Mddulo de Unién a Citoquinas y su regién
transmembrana (Taga and Kishimoto, 1997; Heinrich et al., 2003; Liongue and Ward,
2007; Kang et al., 2020). Diversos estudios indican que dichos dominios se encargan de
acoplar la unién ligando-receptor y la transduccién de sefiales, posibilitando que las
regiones citoplasmaticas del homodimero de gp130 estén lo suficientemente préximas
como para que se desencadene la cascada de sefializacién (Timmermann et al., 2002;
Heinrich et al., 2003). De hecho, el uso de mutantes carentes de estos dominios
demostré una reducida o nula transduccién de sefales hacia sus regiones
intracitosolicas (Scheller et al., 2011). Ademas de sus mddulos de unidn a citoquinas, en
el extremo amino terminal de su regidn extracelular, estos receptores presentan un
dominio de tipo Inmunoglobulina implicado en la escisién de dichos receptores de la
membrana plasmatica celular y en su transporte intracelular a través de la via secretora

(Vollmer et al., 1999).

Por otro lado, aunque la region citoplasmatica del receptor IL-6Ra no es
indispensable para la formacién del complejo-receptor ni para la transduccién de
sefiales, esta implicada en la orientacion de dicho receptor hacia la membrana
basolateral en las células polarizadas (Martens et al., 2000). En el caso de la glicoproteina
gp130, su parte citoplasmatica es considerablemente mas larga, reflejo de su
participacién funcional en la transduccién de sefales (Heinrich et al., 1998). Ademas,
resulta crucial para la endocitosis mediada por ligando del complejo IL6-Receptor
(Dittrich et al., 1994, 1996), para la regulacién de la expresion de este receptor en la

superficie celular, (Dittrich et al., 1996), asi como para la correcta orientacion del
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receptor en la membrana basolateral de las células polarizadas (Doumanov et al., 2006)

(Figura 1.2).

CBM
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IL-6Ra || || | - CBM: Médulo de unién a citoquinas
TM: Regibn transmembrana
D1 D2 D3
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Figura 1.2: Representacion esquematica de los receptores implicados en la sefializacion de IL6 (gp130y
IL-6Ra). Estos receptores presentan en su parte extracelular una regién de unos 200 aminoécidos esencial
para la interaccién ligando-receptor, conocida como Médulo de Unidn a Citoquinas (CBM), formada por
dos dominios de Fibronectina de tipo lll. Gp130, presenta ademas tres dominios adicionales, entre el
Mddulo de Unidn a Citoquinas y su regidn transmembrana. Ademas, en el extremo amino terminal de sus
regiones extracelulares, estos receptores presentan un dominio de tipo Inmunoglobulina. Esquema
adaptado de (Heinrich et al., 2003).

2.2 Interaccidn entre IL6 y su receptor

La interaccion de la Interleuquina 6 con su receptor estd mediada por uniones de
tipo idnico e hidrofébico (Somers et al., 1997). Esta citoquina presenta tres dominios o
sitios de interaccion, los sitios Il y lll son de unidn al receptor B mientras que el sitio | es
de interaccién con el receptor IL-6Ra. Este receptor a, a su vez, interacciona con la
citoquina a través de sus dominios Il y lll que, como ya he explicado con anterioridad,
conforman el CBM (Heinrich et al., 1998). La estructura del sitio Il de IL6 nos proporciona
informacién acerca de por qué necesita unirse a IL6Ra para interaccionar con gp130, y
es que realmente este sitio Il de unién al receptor B lo proporciona el complejo binario
formado por la citoquina y el receptor a; de manera que, la interaccién del complejo
IL6-Receptor a con gp130 se separa en dos zonas espacialmente distintas: el sitio lla

resulta necesario para el reclutamiento de la glicoproteina gp130, con la que
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interacciona a través de su Mddulo de Unién a Citoquinas. El sitio Ilb lo proporciona
realmente el receptor IL6Ra y la interaccién tiene lugar entre el dominio Il de este
receptor y el dominio Il de la proteina gp130. Este sitio afianza la unién del complejo,
actua como un refuerzo molecular favoreciendo la interaccion de IL6 con el Mddulo de
Unidén a Citoquinas de gp130 (Boulanger et al., 2003). Por ultimo, el sitio Ill constituye
otro sitio de unién a gp130, pero en este caso la interaccidon tiene lugar con su dominio
de tipo Inmunoglobulina (Miiller-Newen, 2003; Scheller et al., 2011). El andlisis
estructural del complejo IL6-IL6Ra-gp130 mostré un modelo hexamérico (Miller-
Newen, 2003). Se trataria de una estructura hexamérica muy conservada entre los
complejos de seiializacién de las citoquinas gp130, compuesta por dos moléculas de IL6,
dos del receptor IL6Ra y otras dos de gp130 que se ensamblarian de forma secuencial y
cooperativa (Boulanger et al.,, 2003). Ademas de este, también se ha descrito otro
modelo de activacién alternativo basado en una estructura tetramérica. Este complejo
receptor estaria constituido por una molécula de IL6, una del receptor IL6Ra y dos de
gp130. Diversos estudios con formas mutantes de gp130 han mostrado que sélo uno de
los dos sitios de unidon a IL6 en el homodimero de gp130 seria suficiente para
desencadenar la transduccion de sefiales. Ademas, los resultados de estos estudios
parecen indicar que bajas concentraciones de IL6 favorecerian la formacion de
complejos tetraméricos, mientras que concentraciones mas altas de esta citoquina
conducirian a la formacion de complejos hexaméricos (Grotzinger et al., 1999; Scheller

et al., 2011).

2.3 Seializacion clasica y trans-senalizacion

El descubrimiento de formas solubles de los receptores de las citoquinas ha
supuesto una auténtica revolucién en la investigacién de estas moléculas. Numerosos
estudios han demostrado su importante papel como reguladores de los efectos
inflamatorios de estas al actuar como agonistas o antagonistas de su seiializacién.
Algunos ejemplos de estos receptores solubles son los de la IL1la o del TNFa que
antagonizan la actividad biolégica de sus ligandos o la forma soluble del receptor a de
IL6 que amplifica la sefalizacién de esta citoquina al activar células que no expresan la
forma transmembrana de dicho receptor en su superficie (Scheller et al., 2011).
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De esta manera, ademas de la sefalizacién clasica en la que sélo las células que
expresan en su membrana al receptor IL-6Ra pueden responder a IL6 (figura I.3A), se ha
descrito otra via de sefializacidn alternativa para esta citoquina, la trans-sefializacion,
gue implica a la forma soluble del receptor a, slL-6Ra. Dado que, ni la regién
citoplasmatica ni la parte transmembrana de este receptor son imprescindibles para la
sefializacion de IL6, IL-6Ra puede escindirse de la membrana plasmatica de las células,
proteoliticamente, generando una forma soluble, sIL-6Ra, capaz de unirse a su ligando
y desencadenar la transduccidon de sefiales por unidn del complejo IL6/sIL-6Ra a la
glicoproteina gp130 (figura 1.3B). Por tanto, la generacion de esta forma soluble permite
la estimulacion de tipos celulares, como por ejemplo las células madre
hematopoyéticas, las células T, las células endoteliales o los queratinocitos, que si
expresan gp130 en su superficie pero no la subunidad a (Chalaris et al., 2011; Schaper
and Rose-John, 2015). La principal proteasa responsable de esta escision es la
metaloproteasa de membrana ADAM17 (TACE), que también esta implicada en la
escision del receptor de TNFa o de los ligandos del EGF-R (Schumacher and Rose-John,
2019). Alternativamente, se ha descrito otro mecanismo que permite producir este
receptor soluble de IL6 y se trata de la transcripcion de un ARNm alternativo de IL6Ra;
sin embargo, este mecanismo sélo ha sido descrito en humanos y no se ha identificado

en ratén (Scheller et al., 2011).
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Figura 1.3: Sefializacidn clasicas vs trans-sefalizacion. (A) Sefializacion clasica: el complejo de sefializacién
estd formado por una o dos moléculas de IL6 que se unen a una o dos moléculas de IL-6Ra presentes en
la membrana de las células diana, promoviendo el reclutamiento de dos moléculas de gp130 y
desencadenandose la sefializacién hacia el interior celular. (B) Tran-sefalizacién a través de la unién de
IL6 a la forma soluble del receptor a (sIL-6Ra). Las células que sélo expresan gp130 en su membrana
pueden ser activadas por el complejo IL6/sIL-6R. sIL-6R es generado por la actividad proteolitica de ADAM
17 en células que si expresan en su membrana al receptor IL-6Ra o por la transcripcion de un ARNm
alternativo. El complejo IL6/sIL-6R se une posteriormente a gp130, induciendo la sefializacién de IL6. Por
transcripcion de un ARNm alternativo, se puede generar una forma soluble de gp130, sgp130, el cual
puede interaccionar con el complejo formado por IL6 y sIL-6R evitando su unién a gp130 y, por tanto,
inhibiendo la trans-sefializacién. Esquema adaptado de (Scheller et al., 2011).

Diversos estudios han demostrado que mientras que la sefalizacién clasica, a
través de los receptores de membrana, participa en las actividades regenerativas o
antiinflamatorias de esta citoquina, la trans-sefalizacién es responsable de los efectos
proinflamatorios de la IL6. Un ejemplo de ello se observa en la estimulacién de células
endoteliales por trans-sefializacidén tras producirse un dano tisular. Esta sefializacidon
resulta crucial para el reclutamiento de linfocitos y monocitos hacia las dreas dafiadas;
de manera que, la activacidén de estas células endoteliales carentes de IL-6Ra en su
superficie, por formas solubles del mismo procedentes de la escisién de dicho receptor
de la membrana de neutrdfilos adyacentes, conduce a la secrecién de diversas
quimiocinas que atraen a las células mononucleares hasta la zona, desencadenandose
una respuesta inflamatoria (Chalaris et al., 2011; Scheller et al., 2011; Rose-John, 2012).
Por otro lado, se ha observado también que esta sefializacion a través de sIL-6Ra esta
implicada en diversas patologias de caracter inflamatorio como la enfermedad de Crohn

o la artritis reumatoide, asi como en la evolucién y prevalencia de algunos tipos de

cancer como el de colon o el de ovarios (Scheller et al., 2011).

De esta forma, dado los procesos inflamatorios en los que estd implicada esta via
alternativa de sefalizaciéon de la IL6 y su papel en determinados tipos de cancer,
numerosos grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos en encontrar
tratamientos y herramientas capaces de inhibirla especificamente, sin afectar a la
sefializacion clasica, como estrategia terapéutica para el tratamiento de determinadas
enfermedades (Kopf et al.,, 2010). Un mecanismo natural de regulacion de la trans-
sefializacion es el que tiene lugar a través de la forma soluble de la proteina transductora

de seiiales, sgp130. Esta forma soluble del receptor B se produce principalmente por un
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procesamiento alternativo de su ARNm y es capaz de unirse al complejo formado por la
IL6 y la forma soluble del receptor a (IL6- sIL-6Ra) bloqueando sus efectos biolégicos; es
decir, sgp130 actia como un inhibidor especifico de la trans-sefializacién al impedir la
union de dicho complejo a la forma transmembrana de gp130 sin comprometer la
sefializacion cldsica (Narazaki et al., 1993; Jostock et al., 2001; Richards et al., 2006;
Rose-John, 2012). Ademas de sgp130, otra forma soluble alternativa de gp130
denominada gp130-RAPS se ha encontrado en orina humana, plasma y liquido sinovial
de pacientes con artritis reumatoide; se trata de una isoforma constituida Unicamente
por el dominio de tipo inmunoglobulina y el médulo de unién a citoquinas que, al igual
que sgp130, puede unirse al complejo IL6- sIL-6Ra, antagonizando sus efectos (Richards

et al., 2006; Rose-John, 2012).

