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Actina-F - Actina filamentosa

B16F1 - Linea celular de melanoma murino

BAEC - Células de Endotelio de Aorta Bovino

BCE - Endotelio de Cérnea de Bovino

BrdU - Bromodeoxiuridina

CAM - Membrana Corioalantoidea

ChoCl - Cloruro de colina

DMSO - Dimetilsulféxido
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FDA - Diacetato de Fluoresceina

FGF-1 - aFGF o FGF acido

FGF-2 - bFGF o FGF basico

HPMP - Hiperpolarizacion del Potencial de Membrana Plasmatica
MDCK - Linea celular de células de epitelio de rindn de perro Madin Darby
MEM - Medio Esencial Minimo

PAF - Paraformaldheido

PMP - Potencial de Membrana Plasmatica

TX-100 - Tritén X-100



Resumen

Hallazgos previos de nuestro laboratorio indican que la hiperpolarizacion del potencial
de membrana plasmatica (HPMP) provoca la compactacion del citoesqueleto de actina
hacia la periferia celular y determina un incremento en la estabilidad de las uniones
celulares en diversas células de epiteliales en cultivo. En este tipo de tejidos el
citoesqueleto de actina tiene un rol determinante en la estabilizacién de las uniones y la
regulacion dinamica de las mismas. Las uniones celulares en el tejido epitelial son
esenciales para cumplir la funcién de barrera, mantener la integridad del tejido y la
comunicacion intercelular. En este sentido se ha encontrado que en diversos tipos de
cancer, la E-cadherina, fundamental en las uniones adherentes, se encuentra alterada
y/o estd menos expresada y que hay una relacion inversa entre el nivel de cadherina
funcional y la malignidad del tumor. A su vez, la proliferacidn, migracién, diferenciacién y
apoptosis celular son todos eventos relevantes para el desarrollo del cancer, y estan en

parte modulados por cambios en el potencial de membrana plasmatica (PMP).

En esta tesis nos propusimos evaluar el efecto de la de la hiperpolarizacién del PMP
sobre la angiogénesis y la progresion tumoral. Para cumplir con el objetivo se estudio,
por un lado el efecto de la HPMP sobre la estabilidad de las uniones celulares y en
algunos de los eventos claves de la angiogénesis como la migracidn, proliferacion y la
generacion de ‘sprouting’, en células de endotelio de aorta en cultivo. Ademas se
estudio el efecto de una solucidn hiperpolarizante sobre la angiogénesis en un modelo in
vivo, la membrana corioalantoidea del embridén de pollo. Por otra parte se estudid el
efecto de la HPMP sobre la progresion tumoral en células de melanoma murino en
cultivo donde se evalu6 la velocidad de migracién y proliferacion celular, y en
melanomas implantados en ratones, midiéndose el tamano tumoral, el grado de

vascularizacion y el indice mitético tumoral.



Los resultados mostraron que las soluciones de valinomicina y cloruro de colina
hiperpolarizan el PMP en células de endotelio de aorta bovino en cultivo (BAEC), y que
dicha hiperpolarizacion provoca una compactacion del citoesqueleto de actina sobre la
periferia celular y un aumento en la estabilidad de las uniones celulares. A su vez, se
encontré que la HPMP inhibe la velocidad de migracion, proliferacidon y generaciéon de
‘sprouts’ celulares en células de endotelio de aorta en cultivo, sugiriendo una inhibicion
de la angiogénesis en un modelo in vitro. Si bien no se logro tener evidencia de que las
soluciones de valinomicina y cloruro de colina hiperpolarizan el PMP en las células de
melanoma murino, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en BAEC, ya que
se encontro que dichas soluciones inhiben la velocidad de migracién y proliferacién
celular. Finalmente, pudo demostrarse que la administracidon peritumoral in vivo de una
solucidn de valinomicina, utilizada como agente hiperpolarizante, retrasa la progresion
tumoral, induce una reduccién en la vascularizacidon del tumor y una disminucion del

indice mitotico tumoral.

Los resultados obtenidos en el marco de esta tesis podrian ser de utilidad en el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en oncologia.



l. Introduccion

Mas del 90% de los canceres humanos son de origen epitelial (Cooper, 1995). Las
uniones celulares en el tejido epitelial son esenciales para cumplir la funcion de barrera,
mantener la integridad del tejido y la comunicacion intercelular. De esta manera se han
estudiado las uniones ocluyentes y adherentes en células tumorales, y se ha encontrado
que su disfuncién juega un rol fundamental para que éstas adquieran un fenotipo
invasivo y se desarrolle metastasis tumoral (Dusek and Attardi, 2011; Martin et al,,
2013). A su vez, el citoesqueleto de actina tiene un rol determinante en la estabilizacién
de las uniones vy la regulacién dindmica de las mismas (Dejana et al., 2009). Por otra
parte, resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que el potencial de
membrana plasmatica (PMP) de diversas células epiteliales modula la organizacion del
citoesqueleto y la estabilidad de las uniones celulares (Chifflet et al., 2004; Chifflet et al.,
2003; Nin et al.,, 2009). También se ha estudiado el PMP en tejidos normales vy
cancerosos, encontrandose, en muchos tipos de cancer, que los tejidos cancerosos
tienden a estar mds despolarizados que su contraparte normal (Yang and Brackenbury,
2013). En virtud de estos antecedentes, en esta tesis nos propusimos estudiar el efecto

de la hiperpolarizacién del PMP sobre la angiogénesis y la progresion tumoral.
I.1 Epitelios

El epitelio es el tejido que recubre todas las superficies externas e internas del
organismo. Las células en los epitelios estan unidas por complejos de unién, formando
asi una barrera de permeabilidad selectiva. Cumplen variadas funciones en el organismo
como proteccidn, absorcidn, secrecion y transporte. Aunque la morfologia y
caracteristicas de cada epitelio es muy variada, todos comparten la caracteristica de ser
avascular y polarizado. Es decir, no tiene vasos sanguineos, y la membrana plasmatica
esta dividida en dos dominios, el dominio apical y el basolateral. El dominio apical que se

encuentra en contacto con la luz de la cavidad o conducto, esta separado a través de las



uniones estrechas con el dominio basolateral que esta en contacto con la [amina basal o

matriz exrtacelular (Simons and Fuller, 1985).

El endotelio vascular tapiza la superficie interna de todos los vasos sanguineos y esta
constituido por una monocapa de células endoteliales. Las células endoteliales que
revisten la pared vascular forman una barrera fisica y dinamica que regula el pasaje de
células y moléculas entre el flujo sanguineo y los tejidos circundantes (Schnittler et al.,
2014). Estan conectadas por uniones adherentes, ocluyentes y gap. Dichos complejos de
unién tienen como rol principal, la integridad del tejido, la funcidon de barrera y la
comunicacion intercelular, respectivamente (Wallez and Huber, 2008). Una elevada
permeabilidad de los vasos sanguineos es fundamental en la angiogénesis tumoral,
como también lo es en otras patologias vasculares como la inflamacién, edemas y sepsis

(Aragon-Sanabria et al., 2017).
1.2 Uniones celulares en epitelios

Las uniones adherentes son el tipo de union célula-célula omnipresente en los
endotelios. La organizacién general de estas uniones es muy similar estructural y
funcionalmente en los distintos tipos celulares, pero sus componentes moleculares y su
sentido bioldgico varian en los distintos tejidos. Las uniones adherentes estan formadas
por proteinas de adhesidon transmembrana, pertenecientes a la familia de las cadherinas,
organizadas en complejos proteicos y conectadas por su dominio citoplasmatico al

citoesqueleto (Figura 1).

10



Figura 1. Esquema de la wunidn
adherente clasica. La unién célula-
célula tiene lugar cuando ocurre una
interaccion homofilica entre los

dominios N-terminal de las regiones

aQd

% extracelulares de las cadherinas de

, .{, tipo-1 de dos células vecinas. El
Cadherin | j 1

extremo  citoplasmatico incluye
principalmente las proteinas p120, B-
catenina, y a-catenina que se unen
directamente a la actina-F o
indirectamente mediante otras
proteinas de union a la actina, como
por ejemplo la vinculina. (Tomada de

(Leckband and de Rooij, 2014)).

Las cadherinas son polipéptidos transmembrana de cadena simple con unién homofilica
entre los dominios extracelulares de células vecinas. El dominio extracelular consiste en
5 repeticiones homodlogas de 110 residuos que contienen sitios de unidn calcio-
dependientes. La regidn citoplasmatica interactiua con proteinas pertenecientes a la
familia “armadillo”, la B-catenina, plakoglobina, y p-120. La B-catenina y plakoglobina se
unen a la a-catenina que media el enlace del complejo cadherina-catenina con el
citoesqueleto de actina. La unidon de dicho complejo con el citoesqueleto de actina es
importante para estabilizar las uniones y ademas, contribuye al mantenimiento de Ila
morfologia de la célula y controla la migracién celular (Cavallaro et al., 2006). La VE-
cadherina es especifica del endotelio y el mayor constituyente de la unién adherente de

este tejido. Esta proteina es capaz de proteger a las células endoteliales de la apoptosis y
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contribuye en la inhibicidn por contacto de la progresién celular (Cavallaro et al., 2006).
El complejo cadherina-catenina es notablemente dindmico y su composicion cambia
rdpidamente segun el estado funcional de la célula (Dejana, 1996). Bajo ciertas
condiciones fisioldgicas o patoldgicas, las proteinas del complejo cadherina/catenina son
fosforiladas, lo que resulta en la disociacidon del complejo y la pérdida de estabilidad de

la unién (Bertocchi et al., 2012; Komarova and Malik, 2010).

1.3 El citoesqueleto de actina en epitelios

Para cumplir con la funcidn de barrera el endotelio requiere de mecanismos rapidos y
adaptativos para la regulacion de las uniones. Esto se logra, en parte, gracias a la
dinamica de los filamentos de actina, que interactian con el complejo de union VE-
cadherina-catenina y el citoesqueleto de membrana (Schnittler et al.,, 2014). La
interaccion entre la membrana plasmatica y el citoesqueleto de actina es reciproca. Por
un lado, la membrana actia como regulador clave del citoesqueleto, ya que le provee de
proteinas transmembrana o sitios de unién a lipidos, como sitios de anclaje, y como
fuente de eventos y moléculas de senalizacion que controlan la organizacion del
citoesqueleto. Por otro, el citoesqueleto es clave para determinar las propiedades
biofisicas y bioquimicas de la membrana plasmatica, como la forma, tension,
movimiento, composicion, asi como la movilidad, particionamiento y reciclado de sus
componentes (Kapus and Janmey, 2013). La caracteristica especial de los filamentos de
actina es su capacidad de reorganizarse rapidamente en respuesta a diversos estimulos
para cumplir distintas funciones celulares, por ejemplo en cicatrizacién de heridas o
inflamacion, o frente a cambios en la dindamica celular como cambios en la forma celular,

migracion o proliferacion (Pollard et al., 2000).

