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Resumen

Las células presentes en los vasos sanguineos son capaces de responder a un
sinnumero de estimulos tanto fisicos como quimicos. Dentro de los estimulos
fisicos, destacan los estimulos mecanicos generados por el flujo sanguineo, como
el estrés de roce. En general existen dos tipos de estrés de roce: laminar o fisioldgico
y turbulento o patologico. Pacientes con patologias vasculares cronicas poseen una
tendencia a presentar mayores niveles de flujo turbulento, debido a una estructura
vascular deficiente. Coincidentemente, se ha observado que paciente con
patologias vasculares crénicas poseen un peor manejo del crecimiento tumoral y
metastasis. Dicho crecimiento se explica en parte mediante la liberacién desde el
tumor, de moduladores biol6gicos que promueven un desarrollo vascular deficiente,
angiogénesis patolégica, en el microambiente celular que rodea al tumor.
Actualmente, se desconoce si la liberacibn de moduladores bioldgicos
angiogénicos, puede ser estimulado por el efecto de estrés de roce patologico
(turbulento) sobre las células tumorales. Ya que el estrés de roce es capaz de
modificar el fenotipo de distintas células vasculares, creemos que el estrés de roce
patolégico influye en la liberacion de mediadores celulares desde el tumor
provocando una angiogénesis patoldégica en el microambiente tumoral. Para
responder esta pregunta, en esta investigacion se evalud el efecto de medio
condicionado derivado de células de melanoma sometidas a estrés de roce
fisiol6gico y patoldgico en la proliferacion, angiogénesis y migracion endotelial. Los
analisis se realizaron con el programa estadistico IMB SPSS v. 23 para Window. Se
considerd * Significativo p < 0,05. Los resultados arrojaron que las células de
melanoma son sensibles al estrés de roce diferencial y el medio condicionado
derivado de células tumorales sometidos por flujo patolégico (turbulento) generaron
una disminucion en la proliferacién, un aumento en la migracién (p < 0,05) y una
mayor formacion de tubos en células endoteliales vasculares con respecto al medio
condicionado derivado del estimulo con flujo fisiologico (laminar) y el control estéatico
(p = 0,05).
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Esta investigacion nos permite conocer efectos fisioldgicos in vitro para tener un
acercamiento a lo que ocurre en patologias vasculares y cancer de melanoma por
lo que a futuro se pueden evaluar vias de sefalizacion que estén implicadas en

estos efectos y de esta manera profundizar el comportamiento celular.

Palabras claves: Células endoteliales, Melanoma, Estrés de roce, Angiogénesis

Nota: En la Tesis original debido a que conociamos que un agente angiogénico en
particular, Angiopoyetina 2 (Ang 2), aumentaba su liberacion en flujo turbulento, se
iba a estudiar su via transduccion mediante la inhibicién del receptor Tie2, como
responsable de los cambios fenotipicos observados en las células endoteliales. Si
bien esto no pudo desarrollarse por las restricciones de Pandemia, dejamos parte

del estado del Arte sobre la via Ang 2-Tie 2 en el presente documento.
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DESCRIPCION PROPUESTA

El objetivo original de esta investigacion era: Determinar si medio condicionado
derivado de células de melanoma sometido por estrés de roce patologico, produce
a una sefalizacidbn angiogénica alterada en células endoteliales, via inhibicion

receptor Tie2

Objetivo por Pandemia: Determinar si medio condicionado derivado de células de
melanoma sometido por estrés de roce patoldgico, produce a una sefializacion
angiogénica alterada en células endoteliales, respecto a medio condicionado

derivado de flujo laminar y condicion estatica.

INTRODUCCION

Sistema Vascular y Hemodinamica

El aparato circulatorio o sistema vascular esta conformado de vasos que transportan
linfa y sangre a través del organismo. El liquido linfatico es un liquido claro, incoloro
que contiene agua y leucocitos. El sistema linfatico ayuda a proteger al cuerpo de
infecciones y a mantener los liquidos corporales en equilibrio mediante el filtrado y
drenaje de la linfa en todas las partes del cuerpo. (Hahn & Schwartz, 2009). Por otro
lado, la sangre que circula por este sistema puede hacerlo hacia los pulmones,
denominada circulacién menor y sistémica, vale decir a todos los tejidos del cuerpo
o también llamada circulacion mayor ambos integrados por el corazén. La sangre
es impulsada a través de grandes vasos sanguineos como las arterias y las venas
gue se ramifican en vasos sanguineos cada vez de menor tamafio con el propdsito
de liberar oxigenos y nutrientes a todos los tejidos y elimina los desechos de los
mismos. (Lima et al., 2009).

Con respecto a los vasos sanguineos, estos pueden dividirse a nivel macro en:

Arterias: Vasos sanguineos que transportan sangre oxigenada desde el corazén

hacia el resto del cuerpo.
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Venas: Vasos sanguineos que transportan sangre del cuerpo de regreso al corazon.