2.4 Rutas de seializacion mediadas por IL6

La unidn de IL6 a su receptor induce la dimerizacidon de gp130, como ya se ha
comentado con anterioridad, y esta dimerizacidon desencadena la activacién de tirosinas
quinasas de la familia JAK: JAK1, JAK2 y Tyk2, que van a actuar como mediadores en la

transduccion de sefiales (Heinrich et al., 2003).

Estas proteinas JAK se expresan en multitud de tejidos y aparecen unidas
constitutivamente a la region citoplasmatica del receptor gp130. Junto a él forman
complejos que conducen hacia el interior celular cascadas de sefializacién procedentes
de la unién extracelular de las citoquinas a sus receptores en las células diana, lo que
conlleva, finalmente, a que se produzcan cambios en los patrones de expresién de

determinados genes (Haan et al., 2006).

La activacion de las proteinas JAK por trans-fosforilacién, desencadena la
fosforilacién de residuos de tirosina en el dominio citoplasmatico de gp130 (Eulenfeld
et al.,, 2012) y estos residuos fosforilados constituyen sitios de unidén para otras
moléculas de sefializacién como los factores de transcripcion STAT, la tirosina fosfatasa
SHP-2 que puede desencadenar la activacién de MAPKs, o la fosfatidil-inositol-3 quinasa

(PI3K) (Heinrich et al., 2003).
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2.4.1IL6/JAK/STAT

La familia de las proteinas STAT se compone de siete miembros STAT1, 2, 3, 4,
5a, 5b y 6, de los cuales STAT3 y, en menor medida STAT1, son activados por IL6
(Heinrich et al., 1998). Estas proteinas se unen a través de su dominio SH2 a motivos
fosfotirosina de la regién citoplasmatica del receptor gp130, una vez reclutadas son
fosforiladas por las proteinas JAK en un residuo de tirosina en su extremo C-terminal, lo
gue desencadena el reclutamiento de otras moléculas STAT fosforiladas con las que
forman homo o heterodimeros (Heinrich et al., 1998; Abroun et al., 2015). Tras esto, se
translocan al nucleo, donde se van a unir a través de su dominio de unién a ADN a
secuencias especificas de los promotores de sus genes diana, estimulando o
reprimiendo su expresiéon (Heinrich et al., 1998, 2003; Meyer and Vinkemeier, 2007;

Abroun et al., 2015) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Via de sefializacion IL6/JAK/STAT. Las moléculas de gp130, tras su union al complejo
IL6/IL-6Ra, son fosforiladas en residuos de tirosina en su region citoplasmatica por proteinas JAK.
Estos residuos fosforilados constituyen sitios de anclaje para proteinas STAT (STAT1 y STAT3) que,
a su vez, son fosforiladas, desencadendndose el reclutamiento de otras moléculas STAT
fosforiladas con las que forman homo o heterodimeros. Tras esto, se translocan al nicleo donde
regulan la expresion de multitud de genes. Esquema adaptado de (Heinrich et al., 1998).
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2.4.2 IL6/JAK/SHP-2/MAPKs

La dimerizacion del receptor gp130 de IL6, no solo conduce a la activacién de la
via de sefializacién JAK/STAT, sino también a la induccidn de la cascada de las MAPKs.
Tras la fosforilacion en la tirosina’>® de la regién citoplasmética de gp130, la proteina
SHP-2 es reclutada, interaccionando con el receptor a través de su domino SH2. Una vez
unida a gp130, es fosforilada por las proteinas JAK y esto conduce al reclutamiento de
Grb2. Dicha proteina se encuentra unida constitutivamente a SOS, un intercambiador
GDT/GTP para Ras, cuya forma GTP permite la activacién de la cascada de sefializacion
RAF/MAPKs, que promueve la expresion de genes implicados en supervivencia (Heinrich

et al., 2003; Mihara et al., 2011) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Via de sefializacion IL6/JAK/SHP-2/MAPKSs. Tras la fosforilacion de gp130 en residuos
de tirosina de su regidn citoplasmatica por proteinas JAK, SHP-2 se une al receptor a través de su
dominio SH2 y se fosforila. Tras lo cual, Grb2 unida a SOS es reclutada hacia la membrana
plasmatica, desencadenandose la cascada de sefializacién RAF/MAPKs, a través de Ras. Esquema
adaptado de (Heinrich et al., 2003).
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2.4.3 IL6/JAK/PI3K/AKT

Otra via de sefializacidon que puede ser activada por la interaccién IL6-gp130 es
la ruta PI3K/AKT. Una vez IL6 se ha unido a su receptor, las proteinas JAKs fosforiladas
reclutan a Gab1 fosforilandola en residuos de tirosina. Gab1 fosforilada, a su vez, se une
al dominio SH2 de la subunidad reguladora p85 de PI3K, lo que conduce a la activacién
de AKT por parte de PDK1, translocando al nucleo donde promueve la expresién de
genes relacionados con supervivencia y control del ciclo celular (Takahashi-Tezuka et al.,

1998; Heinrich et al., 2003) (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Via de sefializacién IL6/JAK/PI3K/AKT. La unién de IL6 a su receptor desencadena la
fosforilacion de proteinas JAK que reclutan y fosforilan, a su vez, a Gabl. Dicha proteina, una vez
fosforilada, se une a la subunidad reguladora p85 de PI3K, desencadenandose la activacion y
translocacidén al nicleo de AKT, donde regula la expresion de diversos genes (Heinrich et al., 2003).
Ademas, reflejo de la enorme complejidad que rodea a la sefializacién por
citoquinas, cabe destacar que Gabl también estd involucrado en la activacién de la

cascada RAS-RAF-MAPKs a través de su interaccion con SHP2/Grb2/SOS (Takahashi-

Tezuka et al., 1998; Eulenfeld et al., 2012). Y, a su vez, indirectamente, la ruta JAK/STAT
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también puede promover la activacion de RAS y, por tanto, la via de las MAPKs, a través

de SOC3 (Heinrich et al., 2003).

2.4.4 Regulacidn de la sefializacion mediada por IL6

Los sistemas implicados en la sefalizacion de IL6 deben regularse estrictamente
para que la duracién y la magnitud de la transduccién de sefiales sea la correcta. Son
tres grupos de proteinas principalmente las que estan involucradas en el control de la
sefializacion de IL6, los supresores de la sefializacion de las citoquinas (SOCS), las
proteinas inhibidoras de las STATs activadas (PIAS) y las proteinas tirosina fosfatasa

(PTPs) (Heinrich et al., 2003).

Las proteinas SOCS regulan negativamente la sefializacion JAK/STAT mediante su
union a JAK y a los receptores de membrana de las citoquinas. En el caso de IL6, su unién
a su receptor gpl30 permite la activacion de la proteina STAT3 que induce la
transcripciéon de SOCS-3 (proteina supresora de la sefializacién por citoquinas 3). Esta
proteina SOCS-3 interacciona, a su vez, con JAK y con el receptor gp130, inhibiendo la

transduccion de sefiales (Heinrich et al., 2003; Kishimoto, 2006) (Figura 1.7).

El segundo grupo de reguladores negativos de la sefializacién JAK/STAT son las
proteinas PIAS. Estas proteinas inhiben la actividad de los factores de transcripcion STAT.
En la sefalizacién de IL6, PIAS-3 se asocia con STAT3 una vez estd activado, bloqueando

su funcidn transcripcional (Heinrich et al., 2003; Kishimoto, 2006) (Figura |.7).

Por ultimo, el tercer grupo de proteinas reguladoras lo constituyen las proteinas
tirosina fosfatasa. Dichas proteinas inhiben la fosforilacién de las proteinas diana de JAK,
interrumpiendo, de esta forma, la cascada de seiializacién. Las PTPs implicadas en la
regulacion de la sefializacion de IL6, SHP-1y SHP-2, desfosforilan a STAT3, inhibiendo su

actividad como factor de transcripcién (Heinrich et al., 2003) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Mecanismos de regulacién de la sefializacion mediada por IL6/STAT. STAT3 activa la
expresion del gen SOCS-3 que puede inhibir la sefializacion de STAT3 de dos maneras. Una es
uniéndose al receptor gp130, bloqueando el reclutamiento de transductores de la sefializacion y la
segunda es uniéndose a las proteinas JAKs asociadas a gp130, inhibiendo su actividad quinasa. PIAS3
es el segundo regulador negativo de la ruta IL6/JAK/STAT. Su mecanismo de accién consiste en unirse
a STAT3 e inhibir su actividad transcripcional. La tercera clase de reguladores negativos de la ruta de
sefializacién IL6/JAK/STAT son las PTPs. Las PTPs (SHP-1 y SHP-2) disminuyen la activacion de STAT3
por desfosforilacion directa de los dimeros STAT3, inhibiendo su actividad transcripcional. Esquema
adaptado de (Heinrich et al., 1998).

3. Regulacion de la expresion de IL6

La expresidon del gen de IL6 estd regulada por modificaciones epigenéticas en su
cromatina (modificacion de histonas y metilacién del ADN), asi como por mecanismos
transcripcionales y postranscripcionales en los que intervienen diversas proteinas y

micro-ARNs (miARNSs).

3.1 Mecanismos transcripcionales de regulacidn de la expresién de IL6

Multiples elementos reguladores en cis de la regién 5' del gen de IL6 se han
identificado como sitios de union para diferentes factores de transcripcién. Algunos de
esos factores de transcripcion se unen al ADN favoreciendo su transcripcion, es el caso
del factor nuclear kB (NFkB), el factor nuclear IL6 (NF-IL6), la proteina activadora 1 (AP-

1), la proteina de especificidad 1 (SP-1) o el factor regulador de interferén 1 (IRF1) (Akira
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and Kishimoto, 1992). Y otros como el receptor activado por proliferadores
peroxisomicos tipo alfa (PPRAa), el receptor de estrégenos, el receptor de
glucocorticoides, p53 o el receptor de hidrocarburos de arilo (Ahr) la inhiben (Delerive
et al., 1999). Ademas, algunos miARNs también pueden, directa o indirectamente
suprimir la accién de estos factores de transcripcion, regulando la sintesis del ARNm

(Tanaka et al., 2013).

3.2 Mecanismos postranscripcionales de regulacion de la expresion de IL6

La regulacion postranscripcional de la expresion de IL6 tiene lugar a través de la
union de diversos factores a la regién 3' UTR de su ARNm, lo que conduce a su
estabilizacién o a su degradacién. Los principales factores involucrados en esta
regulacion postranscripcional son miARNs y proteinas de unidon a ARN (RBPs; RNA

Binding Proteins) (Tanaka et al., 2016; Kang et al., 2020).