Los filamentos de actina en las células endoteliales forman parte de complejos proteicos
que incluyen las fibras de estrés, el anillo de actina cortical, y el citoesqueleto de

membrana (Prasain and Stevens, 2009). Las fibras de estrés son haces de actomiosina
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que se extienden a lo largo del citoplasma y son necesarias para la contraccién celular y
en la unién célula-matriz extracelular (Dudek and Garcia, 2001). El citoesqueleto de
membrana se situa adyacente a la membrana plasmatica y esta compuesto
principalmente por espectrina y actina. La actina contribuye en la organizacion de la
membrana plasmatica y provee una plataforma para interactuar con el anillo de actina
cortical (Prasain and Stevens, 2009). El anillo de actina cortical, formado por haces largos
de actina-F densamente empaquetados, esta asociado directamente con el complejo de
proteinas de las uniones adherentes, siendo esta asociacion esencial para mantener la
funcion de barrera endotelial y regular la permeabilidad celular (Prasain and Stevens,

2009; Schnittler et al., 2014).
I.4 Uniones celulares y cancer

Las uniones celulares son de vital importancia para que las células tumorales desarrollen
un fenotipo invasivo y para que se produzca metastasis tumoral. Tanto las uniones
ocluyentes como las adherentes han sido estudiadas en este sentido en el cancer. Por
ejemplo, se ha encontrado que el factor de crecimiento de hepatocitos, que aumenta en
algunos tipos de cancer de mama y juega un rol clave en su desarrollo y progresion,
modula la expresion y altera la funcion de las uniones ocluyentes, disminuyendo la
resistencia transepitelial y aumentando la permeabilidad paracelular, lo cual estaria
vinculado al aumento del potencial invasivo de las células cancerosas (Martin et al.,
2004). A su vez, en la mayoria de los canceres estudiados hay una menor expresién de E-
cadherina, proteina fundamental en las uniones adherentes (Bruner and Derksen, 2018;
Cavallaro and Christofori, 2004). Si bien se encuentra E-cadherina funcional en los
tumores, hay una relacién inversa entre el nivel de cadherina y la malignidad del tumor
(Vleminckx et al., 1991). Se reportaron por ejemplo, estudios in vivo donde demuestran
que la pérdida en la expresion de la E-cadherina coincide con la transicién de adenomas

a carcinomas en modelos de cancer pancreatico en ratén (Perl et al., 1998).
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Colectivamente, los datos obtenidos de experimentos de células en cultivo, analisis de
tumores humanos y estudios en modelos murinos, apoyan la funcién de la uniones
adherentes como supresores de tumores (Dusek and Attardi, 2011). Sin embargo, no
esta claro si la inhibicion en la migracion provocada por la expresion de la E-cadherina,
se debe directamente a la formacidon de las uniones adherentes o a su capacidad de
alterar la organizacion del citoesqueleto de actina necesaria para la migracioén celular o a
las vias de sefializacidon que se activan por la formacion de los complejos de las uniones
adherentes (Defamie et al., 2014). Algunos investigadores (Herzig et al., 2007; Wong and
Gumbiner, 2003), encontraron que la adhesidn célula-célula no es necesaria ni suficiente
para suprimir el fenotipo invasivo de las células tumorales. Si bien sugieren que el sitio
de unidén del dominio citoplasmatico de la cadherina con la B-catenina seria el
responsable de inhibir la invasion celular, descartan que sea la sefializacidon de la B-
catenina por si misma y dejan abierta la interrogante sobre otros posibles mecanismos y
moléculas sefalizadoras para producir cambios en el potencial invasivo (Herzig et al.,

2007; Wong and Gumbiner, 2003).
1.5 Potencial de membrana plasmadtica y citoesqueleto en epitelios

El PMP cumple un rol fundamental en la fisiologia celular de los distintos tipos celulares.
Los cambios en el PMP son los responsables de la contraccion muscular y el impulso
nervioso, en las células excitables musculares y nerviosas. Las células no excitables
también responden a cambios en el PMP, los que modulan actividades celulares
importantes como la proliferacién, diferenciacién, migracidn, y apoptosis celular (Levin,
2007). EI PMP participa en procesos celulares que incluyen el establecimiento y
mantenimiento de la morfologia, y caracteristicas funcionales en células epiteliales. En
particular, uno de los elementos celulares involucrado en muchas de dichas actividades y
que es afectado por cambios en el PMP es el citoesqueleto (Chifflet and Hernandez,

2012). Tal como fue descrito por nuestro laboratorio, el PMP modula la organizacion del
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citoesqueleto y la estabilidad de las uniones celulares en células epiteliales (Chifflet et
al., 2004; Chifflet et al., 2003; Nin et al., 2009). Se encontré que la despolarizacion
inducida del PMP provoca la redistribucion de la actina periférica hacia el citoplasma vy
eventualmente la apertura de las uniones celulares en células de endotelio de cérnea de
bovino (Chifflet et al., 2003), y en epitelios de cristalino de rata y endotelio de aorta de
bovino(Chifflet et al., 2004). Este efecto ocurre en forma inespecifica, es independiente
de la manera en que se provoque la despolarizacién. Asimismo, ocurre Unicamente en
monocapas confluentes y con las uniones intercelulares bien desarrolladas, por lo que la
disposicion periférica de la actina asociada a las uniones adherentes maduras es un
requisito para observar tales modificaciones (Chifflet et al., 2004). Otros autores
también han contribuido con esta idea, reportando luego que la despolarizacién del
PMP afecta el estado de polimerizacion del citoesqueleto de actina cortical y provoca
una disminucién de la rigidez en células de endotelio vascular (Callies et al., 2011). El
grupo de Szaszi y colaboradores encontré que la despolarizacion del PMP induce la
fosforilacion de la cadena liviana de la miosina mediante la via de sefializacion Rho-Rho
quinasa y este podria ser un mecanismo por el que se controla la permeabilidad
intercelular en células tubulares renales (Szaszi et al., 2005). A su vez, también se
encontrd que la hiperpolarizacion del PMP provoca la compactacion de los filamentos de
actina hacia la periferia celular y determina un aumento en la estabilidad de las uniones

adherentes en células de endotelio de cornea de bovino (BCE) (Nin et al., 2009).
I.6 Potencial de membrana plasmadtica y cancer

La proliferacidon, migracion, diferenciacion y apoptosis celular son todos eventos
relevantes en el desarrollo del cancer y que estan en parte modulados por cambios en el
PMP (Chernet and Levin, 2014). Se ha relacionado al PMP con el cdncer desde hace ya
varios afios, cuando se encontré que los valores del potencial de membrana son altos

(mas negativos) en quiescencia mitdtica, y bajos (menos negativos) en la mitosis (Cone,
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1971). En el mencionado trabajo los autores hiperpolarizan células de ovario de hamster
(CHO) modificando la composicion salina del medio y encuentran que con PMP de -
45mV comienza a detenerse la mitosis, a -75mV la divisidon es totalmente inhibida, y que
cuando se despolariza a un PMP de -10mV el ciclo celular vuelve a reiniciarse. Dicha
correlacion entre el PMP y la mitosis se pone de manifiesto en el nivel de
despolarizacion de las células en la transformacion maligna. Las células despolarizadas
tienden a ser plasticas, indiferenciadas y altamente proliferativas, mientras que las
hiperpolarizadas tienden a ser maduras y diferenciadas (Cone, 1971; Pchelintseva and
Djamgoz, 2017; Rao et al.,, 2015) (Figura 2). Nuevas evidencias mostraron que el
potencial de membrana es menor en células cancerosas con respecto a las normales
(Binggeli and Cameron, 1980; Marino et al., 1994; Sundelacruz et al., 2009), que los
tumores in vivo solo presentan potencial de membrana despolarizado, e incluso que la
hiperpolarizacién forzada es capaz de suprimir la formaciéon de tumores (Chernet and
Levin, 2013; Lobikin et al., 2012). Sin embargo, hay modelos que reportan una oscilacion
ritmica del potencial de membrana durante el ciclo celular, destacando la necesidad de
la hiperpolarizacion para la sintesis del ADN en la proliferacidon celular (Blackiston et al.,
2009), por ejemplo a través del aumento en la expresién de los canales de K* Kv1.3 que
provocan la hiperpolarizacién durante la proliferacion celular (Perez Garcia et al., 2017).
A su vez, en algunas células tumorales se encontraron comportamientos opuestos a los
descritos arriba. Existen reportes en que la hiperpolarizacion provocada por la
sobreexpresion del canal de K™ KCa2.3 incrementa la movilidad en células de melanoma
(Chantome et al., 2009) y que la hiperpolarizacion estimula la proliferacién en células de
cancer de mama (Wang et al., 1998; Wonderlin et al., 1995) y en melanoma (Lepple-
Wienhues et al., 1996). Un aumento en los canales de potasio en pacientes de cancer
resulta en una hiperpolarizacion endotelial que provoca una mayor permeabilidad en las
células endoteliales y por lo tanto colabora con la neovascularizacién (Prevarskaya et al.,

2010).
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Adult Stem

El PMP ha sido propuesto como una sefial bioeléctrica en células tumorales y se sugiere
al PMP como un parametro o marcador clinico para la deteccion de tumores, e incluso
su modificacidon para el control o para inhibir la progresidn tumoral y la metdstasis

(Chernet and Levin, 2014; Yang and Brackenbury, 2013).
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I.7 Angiogénesis

Las células de mamifero requieren oxigeno y nutrientes para sobrevivir y por lo tanto se
sitian entre 100 y 200 um de distancia de los vasos sanguineos, el limite de difusion de
oxigeno. Para crecer mas alla de este tamafio, los organismos multicelulares necesitan
reclutar vasos sanguineos por vasculogénesis y angiogénesis. La angiogénesis, formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos ya existentes, es un fendmeno esencial
durante el desarrollo embrionario, el crecimiento del organismo y la cicatrizacién de
heridas. Este proceso es regulado por moléculas pro- y anti-angiogénicas, y se encuentra
desregulado en varias enfermedades, especialmente el cdncer (Carmeliet, 2000).
Diversos estudios experimentales enfatizaron la necesidad de angiogénesis asociada a
tumores para que éstos crezcan mas alla de los pocos milimetros de diametro y para el
desarrollo de metastasis (Mentzel et al., 2001). Las células endoteliales se encuentran
dentro de las mds quiescentes del organismo, pero su proliferacién durante la
angiogénesis llega a ser tan rapida como en células de médula désea. Los eventos
necesarios para el desarrollo de nuevos vasos sanguineos son, ademas de la
proliferacion endotelial, la degradacion de la membrana basal de las células, la
generacion de brotes (‘sprouts’) a partir de vasos ya existentes, la invasidén a la matriz
extracelular y la maduracion de las células endoteliales y organizacién de la luz

endotelial (Folkman, 2006).