Capilares: Vasos sanguineos diminutos que se encuentran entre las arterias y las
venas gue distribuyen sangre rica en oxigeno por el cuerpo (dela Paz & D’Amore,
2009).

En relacion a su estructura los vasos sanguineos estan compuestos por tres capas
celulares. Una capa externa o adventicia, la que se caracteriza por una mayor
resistencia contra la distension, ésta capa formada por fibroblastos, fibra de
coldgeno del tipo | y fibras elasticas. Los vasos sanguineos también poseen una
capa media o vascular, la cual esta formada por células musculares lisas, fibras
de colageno del tipo Il y proteoglicanos y una capa interna o intima, formada por
células endoteliales que estan en contacto directo con el flujo sanguineo (Fig.1)
(Mazurek et al., 2017). Estas células endoteliales poseen una variedad de
receptores que detectan sefiales quimicas (quimiorreceptores) y fisicas
(mecanoreceptores) desde el flujo sanguineo, produciendo en ella cambios

fenotipicos y funcionales (Loh et al., 2018) .
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Figura 1. Capas de los vasos sanguineos. (Diana Otero-Martinez, Luis-L. Otero-Pereiro y Vladimir
Gonzélez-Fernandez, 2014).
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La sangre se rige bajo leyes hemodinamicas, en condiciones fisiologicas el flujo
sanguineo es mayoritariamente laminar, vale decir es un flujo ordenado y a una
velocidad baja que genera un ruido despreciable o silente. El flujo laminar juega un
papel ateroprotector en la inhibicion de la trombosis, la adhesién plaquetaria, el
reclutamiento de monocitos y la inhibicion de la apoptosis de las células endoteliales
(Gimbrone et al., 2000). Sin embargo, cuando aumenta la velocidad media, el
diametro del vaso sanguineo, aumenta la densidad, pero disminuye la viscosidad
de la sangre, se generan alteraciones en el flujo laminar produciendo turbulencias
(fig.2). El flujo turbulento fluye en todas direcciones generando remolinos que en el
tiempo altera el fenotipo endotelial, produciendo disfuncion en esta monocapa y de
igual manera en la angiogénesis generando vasos sanguineos tortuosos,

malformados no funcionales.
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Figura 2. A) Representa un Flujo Laminar, es decir un Fluido Ordenado. Mientras tanto B) Es un

Flujo Turbulento, Vale decir un Fluido Cadtico. Esta imagen esta modificada de (Kaminsky, 2012)
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Flujo turbulento

Es importante sefialar que el flujo turbulento en ciertas partes de los vasos
sanguineos y organos como el corazén se produce indistintamente del estado de
salud de las personas como por ejemplo en la aorta ascendente, arteria pulmonar,
en valvulas cardiacas, bifurcaciones de vasos sanguineos, detectandose en
evaluaciones ecogréficas altas ondas sonoras en el flujo de la sangre (Ciancaglini,
2004).

Para evaluar el flujo sanguineo in vivo se puede utilizar modelos ecograficos
doppler. En nuestro caso utilizamos la técnica Speckle la cual mide el retardo del
tiempo en que la luz se refleja en un objeto en movimiento donde la luz observada
debe ser diferente a la frecuencia emitida. Esta técnica permite ser cuantificable
mediante la relacion inversa entre el tiempo de decorrelacion (1 ¢ ) y la velocidad del
flujo sanguineo (V ), es decir 1/ 17¢ = a V. Donde resultados muy distantes entre
los valores minimos y maximos se atribuye a flujo patologico. Por esta razén esta
técnica es ampliamente utilizada para observar patologias cardiovasculares donde
se pueden planificar terapias y seguimientos constantes en el paciente, ya que
permite medir velocidad de la sangre y determinar si el flujo es fisiolégico o
patolégico mediante la utilizacion del nimero de Reynolds (Giles, 1999; Montorfano
et al., 2017).

El nimero de Reynolds es un numero adimensional que permite predecir el caracter
del flujo: Laminar (fisiologico) o turbulento (patolégico). Este nimero es la relacion
de las fuerzas de inercia y fuerzas viscosas. Las fuerzas de inercia son: p es la
densidad, V es la velocidad, D es el diametro del cilindro y la fuerza de viscosidad
de la sangre esta determinada por uy en la siguiente ecuacion: Re = pVD /
(Kaminsky, 2012).

A continuacion de indicara el numero de Reynolds por el didmetro de vasos

sanguineos (tabla 1)
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Tabla 1. Numero de Reynolds que limita el flujo laminar y turbulento dependiendo del

tamafio del vaso sanguineo

VASO SANGUINEO NUMERO DE REYNOLDS
Aorta Ascendente 1750

Aorta Descendente 1500

3 mm 375

2mm 150

1 mm 50

mm= Milimetro

Cuando los parametros del nimero de Reynolds superan el limite indicado en las
tablas el flujo pasa a ser un flujo turbulento y comienzan a desarrollarse anomalias

en las células presentes en el lumen vascular.

