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Efecto de estrés de roce sobre el fenotipo morfoldgico en células de melanoma.

Resumen

El estrés de roce es la fuerza ejercida por el flujo sanguineo en las paredes de los vasos
sanguineos. Este estrés genera una respuesta en la pared vascular, caracterizada por
la liberacién de mediadores endoteliales. El estrés de roce depende varios factores
algunos de estos son la forma, la presién vascular y la turbulencia del flujo sanguineo,
entre otros factores.

El melanoma es un tipo cancer de piel, es el menos comun con respecto a la aparicion
pero es el cancer de piel mas letal. En general, el melanoma representa de 1% a 3% de
todos los tumores malignos. La informacién sobre epidemiologia del melanoma es
escasa en Chile, sin embargo se ha reportado que la incidencia y la mortalidad del
melanoma maligno han aumentado en las dltimas décadas. Los factores de riesgo para
el melanoma incluyen factores genéticos y ambientales.

La angiogénesis juega un papel fundamental en el crecimiento del melanoma y
metdastasis. Incluso con algunos de los inductores proangiogénicos mas importantes
conocidos, hay una falta de conocimiento sobre el papel de las fuerzas hemodinamicas
en la angiogénesis tumoral. Por lo tanto el objetivo general de nuestro trabajo es
investigar si las fuerzas estrés de roce inducen cambios en las células de melanoma
induciendo un fenotipo endotelial.

Para lograr cumplir este objetivo la metodologia que fue utilizada fue un disefio de
placas de cultivo celular para generar estrés de roce laminar y turbulento incluyendo
en este ultimo obstaculos y un respectivo control estatico. Posterior a este ensayo, las
células se analizaron por el software imagen j, para observar la orientacion celular.

Finalmente los resultados indicaron que en los graficos de histograma de frecuencia
se observan diferencias en la distribucion de angulo entre los diferentes medios
utilizados en el experimento, mientras que en los graficos de box plot también se
evidencian diferencias siendo estas estadisticamente significativas comparando el
control con ambos tratamientos, asi también entre los tratamientos. Finalmente
logramos concluir que el flujo laminar y turbulento presentaban diferencias en la
orientacion de sus células, lo cual lleva a que las células sometidas a estrés de roce
turbulento presenten una menor coherencia en la orientacién de los nucleos en
comparacion al flujo laminar

Gracias a los diferentes experimentos realizados, las observaciones y la aplicacién de
programas de anadlisis, finalmente se concluye que las fuerzas de estrés de roce
activan un cambio de fenotipo del citoesqueleto en las células de melanoma
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Introduccion
Estrés de Roce

El estrés de roce (SS) se define como la fuerza ejercida por el flujo sanguineo en las
paredes de los vasos sanguineos. Este estrés genera una respuesta en la pared
vascular, caracterizada por la liberacion de mediadores endoteliales, que a su vez
estimular el remodelado estructural a través de la regulacion de la expresion génica y,
en consecuencia, la sintesis de proteinas SS depende del didmetro interno del vaso, el
caudal sanguineo, la viscosidad de la sangre y la pulsatilidad del flujo sanguineo. Sin
embargo, esta claro que las SS dependen también de la forma, la presion vascular y la
turbulencia del flujo sanguineo, entre otros factores. En el caso de la funcién
endotelial, varios informes han investigado el impacto del estrés de roce (SS) sobre la
expresion génica y la regulacién vascular general. En cuanto a los procesos de
angiogénesis, Wragg y colaboradores (2014) indicaron que las células endoteliales
expuestas a diferentes niveles de tension de estrés de roce laminar (LSS) generan un
aumento en varios genes pro-angiogénicos. Los fluidos dentro de sistemas cerrados
biolégicos (como vasos sanguineos, tubos renales) ejercen un alto estrés de roce capaz
de generar cambios de fenotipicos en las células en el contacto directo con la fuerza de
tension. Para censar y transducir SS a vias intracelulares, los sistemas bioldgicos usan
un juego especifico de sensores, llamados mecano sensores. El proceso implica la
conversion de la fuerza mecdanica en una sefial quimica o eléctrica. En cuanto a esto, el
cilio primario es un organelo no movil que emana de la superficie de célula de la
mayor parte de tipos de célula de mamiferos que actian como un mecano sensor. El
cilio primario son los coordinadores claves de vias en el tejido homeostasis y, cuando
esta defectuoso puede causar enfermedades y desordenes [3-4] (Figura 1).
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Melanoma

Es un tumor cutdneo maligno se origina en los melanocitos los cuales son las células
responsables de la pigmentacion de la piel. Los melanocitos se encuentran en la
epidermis y producen un pigmento llamado melanina (Figura2 )

Las personas de piel clara tienen un mayor riesgo de padecer este tipo de cancer de
piel.