En las ultimas décadas se han estado realizando grandes esfuerzos en el descubrimiento
de moléculas pro- y anti-angiogénicas. Dichos conocimientos han liderado el desarrollo
de tratamientos para el cancer y otras enfermedades (Deryugina and Quigley, 2008). La
vasculatura tumoral es un blanco atractivo para la terapia porque la provisién de oxigeno
y nutrientes de un solo vaso sanguineo influye en la supervivencia de una gran cantidad
de células tumorales, asi como también son una ruta principal de una posible metastasis

(Tozer et al., 2005). La terapia vascular se ha concentrado en un enfoque antiangiogénico



con el fin de prevenir el proceso de neovascularizacion en tumores, mientras que
enfoques anti-vasculares (vascular-disrupting) tienen el fin de romper rapida y
selectivamente la vasculatura tumoral y por consiguiente propiciar la muerte de las

células tumorales (Tozer et al., 2005).
1.8 Progresion tumoral

La progresidon tumoral es el término utilizado para referirse a la tendencia natural que
tienen los tumores de transformarse en mas agresivos o malignos con el paso del tiempo
(Conti, 2010). Algunos de los cambios fenotipicos involucrados en la progresién tumoral
son: la pérdida de la diferenciacién celular y por lo tanto de la organizaciéon y polaridad
del tejido (Vinay Kumar, 2003); la capacidad de crecer independientemente de estimulos
externos; y el crecimiento descontrolado y capacidad de invadir la membrana basal, en
el caso de los tumores de origen epitelial. La pérdida de expresion de E-cadherina y
cambios en la expresidon de las integrinas son eventos documentados en la progresion
tumoral (Cairns et al., 2003), y de esta manera modificar las propiedades de adhesion

celular (Conti, 2010).
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Il. Hipdtesis y Objetivos
Hipdtesis

La hipdtesis principal de esta tesis es que la hiperpolarizacion del potencial de
membrana plasmatica (HPMP) provoca la estabilizacion de las uniones celulares en BAEC

y por lo tanto retarda la angiogénesis y la progresion tumoral.
Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es evaluar el efecto de la HPMP sobre la angiogénesis y

la progresion tumoral en modelos in vitro e in vivo.
Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de la HPMP sobre la estabilidad de las uniones celulares,
proliferacion, velocidad de cicatrizacidn e induccion de “sprouting” en endotelio vascular

de aorta de bovino en cultivo (BAEC), como modelo de angiogénesis in vitro.

2. Estudiar el efecto de la HPMP sobre la angiogénesis empleando como modelo la

membrana corioalantoidea (CAM) del embridn de pollo.

3. Investigar el efecto de la HPMP sobre la diferenciacion celular, proliferacion y

migracion en células de melanoma murino en cultivo (células B16F1).

4. Evaluar el efecto de la HPMP sobre la angiogénesis y la progresion de melanomas

implantados en ratones.



lll. Metodologia

Todos los reactivos, anticuerpos y drogas se adquirieron en Sigma Chemical (St. Louis,

MO), a menos que se especifique lo contrario.
I1l.1 Soluciones y reactivos

Solucién control: NaCl 127 mM, KCI 5.4 mM, NaH,PO, 1.02 mM, CaCl, 3.6 mM, MgS0O,
0.8 mM vy Hepes 10 mM, pH 7.4.

Soluciones hiperpolarizantes: Solucion de cloruro de colina (ChoCl): igual que la solucién
control, sustituyendo al NaCl por ChoCl en cantidades equimolares, Solucion de

Valinomicina: solucion control suplementada con valinomicina (1 pug/mL).

Soluciones despolarizantes: Soluciéon de gluconato de potasio (KGIn): igual que la
solucidn control, sustituyendo al NaCl por KGIn en cantidades equimolares, Solucion de

Gramicidina: solucidn control suplementada con gramicidina (1 pg/mL).

Buffer fosfato salino Dulbecco (DPBS): NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 5.8 mM,
KH,P0,1.5 mM, MgCl, 0.5 mM, CaCl, 0.9 mM pH 7.5.

I11.2 Cultivos de células, huevos embrionados y ratones

Se utilizaron células de endotelio de aorta de bovino (BAEC) y células de melanoma de

murino (B16F1).

Las BAEC, linea celular que se cultiva rutinariamente en el laboratorio, fueron obtenidas
a partir de aortas frescas gentilmente brindadas por el Frigorifico Las Piedras. Para la
obtencion del cultivo primario de células endoteliales, las aortas se incubaron con
colagenasa (65 U/mL) en PBS durante 20 min a 37 °C. A continuacion, las células
endoteliales se removieron raspando cuidadosamente con una espatula metalica romay

se colocaron en una placa de 35 mm con medio de cultivo suplementado con 10 % de
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suero bovino fetal. Una vez alcanzada la confluencia, los sucesivos repiques se realizaron
resuspendiendo con tripsina 0.05 %-EDTA 0.002 %. Los experimentos se realizaron con
células entre el quinto y vigésimo pasaje con una relacion de division (split ratio) 1/3. Los
cultivos en los aparecian células senescentes (células aplanadas y muy agrandadas)
fueron descartados independientemente del pasaje (Augustin-Voss et al., 1993). Para los
experimentos se utilizaron monocapas de células confluentes, de entre diez y quince
dias de cultivo, cultivadas sobre laminillas de vidrio en medio MEM (Minimal Essential

Medium) suplementado con suero bovino fetal al 10 % y glutamina al 1 %.

Las células de melanoma murino B16F1, fueron amablemente cedidas por el Dr.
Alejandro Chabalgoity (Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR) adquiridas
en ATCC (American Type Culture Collection). En la mayoria de los experimentos se
utilizaron monocapas de células confluentes cultivadas sobre laminillas de vidrio en

medio MEM suplementado con suero bovino fetal al 10% y glutamina al 1 %.

Para el desarrollo de los estudios in vivo se utilizaron ratones C57BL/6 adquiridos en la
Direccion de Laboratorios Veterinarios (DILAVE) y embriones de pollo gentilmente

donados por las Avicolas ALA y PRODHIN.

Los ratones C57BL/6 machos de entre 6 y 8 semanas de edad se mantuvieron en la
Unidad de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion (URBE) de Facultad de Medicina
con temperatura y ciclos luz-oscuridad controlados, y comida y agua ad libitum. Los
procedimientos fueron aprobados por la Comisién Etica en el Uso de Animales (CEUA; N°

expediente: 071140-000128-10).

Los huevos embrionados fueron recogidos en la avicola y mantenidos en nuestro
laboratorio en un bafio humedo a 37 °C bajo agitacion constante para permitir su normal

desarrollo.
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Para cada experimento se utilizaron 10 ratones y 15 huevos embrionados en cada grupo

(control y tratado).
I11.3 Determinacion de cambios en el potencial de membrana plasmadtica

Los cambios relativos en el potencial de membrana plasmatica se detectaron mediante
microscopia de epifluorescencia con la sonda aniénica Oxonol V (Molecular Probes). El
oxonol se almacend a 4 °C en una solucién 0.7 mM en etanol, y fue diluido en la solucidn
correspondiente inmediatamente antes del experimento, en una concentracion final de
0.3 uM. Segun resultados previos del laboratorio, el pico de intensidad tanto en la
fluorescencia como en la remodelacion de actina es a los 30 minutos (Chifflet et al.,
2003). Por dicha razén, las monocapas confluentes de BAEC se trataron durante 30
minutos con soluciones control e hiperpolarizantes, ambas conteniendo oxonol y ioduro
de propidio 1 pg/mL como marcador de viabilidad. Luego de este lapso, las laminillas se
ubicaron en un portaobjetos disefiado especialmente (ibid), en contacto con la solucién
correspondiente a temperatura ambiente. Se fotografiaron varios campos por laminilla,
descartando aquellos campos en los que se observaban células positivas para el ioduro
de propidio, utilizando el mismo tiempo de exposicion para todas las fotos de un mismo
experimento. Los cambios en las intensidades de fluorescencia se analizaron con la

herramienta “Histograma” del programa Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.).
I1l.4 Microscopia de fluorescencia

Para visualizar los distintos antigenos las laminillas con monocapas celulares se fijaron
con paraformaldehido (PAF) 4 % en DPBS, suplementado con CaCl, 0.9 mM y MgCl,, 0.5
mM adicionados en el momento de su utilizacion, durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se permeabilizaron con Triton X-100 a concentraciones y tiempos
variables para cada antigeno: 0.1 % durante 5 minutos para el “Von Willebrand Factor” y

0.5 % durante 30 minutos para la histona H3. A continuaciéon se incubaron con el
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anticuerpo primario correspondiente durante una hora en camara humeda a 37 °Cen las
siguientes diluciones realizadas con seroalbumina bovina 1 % en DPBS: anti-HistonaH3
(phospho S10), 1/500 (Abcam); y anti-Von Willebrand Factor 1/400 (Sigma).
Posteriormente se realizaron tres lavados con DPBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario durante una hora en camara humeda a 37 °C. Para revelar el anti-HistonaH3
(phospho S10) se utilizé el anticuerpo secundario anti-conejo AF 488 1/500 (Abcam), y el
Von Willebrand Factor se reveld con el anticuerpo secundario anti-conejo Cy3 1/500
(Abcam). Para visualizar la actina, las laminillas se incubaron, junto con el anticuerpo
secundario, con faloidina a FITC (Sigma) en una dilucidn 1/500. Finalmente, se realizaron
nuevamente lavados con DPBS y uno final con agua destilada para luego montar en el

portaobjetos sobre una gotita de Tris-glicerol 1:5.

Para la deteccidén de BrdU (ver mas abajo), las células se fijaron con etanol 70° a 4 °C
durante 30 minutos. A continuacién, se permeabilizaron con HCl 4 N durante 30 minutos
y se incubaron con el anticuerpo anti-BrdU en una concentracién final de 1/250 (Sigma).
Posteriormente se reveld con el anticuerpo secundario anti-raton-FITC (1/250)

(Molecular Probes) conjuntamente con ioduro de propidio (1/1000).

Las muestras se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon eclipse i50, se
fotografiaron y se analizaron las imagenes con los programas Adobe Photoshop (Adobe
Systems Inc.) y Fiji-Imagel. La especificidad de la reaccion fue verificada por controles

negativos sin el anticuerpo primario.

I11.5 Extendidos de endotelio de aorta

Para la preparacion de los extendidos de endotelio de aorta se fijaron las aortas frescas
con PAF 4 % durante 20 minutos. Luego se raspd cuidadosamente con espatula metalica
y se colocé el endotelio sobre una gotita de PBS en el portaobjetos. Posteriormente se

permeabilizaron con Tritdn X-100 0.5 % 15 minutos y se incubaron durante una hora en

24



camara humeda a 37 °C con el anticuerpo primario anti B-catenina en una dilucion
1/4000 (Sigma) en seroalbumina bovina 1 % en DPBS. Se reveld con el anticuerpo
secundario Para visualizar la actina, los extendidos se incubaron, junto con el anticuerpo
secundario anti-conejo Cy3 1/500 (Abcam), con faloidina a FITC (Sigma) en una dilucidn

1/500.