Flujo Turbulento y patologias Vasculares

El flujo turbulento esta asociado con el empeoramiento de patologias vasculares,
debido a que genera alteraciones en la capa interna de los vasos sanguineos, lo
gue provoca cambios en el fenotipo del vaso, mediante un aumento de sefales pro-
inflamatorias, lo que conlleva a una baja produccion de 6xido nitrico y aumento las
propiedades pro-adhesivas, pro-coagulantes y pro-proliferativas generando una
funcion endotelial deteriorada (Chistiakov et al., 2017). A continuacion,

mencionaremos algunas patologias asociadas al flujo turbulento

Trombosis: Se define como la formacion de un coagulo in situ. La trombosis

comprende la adherencia y agregacién plaquetaria, elementos del sistema inmune
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como monocitos-macrofagos generando alteracion en el flujo sanguineos y en las

células endoteliales.

Embolia: La embolia se define como la obstruccion parcial o total de un lecho

capilar el cual genera dafo endotelial y patologia en la sangre.

Arterioesclerosis: Ocurre cuando placa se acumula dentro de las arterias
provocando su endurecimiento Esta enfermedad afecta a las arterias mayores y

medianas con lesiones que se hacen a medida que disminuye el calibre arterial.

Diabetes: La diabetes es una enfermedad en la que los niveles de glucosa de la
sangre estan muy altos. El exceso de glucosa en la sangre provoca el
endurecimiento de las arterias arterosclerosis, lo que puede provocar ataques
cardiacos, accidentes cerebro vasculares y/o mala circulacion en los pies (Gu et al.,
2017; Liang et al., 2005).

Para finalizar sefialar que en toda patologia vascular cronica se presentan zonas de
flujo turbulento, el cual conlleva a una retroalimentacién negativa crénica al mismo
sistema vascular. A medida que esta condicidbn empeora, el sistema vascular se

hace mas sensible a otras patologias, incluyendo cancer maligno.

Cancer

El cancer se define como las enfermedades que ocurren en las células anormales
que se caracterizan por multiplicarse de forma incontrolada, alternado y
aumentando el volumen de los tejidos generando un tumor. Es importante sefalar
qgue los tumores benignos no son considerados un cancer, ya que solo crecen en
un determinada parte del cuerpo a diferencia del tumor maligno que si es canceroso,
debido a que estas células se diseminan o generalmente el utilizado el término de
metastasis de las células cancerosas que ocurre desde el tumor primario hasta

organos distantes (Sarkar et al., 2013).

Metastasis



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

Para completar la cascada metastasica, las células cancerosas deben
desprenderse del tumor primario, penetrar en los sistemas circulatorio y linfatico,
evadir el ataque inmunologico, extravasar en lechos capilares e invadir y proliferar
en organos distantes. Para que el tumor pueda crecer e invadir nuevos tejidos
requiere de la suministracién de oxigeno y nutrientes provenientes de nuevos vasos
sanguineos o también llamada angiogénesis tumoral. Un tipo de cancer metastico

a la piel es el cancer de melanoma (Gallo et al., 2017)..

Cancer ala piel

El cancer a la piel es la neoplasia mas comudn en la ultima década a nivel mundial.
Existen tres tipos de cancer a la piel los cuales se dividen en cancer de “piel no

melanoma” y cancer a la piel de melanoma (Dinnes et al., 2018).

La piel es definida como un érgano siendo el 6rgano mas grande de nuestro cuerpo
humano. Este 6rgano es compuesto por tres capas; hipodermis, tejido celular
subcutaneo, la dermis, capa media de la piel y finalmente la epidermis siendo esta
la capa mas externa del 6rgano. Esta membrana (epidermis) se considera una
barrera epitelial cuya funcién es proteger el cuerpo como por ejemplo de la
deshidratacion, las temperaturas extremas, patdbgenos quimicos vy
biolégicos. Dentro de los céanceres de “piel no melanoma” se encuentran el
carcinoma basocelular (CBC) y el carcinoma espinocelular (CEC). Estos dos tipos
de cancer son los mas agresivos con un 80% de muertos. EL CBC es el cancer a la
piel mas comun, afectando a hombres mayoritariamente que a mujeres, si bien el
CBC es un cancer poco metastasico es altamente invasivo y destructivo localmente
originAndose principalmente en las partes anatdbmicas de la cabeza y cuello de los
seres humanos. Este tipo de cancer se originan principalmente por la radiacién
ultravioleta (UVR), la cual puede dafar y alterar el DNA en las células de la piel
modificando algunos genes como por ejemplo la mutacién en el oncogén BRAF
(Sample y He, 2018) y mutacién en el gen P53, al igual que el CEC y el de

melanoma.