Las areas cutdneas mas comunes para que aparezca un melanoma son las que se
encuentran mas expuestas al sol como lo son: la cara, el cuello y la nuca, los brazos y
las pantorrillas [1].

Figura 2: Melanoma
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Angiogénesis tumoral

Angiogénesis se define como la creacion de nuevos vasos sanguineos. Este proceso se
considera normal en procesos como desarrollo de embrién, en los procesos de
cicatrizacion y en el ciclo reproductor femenino.

La angiogénesis juega un papel fundamental en el crecimiento del melanoma y
metdastasis. Incluso con algunos de los inductores proangiogénicos mas importantes
conocidos, hay una falta de conocimiento sobre el papel de las fuerzas hemodinamicas
en la angiogénesis tumoral.

El proceso de angiogénesis es crucial para la progresion y la metastasis de la mayoria
de tumores solidos incluyendo melanomas. La revisiéon corriente resume el
conocimiento existente de los mecanismos de angiogénesis en el melanoma, asi como
la corriente antiangiogénica estrategias terapéuticas y sus objetivos. Enfocamos
principalmente en el papel de los factores de crecimiento claves que son secretados
por células de melanoma y sabido para provocar respuestas angiogénicas, y sus
receptores expresado tanto sobre células de melanoma como sobre endotelial.
Muchos de estos factores de crecimiento funcionan en la sinergia con receptores para
la matriz extracelular, integrinas, y la matriz metaloproteinasas (MMPs). Todos estos
sistemas de moléculas son activados durante las etapas principales de angiogénesis
como la migracién endotelial, la proliferacién, y la reorganizacion de rodear la matriz
extracelular. El bloqueo de estas moléculas y sus senderos rio abajo conduce a la
inhibicién de melanoma vascularizacion. Asi, estas clases de moléculas son esenciales
para el melanoma angiogénesis y, por lo tanto, podrian servir como objetivos
prometedores para la intervencion terapéutica. Muchos compuestos recientemente
desarrollados que apuntan senderos claves en angiogénesis estan en sus etapas
finales de ensayos clinicos [5].
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Hipotesis

Las fuerzas de estrés de roce activan un cambio de fenotipo del citoesqueleto en las
células de melanoma

Objetivo General:

Investigar si las fuerzas estrés de roce inducen cambios en las células de melanoma
induciendo un fenotipo endotelial

Objetivos especificos:
Objetivo 1.- Someter a las células de melanoma a estrés de roce de microvasculatura.

Objetivo 2.- Determinar el efecto del estrés de roce en el en la orientacién respecto a
la direccion de estrés de roce las células de melanoma

Objetivo 3.- Determinar el efecto del estrés de roce en la coherencia de las células de
melanoma.

Materiales:

e Vaselina

e Parafina

e Vaso precipitado

e Placas 10cm y 6cm para células

Métodos:
Cultivo células de melanoma

La linea celular de melanocitos murinos B16F10 se cultivd (37°C, 5% C0O2) en medio
RPMI-1640 (Gibco), se ajusto el pH a 7,2 y se suplement6 con 10% de una mezcla que
consiste en suero bovino fetal (SFB) y recién nacido (NCS) 1:1 como suplemento para
estimular la division celular [6].

Placas estrés de roce Se prepararon las placas para montar el ensayo de estrés de
roce, donde la placa de 35mm se peg6 en el centro de la placa de 100mm (Nest,
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BIODEL), utilizando el pegamento Parafina vaselina 3:1, las placas se pusieron
durante 15 min en una estufa para derretir el pegamento y que quedara sellado y
adherido. A una de las placas se les agregdé 6 pelotitas de mismo pegamento para
simular el estrés de roce turbulento. Las placas se esterilizaron a la luz UV durante 15
min (Figura 3).