Ill.6 Estrategia experimental para el estudio de la estabilidad de las
uniones celulares y de la migracion, proliferacion e induccion de

‘sprouting’

La hiperpolarizacion a largo plazo del PMP se realiz6 incubando las células con las
soluciones hiperpolarizantes en medio, entre 18 y 24 horas antes de realizar el
experimento. Para ello se utilizd medio sin sodio, adicionado con NaCl 116 mM, NacCl
116 mM vy valinomicina (0.5 pg/mL), y cloruro de colina 116 mM, para las soluciones (a)
control, e hiperpolarizantes de (b) valinomicina y (c) cloruro de colina, respectivamente.
En el caso de la solucion de cloruro de colina, se realizd un procedimiento al que
denominamos ‘shock’ de colina en el que se incubaron las células por 30 minutos con
cloruro de colina y luego se sustituyd nuevamente por medio de cultivo. Se muestran en
la Figura 3 representaciones de las estrategias experimentales para los distintos

experimentos.
I11.7 Desestabilizacion de uniones adherentes

La desestabilizacion de las uniones adherentes se realizd incubandolas durante 10 a 20
minutos en solucién sin Ca”". Las monocapas de BAEC se trataron con las soluciones
control e hiperpolarizantes a largo plazo como describe la EE-I (Figura 3) para evaluar su
resistencia a la desestabilizacidn de las uniones célula-célula. El efecto de la solucion sin
calcio se evaludé observando en el microscopio de contraste de fase hasta que se

detectaran separaciones intercelulares en alguna de las monocapas. En ese momento se
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detuvo el experimento fijando las laminillas con PAF y se procesaron para visualizar la

actina como se explica en Microscopia de fluorescencia.
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Figura 3. Estrategias experimentales. Representaciones de las distintas estrategias
utilizadas en los experimentos. La EE-l fue utilizada para los experimentos de
desestabilizacion de uniones y ensayos de migracion en BAEC, y para el estudio de la
proliferacion celular en B16F1. La EE-ll en el estudio de proliferacién en BAEC vy
migracion en B16F1. La EE-lll se utilizd para explorar la inducciéon de sprouting en

BAEC.
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111.8 Ensayos de migracion

Se estudid el efecto de los tratamientos hiperpolarizantes sobre la velocidad de
migracion de las monocapas celulares de BAEC y B16F1. Para ello se realizaron heridas
con el extremo de una aguja y se fotografiaron las heridas inmediatamente después de
realizadas y al final del experimento, aproximadamente 6 y 24 horas después en BAEC
(EE-1) y B16F1 (EE-Il), respectivamente. El porcentaje de migracion con respecto al
control se estimd, mediante analisis de imagen, determinando la diferencia entre el area

de la herida inicial y el area de la herida final.
111.9 Ensayos de proliferacion

El indice de proliferacion se determind mediante la incorporacion de bromodeoxiuridina
(BrdU), un analogo de la timidina que se integra al ADN en la fase S del ciclo celular, en
BAEC, e inmunofluorescencia indirecta con el anticuerpo anti-histona H3 marcador de

mitosis en B16F1.

En BAEC se realizaron heridas en monocapas confluentes como se describe en la EE-II
(Figura 3). Se realiza una herida para que las células endoteliales cambien de su estado
casi quiescente a un fenotipo proliferativo, como ocurre en el proceso de cicatrizacion
de heridas. A las 18 horas se incorporo el BrdU (20 pg/mL) y se incubo por 6 horas. Se
calculd el indice de proliferacion celular mediante analisis de imagen dividiendo el
numero de células que incorporaron BrdU por el total de células en las primeras cinco

filas del borde de la herida.

En B16F1 se procedid segun la EE-I (Figura 3) y se determiné el indice de proliferacién
celular mediante el conteo de nucleos positivos para el marcador de mitosis sobre el
total de nucleos en al menos cinco campos por laminilla tomados al azar. No es
necesario realizar una herida como en BAEC porque es una linea celular altamente

proliferativa y que no presenta inhibicion por contacto de la proliferacién.
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111.10 Ensayos de induccidn de sprouting

Se utilizd extracto de cerebro de rata obtenido de acuerdo a lo descrito por Barritault et
al., omitiendo el ultimo paso de precipitacion con sulfato de amonio (Barritault et al.,
1982). El extracto fue esterilizado por filtracién y utilizado en los cultivos a una
concentracion final de 60 pg/mL. El cerebro de rata es rico en FGF-1 (inicialmente
llamado aFGF o FGF acido) (Esch et al., 1985a; Esch et al., 1985b) y FGF-2 (inicialmente
llamado bFGF o FGF basico) (Gonzalez et al., 1995). El FGF-1 induce a las células
endoteliales a desarrollar una morfologia tubular in vitro (Mori et al., 2013) y el FGF-2
induce ‘sprouting’ in vitro (Gajdusek et al., 1993; Montesano et al., 1986; Mori et al.,
2013). Para evaluar el efecto de la soluciones de valinomicina y cloruro de colina sobre la
generacion de ‘sprouting’, se adiciond el extracto de cerebro a monocapas confluentes
de BAEC del grupo control y tratadas (EE-Ill, Figura 3). Luego, a las 24 horas se cuantifico
el nimero de células en ‘sprouting’ mediante fotografia de contraste de fase. Se

tomaron 5 fotografias por laminilla de zonas tomadas al azar.

I1l.11 Ensayo de angiogénesis en membrana corioalantoidea de embrion

de pollo

Los ensayos angiogénesis in vivo se realizaron siguiendo el protocolo descrito por (West
et al., 2001), con algunas modificaciones. Brevemente, se incubaron los huevos
embrionados en una camara humeda a 37 °C con agitacion. El dia 3 se les realizé un
agujero en el extremo puntiagudo para extraerle 2 mL de albumina y luego el dia
siguiente se realizd un cuadrado de 1 cm? en el extremo no puntiagudo por donde se
inoculd desde el dia 7, durante tres dias consecutivos, las soluciones control y tratada
(0.3 mL). Al finalizar el experimento en el dia 10 de desarrollo del embrién, se retird la
cascara que rodea la cdmara de aire para exponer la membrana corioalantoidea (CAM),

con el fin de fotografiar las membranas para su posterior analisis de imagen. Se evalud el
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grado de angiogénesis en los grupos tratado (valinomicina en PBS, 2.5 pug/mL) y control
(PBS y DMSO, la cantidad de DMSO correspondiente a la cantidad de DMSO en que estd
disuelta la valinomicina) mediante andlisis de imagen, contando el numero de
ramificaciones de los vasos sanguineos. Se descartaron los huevos contaminados o con

embriones muertos (caracterizados por una CAM opaca, rota o sin embrion viable).
I11.12 Implantacion de tumores

Para su implantacién en tumores, las células B16F1 se levantaron de la caja de Petri con
tripsina, se lavaron y resuspendieron en PBS. Se determind el niumero de células
mediante microscopia Optica utilizando una camara de Neubauer. Se comprobd la
viabilidad de las células de la suspensidon con una solucién de diacetato de fluoresceina
(FDA) 0.1 pg/mL segun describe el protocolo de Ormerod (Ormerod, 2000). En el
bioterio, los ratones afeitados dos dias antes con crema depilatoria, se inyectaron con
200 pL de la suspension celular utilizando jeringas independientes. Los tumores se
implantaron realizando inyecciones subcutaneas en el flanco derecho de cada raton de

una suspension de 1.5x10° células viables.
I11.13 Estudio de la progresion tumoral y angiogénesis

A los cinco dias de la inyeccidn de las células tumorales en los ratones éstos se
inocularon en la zona peritumoral en dos grupos: el grupo tratado (valinomicina en PBS,
2.5 ug/mL); y el grupo control (PBS y DMSO, la cantidad de DMSO correspondiente a la
cantidad de DMSO en que esta disuelta la valinomicina). Se realizaron inoculaciones
diarias hasta el décimo dia. La evaluacion de la progresion tumoral se realizé midiendo el
tamafo de los tumores, luego de sacrificar los animales el dia doce mediante dislocacion
cervical, de acuerdo a la siguiente férmula: largo x ancho?® x /6 (Egami et al., 2003;
Langenkamp et al., 2011; Prewett et al., 1999). Posteriormente, se fijaron los tumores

extraidos durante 1 hora con PAF 4 %, se incubaron en soluciones de sacarosa 10, 20 y
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30 % para criopresevar el tejido, y por ultimo se congelaron en OCT (Sakura,
Torrance,CA) a -20 °C. El estudio de la angiogénesis se realizd6 mediante cortes
histoldgicos y tincidn con factor de Von Willebrand para identificar los vasos sanguineos.
Se evalud la densidad vascular, expresada como la superficie positiva para el factor de
Von Willebrand (en pixeles), normalizado por la superficie de la seccién central del
tumor (Egami et al., 2003; Prewett et al., 1999; Rose et al., 1999; Stockmann et al.,
2008). Para medir la superficie vascular se utilizd6 la herramienta ‘thresholder’ del
programa Fiji-lmageJ, en fotografias tomadas cubriendo en forma de cruz una seccion
del centro de los tumores, como se muestra en la Figura 4A. Se estudid el indice de
mitosis en los tumores mediante tincion con el anticuerpo marcador de mitosis anti-
HistonaH3 (phospho S10). Se contaron las células proliferativas en los bordes de la
secciéon central del tumor (Figura 4B), ya que es Unicamente en el borde del tumor

donde se puede observar proliferacion celular.

31



Figura 4. Esquema de las regiones cuantificadas en los tumores. Representacion del
area a evaluar en las secciones centrales de los tumores. El circulo representa la
seccion de la regién central del tumor estudiada y en negro el drea evaluada. A. Se
estudié la vascularizacién tomando fotografias en los ejes centrales del tumor en
forma de cruz. B. Se estudié el indice de proliferacion contando las células en mitosis
en los bordes del tumor en las posiciones centrales de arriba, abajo, derecha e

izquierda.

111.14 Tratamiento estadistico de los resultados

Todos los experimentos in vitro se realizaron al menos tres veces de forma
independiente y cada uno por duplicado. Ademas, en cada uno de los experimentos se
analizaron al menos cinco campos de la laminilla tomados aleatoriamente, excepto en

los ensayos de migracién y proliferacion donde se analizé todo el largo de la herida.

La significacion estadistica entre el grupo control y los grupos tratados se analizé
mediante el test t de Student. Las diferencias entre los grupos experimentales fueron

consideradas significativas cuando p<0.05.
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IV. Resultados

IV.1 Efecto de las soluciones hiperpolarizantes de la membrana

plasmadtica sobre la angiogénesis in vitro

Tal como ocurre en la angiogénesis, en el proceso de cicatrizacion de heridas, las células
endoteliales también cambian de un estado casi quiescente a un fenotipo migratorio y
proliferativo para cubrir el area vacia y restablecer la continuidad del tejido. Por este
motivo se incluyen frecuentemente experimentos de cicatrizacion de células
endoteliales in vitro en los estudios destinados a evaluar la angiogénesis (Goodwin,
2007; Ngo et al.,, 2014; Staton et al., 2004). En la angiogénesis, ademds de los
mencionados procesos de migracidn y proliferacidon celular, también ocurre la invasion
de las células a la matriz extracelular denominado ‘sprouting’. In vitro, la pérdida de la
morfologia pavimentosa y la elongacion y migracidon hacia la membrana basal del cultivo
es también denominada ‘sprouting’ y en base estas caracteristicas y a la aparicién de
marcadores bioquimicos especificos se la considera el equivalente in vitro de la
angiogénesis in vivo (Canfield and Schor, 1995). De acuerdo a lo anterior, para evaluar la
‘angiogénesis’ in vitro, en esta tesis estudiamos el efecto de la HPMP sobre la estabilidad
de las uniones celulares, proliferacion, velocidad de migracion y generacion de

‘sprouting’.
IV.1.1 Introduccion a las células de endotelio de aorta de bovino

Si bien las células de endotelio de aorta in situ presentan una forma poligonal alargada
como consecuencia del estrés provocado por el flujo de sangre (Figura 5), en
condiciones de cultivo estacionario, su morfologia se modifica adoptando un fenotipo
pavimentoso caracteristico. En la Figura 5 se muestra una doble tincion fluorescente de
un extendido de endotelio de aorta in situ. Este preparado fue procesado para poner en

evidencia actina-F y B-catenina, dos proteinas que, en los epitelios bien diferenciados,



por formar parte de las uniones intercelulares, se concentran en la regidn

juxtamembrana y permiten apreciar la forma celular.