10
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El CEC es la segunda neoplasia maligna mas comun dentro de la piel; sin embargo,
tiene una mayor tasa de mortalidad que CBC. Este carcinoma deriva de la
proliferacion de los queratinocitos, células mas abundantes de la epidermis (80-
90%). Este carcinoma puede generar metastasis a ganglios regionales u érganos
como el cancer de melanoma (Castafieda Gameros & Eljure Téllez, 2016).

Cancer de melanoma

El melanoma es un tipo de cancer de piel que se genera en la epidermis (Neifeld,
1996). Esta capa se compone de células llamadas melanocitos. Los melanocitos
son células dendriticas derivadas de la cresta neural y son las células encargadas
de producir la melanina. La melanina es un pigmento, proveniente de aminoacido
tirosina, que se halla en la mayor parte de los seres vivos, siendo la melanina la
encargada de dar el pigmento a la piel y cabellos. La principal funcién de la melanina
es proteger a la piel de la UVR (Trotter et al., 2013). Sin embargo, cuando existe
una alta exposicion a la luz solar, los melanocitos son incapaces de proteger nuestro
cuerpo por lo que comienza a existir un crecimiento descontrolado por parte de

estos, originAndose asi el cAncer de melanoma.

Este cancer es una causa importante de muerte, representa aproximadamente el
1% de todos los tumores malignos de la piel, ademas de ser la tercera neoplasia
maligna cutanea mas frecuente (Apalla et al., 2017). Segun datos epidemiologicos
se ha duplicado en la ultima década y cada afio se diagnostican 132.000 nuevos
casos de melanoma y 50.000 muertes relacionadas con este cancer en todo el
mundo, sin embargo las tasas de mortalidad varian segun el pais, el género y el
origen étnico (Casariego y Baudo, 2004).

A pesar de causar el 3% del total de las neoplasias malignas de la piel, es
responsable del 75% de las muertes relacionadas con ellas; su alta letalidad se
relaciona con que suele diagnosticarse en etapas avanzadas y tiene una baja
respuesta a tratamientos sistémicos, debido a que como todos los tumores forman

su microambiente, el cual estd compuesto por células inmune, ademas de ser

11
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colaborados por el sistema vascular generandose el concepto de angiogénesis

tumoral.

Angiogénesis y angiogénesis tumoral

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros
preexistentes. Es un proceso fisiolégico durante el desarrollo embrionario,
cicatrizacion de heridas y reproduccion celular (Muz et al., 2015). En la
tumorogénesis, se han identificado multiples factores estimulantes de la
angiogénesis, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). VEGF es
una familia de proteina que incluye VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-
E. Transmite sefales claves para el desarrollo de la angiogénesis (Holmes y
Zachary, 2005) en conjunto con el microambiente tumoral, el cual desempefa un

papel protagdnico para el desarrollo del tumor.

Microambiente Tumoral

El microambiente tumoral esta compuesto por matriz extracelular (ECM), asi como
diferentes tipos celulares tales como: fibroblastos, células neuroendocrinas, células
adiposas, células inmunoinflamatorias y finalmente las redes vasculares
sanguineas y linfaticas. (Bonnans et al., 2014). Los avances recientes en la
inmunologia tumoral han demostrado que el tumor recluta y altera activamente los
fenotipos y las funciones de las células inmunes, promoviendo la supresion inmune
o la tolerancia de los antigenos asociados al tumor (Sever & Brugge, 2015). Las
alteraciones genéticas y epigenéticas que conducen a la transformacién neoplasica,
generando sefalizaciones intracelulares que confieren a la célula la capacidad de
evadir los mecanismos intrinsecos y extrinsecos favoreciendo su promocion,
progresion y crecimiento. (Arango Prado & Rodriguez-Padilla, 2016). Ademas de
evadir el sistema inmune del huésped, para que el tumor pueda desarrollarse

necesita un suministro constante de nutrientes y oxigeno, esto lo obtiene de la

12
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sangre mediante la emision de sefales quimicas que estimulan la angiogénesis en
el microambiente circundante. La angiogénesis se define como la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura preexistente. Este es un proceso
clave en algunos eventos fisiol6gicos, tales como el cierre de heridas, crecimiento

celular y el desarrollo embrionario/fetal (Kurzyk, 2015).

Evidencia reciente indica que las células tumorales con alta agresividad son
capaces de adquirir caracteristicas de células endoteliales para imitar una red de
vasos sanguineos dentro del tumor y de esta forma aportar nutrientes y oxigenos

via endotelial 0 mecanismos alternativos de la vascularizacién del tumor (Fig.3).

a) Brote de angiogénesis: el crecimiento de nuevos vasos capilares a partir de los
preexistentes, esta regulado principalmente de forma paracrina por factores de
crecimiento angiogénicos que son expresados por tejidos hipdxicos. Proteinas
plasmaticas, particularmente fibrinbgeno que se extravasan y forman una matriz
provisional, que luego se utiliza para la migracion de células endoteliales (CE) y la

formacion de tubos (Chong et al., 2017).