Los miARNs pueden unirse a la regién 3' UTR tanto del ARNm de IL6
directamente, como a elementos upstream activadores de la expresidn de la citoquina,
inhibiendo de esta manera su expresion (Kang et al., 2020). Algunos ejemplos son el
miARN-26 que se une a la region 3' UTR tanto del ARNm de IL6 como de su activador
NF-kB; o el miARN-365 que se une al 3' UTR del ARNm de IL6 (Song et al., 2015; Chen et
al., 2016).

Las proteinas de unién a ARN contienen dominios de unién a acidos nucleicos del
tipo dedos de zinc y modulan la estabilidad del ARNm a través de diversos mecanismos.
Dichas proteinas reconocen elementos reguladores en cis, tales como elementos ricos
en Adeninay Uracilo (elementos ARE) y estructuras en loop en las regiones 3' UTR de los
ARNm y forman complejos ribonucleoproteicos de silenciamiento que favorecen la
degradacion del ARN (Kang et al., 2020). En el caso de IL6, RBPs tales como Roquin-1 o
Regnasa-1 se unen a sus secuencias diana en el ARNm vy, una vez ancladas, reclutan al
complejo de deadenilacion CCR4-NOT que se encarga del acortamiento de la cola de
poli(A) en la regién 3' UTR; a continuacién, se hidroliza la 7-metil-guanosina de la
caperuza 5' en laregidon 5' UTR (decapping) y se desencadena la digestién y degradacién

final del ARNm (Anderson, 2010; Mino and Takeuchi, 2018; Kang et al., 2020).
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La degradacidon mediada tanto por miARNs como por RBPs del ARNm de IL6 tiene
lugar en los granulos de estrés o cuerpos de procesamiento, a los que se reclutan los
diferentes componentes que van a llevar a cabo la descomposicién del ARNm (Anderson

and Kedersha, 2008).

Los mecanismos de control de la expresion de IL6, al igual que ocurria con los
mecanismos implicados en la modulacién de su sefializacién, resultan fundamentales
puesto que la desregulacion de los niveles de su ARNm conduce a aberraciones en su
sefializacion que pueden tener como consecuencia el desarrollo de diversas

enfermedades o una inadecuada activacién de las respuestas inmunes.
4. Funcion fisioldgica de la IL6

Como ya se ha mencionado anteriormente, IL6 es una citoquina que participa en
multitud de procesos dado la complejidad de sus circuitos de sefializacién. Desempena
importantes labores en la regulacion del metabolismo, inflamacidon, regeneracion y
procesos neuronales (Scheller et al., 2011); y no solo cabe destacar su papel fisiolégico
en el organismo, sino también su implicacion en la patofisiologia de multitud de
enfermedades, especialmente aquellas relacionadas con la inflamacién, la respuesta

inmune o el metabolismo.

4.1 1L6 en el Sistema Inmunitario

Y, es precisamente su rol como modulador en el sistema inmune una de las
primeras y principales funciones que se le atribuyeron. IL6 induce la maduracién de
células B en células secretoras de anticuerpos y, ademas, controla la supervivencia y
expansion de esta poblacién celular (Hunter and Jones, 2015). Experimentos llevados a
cabo con ratones IL67" que fueron inmunizados mostraron una menor produccién de
inmunoglobulinas G y mayor susceptibilidad a la infeccidon que ratones no deficientes en

IL6 (Kopf et al., 1994).

La inflamacion aguda es un mecanismo de defensa frente a dafio tisular o la

invasion por patdégenos. Una vez la situacidon de peligro que ocasiond la respuesta
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inmune es neutralizada, esta inflamacion debe resolverse para garantizar el correcto
funcionamiento de todo el sistema; cuando esto no ocurre y el proceso inflamatorio se
vuelve crénico se produce dafo en los tejidos, lo que contribuye a la aparicion de
enfermedades inflamatorias (Jones, 2005). Una de las principales moléculas implicada
en dichas respuestas inflamatorias es la IL6, resultando clave en la transicidn entre la
respuesta innata inicial y la adaptativa. Durante la inflamacién aguda IL6 es secretada
fundamentalmente por monocitos y macréfagos y participa en el reemplazo de los
neutréfilos infiltrados por monocitos y células T. Induce, por un lado, la apoptosis de los
neutrdfilos, evitando asi un mayor dano tisular por la acumulacion de proteasas y
especies reactivas del oxigeno liberadas por estos, y por otro lado, modula la expresién
de moléculas quimioatrayentes de monocitos y células T para su reclutamiento (Scheller
et al., 2011). En situaciones de inflamacién crénica, son las células T las que la producen
y actia como un factor proinflamatorio, correlacionando sus niveles con la severidad del

proceso inflamatorio (Jones, 2005).

IL6 también regula la diferenciacién de células T nativas en células T reguladoras
y T activadoras o T helper (Scheller et al., 2011). Induce la diferenciacién de células T
helper 2 (Th2), especializadas en la proteccion frente a patégenos extracelulares y
bloquea la diferenciacién de las células T nativas en células T reguladoras, promoviendo
el desarrollo de células T helper 17 (Th17), implicadas en la aparicién de inflamacion

cronica y enfermedades autoinmunes (Bettelli et al., 2006).

4.2 IL6 en el Higado

Ademas de las funciones que ejerce en el sistema inmunitario, IL6 también
destaca en la funcién hepatica. Participa en la regeneracién del érgano, promoviendo la
reentrada de los hepatocitos en ciclo celular; de hecho, estudios llevados a cabo con
ratones a los que se les habia practicado una hepatectomia parcial, mostraron un
aumento significativo de los niveles de IL6 en la vena porta hepatica de dichos ratones,

solo 2 horas después de la extirpacidon (Schmidt-Arras and Rose-John, 2016).
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La respuesta de fase aguda se desencadena como consecuencia de un dafio
tisular, una infeccién por patégenos o inflamacion en el organismo. Uno de los procesos
mas importantes que se induce durante esta respuesta es la sintesis hepatica de
proteinas de fase aguda, cuyo objetivo es la restauracidén de la homeostasis (Tanaka et
al., 2014, 2018). Se trata de un conjunto de proteinas plasmaticas que cumplen distintas
funciones como formar parte del sistema del complemento, de la cascada de
coagulacién o participar en la respuesta inflamatoria y, entre ellas, encontramos la
proteina C reactiva o el fibrindgeno. Los mediadores mas importantes de esta respuesta
de fase aguda son las citoquinas y, entre ellas, la IL6 destaca como el principal inductor.
IL6 es liberada por diferentes tipos celulares en la zona dafiada (neutréfilos, monocitos,
macrofagos, células endoteliales y fibroblastos), y viaja a través del torrente sanguineo
al higado donde promueve la produccidon de estas proteinas de fase aguda por los

hepatocitos (Tanaka et al., 2014; Schmidt-Arras and Rose-John, 2016).

También desempena un importante rol en el control del metabolismo de la
glucosa hepdtica, ya que regula negativamente la expresion de la enzima glucosa-6-
fosfatasa, promoviendo la degradacion de glucégeno (Schmidt-Arras and Rose-John,

2016).

4.3 IL6 en el Sistema Nervioso

IL6 también realiza importantes funciones en el Sistema Nervioso (SN), tanto a
nivel del Sistema Nervioso Central (SNC) como en el Sistema Nervioso Periférico (SNP).
Neuronas, células gliales y oligodendrocitos la expresan junto a su receptor IL6-Ra vy
numerosos estimulos como otras citoquinas o neurotransmisores pueden inducir su

expresion (Erta et al., 2012).

Uno de los principales procesos en los que IL6 participa es la neurogénesis,
regulando la renovacién de las células neuroepiteliales y células gliales, precursores de
todas las neuronas y la microglia (astrocitos y oligodendrocitos) (Deverman and
Patterson, 2009; Erta et al., 2012). Se trata de un proceso muy influenciado por factores
como el estrés, el envejecimiento o la neuroinflamacién, de hecho, se encuentra

alterado en patologias como el Alzheimer, el Parkinson o la enfermedad de Huntington,
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en las cuales la inflamacién juega un importante papel y la expresién de IL6 se encuentra

muy elevada (Ekdahl et al., 2003; Whitney et al., 2009; Erta et al., 2012).

Sin embargo existen estudios contradictorios sobre el rol de IL6 en este proceso,
ya que por un lado, se ha observado que in vitro los niveles de IL6 correlacionan
negativamente con la diferenciacion de las células madre neuronales hacia neuronas,
contribuyendo a la disfuncidon de estas células (Monje et al., 2003); y por otro lado,
numerosos grupos han demostrado el efecto potenciador de IL6 tanto en la gliogénesis,
a través de la sefializacion STAT3, como en la neurogénesis, a través de la via de las
MAPKs/CREB (Oh et al., 2010; Erta et al., 2012). De este modo, por ejemplo, se ha visto
que estimula la diferenciacion de células de Schwann (Zhang et al., 2007), y, ademas,
puede influir en las caracteristicas funcionales de algunos tipos de neuronas como es el
caso de las neuronas simpaticas y su fenotipo colinérgico (Oh and O’Malley, 1994; Marz
etal.,, 1998; Erta et al., 2012). A la luz de estos resultados podria ocurrir que el efecto de
IL6 sobre la neurogénesis dependa en gran medida de su concentracion, tiempo de
exposicidn, moléculas implicadas en su sefializacion, estado de desarrollo o presencia

de otros factores neurotroéficos (Erta et al., 2012).

IL6 contribuye también, en gran medida, a la aparicion de neuroinflamacién;
participa en la activacion de las células del sistema inmune (astrocitos y microglia) que
residen en el sistema nervioso e incrementa la produccién de mediadores inflamatorios
tales como, proteinas de fase aguda, citoquinas proinflamatorias o prostaglandinas,
contribuyendo asi a la inflamacidon del tejido (Bolin et al., 2005; Quintana et al., 2008;
Spooren et al., 2011). Cudl es la labor que esta citoquina tiene en el desarrollo de
diversas patologias del SN es algo en lo que se trabaja activamente en la busqueda de
nuevas dianas terapéuticas, sin embargo, no resulta facil ya que, aunque diversos
estudios muestran que IL6 influye activamente en el desarrollo de determinadas
enfermedades, como son el Alzheimer (Hull et al.,, 1996) o la Esclerosis Multiple
(Maimone et al., 1997; Malmestrém et al., 2006), experimentos con modelos animales
han demostrado su efecto neuroprotector en otras patologias como el Parkinson (Bolin

et al., 2002) o la enfermedad de Huntington (Bolin et al., 2002).
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Ademas, aunque IL6 se haya relacionado tradicionalmente con inflamacién y
patogénesis del SN, también es fundamental en el mantenimiento de su homeostasis
participando en procesos como la regulacion del gasto energético y la ingesta
(Wernstedt et al., 2006), induccién de la fiebre (Chai et al., 1996), dolor (Murphy et al.,
1999), ciclos suefio-vigilia (Morrow and Opp, 2005), aprendizaje y memoria (Heyser et
al., 1997; Balschun et al., 2004; Baier et al., 2009; Yirmiya and Goshen, 2011), o

regeneracion (Heyser et al., 1997; Fisher et al., 2001) entre otros muchos.