La Figura 6 corresponde a imagenes de endotelio de aorta en cultivo en confluencia. En
microscopia de contraste de fase se observa la morfologia tipica de fenotipo endotelial
con crecimiento en monocapa y apariencia pavimentosa (Figura 6A). En la Figura 6B se
observa que todas las células son positivas para el factor de Von Willebrand, especifico
de células endoteliales vasculares, comprobando de este modo su identidad e indicando
que los cultivos no estan contaminados con otros tipos celulares. También se aprecia en
las monocapas confluentes de BAEC que las células logran desarrollar uniones
adherentes caracteristicas de una linea celular endotelial bien diferenciada, evidenciado
principalmente por la presencia de la actina y beta-catenina sobre la periferia celular

(Figura 6C, D).
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Figura 5. Extendido de endotelio de aorta de bovino. A. Tincion con faloidina-FITC para

revelar actina-F. B. Inmunofluorescencia de B-catenina. Barra: 100 um.

Figura 6. Endotelio de aorta de bovino en cultivo en confluencia. A. Microscopia
de fase. B. Inmunofluorescencia de Factor de Von-Willebrand. C. Tincién con

faloidina-FITC para revelar actina-F. D. Inmunofluorescencia de beta-catenina.

Barra: 100 um.
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IV.1.2 Efecto de las soluciones de valinomicina y cloruro de colina sobre

el potencial de membrana plasmdtica en BAEC

El potencial de membrana plasmatica (PMP) es la diferencia de potencial eléctrico entre
el citoplasma y el exterior celular, generada por la distribucion desigual de iones a
ambos lados de la membrana determinada por mecanismos de transporte activo y por
las distintas permeabilidades de los diferentes iones. Dicha diferencia esta
aproximadamente expresada por la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Kats (Ecuacién 1),

segun la cual el potencial de membrana plasmatica (V,,) esta dado por:

vm = XL PrvalNalet Pk [KletPer [Cl;

(Ecuacion 1)
F Png [Nali+Pk [K]i+PcilCl]e

R — Constante universal de los gases ideales, T — Temperatura en Kelvin, F — Constante de

Faraday, P — Permeabilidad de la membrana al ion, [ ] — Concentracién del ion

Los cambios en el potencial de membrana plasmatica se monitorizaron utilizando la
sonda potenciométrica oxonol V. Dicha sonda es un anion hidrofébico que entra en las
células y se distribuye en las membranas intracelulares de acuerdo al equilibrio de
Nernst, emitiendo fluorescencia en una relacion lineal al potencial de membrana
plasmatica (Epps et al.,, 1994). Un aumento en la intensidad de fluorescencia
corresponde a la despolarizacidon del potencial de membrana plasmatica, y a la inversa,
la hiperpolarizacion del potencial de membrana provoca una disminucidon en la
fluorescencia. Las sondas potenciométricas tienen la ventaja de que pueden ser
aplicadas en la gran mayoria de las preparaciones, no son invasivas y permiten el analisis
de un gran numero de células simultdneamente (Bashford and Smith, 1979; Dall'Asta et
al., 1997; Kukkonen et al., 1996). Es por esto que son particularmente apropiadas para
medir cambios relativos en el potencial de membrana, aunque con la desventaja de que

se necesita una curva de calibracion para poder tener una medida absoluta
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(Klapperstuck et al., 2009). Por otra parte, dentro de los métodos electrofisioldgicos, la
técnica de patch-clamp es considerada el método de referencia para medir
cuantitativamente el potencial de membrana plasmatica, siendo uno de los métodos
mas sensibles y confiables (Akaike and Harata, 1994; Klapperstuck et al., 2009). Sin
embargo, al igual que sucede con el uso de microelectrodos para determinar el potencial
de membrana, son técnicas muy laboriosas, con las desventajas de poder medir
Unicamente unas pocas células, no poder ser aplicadas en todas los tipos celulares (por
el tamafio o resistencia de la membrana), ser invasivas en algunos casos, entre otras

(Ehrenberg et al., 1988).

Se utilizaron dos estrategias para lograr la hiperpolarizacién del potencial de membrana.
Una de ellas consistié en afadir valinomicina a la solucidn control. La valinomicina actua
como iondéforo especifico del ion K*, por lo que provoca una hiperpolarizacién del
potencial de membrana plasmatica debido a su efecto final de aumentar la correinte
saliente de K" intracelular. La otra estrategia es sustituir el Na* extracelular por un catién
no permeable a la membrana plasmatica, como la colina. Esta maniobra permite
eliminar la entrada de Na* extracelular, lo que provoca la hiperpolarizacién del potencial

de membrana.

Los resultados presentados en la Figura 7, muestran diferencias significativas en la
intensidad de fluorescencia de oxonol V de monocapas confluentes de BAEC para las
soluciones de valinomicina y cloruro de colina con respecto a la solucién control. La
disminucion de la intensidad de fluorescencia en las soluciones de valinomicina y cloruro
de colina, luego de 30 minutos de incubacidn, revela la hiperpolarizacion del potencial

de membrana plasmatica.
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Figura 7. Efecto de las soluciones hiperpolarizantes del potencial de mem-
brana plasmatica sobre la fluorescencia de oxonol V en BAEC. A. Intensidad
de fluorescencia de oxonol (Unidades Arbitrarias, UA) en BAEC provocadas por
las soluciones de valinomicina y cloruro de colina (* indica diferencia significa-
tiva, p<0.05) B. Imdagenes de fluorescencia de oxonol V de las células incuba-

das en las distintas soluciones. Barra: 100 um.
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IV.1.3 Efecto de las soluciones hiperpolarizantes del potencial de

membrana plasmdtica sobre la organizacion del citoesqueleto de actina

Los tratamientos de las monocapas confluentes de BAEC con soluciones
hiperpolarizantes mostraron un reordenamiento en el citoesqueleto de actina, como se
muestra en la Figura 8. En dicha figura se puede observar una redistribuciéon de los
filamentos de actina hacia la periferia celular, marcando un anillo de actina periférica
mejor delimitado y mas intenso en las condiciones hiperpolarizantes. Estos resultados
son similares a los encontrados en nuestro laboratorio en células de endotelio de cérnea
en cultivo (Nin et al., 2009). En el mencionado articulo se reporta que la
hiperpolarizacion del potencial de membrana plasmatica, producida con las mismas
soluciones que en este trabajo, provoca una compactacion de la actina-F sobre la
membrana plasmatica a nivel de las uniones adherentes asi como un aumento en la

estabilidad de dichas uniones.

Con el fin de evaluar la posible utilidad de los tratamientos hiperpolarizantes en
modelos animales in situ, se realizé otra serie de experimentos destinados a determinar
la duracion de los efectos de dichos tratamientos. En ellos, las monocapas celulares
fueron expuestas a las soluciones de valinomicina y cloruro de colina 24 horas antes de

su analisis.

En virtud de que no es posible mantener a las células en una solucién salina por tiempos
prolongados, el disefio de los experimentos con las soluciones de cloruro de colina fue
diferente al de los experimentos con soluciones de valinomicina. Para los tratamientos
con soluciones de cloruro de colina se realizé un procedimiento que Ilamamos ‘shock’ de
colina, en el que las células se exponen a la solucién de cloruro de colina durante 30
minutos en medio sin sodio y luego se vuelven a incubar en medio sin suero en la estufa
hasta el dia siguiente en el momento del experimento, como se explica en las estrategias

experimentales de Metodologia (EE-I). Para los tratamientos con valinomicina
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simplemente se adiciona el ionéforo en medio sin suero 24 horas antes de realizar los
experimentos. La Figura 9 muestra un experimento en el que las monocapas fueron
tratadas con las soluciones control, valinomicina y ‘shock’ de colina, 24 horas previas a la
incorporacion de oxonol V para observar los posibles cambios en el potencial de
membrana para estas soluciones. Como se observa en dicha figura, a las 24 horas todos
los tratamientos presentaron un mismo nivel de fluorescencia. El hecho de no encontrar
diferencias en la fluorescencia de oxonol V a las 24 horas, revela que, los efectos
provocados por dichos tratamientos (ver mas adelante) se generaron al principio de los

mismos cuando si provocaron modificaciones en el PMP como se mostro en la Figura 7.

El efecto de las soluciones hiperpolarizantes sobre la distribucion de la actina es sutil en
estas condiciones. Como se observa en la Figura 10 (A, C, E), la redistribucién de la actina
hacia la periferia celular en las monocapas incubadas con valinomicina o con el ‘shock’
de cloruro de colina luego de 24 horas es menos evidente que en los tratamientos de
hiperpolarizacion cortos. Asimismo, se estudid si como consecuencia del
reordenamiento y compactacion del citoesqueleto de actina sobre la membrana las
uniones celulares tenian mayor estabilidad, como se encontré para los tratamientos
cortos en células de endotelio de cérnea de bovino en cultivo (Nin et al., 2009). Para ello
se evalud la resistencia de las mismas a la falta de calcio. Como se observa en la Figura
10 (B), en la monocapa control la ausencia de Ca®* provoca la desestabilizacién de las
uniones celulares, evidenciada por la aparicion de grandes espacios intercelulares, que
se muestran mediante flechas en la figura. Por el contrario, en las células tratadas con
las soluciones hiperpolarizantes, luego del tratamiento sin Ca®* (Figura 10 D, F), se
observa que las células mantienen la adhesion celular practicamente en la totalidad de

la monocapa.