b) La angiogénesis intusuceptiva: La angiogénesis intususceptiva es un proceso
intravascular dinamico capaz de modificar drasticamente la estructura de la
microcirculacion. La caracteristica estructural distintiva de la angiogénesis
intususceptiva es el pilar intususceptivo, una microestructura cilindrica que se
extiende por la luz de los vasos y capilares pequefios. La extensién del pilar
intususceptivo parece ser un mecanismo para podar vasos redundantes o
ineficaces, modificar el angulo de ramificacion de los vasos bifurcados y duplicar los

vasos existentes. (Mentzer & Konerding, 2014).

c) Co-opcidén o coaptacion vascular: La cooptacion vascular es un mecanismo en
el que los tumores obtienen un suministro de sangre secuestrando la vasculatura
existente, de esta manera las células tumorales migran a lo largo de los vasos

sanguineos del 6rgano huésped. Puede ocurrir en muchas neoplasias malignas,

13
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pero hasta ahora se ha informado sobre todo en tejidos muy vascularizados como

el cerebro, los pulmones y el higado (Donnem et al., 2013).

d) Vasos en mosaico: Las células de melanoma pueden formar parte de las
paredes de los vasos sanguineos asociados a tumores, formando los denominados

vasos en mosaico (Chang et al., 2000).

e) Mimetismo vasculogénico: El mimetismo vasculogénico (VM) es un sistema de
suministro de sangre a los tumores que tiene lugar independientemente de la
angiogénesis o las células endoteliales, y se asocia con una supervivencia
deficiente en pacientes con cancer. Hay dos tipos principales de mimetismo
vasculogénico: tubular y modelado. EI primero es morfolégicamente similar a
los vasos sanguineos normales, mientras que este Ultimo es visiblemente diferente
aunque capaz de anastomosis con los vasos sanguineos (Fernandez-Cortés et al.,
2019).

f) Vasculogénesis derivada de la médula 6sea: Se cree que las células
precursoras hematopoyéticas derivadas de la médula 6sea (MO) participan en el
crecimiento de los vasos sanguineos durante la vasculogénesis posnatal, ademas
del reclutamiento de endotelio circulante células precursoras del tumor, su
integracion en la pared del vaso y su diferenciacion terminal en CE (Pastushenko et
al., 2014) .

Si bien todos los procesos angiogénicos tumorales son importantes, es de nuestro
interés recalcar dos tipos especifico de angiogénesis tumoral que son el “Brote de
angiogeénesis” y “Angiogénesis intusuceptiva”, esto debido a que son modelos en
que la célula de melanoma entra en contacto de manera directa con el flujo y sus
fuerzas fisicas, pudiendo ser su actividad modulada por el tipo de estrés de roce
gue posee el individuos ya sea laminar (fisiolégico) o turbulento (patoldgico)
(Pastushenko et al., 2014).

14


https://en.wikipedia.org/wiki/Blood_vessel
https://en.wikipedia.org/wiki/Anastomosis

Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

(@) sprouting angiogenesis (b) Intussusceptive angiogenesis

Pericyte/smooth muscie cell

(c) vascular co-option

Endothelial cell umour cells
) f % o
I . -
) o=l
};( u‘ N Fibroblast v /M tumaur
(1G] ¥ L) Ly
\ ) 13 ~ s (e capillary ’
I \ & J/ ¥
W'/ A T, &
| -3 - \ - \ f
" ) " OIS L
. =) SN . B ¢
_g sy . /P -
) D v U py S i » {% ‘l
J A = < £ Normal host
"/\ :’. ; ".‘ \( - N 2 capillary ~__ <
i/ Sl) ¥ B ooiee
N/ m\/ Stalk ce x ~
\ 1Y)/ Phalan cell Intercellular junctions = > <
¢ J A =
(d) Mosaic vessels (e) vasculogenic mimicry (f) Bone marrow-derived vasculogenesis
Fibroblasts
PAS+ vasculogenic- § h

ke network
LY

* Ao ‘.ﬂ
) 1D B

Clreculating P
erdothelial jy
precursor ce I ,‘ ’<'
-
w-; ‘ o )
’
l\_‘ (=P - N
\ L= Conrection ™ "
N with narmal ' ., J
‘i\‘\ Crreulating blood vessel L Al

tumour ce

&

Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos alternativos de vascularizacion en

tumores, incluida el melanoma. (Pastushenko et al., 2014).