4.4 1L6 en el Musculo Esquelético

El musculo esquelético es otro drgano capaz de secretar citoquinas y otros
péptidos que van a ejercer su accién en el propio musculo y en otros érganos como el
tejido adiposo, el higado o el pancreas. De entre las mioquinas que secreta, IL6 destaca
por su implicacion en procesos relacionados con la obtencidn de energia (Pedersen and
Febbraio, 2012). Durante el ejercicio fisico, IL6 se secreta al torrente sanguineo en
repuesta a la contraccién muscular y sus niveles aumentan de manera proporcional a la
duracidn e intensidad del ejercicio y la masa muscular que lo realiza (Keller et al., 2005;
Fischer, 2006; Pedersen and Febbraio, 2012). Ademas podria actuar como un sensor
energético en este dérgano, ya que su expresion se eleva cuando las reservas de
glucégeno intramuscular disminuyen (Steensberg et al., 2001; Febbraio et al., 2003;

Keller et al., 2005).

La IL6 liberada por el musculo esquelético durante el ejercicio ejerce diversas
funciones metabdlicas en diferentes érganos, entre ellas, contribuye a la liberacion de
glucosa hepdtica, estimula la produccidon del péptido GLP-1 (péptido similar al
glucagon-1) en el intestino y el pancreas, favoreciendo de esta forma la secreciéon de
insulina en estos drganos, estimula la lipolisis y la oxidacidn de acidos grasos en el tejido
adiposo, aumenta la captacién de glucosa basal y la translocacion del transportador de

glucosa GLUT4 (Gomarasca et al., 2020).

Uno de los beneficios del entrenamiento continuado es la reduccion de los
niveles de IL6 en reposo; mientras que el ejercicio repetitivo mejora la sensibilidad a IL6

en el musculo esquelético, el sedentarismo, por el contrario, aumenta los niveles basales
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de IL6 y lleva al érgano a desarrollar resistencia a IL6, relacionada con el desarrollo

también de resistencia a insulina (Lombardi et al., 2016; Gomarasca et al., 2020).

4.5 IL6 en el Pancreas

Uno de los procesos patolégicos en los que IL6 tiene un papel destacado es la
resistencia a insulina, estrechamente ligada a la diabetes mellitus tipo 2. La resistencia
alainsulina se debe a laincapacidad de las células para hacer uso de la glucosa circulante
lo que conduce a un estado de hiperglucemia (Rehman et al., 2017). Dicha patologia se
caracteriza por la desregulacion en la seializacién por insulina debido a concentraciones
inadecuadas de la hormona o modificaciones funcionales de las moléculas que
participan en la transduccién de sefiales (Awazawa et al.,, 2011), repercutiendo en

organos diana como son el higado, el tejido adiposo o el musculo esquelético.

La secrecién de insulina es llevada a cabo, fundamentalmente, por las células B
de los islotes pancredticos y se encuentra muy influenciada por el estrés oxidativo y la
inflamacidn; IL6 es uno de los principales precursores de inflamacién de bajo grado en
este tejido y diversos estudios han demostrado que la exposicion crénica de islotes
pancreaticos humanos y de ratén a IL6 altera la secrecion normal de insulina estimulada
por glucosa en las células B pancredticas (Ellingsgaard et al., 2008; Rehman et al., 2017).
También, parece que la sobreexpresion de IL6 en dicho érgano correlaciona con la
apoptosis progresiva de las células B al potenciar la sintesis de éxido nitrico inducida por
IL1 (Wadt et al., 1998). Sin embargo, parece que los efectos de la IL6 sobre las células
pancreaticas, depende en gran medida de la dosis y el tiempo de exposicion a dicha
citoquina, puesto que la exposicién aguda no tiene efectos sobre el funcionamiento

normal de estas células (Kim et al., 2004; Rehman et al., 2017).

Por otro lado, diversos estudios experimentales han demostrado que IL6
también participa en la induccion de la resistencia a insulina en higado y tejido adiposo
através de la expresion de SOC3 y la inhibicion tanto de la autofosforilacién del receptor
de insulina como de la fosforilacion de IRS1 e IRS2 (Rehman et al., 2017). La insulina
ejerce su accion a través de la union a su receptor de membrana (IR) que, una vez

activado, se autofosforila y fosforila a varios intermediarios, entre ellos la familia de los
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IRS (Sustratos del Receptor de Insulina). En tejido adiposo, IL6 regula la expresion de la
proteina SOC3, de hecho, se ha observado que los niveles de expresidon de esta proteina
aumentan en lineas celulares de adipocitos expuestas a la citoquina (Lagathu et al.,
2003); SOC3 interactua con IRS1 e IRS2 promoviendo su protedlisis y, por ende,
inhibiendo la transduccién de sefiales (Emanuelli et al., 2000; Rotter et al., 2003). IL6
también contribuye a la resistencia a insulina al disminuir la autofosforilacién del
receptor de insulina y del sustrato IRS1 (Gillies et al., 2016; Rehman et al., 2017).
Experimentos con ratones a los que se les aplicé un tratamiento prolongado con IL6
antes de suministrarles insulina mostraron una disminucion en la sefializacion del IR,

que se reflejé en su sensibilidad a dicha hormona en el higado (Klover et al., 2003).

Sin embargo, existen también estudios que, contrariamente, correlacionan
niveles elevados de IL6 con proteccion frente a la resistencia a insulina; por ejemplo,
Awazawa y colaboradores mostraron un aumento en la sensibilidad a insulina en
hepatocitos debido a la regulacion positiva ejercida por la adiponectina sobre IRS2, en
un proceso dependiente de IL6 (Awazawa et al., 2011); u otro ejemplo es el observado
en el musculo esquelético, donde la IL6 producida durante y después del ejercicio fisico

repercute positivamente en la sensibilidad a la hormona (Park et al., 2015).

De esta manera parece que, como ocurria con el efecto de IL6 sobre las células
B pancreaticas, su rol en la sefializacién de la insulina en el tejido adiposo, higado vy
musculo esquelético estd intimamente relacionado con el tiempo de exposicidn (Senn
et al., 2002), los intermediarios que participen en la sefializaciéon (Awazawa et al., 2011)

o el 6rgano y las circunstancias bajo las cuales se secreta (Trayhurn et al., 2011).

4.6 IL6 en el Tejido Adiposo

El tejido adiposo blanco es un 6rgano complejo y heterogéneo en cuanto a su
composicion y distribucion corporal. Estd formado fundamentalmente por adipocitos
maduros y preadipocitos, asi como por otros tipos celulares incluidos fibroblastos,
células endoteliales, pericitos, fibras nerviosas y células del sistema inmune como

macrofagos, células dendriticas, y linfocitos Ty B (Harwood, 2012; Chait and den Hartigh,
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2020; Michailidou et al., 2022). Tradicionalmente ha sido objeto de estudio por su papel
como regulador de la homeostasis energética, encargandose del almacenamiento y la
liberacion de lipidos segun las necesidades metabdlicas (ingesta, ayuno, ejercicio fisico,
gestacién o lactancia) del organismo (Galic et al., 2010; Zwick et al., 2018). Sin embargo,
numerosos estudios en los ultimos afios han puesto de manifiesto su importante
funcién, también, como d6rgano endocrino (Kershaw and Flier, 2004; Bliiher, 2013;

Kléting and Bliher, 2014; Fasshauer and Bliher, 2015a).

Los diferentes tipos celulares que componen el tejido adiposo sintetizan vy
secretan una gran variedad de biomoléculas tales como hormonas, factores de
coagulacion, factores de crecimiento, mediadores pro- y antinflamatorios y
quimioquinas que genéricamente reciben el nombre de adipoquinas (Ahima and Lazar,
2008; Malagodn et al., 2013; Smitka and MaresSova, 2015; Burhans et al., 2018). Dichos
factores actuan tanto de manera autocrina/paracrina como endocrina, ejerciendo sus
acciones en diferentes tejidos y drganos incluidos cerebro, higado, pancreas, musculo
esquelético, sistema inmune o el propio tejido adiposo (Bliher and Mantzoros, 2015;
Burhans et al., 2018), donde regulan una gran variedad de procesos biolégicos como la
respuesta inmune, la inflamacién, el metabolismo de la glucosa y los lipidos, la
adipogénesis, la homeostasis energética o la coagulacién, entre otros (Fasshauer and
Bliher, 2015a; Smitka and MaresSova, 2015). De hecho, la disfunciéon del tejido adiposo
y, por ende, la desregulacion de estas adipoquinas tiene como consecuencia el
desarrollo de diversas enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2, asi como
trastornos vasculares y diferentes canceres (Van Gaal et al., 2006; LeRoith et al., 2008;

BlUher, 2013; Fasshauer and Bliiher, 2015b; Manieri et al., 2019).

A lo largo de los ultimos afios, de entre las mas de 600 adipoquinas secretadas
por el tejido adiposo (Kershaw and Flier, 2004), IL6 ha generado un interés especial ya
gue, como se ha comentado con anterioridad, resulta fundamental en el mantenimiento
de la homeostasis tisular. En este tejido regula procesos tan importantes como el
metabolismo glucidico y lipidico (Malagon et al., 2013) y ademas, esta implicada en el
desarrollo de diversas patologias como la obesidad y la resistencia a insulina (Eder et al.,

2009). Asi, los niveles de IL6 en plasma correlacionan positivamente con la acumulacién
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de grasay el incremento de masa corporal, elevandose en la obesidad (Fried et al., 1998)
y la diabetes tipo 2 (Pradhan, 2001) y disminuyendo con la pérdida de tejido adiposo y

de peso corporal (Ziccardi et al., 2002; Esposito et al., 2003).

La obesidad es una condicién muy compleja y multifactorial que, ademas,
constituye uno de los factores de mayor predisposicion a padecer lo que se conoce como
sindrome metabdlico, que agrupa a patologias como la ateroesclerosis, enfermedades
cardiovasculares, hipertension, resistencia a insulina, diabetes mellitus o hiperlipidemia
(Isomaa et al., 2001). Pese a la elevada incidencia que tiene en la poblacion mundial, los
mecanismos moleculares implicados en su aparicién y en el de las patologias que
aparecen asociadas a ella estan aun poco esclarecidos. Durante su desarrollo no solo se
produce un incremento en el tamafo de los adipocitos y en la acumulacién de grasa en
el tejido adiposo, también aumenta la produccién de factores proinflamatorios tales
como IL6, por parte de los adipocitos y macréfagos infiltrados, y se activan diferentes
rutas que regulan la respuesta a estrés (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). De hecho,
actualmente la obesidad se concibe como un estado inflamatorio sistémico de bajo
grado, caracterizado por la sobreproduccion de citoquinas y adipoquinas
proinflamatorias que alteran la homeostasis energética y aumentan el riesgo

cardiometabdlico (Eder et al., 2009; Olefsky and Glass, 2010).

Actualmente son numerosos los trabajos centrados en dilucidar la relacion
existente entre IL6 y la progresidon de la obesidad, asi como cuales son los mecanismos
moleculares que regulan su expresion en el tejido, con el objetivo de obtener dianas

terapéuticas basadas en ella y su sefializacion.