Figura 3: montaje de placas para generar estrés de roce (SS)Turbulento  (SS) Laminar
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Montaje estrés de roce

Para el montaje del ensayo de estrés de roce se utilizaron dos condiciones diferentes,
un flujo laminar y un flujo turbulento, mas el respectivo control estatico. Las células de
melanoma B16F10 se sometieron a shear stress utilizando la metodologia descrita por
de la Paz et al, 2012 En resumen, previo al sembrado de las células, las placas que
fueron modificadas como se describié anteriormente se recubrieron de gelatina al 0,1
%, durante 15 min. Las células de melanoma se sembraron en la periferia de placas de
cultivo de 100. Las monocapas confluente ~80% se deprivaron de sueros durante
toda la noche, a continuacién las placas se sometieron a estrés de roce orbital durante
24 horas (laminar y turbulento) (37<C, 5% CO2) usando un agitador orbital (Dragon
Lab, TCL) situado dentro de la incubadora. Debido a que las células estan restringidas
a la periferia en estas placas de cultivo modificadas el estrés de roce laminar (LSS) a
través de la monocapa se aproxima como la tensién maxima de corte en la pared:
tmax = aVpn (2nf)3, donde a es el radio de rotacién orbital (5,25 cm), p es la densidad
del medio (1,0 g / mL), n es la viscosidad del medio (7,8 x 10-3 dinas*s / cm2) y fes la
frecuencia de rotacién (rotaciones / segundo). Usando esta ecuacién, se sometieron
las células a LSS de 0,5 N / m2, que esta dentro del rango de LSS capilar fisiolégico.
Con el fin de observar cémo los cambios en LSS induce modificaciones en las células
de melanoma se sometié a estrés de roce turbulento (TSS) mediante la adiciéon de
obstaculos fisicos no uniformes. Finalmente, las células de melanoma del mismo
pasaje, no sometidas a flujo (estaticas), se utilizaron como control. Las magnitudes y
frecuencias utilizadas para estos experimentos se eligieron para ser coherente con los
encontrados en la vasculatura [7] (Figura 4).

Cultivo células B16F10

DIA1 70 -80 % confluencia
24 a 48h
Overnight sin suero 2
( g )\ Agitacion
Estatico (Control) ( Estrés de roce \
EChaReEI Flujo laminar Flujo turbulento)
Células B16F10 Células B16F10

\ J
|

<

Orientacion celular

Figura 4: Explicacién del montaje del ensayo de estrés de roce.



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

Orientacion celular

Las células que fueron sometidas a estrés de roce laminar y turbulento mas el control,
fueron evaluadas con el programa Orientation ] el cual permite caracterizar mediante
imagenes la orientacién de las células de malanoma en una regién de interés.
Finalmente se obtuvo la caracterizaciéon cuantitativa de la coherencia celular. Estos
resultados fueron analizados por ANOVA de una via seguido por un post test de
tuckey para comparaciones entre los tratamientos. Para esto, una vez finalizado el
ensayo estrés de roce se retir6 el medio de cultivo condicionado, el cual fue guardado
para analisis posteriores con la linea celular HUVEC. Las placas fueron lavadas 3 veces
con PBS1X y se agreg6 3 mL de medio de cultivo para proceder a fotografiar las células
en un microscopio invertido, posteriormente las fotografias fueron analizadas en el
programa orientation J. Este analisis se complementé con imagenes en microscopia de
fluorescencia en donde las células fueron tefiidas con DAPI para observar orientacion
de los nucleos.

Resultados y Discusion

Se realizaron los ensayos de estrés de roce laminar y turbulento los datos se
analizaron en el programa Image ] donde se analiz6 la coherencia de la orientacion de
los nucleos. La figura 5 muestra un histograma de frecuencia de distribucion de los
datos de las células de melanoma sometidas a estrés de roce laminar, se observa que
la mayoria de la frecuencia de datos se concentra entre los angulos 0° y 30° la mayor
frecuencia de los datos se acumula especificamente entre el rango de angulos 4° y 6°.
Los resultados arrojados en este andlisis son los esperados debido a que el flujo
laminar constante genera una orientacion mas coherente de las células.