Sefalizacion Tumoral bajo estrés de roce

Se sabe que las fuerzas mecéanicas sanguineas como el estrés de roce juegan un
papel clave en desarrollo, invasion y metastasis tumoral. Normalmente, el estrés de
roce es una de las fuerzas prominentes a las que estan expuestas las células
endoteliales, las que transducen estas fuerzas en sefales bioquimicas que regulan
la expresion génica y el comportamiento celular a través de mecanismos vias
especializados, pero como mencionamos previamente también es posible que las
células tumorales entren en contacto directo con estrés de roce afectando su
viabilidad (Kammerer et al., 2017). Las células tumorales experimentan dos tipos
principales de estrés: 1) el estrés generado por el flujo sanguineo en el
microambiente vascular y 2) el generado por los flujos intersticiales en el
microambiente tumoral. En cuanto a este ultimo flujo, hasta hace poco, se pensaba

que era principalmente pasivo en el transporte y diseminacion de las células
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cancerosas a los sitios metastasicos. Con investigaciones que abarcan la uUltima
década principalmente, se ha observado que el flujo intersticial tiene un efecto pro
migratorio sobre la invasion de células cancerosas en multiples tipos de cancer. Sin
embargo no estan claros los efectos que pueden generar las células tumorales

sometidas a estrés de roce en células del vaso sanguineo (Huang et al., 2018).
Foco del estudio

Si bien existe innumerable evidencia de los efectos del estrés de roce sobre células
vasculares, no existe claridad sobre los efectos directos del estrés de roce como
fuerza fisica modeladora en células de melanoma y las consecuencias de este
estimulo en el modelamiento del microambiente tumoral dado por sustancias
vasoactivas liberadas por la misma célula cancerigena expuesta s estrés de roce
tanto fisiol6gico como patolégico. Resultados previos obtenidos por nuestro
laboratorio, han mostrado que las células de melanoma son sensibles al estrés de
roce, modificando su orientacion con respecto a este, dando a entender que pudiese
poseer algun mecanismo intrinseco de mecanotransduccioén figura 4. Ademas, se
ha observado que al estimular células de melanoma con estrés de roce diferencial,
estas células son capaces de liberar factores angiogénicos al medio figura 5. Esto
factores pueden estar modulando y alterando el microambiente tumoral vascular
local. Cabe destacar que dentro de estos factores los que poseen una mayor
liberacion de angiopoyetina 2 (Ang-2), PLGF e IL-8. Por esta razon esta
investigacion pretende estudiar el efecto del estrés de roce fisiolégico (Laminar) y
patolégico (turbulento) sobre las células de melanoma y como el medio
condicionado obteniendo de células de melanoma sometida a diferentes
condiciones midiendo proliferacién, migracion y angiogénesis (Letelier, 2007).
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Figura 4. Comparacion de alineamiento de células de melanoma con respecto a la direccion del
flujo. Los datos fueron obtenidos luego de someter células de melanoma a condiciones estatica,
flujo laminar y flujo turbulento. Se analizaron las imagenes de las células mediante el programa.
Image J donde se analizé el alineamiento de las células respecto a la direccion del flujo, angulo 6.
Se observé que el estimulo estatico genera una media de distribucién al azar (45) mientras que el
flujo turbulento alinea las células de melanoma con respecto a la direccion de flujo, dando a entender
que las células poseen algun tipo de mecanoreceptor. Se realizé un andlisis Estadistico ANOVA una
via * P<0.05 donde existe diferencias significativas entre el flujo turbulento versus flujo laminar.
(Rodriguez et al. Datos no Publicados).
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Figura 5. Biomoléculas enriguecidas en el medio acondicionado por efecto de estrés de roce
diferencial. Sta (sin estrés de roce), LSS (Estrés de roce laminar) y TSS (Estrés de roce turbulento)
La concentracidn de las moléculas (pg / mL) se normaliz6 por el nUmero de células adheridas a la
placa después de 6 horas de estrés de roce. Los puntos del grafico representan la dispersién de los
valores de las réplicas experimentales, con media y error estandar. La prueba utilizada fue la ANOVA
bidireccional seguida de la prueba de Bonferroni. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. (Ferreira et al.
Datos no Publicados)
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Estado del Arte-Factores Angiogénicos

Si bien en la presente tesis no se logré medir las sefalizaciones de la via Ang 2,
este fue siempre el objetivo original que no se pudo realizar debido a las
restricciones de movimiento de personas y reactivos en el pais. Consideramos dejar
el texto para que los revisores se generan una idea mas completa y el alcance del

proyecto original.

Con el objetivo de facilitar la lectura e interpretacion de los resultados obtenidos
definiros de manera breve la via PLGF, IL 8 y en extenso la via Ang -2 en
angiogénesis debido a que son factores liberados por la célula de melanoma

sometidas a estrés de roce como se mencionaba en parrafos anteriores.

El factor de crecimiento placentario (PIGF)

Es un gen codificador de proteinas angiogéncias de aproximadamente 30 kDa
sintetizada principalmente en la placenta. Es una proteina que pertenece a la familia
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). PIGF se asocia en condiciones
fisiolégicas con la angiogénesis y el desarrollo adecuado de los vasos sanguineos
en la placenta para un desarrollo embrionario adecuado, sin embargo esta proteina
se ve disminuida cuando una mujer presenta preeclampsia, es decir alta elevada
presion arterial en el embarazo. Esta proteina también se ve expresada en érganos

como el corazon, los pulmones, musculo esquelético, entre otros (De Falco, 2012).