El citoesqueleto de actina es fundamental en la regulacién de las uniones adherentes.
Actua directamente via componentes de uniéon a la actina en las uniones o
indirectamente organizando el trafico intracelular y otras estructuras del citoesqueleto
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(Ivanov, 2008). Por lo tanto, estos resultados sugieren que los cambios en el potencial de
membrana plasmatica provocan una reorganizacion del citoesqueleto de actina a nivel
de la membrana plasmatica, o de otros componentes de las uniones célula-célula, que
no son tan evidentes a largo plazo como lo son en los tratamientos de corta duracién. A
pesar de ello, dicha reorganizaciéon ayuda en mantener la estabilidad de las uniones

adherentes durante un tiempo prolongado.
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Figura 8. Efecto de las soluciones hiperpolarizantes sobre la distribucién de la actina.
Monocapas de BAEC incubadas durante 30 minutos en soluciéon control, con valinomi-
cina y con cloruro de colina. Tincién con faloidina FITC para revelar la actina-F. Se
muestran recuadros con la imagen ampliada para apreciar mejor el efecto producido

en la organizacion del citoesqueleto de actina. Barra: 100 um.
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Figura 9. Intensidad de fluorescencia de oxonol V para las soluciones control, de
valinomicina y cloruro de colina medida a las 24 horas. Las medidas de fluorescencia
se realizaron luego de suplementar con bis-oxonol, durante 30 minutos, las soluciones
control de valinomicina y cloruro de colina, incubadas en el correspondiente medio el

dia anterior. La grafica muestra que no hay diferencia en la intensidad de fluorescencia.
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Figura 10. Efecto a largo plazo de las soluciones hiperpolarizantes sobre la
distribucion de la actina y estabilidad de las uniones. Las células se incubaron en las
soluciones de valinomicina 0.5 pg/mL vy de cloruro de colina durante 30 min (‘shock’
de colina), 24 horas antes de realizar los experimentos. Se determind la estabilidad
de las uniones celulares evaluando su resistencia a la falta de calcio extracelular.

Tincion con faloidina FITC para revelar actina-F, en los tratamientos (A) control, (C)

2+
valinomicina y (E) ‘shock’ de colina, y en los tratamientos con remocién del Ca (B)

control, (D) valinomicina y (F) ‘shock’ de colina. Barra: 100 pum.
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IV.1.4 Efecto de las soluciones hiperpolarizantes del potencial de

membrana plasmdtica sobre la migracion celular en BAEC

Los microfilamentos de actina cumplen el rol de generar la fuerza necesaria para la
migracion y son esenciales para mantener la integridad del endotelio por su asociacion
con el sustrato y por formar parte de los complejos de unidn intercelulares (Lee and
Gotlieb, 2003). Asimismo, Peglion y colaboradores, encontraron que las uniones
adherentes experimentan un proceso dinamico de ‘treadmilling’ a lo largo de su cara
lateral durante la migracién colectiva. Este proceso permite que se produzcan cambios
rapidos en las interacciones intracelulares necesarios para dirigir la migracién celular, y
que se mantenga la integridad de la monocapa (Peglion et al., 2014). Teniendo en cuenta
estos antecedentes y una vez hallado el efecto de los cambios del potencial de
membrana sobre el citoesqueleto y las uniones celulares, se investigd si la
hiperpolarizacion del PMP provoca cambios en la velocidad de migracion en BAEC. Para
ello, se preincubaron monocapas de BAEC con soluciones hiperpolarizantes y al dia
siguiente se realizaron heridas mecanicas y se dejaron migrar en estufa de cultivo
durante 6 horas. Se tomaron fotografias en contraste de fase inmediatamente luego de
realizada la herida y al concluir el experimento. Los resultados se presentan en la Figura
11. En el grafico (Figura 11A) se muestra que el tratamiento de 24 horas con
valinomicina 0.5 pg/mL inhibe aproximadamente 54% la velocidad de migraciéon y que el
‘shock’ de colina determina una inhibicion de la velocidad de migracién de
aproximadamente 46% a las 24 horas de realizado el tratamiento. Este resultado, en
conjunto con antecedentes que explican el rol del citoesqueleto y las uniones
adherentes en la migracion celular colectiva y la importancia del potencial de membrana
plasmatica en la cicatrizacion celular (Chifflet et al., 2005; Lee and Gotlieb, 2003; Peglion
et al., 2014), sugieren que la hiperpolarizacién del potencial de membrana en BAEC

provoca una reorganizacion del citoesqueleto de actina que a su vez provocan mayor
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Figura 11. Efectos a largo plazo de la hiperpolarizacion sobre la velocidad de
migracion celular. Se determind la velocidad de migracidon midiendo la superficie de
la herida inmediatamente luego de realizar el tajo y al final del experimento. A.
Grafica de velocidad de migracion de monocapas tratadas con solucién control y las
soluciones hiperpolarizantes. Se grafican los promedios *+ desvio estandar. El * indica
diferencia significativa respecto al control (p<0.05). B. Fotografias en microscopio de
contraste de fase que muestran la herida al inicio y luego de migrar durante 6 horas,

para los distintos tratamientos. Barra: 100 um.
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estabilidad en las uniones adherentes y que en conjunto provocan una disminucion en la

velocidad de migracion.

IV.1.5 Efecto de las soluciones hiperpolarizantes del potencial de

membrana plasmdtica sobre la proliferacion en BAEC

Como se mencionara en la Introduccién, la B-catenina participa en la formacion de las
uniones adherentes en el endotelio, mediando el enlace entre las cadherinas y el
citoesqueleto de actina (Dejana, 1996). Su localizacién depende del estado funcional de
la célula, acumulada en la periferia celular en células quiescentes, o distribuida en el
citoplasma y nucleo en células proliferativas. En el nucleo activa diversos genes, tales
como la ciclina D o myc involucrados en el inicio del ciclo celular (Wallez and Huber,
2008). En base a estos antecedentes, junto con la necesidad de las células de romper las
uniones para dividirse, y tomando en consideracion el efecto de la hiperpolarizacion
sobre las uniones celulares descrito anteriormente, se investigd si la hiperpolarizacidon

del PMP provoca cambios en la de proliferacidn celular.

Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que en el endotelio de aorta en cultivo
la proliferacidn celular es maxima entre las 18 y 24 horas luego de realizar una herida
(Tesis de Maestria (Evans, 2011)). Asimismo, en este trabajo se verificd que la gran
mayoria de las células que se duplican, son las células lider que se separan de la
monocapa y las de las primeras cinco filas del borde de la herida. Tomando estos datos
como referencia, se estudiod la proliferaciéon en BAEC mediante la incorporacion de BrdU
en dicho periodo de tiempo en monocapas control e hiperpolarizadas. Se midio el indice
de proliferacion dividiendo el numero de células en fase S por el total de células de las

primeras cinco filas.
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En la grafica de la Figura 12 se muestra que el tratamiento de 24 horas con valinomicina
y el ‘shock’ de colina determinan una inhibicidn de la proliferacion de aproximadamente

79y 63%, respectivamente.
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Figura 12. Efecto de la hiperpolarizacion a largo plazo sobre la proliferacion celular. Se determiné

el indice de proliferaciéon contando la cantidad de células que se encuentran en fase de duplicacion
mediante la incorporacidon de BrdU a las 24 horas de realizada la herida. A. Grafica de indice de
proliferacion de monocapas tratadas con solucién control y las soluciones hiperpolarizantes. Se
grafican los promedios + desvio estandar. El * indica diferencia significativa respecto al control
(p<0.05). B. Imagenes representativas para los distintos tratamientos de monocapas de BAEC 24
horas luego de una herida mecdnica donde se observan las células que incorporaron BrdU en verde

y los nucleos marcados con ioduro de propidio en rojo. Barra: 100 um.
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IV.1.6 Efecto de las soluciones hiperpolarizantes del potencial de

membrana plasmdtica sobre la induccion de ‘sprouting’ en BAEC

Otro evento importante en la angiogénesis es la invasion hacia la matriz extracelular,
donde las células adoptan una morfologia alongada y tubular, o como se denomina
generalmente, ‘sprouting’. Se han desarrollado distintos modelos in vitro donde las
células en cultivo son inducidas para cambiar su fenotipo en reposo, de apariencia
pavimentosa, a uno angiogénico en ‘sprouting’ (Canfield and Schor, 1995; Gajdusek et
al., 1993; Montesano et al., 1986). Tomando como referencia el trabajo de Gajdusek et
al. en el que inducen el ‘sprouting’ utilizando FGF-2 y TGF-b, se realizaron los
tratamientos control, con valinomicina y ‘shock’ de colina e inmediatamente después se
incubaron con medio de cultivo suplementado con extracto de cerebro (EC) (EE-IlI). El
extracto de cerebro es rico en FGF-2 (Gonzalez et al.,, 1995) y en FGF-1 (Esch et al.,
1985a; Esch et al., 1985b; Thomas and Gimenez-Gallego, 1986). Al dia siguiente se pudo
observar la presencia de sprouting en las distintas monocapas en microscopio de fase
(Figura 13B, flechas). Los resultados muestran un menor porcentaje de ‘sprouting’ en las
células tratadas con las soluciones de valinomicina y cloruro de colina con respecto al
control. El porcentaje de ‘sprouting’ es de 48 y 66% para el tratamiento a largo plazo con

valinomicina y el ‘shock’ de colina respectivamente (Figura 13A).
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Figura 13. Efecto de la hiperpolarizacion a largo plazo sobre la induccion de ‘sprouting’. A. La
grafica muestra los porcentajes de ‘sprouting’ de los tratamientos control, valinomicina y ‘shock’
de colina. Se grafican los promedios + desvio estdndar, en unidades arbitrarias. El * indica
diferencia significativa respecto al control (p<0.05). B. Imagenes de microscopia de fase. Las
flechas sefialan células con morfologia alargada y tubular, caracteristico de células en ‘sprouting’.
Barra: 100 um.C. Imagenes representativas de monocapas tratadas con EC luego de los distintos

tratamientos. Las flechas sefalan las células en ‘sprouting’. Barra: 100 um.
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IV.2 Angiogénesis en la membrana corioalantoidea de embrion de pollo

Los resultados obtenidos en el modelo in vitro, mostraron que el tratamiento con
valinomicina provoca la hiperpolarizacion del potencial de membrana plasmatica y como
consecuencia una reorganizacion del citoesqueleto y estabilizacion de las uniones
celulares. Asimismo, provoca una inhibicion en la velocidad de migracion, en la
proliferacion y en la cantidad de sprouting en BAEC. Estos resultados son la base del

estudio del efecto de dicha solucidén sobre la angiogénesis en modelos in vivo.

Entre los modelos animales utilizados como herramientas para analizar los mecanismos
subyacentes a la angiogénesis, los modelos de embridon de pollo han sido de gran
utilidad para estudiar el potencial angiogénico de diferentes compuestos (Deryugina and

Quigley, 2008; West et al., 2001).

La membrana corioalantoidea es un tejido respiratorio especializado y muy
vascularizado que permite el intercambio gaseoso entre el embridon y la atmdsfera
circundante. Es altamente angiogénica hasta los dias 11 o 12 del desarrollo del embridn,
y por lo tanto entre los dias 8 y 10 de desarrollo es cuando es principalmente receptiva
para  estimulos pro-angiogénicos adicionales o para factores anti-angiogénicos

(Deryugina and Quigley, 2008).

Se evalud aqui, el efecto de la solucién de valinomicina sobre la vascularizacion de la
membrana corioalantoidea en embrién de pollo. Con este propdsito, se inocularon los
huevos embrionados con las soluciones control y tratada, como se indica en
Metodologia. Se analizé el numero de ramificaciones de los vasos sanguineos, como

indicador del nivel de angiogénesis.