En los ultimos aios, las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) se
han convertido en moléculas clave en el metabolismo del tejido adiposo. Existen
evidencias de su importante implicacién en la obesidad, diabetes y resistencia a insulina.
Asi, por ejemplo, se ha encontrado un elevado nivel de activacion de las p38MAPKs en
pacientes obesos y diabéticos (Gonzalez-Teran et al.,, 2016), sugiriendo que éstas

podrian estar implicadas en el propio origen de estas patologias.
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Las MAPKs son serina, treonina y tirosina quinasas muy conservadas
evolutivamente en todos los eucariotas y desempefian un papel crucial en el desarrollo
normal y fisiopatoldgico, contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis (Cargnello
and Roux, 2011). Las MAPKs actuan en cascadas de sefalizacion que incluyen tres
quinasas principales: MAPKKKs, MAPKKs y MAPKs. Las MAPK quinasas quinasas
responden a estimulos extra o intracelulares y transmiten las sefales fosforilando
quinasas intermedias. Estas MAPKs quinasas activan a las MAPKs terminales, y éstas a
su vez fosforilan a otras proteinas diana en la via, que ejecutan acciones especificas
segun la senal de entrada (Guo et al., 2020; Lee et al., 2020). Las MAPKs controlan
estrictamente multitud de procesos como proliferacién, diferenciacion, supervivencia o
muerte (Cargnello and Roux, 2011; Yang and Huang, 2015), por lo que la desregulacién
de sus vias de sefializacién puede conducir a la aparicién de diversas enfermedades,
entre ellas, como ya se ha comentado anteriormente, la obesidad (Anerillas et al., 2020;
Patel and Naik, 2020). Dentro de las MAPKs encontramos dos subfamilias, las SAPKs
p38MAPKs y JNK, que responden principalmente a sefiales de estrés (Kuma et al., 2005;
Manieri and Sabio, 2015). Y la familia ERK, que son activadas fundamentalmente por
factores de crecimiento (Cargnello and Roux, 2011). Mientras que la familia p38MAPK
tiene cuatro isoformas, p38a, B, yy 6, activadas por MKK3 y MKK6 (Sacks et al., 2018),
la familia JNK tiene tres isoformas, JNK1, 2 y 3, y son fosforiladas por MKK4 y MKK7
(Sabio and Davis, 2010). Por otro lado, la familia ERK tiene tres isoformas, ERK1 y ERK2
activadas por MEK1/2 y ERKS activada por MEKS5 (Cargnello and Roux, 2011).

Diversos estudios sitlan a estas proteinas como mediadores fundamentales en
la produccién de citoquinas proinflamatorias, entre las que se encuentra IL6, en
diferentes tipos celulares (Del Reino et al., 2014; Cuenda and Sanz-Ezquerro, 2017;
Garcia-Hernandez et al., 2021). Por esta razon, se han convertido en objetivos
moleculares clave en la busqueda de posibles tratamientos para enfermedades
inflamatorias crénicas (Thalhamer et al., 2008). De este modo, se ha estudiado el papel
gue desempeiian en la expresién de IL6 en diversos tejidos. Por ejemplo, se ha visto que
la ablacién de JNK1 en el tejido adiposo de ratones disminuye la expresién de IL6 y

protege contra la resistencia hepatica a la insulina inducida por una dieta alta en calorias
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(Sabio et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que Wnt5a aumenta la expresion de IL6
a través de la activacion de JNK en adipocitos viscerales de humanos obesos (Zuriaga et
al., 2017). A la luz de estos resultados parece que la expresion de IL6 mediada por JNK
podria ser un mecanismo generalizado y comun en diferentes organismos y tejidos. Por
otra parte, la familia de las ERK también se ha implicado en la expresion de IL6.
Experimentos en los que se trataron preadipocitos humanos con la enzima D-
dopacromo tautomerasa, implicada en el metabolismo de los lipidos en el tejido
adiposo, mostraron un aumento de los niveles de fosforilacion de ERK1/2 y de la
expresion de IL6, que fueron atenuados por la aplicacion de U0126, un inhibidor de
ERK1/2 (Ishimoto et al., 2012). Asi mismo, otro ejemplo de implicacién de ERK en la
modulacion de la expresion de IL6 se observd en un ensayo realizado con la linea celular
de adipocitos 3T3-L1, en el que el tratamiento con acido ursélico aumentd la expresién
de IL6 a través de ERK1/2 y NFkB (Feng et al., 2020). En cuanto a las p38MAPKs, aunque
se conoce su participacidon en la regulacidon de la expresion de IL6 en varias lineas
celulares (Beyaert et al., 1996), asi como en condrocitos (Rasheed et al., 2011), células
endoteliales humanas (Liu et al., 2009), astrocitos (Van Wagoner et al., 2002) o fibras
musculares lisas (Amrani et al., 2001), su funcién en la regulacién de la expresion de IL6
en el tejido adiposo es mucho mads desconocida. Recientemente se ha observado que en
cultivo celulares 3T3-L1 sometidos a estrés inflamatorio con TNFa, aumentd la
fosforilacion de las MAPKs, p38, JNK y ERK1/2, en preadipocitos y adipocitos,
repercutiendo en la posterior expresién de factores inflamatorios. Por otro lado, el
silenciamiento de la expresion de fosfatasas de doble especificidad en dichos cultivos,
también aumenté la sefializacion de las MAPKs, reflejandose en un incremento
significativo de la expresidn de genes proinflamatorios, entre ellos IL6 (Ferguson et al.,

2019).

Otro grupo de proteinas importantes tanto en la adipogénesis como en la
expresion de IL6 es la familia de las glicoproteinas WNT. Se trata de unas moléculas de
sefializacion que son secretadas en respuesta a diversos estimulos y desempenan
multitud de funciones durante el desarrollo embrionario (Fuster et al., 2015). Actuan de

manera autocrina/paracrina  activando diferentes rutas de sefializacion,
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tradicionalmente conocidas como candnicas (B-catenina dependientes) y no candnicas
(B-catenina independientes) y controlan procesos tan importantes como la

proliferacién, la diferenciacién o la supervivencia celular (Catalan et al., 2014).

Ambos tipos de rutas se activan en el tejido adiposo favoreciendo el
mantenimiento de su homeostasis; de esta manera se ha visto, por ejemplo, que
ligandos Wnt candnicos como Wnt10b inhiben la adipogénesis (Ross, 2000; Kawai et al.,
2007; Takada et al., 2009), mientras que el ligando Wnt no candnico, Wnt5b, la
promueve indirectamente al inhibir la via candnica Wnt10b (Kanazawa et al., 2005). Sin
embargo, aunque la sefializacion no candnica también esta presente en el tejido
adiposo, su funcién en este tejido no estd tan estudiada como el de la sefializacién
candnica (Zuriaga et al., 2017). Algunos resultados parecen indicar que los ligandos no
canodnicos estan relacionados principalmente con la respuesta inflamatoria en el tejido

adiposo (Catalan et al., 2014).

WNT5a es el principal ligando WNT que actla a través de la sefializaciéon no
canodnica. Son dos las vias de sefializacién independientes de B-catenina que pueden ser
activadas por el ligando WNT5a, la ruta de sefalizacion de polaridad celular planar,
WNT5a/PCP, implicada en proliferacién celular y la ruta WNT5/Ca?*, que interviene,
fundamentalmente, en la regulacién de los niveles de calcio en el interior de las células.
En ambos casos, la transduccion de sefiales se dispara con la union de WNT5a a su

receptor de membrana Frizzled (Ouchi et al., 2010).

En el tejido adiposo WNT5a desempefia funciones antiadipogénicas vy
proinflamatorias, relacionandose con la obesidad y patologias asociadas como la
diabetes mellitus tipo 2 (Pereira et al., 2008; Bilkovski et al., 2011; Catalan et al., 2014).
Se ha demostrado que su expresién en tejido adiposo de ratdn es inducida por dieta alta
en calorias y durante la obesidad (Oh and Olefsky, 2010; Ouchi et al., 2010; Catalan et
al., 2014); ademds también se ha visto que su expresién estd exacerbada en los
macrofagos infiltrados en el tejido adiposo de individuos obesos y con diabetes mellitus

tipo 2 (Bilkovski et al., 2011). Por otro lado, la ablacién de WNT5a en ratones obesos
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aumenta la sensibilidad a la insulina y reduce la respuesta inflamatoria en los adipocitos

(Fuster et al., 2015).

Dado la importancia que esta proteina tiene en la inflamacién del tejido adiposo,
numerosos trabajos se han centrado en dilucidar la relacidn existente entre dicha
moléculay la produccién de mediadores proinflamatorios como IL6. Estudios con tejido
adiposo humano de individuos con obesidad mostraron que la sefializacién no candnica
WNT5a/PCP conducia a una mayor produccién de IL6 a través de la activacidn de JNK, lo
que contribuia a un mayor grado de inflamacidn sistémica en el tejido (Zuriaga et al.,

2017).

Sin duda, la busqueda de vias de sefializacidon implicadas en el desarrollo de Ia
respuesta inflamatoria asociada a la obesidad ha pasado a ser de vital importancia. Su
relacién con la disfuncién del propio tejido adiposo y con la aparicién de otras patologias
como la resistencia a insulina o la diabetes hacen necesario seguir investigando sobre su
origen. Sin embargo, a pesar de los hallazgos sobre la regulacion de la expresion de
factores proinflamatorios en el tejido adiposo, los mecanismos especificos implicados
en la sobreproduccidn de IL6 en este tejido estan todavia pobremente definidos. En base
a esto, en el primer capitulo de esta Tesis nos propusimos profundizar en los
mecanismos moleculares implicados en la sobreproduccién de IL6 en el tejido adiposo.
Estudiar el papel que las quinasas p38MAPKs desempefian en la expresién de esta

citoquina, asi como la participacién del eje de sefializacion WNT5a-JNK en dicho proceso.

4.7 IL6 en el Sistema Respiratorio

La funciéon de IL6 en el sistema respiratorio ha cobrado gran relevancia en los
ultimos afios debido a su implicacion en la regeneracion y diferenciacién del epitelio que
reviste las vias respiratorias (Tadokoro et al., 2014). Asi como en el mantenimiento de
la homeostasis pulmonar y su relacién con el desarrollo de enfermedades crdénicas de
tipo inflamatorio como el asma, la EPOC (Enfermedad Obstructiva Crdénica) o la fibrosis

pulmonar (Dawson et al., 2021).
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El epitelio que tapiza las vias respiratorias es una capa multicelular
pseudoestratificada compleja, constituida por al menos 11 tipos celulares diferentes
entre los que destacan las células basales, mas préximas a la |ldamina basal y con
capacidad para dar lugar al resto de tipos celulares; las células secretoras, encargadas
de secretar hacia el lumen mucus, constituido principalmente por proteinas altamente
glicosiladas, lipidos, iones, glicosaminoglicanos y agua, y cuya funcién principal es
atrapar posibles particulas en suspensién y actuar de barrera frente a la entrada de
patégenos y sustancias contaminantes; y células multiciliadas, con centenares de cilios
gue baten de forma coordinada para mover la capa mucosa hacia la zona proximal del
sistema respiratorio y expulsar fuera del organismo particulas, patégenos y fluidos no
deseados fuera del organismo (Bertalanffy and Leblond, 1955; Brooks and Wallingford,

2014; Herriges and Morrisey, 2014) (Figura 1.8).

oy
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Figura 1.8: Esquema de las células que componen el epitelio pseudoestratificado de las vias
respiratorias. El epitelio que recubre las vias respiratorias humanas es en su mayor parte
pseudoestratificado, con células basales, multiciliadas y secretoras principalmente, y la transicion
a epitelio cuboidal simple, sin células basales, se da Unicamente en los bronquiolos mas distales,
los que estan en contacto con los alveolos. CB: Células basales. CMC: Células multiciliadas. CS:
Células secretoras.
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Las poblaciones de los diferentes tipos celulares que encontramos en el epitelio
respiratorio deben estar en equilibrio para asegurar asi el mantenimiento de la
homeostasis en el tejido. Para ello, las actividades regenerativas y de diferenciacion de
las células madre basales se encuentran estrictamente reguladas. En condiciones
normales, el recambio celular en las vias respiratorias es bajo, sin embargo, cuando el
epitelio es dafiado por exposicidn a algin agente tdxico o por la entrada de algin agente
patdgeno, ese recambio es rdpidamente restaurado a través de la diferenciaciéon de las
células madre basales (Tadokoro et al., 2014). Defectos en los patrones de seializacién
y diferenciacion de estas células basales se han relacionado con multitud de
enfermedades que afectan al sistema respiratorio como el asma o la fibrosis quistica

(Leeman et al., 2014; Dawson et al., 2021).