En la figura 6 se analizaron los datos de las células sometidas a estrés de roce
turbulento, de igual forma que en grafico anterior. En este caso los resultados
observados evidencian una distribucién de datos mas cadtica en comparacién a la
célula sometida al estrés de roce laminar, la frecuencia de angulos va de 0° a 56°, estos
resultados eran esperados debido a que en este ensayo se encontraban obstaculos que
impedian un flujo laminar constante, generando un flujo turbulento.
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Figura 5: Histograma de frecuencia de distribuciéon de datos en el flujo laminar.
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Figura 6: Histograma de frecuencia de distribucion de datos en el flujo turbulento
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Para comparar la orientaciéon de las células sometidas a estrés de roce laminar y
turbulento, se realiz6 un grafico uniendo ambos resultados (Figura 7), los resultados
observados evidencian la distribucion de frecuencias diferentes entre ambos
tratamiento, en donde el color rojo representa el estrés de roce turbulento y el color
azul representa el estrés de roce laminar. Se observa claramente que el tratamiento
turbulento muestra una mayor frecuencia de angulos en comparacion con el laminar.

Histogram of Frequency distribution data
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Figura 7: Histograma para la comparacién de distribucion de frecuencias de ambos
tratamientos laminar y turbulento
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En el grafico de respuesta angular se puede observar la desviacién estandar,
promedio, maximo y el minimo de los datos obtenidos en la investigacion. Las
variables analizadas fueron el estrés de roce en el flujo laminar, estrés de roce en flujo
turbulento y en un medio control estatico. Con esto se pudo verificar que existe una
diferencia significativa entre el flujo laminar y el turbulento.

Al analizar las cajas del grafico que representan la desviacion estandar se observan
claras diferencias entre el control estatico que posee una desviaciéon estandar mayor
en comparacion con los tratamientos laminar y turbulento, lo que es l6gico ya que en
este control no existia un flujo que limitara a las células a crecer en una sola
orientacion, en cambio, como era esperado, estas crecian sin coherencia a diferencia
de los tratamientos laminar y turbulento que si estaban sometidas a flujo por estrés
de roce lo que creo una coherencia en la orientacion mayor evidenciado por la menor
desviacién de los dngulos. En el caso del tratamiento turbulento la desviacién es un
poco mayor que el tratamiento laminar lo que puede deberse a la presencia de
obstaculos que desviaban el flujo creando una mayor distribucién de dngulos

Al analizar los valores de dngulo maximo y minimos representado por las barras en el
grafico, el valor maximo alcanzado por el flujo laminar fue de 36°, mientras que en el
flujo turbulento fue de 56° y el del estatico fue 85°.

Esto nos indica que los angulos en el medio estatico tienden a tener valores mayores
ya que como se explicé anteriormente al no poseer un flujo constante las celular
crecen desordenadas, mientras que las células que fueron sometidas a un estrés de
roce de flujo laminar sus angulos son menores debido a que el flujo presente aqui es
constante y las células se limitan a crecer orientadas por este flujo, en tanto las células
sometidas al flujo turbulento es constante al igual que el laminar, pero presenta
pequefios obstaculos los cuales hacen que algunos angulos celulares se desvien del
angulo cero alcanzando un mayor grado angular, esto debido a que son muchas veces
desviados por los obstaculos. (Figura 8)

Los andlisis estadisticos realizados por t-student muestran diferencias
estadisticamente significativas entre el control estatico y ambos tratamiento, ademas
un siguiente analisis indica que entre el tratamiento laminar y turbulento también
existen diferencias significativas.
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Figura 8: Box Plot de la respuesta angular de las células de melanomas sometidas a estrés de
roce laminar, turbulento y control estatico.
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Conclusiones

Se logré6 montar un de modelo de estrés de roce en células de melanoma
B16F10. Mediante ecuaciones de dinamica de fluidos se obtuvo el calculo para
generar estrés de roce laminar y turbulento.

Los resultados de estrés de roce en las células de melanoma mostraron
diferencias de orientacion entre las células sometidas a flujo laminar y
turbulento, este ultimo presentdé mayor distribucién de dngulos lo que implic
una menor coherencia en la orientacion de los nucleos en comparacion al
tratamiento de células sometidas a flujo laminar las cuales evidenciaron mayor
coherencia de orientacion de ntcleos.

Los graficos de Box plot mostraron las diferencia en las desviaciones
estandares de los angulos en ambos tratamientos versus el control estatico, en
donde se observé una mayor desviaciéon en el tratamiento turbulento en
comparacion con el tratamiento de las células sometidas a flujo laminar, siendo
estos estadisticamente diferentes entre ellos y ademas al comparar el control
estatico con los tratamientos también se observaron diferencias estadisticas.
En base a la evidencia antes mencionada, se logra aceptar la hipétesis de que
las fuerzas de estrés de roce activan un cambio de fenotipo del citoesqueleto en
las células de melanoma.
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