En la Figura 14 se puede observar imagenes demostrativas del grupo control y tratado
que muestran el conteo de las ramificaciones vasculares. Los resultados indicaron que,

durante el desarrollo del embridn de pollo, la incubacidn con la solucién de valinomicina
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provoca una disminucién en el grado de angiogénesis en la membrana corioalantoidea

de 26%.
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Figura 14. Angiogénesis en la membrana corioalantoidea de embrion de pollo. Se conté el
numero de ramificaciones vasculares de la membrana corioalantoidea en huevos incubados con
soluciones control y de valinomicina como indicador del grado de angiogénesis. A. Grafica que
muestra la cantidad de ramificaciones en los distintos tratamientos. Se grafican los promedios +
desvio estandar. El * indica diferencia significativa respecto al control (p<0.05). B. Fotografias
representativas de la membrana corioalantoidea el dia 12 de desarrollo del embrién cuando se

realizé el analisis. Se muestra el conteo para el grupo control y tratado.
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IV.3 Progresion tumoral in vitro

Los resultados mostrados en las secciones anteriores mostraron que las soluciones de
cloruro de colina y valinomicina inhiben la angiogénesis en modelos in vitro e in vivo. El
siguiente objetivo fue el estudio del efecto que podria tener la solucién de valinomicina
en la progresion tumoral. Para ello se realizaron estudios en células de melanoma de
murino en cultivo (B16F1) y en tumores implantados en ratones, como se mostrara en la
siguiente seccidon. Aqui presentamos los resultados obtenidos en la migracion y
proliferacion celular para los tratamientos con cloruro de colina y valinomicina en las

B16F1 en cultivo.
IV.3.1 Introduccion a las células B16F1

Las células de melanoma de murino (B16F1) presentan las caracteristicas fenotipicas de
las células tumorales en cultivo: poca adhesividad entre las células y entre las células y la
matriz, y ausencia de inhibicidn por contacto. Aunque el cultivo se deje evolucionar, no
llega en ningun momento a alcanzar la confluencia debido a que las células se
desprenden y quedan espacios entre ellas. Este efecto se describe en la Figura 15A
donde se puede observar células que se desprenden del cultivo, caracterizadas por
adquirir forma redondeada, y espacios intercelulares (se marcan en el inserto a mayor
aumento con circulos y flechas, respectivamente). También se aprecia la forma
redondeada de la células visible principalmente en la tincidon de actina y una distribucion
de la B-catenina en el citoplasma, que sugiere uniones intercelulares débiles, ya que en
uniones celulares fuertes dicha proteina se distribuye principalmente sobre la
membrana (Figuras 15B,C). A su vez, se puede observar con la tincion con Hoechst
33258 en la Figura 15D, un acumulo de nucleos superpuestos, indicativo de la

superposicion de células.
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Figura 15. Células de melanoma de murino en cultivo. A. Microscopia de contraste
de fase. En el inserto a mayor aumento se indica con una flecha los espacios libres de
la monocapa y con circulos las células que se estan desprendiendo del cultivo. B.
Tincion con faloidina FITC para revelar la actina-F. C. Inmunofluorescencia de B-
catenina. D. Tincidn nuclear con Hoechst 33258. En el inserto a mayor aumento se
muestra un acumulo de nucleos marcados donde pueden observarse nucleos

superpuestos, indicativos de superposicion de células. Barra: 100 pum.



IV.3.2 Efecto de las soluciones de valinomicina y cloruro de colina sobre

el potencial de membrana plasmdtica en células B16F1

Con el propdsito de poner en evidencia cambios en el potencial de membrana
plasmatica en B16F1 se empled el mismo procedimiento que el utilizado en BAEC. A
modo de control se incluye ademads para el estudio las soluciones despolarizantes de
gluconato de potasio y gramicidina. Los resultados de la Figura 16 muestran que, como
es de esperar, la intensidad de fluorescencia de oxonol V aumenta con las soluciones
despolarizantes. Sin embargo, la solucion de valinomicina también provoca un
incremento de dicha intensidad y no se encontré diferencia significativa con la solucion
de cloruro de colina respecto al control. Por lo tanto, no se puede concluir que las
soluciones de valinomicina y cloruro de colina provoquen hiperpolarizacion del PMP en
las células B16F1, lo que si ocurre en BAEC (seccidén IV.1.2). Esta conducta de la sonda en
B16F1 difiere de la que exhiben todos los demas epitelios estudiados en nuestro
laboratorio ((Chifflet et al., 2003), y resultados no publicados) y no tiene una
interpretacion evidente. Serian necesarios estudios con otras sondas potenciométricas u
otros métodos electrofisioldgicos para evaluar si la incubacién con valinomicina y cloruro
de colina efectivamente provocan la hiperpolarizacion del potencial de membrana
plasmatica en B16F1. Caracteristicas de las células tumorales B16F1, como su distinta
composicion ionica citosdlica o lipidica de las membranas, podrian explicar el
comportamiento “andmalo” del oxonol V con las soluciones de valinomicina y cloruro de

colina en este tipo celular.

Los resultados obtenidos en BAEC permiten plantear que la hiperpolarizacién del PMP
podria tener efectos antitumorales, ya que provocan una disminucion de la migracion,
de la proliferacion, del sprouting y de la angiogénesis. Por lo tanto, aunque no se haya

podido demostrar un efecto hiperpolarizante sobre B16F1, es relevante estudiar sus



efectos sobre estas células, con el objetivo de estudiar el efecto de la valinomicina sobre

la progresion tumoral en modelos in vivo.

Se analizo si tratamientos de 30 minutos con las soluciones de valinomicina y cloruro de
colina provocan cambios fenotipicos en las células de melanoma murino. Dichos
tratamientos parecen tener poco efecto sobre el citoesqueleto de actina, ya que no se
evidencian diferencias en su distribucidn, asi como tampoco se observan diferencias

fenotipicas en estas células (Figura 17).
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Figura 16. Variacion en la fluorescencia de oxonol V en células B16F1 en respuesta a soluciones de
incubacion. A. Grafica que indica la diferencia significativa (*) respecto al control (p<0.05) de
intensidad de fluorescencia de soluciones control, valinomicina, cloruro de colina, gluconato de
potasio y gramicidina, en unidades arbitrarias (promedio + desvio estandar). B. Imagenes
representativas de fluorescencia de oxonol en células B16F1 tratadas con solucion control,

valinomicina, cloruro de colina, gluconato de potasio y gramicidina. Barra: 100 um.

| - | - | -
Figura 17. Efecto de las soluciones de valinomicina y cloruro de colina sobre la
distribucion de la actina. Monocapas de B16F1 incubadas durante 30 minutos en

solucion (A) control, con (B) valinomicina y con (C) cloruro de colina. Tincién con

faloidina FITC para revelar la actina-F. Barra: 100 pum.



IV.3.3 Efecto de la valinomicina y cloruro de colina sobre la migracion y

proliferacion celular en B16F1

En las secciones precedentes se mostrd que los tratamientos con valinomicina y cloruro
de colina provocan una redistribucion de la actina hacia la periferia celular en BAEC, y
que este hecho podria ser la causa de una mayor estabilidad de las uniones célula-
célula. A su vez dicha estabilidad podria ser una de las causas de la inhibicidon en la
velocidad de migracion e indice de proliferacion celular. A pesar de no haberse
encontrado modificaciones fenotipicas o en la distribucidon de actina en las células de
melanoma murino, se explord si el tratamiento con dichas soluciones podria producir
cambios en la velocidad de migracidn y de proliferacion celular en monocapas de B16F1.
Se realizaron estos experimentos con el objetivo de poder interpretar lo que ocurre con
las células tumorales cuando se adiciona la solucidn de valinomicina en los estudios in

vivo.

Los resultados obtenidos indicaron una disminucién en la velocidad de migracién celular
por el tratamiento con la solucidén de valinomicina de 46% con respecto al control (Figura
18). El tratamiento con ‘shock’ de colina no presenté diferencias significativas en el

porcentaje de migracidn con respecto al control.

La proliferacion celular se determind utilizando imdagenes de inmunofluorescencia,
calculando el porcentaje de células positivas para el marcador de mitosis luego de
incubar por 24 horas con las soluciones de valinomicina y cloruro de colina. Se encontré
que el tratamiento con valinomicina provoca inhibicidon de la proliferacién en un 72%,
mientras que el tratamiento con cloruro de colina no presenta diferencias significativas

con respecto al control (Figura 19).
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Figura 18. Efecto de la valinomicina y cloruro de colina sobre la velocidad de migracion
celular. Se determind la velocidad de migracion midiendo la superficie sin células al
inicio y al final del experimento. A. Grafica de porcentaje de migracién de monocapas
tratadas con soluciones control, valinomicina y ‘shock’ de colina. Se grafican los
promedios * desvio estandar. El * indica diferencia significativa respecto al control
(p<0.05). B. Fotografias en microscopio de contraste de fase que muestran la herida al

inicio y luego de migrar durante 22 horas, para los distintos tratamientos. Barra: 100 um.
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Figura 19. Efecto de la valinomicina y cloruro de colina sobre la proliferacion celular. Se determind
el indice de proliferacidn calculando el porcentaje de células positivas para el marcador de mitosis
anti-histona H3. A. Grafica de indice mitdtico de monocapas tratadas con solucién control y
soluciones de valinomicina y cloruro de colina. Se grafican los promedios + desvio estandar. El *
indica diferencia significativa respecto al control (p<0.05). B. Imagenes representativas para los
distintos tratamientos de monocapas de B16F1 donde se observan las células marcadas con el

anticuerpo en rojo y los nucleos marcados con Hoechst 33258 en gris. Barra: 100 um.
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IV.4 Progresion tumoral en modelo de melanoma murino

Los resultados de las secciones precedentes, mostraron que los tratamientos con
valinomicina provocan una inhibicién en la angiogénesis, en modelos in vitro e in vivo, y
una inhibicién en la velocidad de migracién y proliferacién en B16F1. Estos resultados
son la base del estudio del efecto que provoca la solucidon de valinomicina sobre la
progresion tumoral en modelos in vivo. El modelo elegido para dicho estudio es

melanomas implantados en ratones para evaluar la progresion tumoral.

Para el estudio de agentes oncoliticos en modelos animales se utilizan diversos
parametros. De acuerdo a su estrategia experimental distintos investigadores miden: la
sobrevida del animal, el tamafo tumoral (durante o al finalizar el experimento), la
necrosis en el tejido tumoral, el indice mitético tumoral, la angiogénesis o
vascularizacion tumoral, entre otros. Para cumplir el objetivo de evaluar si existen
diferencias en la progresion tumoral con el tratamiento de valinomicina, en este trabajo
se midid el tamafio promedio de los tumores al final el experimento, el indice de mitosis
de las células tumorales y la densidad vascular.

En la Figura 20 se muestra una fotografia representativa de un tumor justo antes de ser
extirpado. Sus caracteristicas fenotipicas coinciden con lo reportado en la bibliografia,
con apariencia brillosa, suave y de color negro oscuro (Rose et al., 1999). El tamafiio de
los tumores fue medido, utilizando la férmula: largo x ancho®x 1/6, como se describe en
Metodologia. Los resultados obtenidos muestran que el crecimiento tumoral de los
tumores tratados con la solucion de valinomicina fue enlentecido, llegando Unicamente
a un promedio de 44 mm?® comparado con los 170mm? del grupo control (Figura 20).
Esto representa una inhibicion de 74% en el tamafio tumoral en el grupo tratado. Si bien
hay diferencias significativas entre los grupos control y valinomicina, la dispersion es
muy grande. Esto podria deberse a, que ademas de ser un modelo animal en que ya hay

diferencias bioldgicas, un tamafio muestral relativamente chico, pequeias diferencias en
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el inéculo de las células tumorales, o un tamafo tumoral no lo suficientemente grande,

entre otras cosas.