Estudios recientes han demostrado la participacién de IL6 en este proceso de
reparacidn y renovacion del tejido respiratorio a través de la regulacién de la expresién
de genes que participan en la diferenciacién celular. En este epitelio, la modulacién de
la ruta de Notch determina el balance entre los distintos tipos celulares (Rock et al.,
2011). Cuando la ruta esta inhibida, las células multiciliadas se expanden en detrimento
de la poblacién de células secretoras. Ademas, dicha inhibicion también parece estar
implicada en la transdiferenciacion de células secretoras en células multiciliadas (Lafkas
et al.,, 2015). Otros dos genes que resultan fundamentales en el proceso de la
multiciliogénesis son MCIDAS y FOXJ1. Por un lado, MCIDAS activa la transcripcion de
genes requeridos en la formacion de los cuerpos basales de los cilios (Stubbs et al., 2012;
Balestra and Gonczy, 2014; Ma et al., 2014) y, por otro lado, FOXJ1 regula la extensidn
del axonema, la motilidad del cilio y el anclaje de los cuerpos basales (Gomperts et al.,
2004; Stauber et al., 2017), e interacciona con otros factores de transcripcién
controlando el ensamblaje de los distintos componentes del cilio (Yu et al., 2008; Didon

et al., 2013).

La activacion de la cascada de sefializacion IL6/STAT3 induce la diferenciacion de
las células basales a células multiciliadas, a expensas del linaje secretor, regulando la
expresion de los genes antes mencionados. Como ya se comentd en el punto 2.4.1 de

este apartado de introduccidn, la unién de IL6 a su complejo receptor en la membrana
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celular activa a las proteinas JAK y promueve la dimerizacidn y translocacién al nucleo
de STAT3. Es entonces cuando STAT3 se une a la regidon promotora del gen NOTCH1
reprimiendo su expresién y a las de MCIDAS y FOXJ1 induciéndolas, favoreciendo de
esta manera la diferenciacién de las células multiciliadas (Tadokoro et al., 2014; Dawson
et al.,, 2021). Alteraciones en esta poblacion de células multiciliadas en respuesta a
estrés, tabaco, contaminacion o episodios de inflamacién pueden conducir a infecciones
respiratorias recurrentes como la EPOC. Es, por tanto, razonable pensar que IL6
desempefia un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio
respiratorio, favoreciendo su autorrenovacién y regeneracion a partir de las células

madre basales.

Otra funcién destacada de IL6 en el sistema respiratorio es su participacién en la
respuesta inmunitaria y su relacién con el desarrollo de enfermedades crdnicas de tipo
inflamatorio en este tejido. Dado que el sistema respiratorio se encuentra
constantemente expuesto al exterior y a la posible entrada de patdgenos, la regulacién
estricta de la respuesta inmunitaria en este tejido resulta crucial para el mantenimiento
de su integridad (Atamas et al., 2013). Macréfagos, neutréfilos y linfocitos, asi como
células epiteliales, endoteliales y mesenquimales del propio epitelio respiratorio
participan en la regulacion de la respuesta inmune, fundamentalmente, a través de la
liberacidon de diversos factores pro/antiinflamatorios, entre los que se encuentra IL6

(Hallstrand et al., 2014; Dawson et al., 2021).

Las enfermedades pulmonares créonicas como el asma, la EPOC o la fibrosis
pulmonar constituyen, actualmente, un importante problema de salud a nivel mundial
ya que su prevalencia ha aumentado en los Ultimos aflos como consecuencia del
envejecimiento de la poblacion y la contaminacién del aire (Garth et al., 2018). Una de
las caracteristicas mas notorias de todos estos trastornos es la apariciéon de un estado
inflamatorio crénico, consecuencia de la presencia exacerbada de factores
proinflamatorios como IL6 (Atamas et al., 2013; Garth et al., 2018; Dawson et al., 2021).
De este modo, se han encontrado, por ejemplo, niveles elevados de esta citoquina en el
tejido pulmonar de pacientes con EPOC (Wei et al., 2015; Dawson et al., 2021), asi como

en modelos murinos y pacientes con fibrosis pulmonar (Dawson et al., 2021). Diversos
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trabajos apuntan a un papel determinante de IL6 en |la patogenia de estas enfermedades
y, aunque los mecanismos mediante los cuales afecta a la funcion pulmonar todavia no
estan bien definidos, parece que es determinante en la desregulacién de la respuesta
inmunitaria, favoreciendo su prolongacion en el tiempo y la produccidon exacerbada de

otros factores proinflamatorios (Rincon and Irvin, 2012).

IL6 es, ademas, una citoquina muy importante en la lucha frente a la infeccién
por virus en las vias respiratorias. Como ya se ha comentado anteriormente, IL6 participa
tanto en la respuesta inmune innata como en la adaptativa regulando las poblaciones
de neutrdfilos y macréfagos, asi como el reclutamiento y la diferenciaciéon de las células
T. De hecho, experimentos en los que se infectaron ratones deficientes en IL6 y ratones
wild type con el virus de la influenza mostraron una respuesta inmune deficiente en
aquellos animales que no expresaban la citoquina (Lauder et al., 2013; Yang et al., 2017).
Y, extrapolando estos resultados a los humanos, se ha visto que individuos con
mutaciones en la regién promotora del gen de IL6 que dan lugar a una produccién
insuficiente de la citoquina son mads susceptibles a las infecciones por virus respiratorios
(Doyle et al., 2010). Sin embargo, existen evidencias de que la sobrexpresién de esta
citoquina puede tener, también, efectos opuestos y generar una respuesta inmune
exacerbaday sostenida en el tiempo tras la infeccidn, con efectos nocivos en el individuo
(Velazquez-Salinas et al., 2019). Por ejemplo, en la infeccién por SARS-CoV-2 los
individuos con un cuadro clinico mas grave presentaban un estado generalizado de
hiperinflamacién, con liberacion exacerbada de citoquinas, entre ellas IL6 y una
sobreactivacién de sus sistemas inmunes (McGonagle et al., 2020; Patra et al., 2020;

Smetana and Brabek, 2020).

Por tanto, IL-6, como hemos visto, puede tener funciones totalmente
contrapuestas en el sistema respiratorio, favoreciendo la regeneracidn del tejido y la
proteccion frente a infecciones, pero también participando en el desarrollo de estados
crénicos de inflamacidn caracteristicos de multitud de enfermedades respiratorias.
Tener en cuenta el contexto y la dindmica de la senalizacion de esta citoquina es de vital
importancia a la hora de disefiar terapias mas especificas para abordar los efectos

patoldgicos de sus acciones. Con respecto a esto, los ultimos esfuerzos se han centrado
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en terapias basadas en el bloqueo especifico de su trans-sefializacion en lugar de un
bloqueo global de todas sus funciones ya que se ha visto que es su senalizacion a través
de receptores solubles la que modula, principalmente, las respuestas proinflamatorias

(McGonagle et al., 2020; Dawson et al., 2021; McElvaney et al., 2021).

Dado su implicacion en el desarrollo de todas estas enfermedades respiratorias,
su contribucién al mantenimiento de la homeostasis del epitelio, asi como las funciones
gue ejerce en la regulacion y desregulaciéon inmunitaria, en el segundo capitulo de esta
Tesis nos propusimos estudiar el papel fisiolégico que IL6 desempeiia en el epitelio

respiratorio.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

1. Modelo murino: preadipocitos blancos

En el estudio del papel de las p38MAPKs en la expresion de IL6 se utilizaron
preadipocitos blancos procedentes de ratones wild-type (Wt) y de ratones en los que se
habia apagado selectivamente la expresidn individual de los siguientes genes: Mkk3
(Mkk37), Mkk6 (Mkk67"), p38a (p38a), p388 (p38B7"), p38Y (p38Y7") y p386 (p3867).
Dichas lineas celulares fueron inmortalizadas mediante infeccion lentiviral, empleando
la region codificante del antigeno T del virus SV40 clonada en un plasmido pBABE
(SV40T-pBABE-neo); y fueron cedidas por la doctora Guadalupe Sabio fruto de la

colaboracién con su grupo de investigacion a través del proyecto SAF2013-43506-R.

1.1 Cultivo y expansion de los preadipocitos blancos de ratén

Las diferentes lineas celulares inmortalizadas se crecieron en placas de cultivo de
100mm (Falcon, #353003) con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco,
#21969-c35) suplementado con Suero Fetal Bovino (FBS; al 10% v/v, Gibco, #10500-064),
L-Glutamina 2mM (Gibco, #25030-024) y Penicilina/Estreptomicina (P/S; al 1% v/v,
Gibco, #15140-122) y se mantuvieron en cultivo a 37°C y 5% de CO; hasta alcanzar una
confluencia del 70-80%, realizandoles cambios de medio cada 2-3 dias. Una vez las
células alcanzaron dicha confluencia, se les retiré el medio de cultivo, se lavaron con PBS
(Fisher B., #BP2944) y se incubaron con tripsina-EDTA (Gibco, #11570626) durante 2-3
minutos a 37°C hasta conseguir que se despegaran de las placas, obteniéndose una
suspension celular. A continuacion, las células se transfirieron a un tubo falcon (Corning,
#10203001) con medio DMEM completo y se centrifugaron a 200xg durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo, el sobrenadante se retiréd y el precipitado de células se
resuspendié en medio DMEM completo, quedando asi el cultivo preparado para la

realizacion de los distintos experimentos.
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2. Tratamientos en los cultivos celulares de preadipocitos blancos de ratén