En cuanto al rol que juega en el cancer, se ha demostrado que PIGF se expresa por
ejemplo en el carcinoma de células renales hipervascular y actia como un regulador
positivo del crecimiento y metastasis del cancer. PIGF esta altamente regulado
transmite su sefal a traves de Fltl (Receptor de tirosina quinasa 1) y es un receptor
de VEGF. Este receptor se encuentra elevado en mujeres con preeclampsia
generando e igualmente juega un papel fundamental en la angiogénesis patolégica

como por ejemplo en la carcinogénesis estimulando el crecimiento tumoral.
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Por lo tanto, la inhibicion de PIGF podria proporcionar un medio atractivo el control
del cancer (Majed & Khalil, 2012).

Interleucina 8 (IL-8)

IL-8 es una quimiocina proinflamatoria producida por macréfagos y otros tipos de
células como musculo liso y células endoteliales. En los seres humanos, la proteina
IL-8 esta codificada por el gen CXCLS8. IL-8 estimula angiogénesis y proliferacion de
células tumorales, esto incluye la expresion en tumores sélidos como en: cerebro,
mama, cuello uterino, colon, gastrico, pulmén, melanoma, mesotelioma, ovario,
préostata, renal y tiroides. IL-8 sefiala a través de la union con los receptores
acoplados a proteina G y receptor 1 de quimiocina cisteina-X-cisteina (CXCR1, IL-
8Ra) o CXCR2 (IL-8RB) a la activacion de mdltiples vias de sefializacion primarias
descendentes, incluida la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) / Akt, la fosfolipasa C
(PLC) / proteina quinasa C (PKC) y la proteina quinasa activada por la via de
mitdégenos kinasa (MAPK), asi como la activacion de la quinasa de adhesion focal
(FAK) y las GTPasas de la familia Rho quien tiene efectos importantes en diversas
enfermedades cardiovasculares y enfermedades vinculadas con el cancer igual que

angiopoyetinaly 2

Angiopoyetina (Ang-2)

Este gen pertenece a la familia de factores de crecimiento de la angiopoyetina de
70 kDa. La proteina codificada por este gen es un antagonista de la angiopoyetina-
1, y tanto la angiopoyetina 1 como la angiopoyetina 2 son ligandos para la tirosina
quinasa del receptor de TEK endotelial. La Angiopoyetina (Ang) Ang-1 activa la
sefalizacion mediada por el receptor Tie2 mientras que Ang-2 inhibe esta
activacion. Ang-2 es un desestabilizador de vasos producido casi exclusivamente
por las células endoteliales (Thurston & Daly, 2012). Ang-2 es el principal ligando

de angiopoyetina en tumores y actia en forma coordinada con VEGF.
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Investigaciones recientes han demostrado un efecto proangiogénico de Ang-2, ya
que el uso de inhibidores de Ang-2 en tumores ha llevado a una disminucion en el
crecimiento de esta masa, junto con una reduccion de la proliferacion endotelial
(Felcht et al., 2012). Sin embargo el papel de Ang-2 en la angiogénesis tumoral ha
causado disensidn ya que en algunos estudios realizados en ratones y en humanos
se ha visto una sobreexpresion de Ang-2 en cancer y se ha observado igualmente
un aumento en la angiogénesis y el crecimiento tumoral. En contraste estudios
arrojaron como resultado que la induccion especifica de Ang-2 en carcinomas
mamarios y carcinomas de pulmon inhibieron el crecimiento tumoral y la metastasis
(Prager et al., 2012). Es por ello la necesidad de seguir estudiando esta quinasa en
células cancerigenas de diversas lineas (Song et al.,, 2012). Tiel y Tie2 son
receptores de la familia tirosina quinasa (TKR) que estan asociados con
proliferacion y diferenciacion de células tumorales. Ambos poseen dominios
extracelulares multiples unicos. Al igual que los receptores VEGF, Tiely Tie2 estan
altamente expresados y juegan papeles criticos durante el desarrollo embrionario
(Lemmon & Schlessinger, 2010) Tie2 se identificd inicialmente como un receptor
que controlaba varias propiedades de las células endoteliales en condiciones
fisiolégicas y patoldgicas. Posteriormente se descubrié que las angiopoyetinas,
modulan la sefalizacion dependiente de Tie2, que a su vez regula la supervivencia
y la apoptosis de las células endoteliales, controla la permeabilidad vascular y
ademas regula el brote capilar que ocurre durante la angiogénesis normal, y también
parece jugar un papel crucial en varias anomalias vasculares, como las
malformaciones venosas en el cancer (Song et al., 2012), ya que se descubrié que
Tie2 estaba sobreexpresado en vasos tumorales. Se ha observado que Tie2
también se expresa fuera del compartimento vascular en varios tipos de cancer,
incluida la leucemia y las neoplasias solidas. Por lo tanto, Ang-2 actia como eje de
sefalizacion en endotelios dafiados, por lo tanto, patolégico generando un proceso

de inflamacion sistémica. (Akwii et al., 2019).