En los ensayos in vitro observamos que la solucién de valinomicina inhibe la migracion y
proliferacion tanto en las BAEC como en las células B16F1. A su vez, en los ensayos en la
membrana corioalantoidea del embrién de pollo dicha solucién inhibe la angiogénesis.
Por lo tanto, el enlentecimiento en el crecimiento tumoral, podria ser causado por una
inhibicion en la angiogénesis, una disminucién proliferativa de las células tumorales, o

una combinacion de ambas hipdtesis.

Para evaluar si la angiogénesis se encuentra disminuida en los tratamientos con
valinomicina, se determind la densidad vascular en las secciones centrales de los

tumores.
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Figura 20. Efecto de la solucion de valinomicina sobre el tamaiio tumoral. Los ratones se

sacrificaron 12 dias luego de implantar las células tumorales. Los tumores se extirparon y

midieron segun la férmula largo x ancho2 x /6. A. Fotografia representativa de un tumor justo
antes de ser extirpado. Se observa su apariencia brillosa, suave y su color negro caracteristico.
B. Grafica de tamafo tumoral de ratones tratados con solucién control y de valinomicina. Se
grafican los promedios * desvio estdndar (n=10). El * indica diferencia significativa respecto al

control (p<0.05).
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Como se describe en Metodologia, se evaluaron la cantidad de pixeles positivos para el
factor de Von Willebrand en una zona definida previamente, normalizados por la
superficie de la seccidn. Si bien delimitar una zona podria inducir a errores de medida,
por estar los vasos sanguineos distribuidos uniformemente a lo largo del corte,
encontramos que la eleccidn de la forma en cruz es la mas reproducible para comparar
en todos los tumores. En la Figura 21 se muestran los resultados que expresan una
disminucion de la vascularizacion en los tumores de los ratones tratados con
valinomicina. Dicho tratamiento provoca una disminucion en la densidad vascular de
48%. En la figura 21B se presentan imdagenes representativas de las secciones tumorales

donde se destaca en rojo el endotelio vascular.

Para determinar el indice de mitosis de las células tumorales se contaron las células
proliferativas marcadas con el anticuerpo anti-HistonaH3. Por estar concentradas en la
periferia del tumor, se midié Unicamente el area de un campo visual del microscopio en
los cuatro ejes del tumor (Figura 4, esquema B). En la Figura 22 se pueden ver imagenes
representativas del grupo control y tratado, donde se observan en verde los nucleos
proliferativos. También se destaca en dichas imdagenes, la distribucién de los nucleos
proliferativos sobre el borde del tumor (el borde superior derecho de la imagen). Los
resultados obtenidos evidencian diferencias significativas en el indice de mitosis en el
grupo tratado con respecto al control (Figura 22). El nUmero de mitosis fue en promedio
de 179 y 101 por mm? para el grupo con solucién control y de valinomicina,
respectivamente, y por lo tanto el tratamiento con valinomicina disminuye la cantidad

de mitosis en un 43%.
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Figura 21. Efecto de la solucion de valinomicina sobre la densidad vascular en
melanomas murinos. Los tumores de los grupos control y tratado se fijaron en PAF 4%,
congelaron en tissuetek y se cortaron secciones de 10 um. Las secciones centrales se
incubaron con el factor de Von Willebrand para visualizar los vasos sanguineos. A.
Grafica de densidad vascular que muestra diferencias significativas del grupo tratado
con respecto al control. Se grafican los promedios + desvio estandar (n=5). El * indica
diferencia significativa respecto al control (p<0.05). B. Imagenes representativas de las
secciones centrales de los tumores con inmunofluorescencia de Von Willebrand. Se

observa en rojo la tincidn positiva que marca el endotelio vascular. Barra: 100 um.
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Figura 22. Efecto de la solucion de valinomicina sobre el indice de mitosis en
melanomas murinos. Los tumores de los grupos control y tratado se fijaron en PAF 4%,
congelaron en tissuetek y se cortaron secciones de 10 um. Las secciones centrales se

incubaron con el anticuerpo anti-histonaH3 para revelar la mitosis celular. A. Se
’ 2 . . s
contaron los nucleos marcados por campo (0.2 mm ) y se multiplicé por 5 para expresar

los resultados por mmz. La grafica muestra diferencias significativas del grupo tratado
con respecto al control. Se grafican los promedios + desvio estandar (n=5). El * indica
diferencia significativa respecto al control (p<0.05). B. Imagenes representativas de las
secciones centrales de los tumores con inmunofluorescencia de anti-histonaH3. Se

observa en verde la tincidn positiva que marca a las células proliferativas. Barra: 100

nmm
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V. Discusion

Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que los cambios en el PMP
provocan una remodelacién en el citoesqueleto de actina y modulan la estabilidad de las
uniones celulares (Chifflet et al., 2004; Chifflet et al., 2003; Nin et al., 2009). También
demostramos que la hiperpolarizacion del PMP provoca la compactacién del
citoesqueleto de actina hacia la periferia celular y determina un aumento en la
estabilidad de las uniones celulares en monocapas confluentes de células de endotelio
de cdérnea en cultivo (Nin et al., 2009). En este trabajo encontramos que soluciones de
valinomicina y cloruro de colina, que determinan una hiperpolarizacion del PMP
provocan una disminucidn de la velocidad de migracion y de la proliferacion en células
de endotelio vascular y células tumorales in vitro y que retrasan la angiogénesis y la

progresion tumoral in vivo.

Nuestra investigacion comenzé con el estudio de las soluciones hiperpolarizantes en
BAEC, comprobandose que en tratamientos cortos de 30 minutos se reproduce el
resultado encontrado anteriormente en nuestro laboratorio en endotelio de cérnea de
bovino (Nin et al., 2009). Es decir, que los tratamientos con las soluciones de
valinomicina y cloruro de colina hiperpolarizan el potencial de membrana plasmatica en
BAEC, y que dicha hiperpolarizacidon tiene efecto en la redistribucion del citoesqueleto
de actina hacia la periferia celular. A su vez, se encontrd el mencionado efecto sobre el
citoesqueleto y un aumento en la estabilidad de las uniones celulares, en tratamientos
de 24 horas a pesar de ya no registrarse cambios en el PMP a largo plazo. Esto indicaria
que los cambios tempranos y transitorios provocados por la hiperpolarizacion del PMP
sobre la organizacidn del citoesqueleto de actina y la composicion de las uniones son

duraderos.

Encontramos que la HPMP inhibe algunos de los procesos fundamentales en la
angiogénesis como la generacidon de ‘sprouting’ y la migracion y proliferacion celular en
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células de endotelio de aorta en cultivo. Aqui proponemos que uno de los mecanismos
que intervienen en dicho efecto es que la hiperpolarizacion del PMP compacta los
microfilamentos de actina sobre la periferia celular creando unas uniones adherentes
mas fuertes y estables, retrasando los eventos mencionados de la angiogénesis. De
acuerdo con esto, se ha demostrado que los microfilamentos de actina cumplen un rol
fundamental en generar la fuerza necesaria para la migracion (Lee and Gotlieb, 2003) y
que las uniones adherentes experimentan un proceso dinamico de ‘treadmilling’
durante la migracién colectiva (Peglion et al., 2014). Ademas, se ha visto que el potencial
proliferativo esta inversamente asociado con la maduracién de la unién adherente (Zhu

et al., 2008).

Para evaluar la habilidad de la valinomicina, utilizado como agente hiperpolarizante,
sobre el proceso angiogénico in vivo, se utilizé un modelo adaptado de la membrana
corioalantoidea del embrién de pollo (West et al., 2001) y se observé que la valinomicina
reduce la formacién de nuevos vasos sanguineos. Este efecto fue observado en
condiciones que no afectaron en forma ostensible el desarrollo del embrién. Por lo
tanto, los resultados obtenidos con este modelo experimental son consistentes con los
obtenidos en los experimentos in vitro. En efecto, ambos sugieren que la

hiperpolarizacion del potencial de membrana plasmatica inhibe la angiogénesis.

Si bien no se logroé tener evidencia de que las soluciones hiperpolarizantes provoquen la
hiperpolarizacién en B16F1, en virtud de que el objetivo final de este trabajo fue el de
evaluar el efecto de las soluciones hiperpolarizantes sobre la progresién tumoral in vivo,
se estudid, al igual que en BAEC, el efecto de dichas soluciones sobre la migracion y
proliferacion celular en B16F1 in vitro para evaluar su comportamiento. De haber
determinado un aumento en la velocidad de migracion y proliferacion celular, estos
tratamientos no hubieran sido prometedores para los fines de esta tesis. Sin embargo,

los resultados fueron similares a los obtenidos en BAEC, provocando una inhibicién en la
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velocidad de migracion y proliferacion celular. El hecho de que las células B16F1 no
tengan el fenotipo epitelial tipico, con uniones celulares bien constituidas vy
citoesqueleto subyacente, sugiere que la estabilidad de las uniones no seria el

mecanismo de accién principal en este caso.

Para continuar con el estudio de la angiogénesis y la progresion tumoral, se realizaron
experimentos en que se implantaron células tumorales B16F1 en ratones induciéndoles
un melanoma. En este trabajo se encontré que el tratamiento con la solucién de
valinomicina induce una disminucion en la densidad vascular, una reduccion significativa
de la proliferacion en las células tumorales y retrasa la progresion tumoral in vivo. El
melanoma B16F1 es altamente dependiente de la angiogénesis, ya que si ésta se
detiene, se suprime la progresidn tumoral in vivo (Gorrin-Rivas et al., 2000). El efecto
anti-angiogénico provocado por la solucién de valinomicina sugiere una explicacion
plausible para |la reduccién en el crecimiento tumoral en los ratones in vivo. A su vez, la
reduccion de la proliferacion de las células tumorales también sugiere una participacion
en la inhibicion del crecimiento tumoral. Aunque no se pudo demostrar que la solucién
de valinomicina provoca la hiperpolarizacion del potencial de membrana plasmatica en
las células tumorales, los resultados obtenidos en las células tumorales se correlacionan
con los resultados obtenidos cuando se hiperpolariza el PMP en el endotelio vascular ya
que disminuye la migracion y proliferacion celular. Ademas concuerda con distintas
evidencias experimentales de la existencia de potenciales de membrana plasmatica
menores en las células tumorales con respecto a las normales (Sundelacruz et al., 2009)

y que sugieren que estos cambios podrian estar involucrados en el crecimiento tumoral.

En conjunto, nuestro trabajo proporciona evidencia experimental de que la
administracion peritumoral de una solucion de valinomicina causa una inhibicion de la
angiogénesis y la progresién tumoral in vitro e in vivo y por lo tanto podria ser de

utilidad para la terapia contra el cancer.
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