Para el tratamiento de los distintos cultivos, las células en suspension se
contaron utilizando el sistema Countess™ 3 FL Automated Cell Counter (Invitrogen) y se
sembraron en placas de 35mm (Falcon, #430588) a una confluencia de 6x10°
células/placa. Transcurridas 8 horas, el medio de cultivo se sustituyé por medio DMEM
sin FBS y después de 4 horas, dicho medio se reemplazé por medio DMEM sin FBS
suplementado con diferentes agentes quimicos, en funcion de las condiciones
experimentales. Los compuestos utilizados se prepararon siguiendo las indicaciones de
cada fabricante y los tratamientos se llevaron a cabo durante 8 horas, incubandose las
célulasa37°Cy 5% de CO,. En el caso de los cultivos controles, fueron incubados durante
el mismo tiempo con los volimenes correspondientes del solvente. A continuacién, se

detallan los reactivos utilizados en los cultivos, asi como su concentracion de uso:

e JNK-IN-8 (Calbiochem, #420135): Se trata de un inhibidor intracelular especifico
e irreversible de la actividad de las tres isoformas de la quinasa JNK (JNK1, JNK2,
JNK3). Forma un enlace covalente con una cisteina conservada del sitio de union
a ATP de dicha quinasa, inhibiendo, de esta manera, la fosforilacion de su
sustrato directo, c-Jun, en las células (Zhang et al., 2012). Disuelto en DMSO se

utilizé a una concentracién de 3uM.

e WNT5a (R&D Systems, #645-WN-010): Se trata de un ligando especifico de la
ruta no candnica de la familia de las proteinas WNT. Resulta fundamental
durante el desarrollo embrionario y, entre la multitud de funciones que
desempeiia, ha sido relacionado con la inflamacién del tejido adiposo inducida
por la obesidad y la resistencia sistémica a la insulina (Zuriaga et al., 2017).
Disuelto en PBS-BSA al 0,1% (p/v) se utilizé a varias concentraciones diferentes:

0,2ug/ml; 0,5ug/mly 1pg/ml.

e BOX5 (EMD Millipore, #681673): Se trata de un hexapéptido que deriva de la
proteina Wnt5a y antagoniza eficazmente las actividad bioldgicas mediadas por

dicha proteina en los cultivos celulares. Ejerce su accién por union directa al
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receptor transmembrana FZD5 (Frizzled Class Receptor 5). Disuelto en DMSO, se

utilizé a una concentracién de 3ug/ml.

e BIRB 0796 (Sigma-Aldrich, #506172): Se trata de un inhibidor intracelular que
impide que las diferentes isoformas de la quinasa p38 adquieran su
conformacion activa. p38 presenta un dominio DFG (Aspartato-Fenilalanina-
Glicina), muy conservado, proximo a su centro activo; en presencia del inhibidor
este dominio DFG es desplazado, apareciendo un nuevo bolsillo hidrofébico que
es ocupado por el inhibidor; a su vez, la fenilalanina del dominio DFG desplazado,
se sitla de manera que interfiere estéricamente con el bolsillo de unién a ATP,
inactivando p38 (Pargellis et al., 2002). Disuelto en DMSO, se utilizé a una

concentracién de 10uM.

e UO0126 (Cell Signaling, #9903): Se trata de un compuesto orgdnico que inhibe la
activacion de ERK, al inhibir la actividad de la quinasa MEK (Favata et al., 1998).

Disuelto en DMSO, se utilizé a una concentracion de 10uM.

e PD184352 (Tocris, #4237): Se trata de un inhibidor de la actividad de MEK que
bloquea eficazmente la fosforilacién de ERK y la transducciéon continua de
sefiales a través de esta via (Allen et al., 2003). Disuelto en DMSO, se utilizé a

una concentracion de 2uM.

e Microcystin L-R (Sigma-Aldrich, #33893): Se trata de un péptido hepatotdxico
producido por la cianobacteria Microcystis aeruginosa que actla como un
potente inhibidor de las proteinas fosfatasas 1 (PP1) y 2A (PP2A) (Honkanen et

al., 1990). Disuelto en metanol, se utilizé a una concentraciéon de 10uM.

3. Analisis de proteinas mediante Immunoblotting (Western-blot)

El andlisis de los niveles de expresion y estados de fosforilacion de

proteinas se llevé a cabo mediante western-blot; esta técnica consiste en la separacién
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de las proteinas en funcidn de su peso molecular en geles de acrilamida y su posterior

transferencia a una membrana, para su deteccion a través del marcaje con anticuerpos.

3.1 Preparacion de los extractos proteicos. Lisados

En la extraccion de proteinas de las muestras de interés se empled un
tampon de lisis preparado en fresco y compuesto por Tris-HCI 50mM (pH 7,5) (Panreac,
#A2264), EGTA 1mM (Sigma, #E-4378), EDTA 1mM (Fisher, #010700153), ortovanadato
sédico 1ImM (Sigma, #56508-10G), fosfato sédico 5mM (Sigma, #342483-25G), fluoruro
sddico 10mM (Sigma, #201154-100G), sacarosa 0,27M (Panreac, #131621.1210), B-
mercaptoetanol (1% v/v; Panreac, #A1108.0100), Tritdn X-100 (Sigma, #79284) y un
coctel de inhibidores de proteasas 1x (Roche, #11873580001).

Para la preparacion de los extractos, las células se lavaron con PBS y, una
vez retirado, se les afadid 80ul del tampdn de lisis antes descrito; a continuacién, con
ayuda de un raspador de células de tipo scraper se despegaron de las placas de cultivo
y se transfirieron a tubos eppendorf para su incubacién durante 1 hora a 4°C y en
agitacion. Trascurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 14000xg durante 30
minutos y 4°C para eliminar los restos de membranas y fragmentos celulares no lisados.
Finalmente, los sobrenadantes se transfirieron a tubos eppendorf y se separaron
alicuotas de 10 pl de cada una de las muestras para determinar, a posteriori, la cantidad

de proteinas presentes en cada una de ellas.

3.2 Cuantificacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas de los extractos celulares se determind
mediante el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976) empleando el reactivo
Coomassie G250 (Bio-Rad, #5000205) y albumina de suero bovino (BSA, Panreac,
#A8412) para elaborar una recta patrén de concentraciones conocidas de proteina. Para
ello, se tomaron cantidades crecientes de BSA, desde 0,25ug hasta 2,5ug, que se
diluyeron en agua hasta un volumen final de 160ul y se dispensaron en una placa de 96
pocillos (TPP, #92096). En la misma placa, se prepararon las muestras, afladiendo 1ul de

extracto proteico a 159ul de agua. Tanto en los diferentes puntos de la recta patrén
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como en las muestras, se afiadieron 40ul de reactivo de Coomassie y se homogenizé
muy bien para, a continuacion, medir la absorbancia de los distintos pocillos a 595nm
en el lector de placas multipocillo Infinite M Plex (Tecan). La concentracién de proteinas
de cada uno de los extractos se determind por regresién lineal a partir de la recta patrén

construida con las cantidades conocidas de BSA.

3.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Conocida la concentracidn de proteinas, las muestras se mezclaron con el
volumen apropiado de tampdn de carga (1/5 del volumen total) para mantener asi las
condiciones desnaturalizantes, incrementar la densidad de la muestra y permitir la
visualizacion del frente por la adiciéon de azul de bromofenol. Este tampodn de carga
contenia Tris-HCl 6,5mM pH 6,8, SDS (10% p/v; Sigma, #161-031), glicerol (50% v/v;
Panreac, #122329), azul de bromofenol (0,025% p/v; Bio-Rad, #1610404) y B-
mercaptoetanol (20% v/v). Una vez mezcladas, las muestras se incubaron a 95°C durante
5 minutos para su desnaturalizacion térmica, quedando asi listas para ser separadas en

geles de acrilamida.

La separacién de las proteinas en funcidn de su peso molecular se llevé a
cabo en geles de acrilamida-bis-acrilamida siguiendo el método descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970). Para ello se prepard primero el gel inferior o separador, con una
concentracion de acrilamida del 10%. Este gel estaba constituido por acrilamida-bis-
acrilamida 40% (24,8% v/v, Alfa Aesar, #/60868), Tris 1,5M pH 8,8 (25% v/v), SDS 10%
(1% v/v), persulfato amédnico 10% (0,5% v/v, Panreac, #A2941), TEMED (0,1% v/v, Sigma,
#79281) y H20 (48,6% v/v). Una vez polimerizado, se prepard el gel superior con la
misma composicion, pero una menor concentracion de acrilamida (4%) y utilizando Tris
0,5M pH 6,8 en lugar del Tris 1,5M pH 8,8 para permitir la concentracién de las proteinas
justo en la zona superior del gel separador. Se cargaron alicuotas de entre 10ug y 20ug
y, ademas, se utilizd el patréon de pesos moleculares Precision Plus Protein Standards
(Bio-Rad, #161-0374). La electroforesis se realizé en un tampdn constituido por Tris
25mM, Glicina 192mM vy SDS al 0,1% (p/v, Fisher, #8P13414), a un voltaje constante
inicial de 70V hasta el empaquetamiento de las proteinas, modificandose después hasta
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120V. Se utilizé el sistema de electroforesis Miniprotean 3 (Bio-Rad), y la fuente de

alimentacion Power Pac 300 (Bio-Rad).

3.4 Electrotransferencia en humedo

Tras la electroforesis, las proteinas separadas en el gel se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, #1620112) por aplicacion de un campo eléctrico
en una cubeta con tampdn de transferencia constituido por Tris 25mM, Glicina 192mM
(Thermo Scientific #/62914-K3) y metanol al 20% (v/v, #Panreac, A3493). La
transferencia se realizd a 4°C aplicando una intensidad de campo eléctrico constante de
1000mA totales por membrana. Se utilizé la fuente de alimentacién Consort EV261 (Bio-
Rad). Con el fin de comprobar la eficacia de la electrotransferencia y la homogeneidad
de carga de las diferentes muestras, las membranas se tineron con el colorante
reversible Ponceau S. (Sigma, #P7170). Una vez tefiidas, el colorante se retird de las
membranas mediante lavados con una solucién de Tris-HCI 50mM pH 7,5, NaCl 150mM

(Panreac, #131659.1214) y tween-20 al 0,05% (v/v, Fisher, #BP337) (TBS-T).

3.5 Marcaje con anticuerpos y revelado de las membranas

Para el marcaje de nuestras proteinas con anticuerpos especificos, las
membranas se incubaron con una solucién de TBS-T a la que se afiadid leche desnatada
al 5% (p/v), durante 1 hora, a temperatura ambiente y en agitacién constante, con el fin
de bloquear las posibles uniones inespecificas de los anticuerpos utilizados. Dichos
anticuerpos primarios, recogidos en la tabla M.1, se prepararon en la misma solucién de

bloqueo, y se incubaron durante toda la noche a 4°Cy en agitacion.

Tabla M.1: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccién de proteinas mediante Western blot

Anticuerpo primario Dilucién Fuente Casa Comercial
Anti-MKK3 1:1000 Conejo Cell Signaling, #8535
Anti-MKK6 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9264
Anti-pCJUN 1:1000 Conejo Cell Signaling, #3270
Anti-CJUN 1:1000 Conejo Cell Signaling #9165
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Anti-pJNK 1:1000 Conejo Cell Signaling, #4668
Anti-JNK 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9252
Anti-pERK1/2 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9101
Anti- ERK1/2 1:1000 Conejo Cell Signaling, #9102
Anti-VINCULINA 1:1000 Ratdn Sigma, #V4505
Anti-aTUBULINA 1:1000 Ratdn Thermo Fisher, #32-2,500

Transcurrido este tiempo, las membranas se lavaron con TBS-T cinco
veces durante 10 minutos en agitacién y, a continuacidn, se incubaron durante 1 hora,
a temperatura ambiente, con los anticuerpos secundarios correspondientes (tabla M.2),
conjugados con la enzima peroxidasa de rabano (HRP), preparados también en solucién

de bloqueo.

Tabla M.2: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccidn de proteinas mediante Western blot

Anticuerpo secundario Dilucién Fuente Casa Comercial
Anti-Mouse-HRP 1:1000 Caballo Cell Signaling, #7076
Anti-Rabbit-HRP 1:1000 Cabra Cell Signaling, #7074

Una vez incubadas con los anticuerpos secundarios, las membranas de
nitrocelulosa se sometieron a seis lavados con TBS-T, y se incubaron durante 5 minutos
con el sustrato quimioluminiscente Supersignal ™ West Dura (Thermo Fisher, #34075).
Las membranas se revelaron utilizando el equipo iBright CL1000 (/nvitrogen). Como
control interno, para normalizar los niveles de proteinas entre todas las muestras se
utilizé la inmunodeteccidn de vinculina o aTubulina, asi como la tincién de la membrana
con Ponceau S. La cuantificacidon de la sefial adquirida se realizd por densitometria,

utilizando el software ImageJ.

4. Andlisis de los niveles de expresion por PCR cuantitativa

El analisis de los niveles de expresidon de los distintos genes en los cultivos

celulares se realizd mediante la cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) presente en
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las muestras. Para ello se extrajo el ARNm, que se sometio después a una reaccién de
retrotranscripcion para sintetizar el ADN complementario (ADNc), utilizado como molde

para la PCR cuantitativa.

4.1 Extraccion de ARN

El ARN total de las células en cultivo se obtuvo utilizando el agente
Trizol™ (Thermo Fisher Scientific, #15596026), siguiendo las instrucciones del
fabricante. En primer lugar, los cultivos celulares se lavaron con PBS, y a continuacidn se
incubaron con 350ul de Trizol durante 5 minutos, a temperatura ambiente, pipeteando
varias veces para favorecer la lisis celular. Dado que se trataba de preadipocitos con
elevado contenido en grasas, las muestras se centrifugaron a 12000g durante 5 minutos
y 4°C, y los sobrenadante obtenidos se transfirieron a tubos eppendorf limpios.
Seguidamente, se afiadié 70ul de cloroformo (Alfa Aesar, #J67241.AP) a cada una de las
muestras y se homogeneizaron empleando un vortex. Tras 2-3 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugaron a 12000g durante 15 minutos y 4°C. Una vez centrifugadas,
se observaron dos fases en los tubos, una fase organica y una acuosa que contenia el
ARN de interés; con cuidado se transfirié la fase acuosa a tubos limpios evitando
arrastrar contaminantes de la fase organica inferior. A continuacion, se afiadié a cada
una de las soluciones acuosas 175ul de isopropanol (Panreac, #131090), se
homogeneizaron con un voértex y se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Seguidamente, se centrifugaron a 12000g durante 10 minutos y 4°C.
Transcurrido este tiempo, el sobrenadante se eliminé y el ARN precipitado se lavé con
etanol al 75% (Panreac, #131086.1211), homogeneizando muy bien y centrifugando a
7.500g durante 5 min y 4°C. Posteriormente, los sobrenadantes se eliminaron y los
precipitados de ARN se dejaron secar a temperatura ambiente, con el fin de conseguir
la total evaporacién del etanol. Por ultimo, los precipitados de ARN se resuspendieron

en 25 ul de agua mili-Q libre de ARNasas.

Una vez purificado, se determind la concentracion de ARN midiendo su

absorbancia espectrofotométrica a 260nm, asi como la presencia de proteinas
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contaminantes mediante el ratio Aze/Azs. Para ello se utilizd el equipo

espectrofotométrico BioPhotometer (Eppendorf).

4.2 Retrotranscripcion

Para la retrotranscripcion del ARNm a ADNc se utilizd el kit comercial
High-Capacity cDNA reverse transcription (Applied Biosystems, #4368814). Siguiendo el

protocolo descrito por el fabricante, se retrotranscribieron 400ng de ARN totales.

Se calculé el volumen de ARN equivalente a 400ng y se llevé a 10ul de
agua destilada libre de ARNasas para cada una de las muestras. En otro tubo, se preparé
una Unica mezcla para todas las muestras, del tampdn 10x, los cebadores aleatorios para
la enzima, la mezcla de dNTPs y la retrotranscriptasa. Una vez preparada, se afiadieron
10 pl de dicha mezcla a cada uno de los tubos con el ARN, quedando listos para la
reaccidn en el termociclador. Las muestras se incubaron primero a 25°C durante 10
minutos, después 2 horas a 37°C vy, por ultimo, a 85°C durante 5 minutos. El equipo
termociclador utilizado fue Veriti 96-well Therman Cycler (Applied Biosystems). Una vez
finalizada la reacciéon de retrotranscripcion, las muestras se diluyeron 10 veces con agua

mili-Q para su uso en la reaccion de PCR cuantitativa.

4.3 PCR cuantitativa

El analisis de la expresiéon génica se llevd a cabo mediante PCR
cuantitativa (qPCR, Quantitative Polymerase Chain Reaction), utilizando el kit PowerUp
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, #A25742), siguiendo el protocolo

establecido por el fabricante.

Se utilizaron para ello placas de 96 pocillos (MicroAMp EnduraPlate
Optical 96-Well, Applied Biosystems, #4483354) en las que se depositdé 1ul de cada
muestra del ADNc sintetizado en el paso anterior. En tubos eppendorf se prepararon las
mezclas con los cebadores especificos para cada gen objeto de estudio, de manera que
por cada ADNc se mezclaron 2l de los cebadores, 2l de agua mili-Q y 5ul de la master

mix proporcionada por el kit, en total 9 pl que se depositaron sobre el ADNc en cada uno
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de los pocillos. Se realizaron duplicados técnicos de cada gen analizado sobre la misma
muestra. El protocolo de gqPCR empleado consisti6 en una primera etapa de
desnaturalizacién a 95°C durante 10 minutos, seguida de una repeticion de 50 ciclos, en
cada uno de los cuales se llevé a cabo en primer lugar la desnaturalizacidon del ADN a
95°C durante 10 minutos, a continuacion, la hibridacion de los cebadores al ADN molde
a 60°C, y la extensién de la nueva cadena de ADN, paso tras el cual fue medida la sefial
de florescencia en cada pocillo. Finalizada la reaccidn, se incluyé un paso para analizar
la temperatura de desnaturalizacion de cada producto de PCR (melt curves), con el
objetivo de confirmar la presencia de un Unico producto, validando, de esta manera, la
especificidad de los cebadores disefados. Para ello se midié la emision de fluorescencia
de SYBR Green durante el aumento paulatino de temperatura de 60°C a 95°C. El equipo

utilizado fue el termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems).

Para la cuantificacion se determiné el ciclo en el que cada muestra superd
un determinado umbral de fluorescencia (Ct) y la amplificacién de los genes Gapdh,
BActina y Eifla se utiliz6 como control interno para normalizar la cantidad de ADNc
inicial entre las distintas muestras, calculando asi la expresion de los genes estudiados
(ACt). La expresion relativa de los transcritos se calculd refiriendo los valores obtenidos
en presencia de tratamiento a los correspondientes a la condicion basal o de no

tratamientos (2722¢),

Las secuencias de los cebadores utilizados en la qPCR para los genes
estudiados se disefiaron a partir de los exones obtenidos de la base de datos Ensembly
el software Primer3, y todos los oligonucledtidos fueron disefiados con una temperatura
de hibridacion de 60°C y un tamafio de entre 18 y 25 nucledtidos. Las secuencias para el

estudio de la expresidn génica se recogen en la tabla M.3.
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Tabla M.3: Listado de oligonucleétidos utilizados como cebadores en gPCR

Nombre del . .

_ Secuencia F Secuencia R

6 TGCAAGAGACTTCCATCCAG ATTTCCACGATTTCCCAGAG
Whnt5a CTGGCAGGACTTTCTCAAGG GTCTCTCGGCTGCCTATTTG
p38a GCTTTTGATACAAAGACGGGGC CAGACGCAACTCTCGGTAGG
p386 CTCCTTGGAAGAATGCTGGT TTCCACTCCTCCAGCGTG
p38y CAACAAGGTGGCCATCAAGA CTCGTGGCGCATGTGTTT
p386 GTTTGAGATCTCTTTGTAGATGTGTTG GGACCCTGAGGAGGAGACA
Gapdh TGAAGCAGGCATCTGAGGG CGAAGGTGGAAGAGTGGGA

B-Actina TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

Eifla AATGTGCTTTGACGGTGTGA TGATTTTGGCATGTTCTGGA

5. Modelo humano: células de bronquio humano

Para el estudio del papel de IL6 en la diferenciacién del epitelio respiratorio de
vertebrados se utilizaron células de bronquio humano. Dichas células procedian de
biopsias de bronquio de donantes sanos y fueron obtenidas a través del Biobanco del

Area de Salud de Badajoz (ref. B.0001437).

5.1 Obtencidn de las células progenitoras de bronquio humano

Las muestras de biopsias de bronquio humano fueron recibidas en PBS y lavadas
dos veces con el mismo tampdn. Una vez lavadas, se les retiré el PBS y se resuspendieron
en medio Ham’s F12 (Gibco, #11765-054) suplementado con Penicilina/Estreptomicina
al 1% (v/v), al que se habia afiadido, ademas, pronasa (Roche, 10165921001) a una
concentracién de 1mg/ml, para disgregar el tejido y liberar las células progenitoras,
ADNasa de pancreas bovino (Sigma, #DN25) a una concentraciéon de 0,5mg/ml, para
eliminar las hebras de ADN procedentes de las células muertas y el inhibidor de la
quinasa Rho, Y-27632 (StemCell, #72304) a una concentracion final de 10uM, para

minimizar la apoptosis celular. Las muestras se incubaron toda la noche a 4°C y en
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rotacion en dicho medio y, transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 1000xg durante
5 minutos. Una vez centrifugadas, se retir6 el sobrenadante y las células se
resuspendieron en el medio de expansidn de células respiratorias, PneumaCult ExPlus
Basal Medium (StemCell, #05041), previamente suplementado con PneumaCult ExPlus
50x supplement (al 2%, v/v, StemCell #05042), hidrocortisona a una concentracion final
de 0,2uM (StemCell, #07925), P/S al 1% (v/v), inhibidor de apoptosis Y-27632 a una
concentracién de 10uM, y con los inhibidores de la ruta de TGFB/SMAD, DMH-1 (Tocris,
#4126) y A83-01 (Tocris, #2939), ambos a una concentracién de 1uM, para inhibir la
diferenciacién de las células basales y promover su proliferacidon. A continuacion, la
suspension celular se dividié y sembré en 2 placas de 60mm (Falcon, #353004)
previamente tratadas durante al menos 4h con una solucién de coldgeno a 50ug/ml
(Gibco, #A10483-01) preparada en acido acético 0,02N (Fluka, #34254). Una vez
sembradas en las placas de cul