Regulacion de la sefializacion angiopoyetina 1y 2 en patologias vasculares
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La nocion de que el sistema Ang / Tie contribuye a la patogénesis de la enfermedad
esta respaldada por estudios clinicos y estudios en modelos animales. Esta via se
ha visto mutada en personas con trastornos cardiovasculares observandose un
aumento en las concentraciones de Ang-2, junto con los marcadores de activacion
plaquetaria, angiogénesis e inflamacion. Este efecto se repite en personas con

hipertension e insuficiencia cardiaca y sindrome coronario agudo.

El sistema de sefalizacion de las angiopoyetinas consta de cuatro ligandos y dos
receptores. Los ligandos son Ang-1, Ang-2, Ang-3 y Ang-4, siendo las mas
investigas Ang-1 y Ang-2. Mientras Ang-1 actla como sefial paracrina para la
estabilidad del vaso fosforilando continuamente el receptor de tirosina Tie2, suprime
igualmente la expresion del factor tisular inducido por VEGF y el factor de
crecimiento tumoral alfa (TNF-a) suprimiendo la inflamacion endotelial. Igualmente
se ha observado que Ang-1 colabora en la construccién del vaso sanguineo en
crecimiento inhibiendo de esta manera la apoptosis celular mediante la activacién
de PI3K / Akt teniendo bajos efectos proliferativos en estas células. La activacion
del receptor Tie2 también inhibe la expresion dependiente de NF-kB (actor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B) de genes inflamatorios
como los que codifican moléculas de adhesién luminal). Por su parte Ang-2 genera
una sefalizacion autocrina por parte de la CE desestabilizando el vaso sanguineo.
Ang-2 es sometido por diversos efectos inflamatorios. Esta proteina actia como un
antagonista de Ang-1 inhibiendo la sefializacion del receptor Tie-2 aumentando
VEGF quien a su vez genera disminucién en el ensamblaje en la unién de célula-
célula a través de la via rhoa quinasa. Este proceso a su vez generara fuga capilar
siendo un requisito previo para la migracion celular y formacion de nuevos vasos

sanguineos (Figura 6).
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Figura 6. Via de sefalizacion de Angiopoyetina 1 y 2 y el receptor Tie-2. Figura modificada de

(Lukasz , Philipp Kimpers , y Sascha David., 2012).

Debido a todos los antecedentes mencionados en la introduccién y que actualmente
no se conoce el efecto del estrés de roce fisiolégico o patoldgico en la liberacién
sustancias pro-angiogenicas desde las células de melanoma y su efecto en el
microambiente tumoral vascular, es que el objetivo de esta tesis es Determinar si el
estrés de roce patolégico sobre células de melanoma induce la liberacion de
mediadores bioldgicos que producen una angiogénesis patologica. Para ello se
estudiara el efecto de medio condicionado de células de melanoma sometida a

estrés de roce diferencial, sobre la proliferacion, migracion y angiogénesis endotelial

Nota: En el proyecto original el estudio era: estudiar el efecto de medio
condicionado de células de melanoma sometida a estrés de roce diferencial, sobre
la proliferacion, migracion y angiogénesis endotelial mediada por la via

angiopoyetina-2/Tie2.
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Hipotesis

Nos gustaria resaltar los siguientes antecedentes que conducen a nuestra hipotesis

1.

El melanoma es la forma de cancer de piel mas peligrosa, por su alta metastasis
y mal pronéstico.

Las células de melanoma con el fin de crecer y propagarse requieren nutrientes
de la vasculatura aumentando la angiogénesis tumoral

La reciproca interaccion entre el tumor y el microambiente es crucial en la
metastasis y progresion del tumor

Las células cancerigenas dentro del microambiente tumoral pueden afectar
severamente la biofisica del flujo sanguineo, como el estrés de roce

Las células de melanoma sometidas a flujo turbulento pueden inducir cambios
pro-angiogénicos y cambios en la via de sefializacién y comunicacién con la
célula endotelial ubicadas en los vasos sanguineos, dentro del ambiente tumoral
Las células de melanoma sometida estrés de roce provoca vasos sanguineos
irregulares, pudiendo inducir cambios pro-angiogénicos en la célula endotelial,
vasos sanguineos irregulares y flujo sanguineo anormal facilitan el crecimiento
y migracion del tumor.

Actualmente, no existen estudios que vinculen directamente la fuerza de la
hemodindmica vascular del melanoma y si genera cambio en la sefializacion,

fenotipo y vascularizacién en la célula endotelial.

Considerando estos antecedentes se plantea el siguiente supuesto:

Hipotesis Final
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Medio condicionados provenientes de células de melanoma sometidas a estrés de
roce turbulento (patolégico) inducen una mayor respuesta angiogénica en células

endoteliales in vitro.
Hipotesis Original

Medio condicionados provenientes de células de melanoma sometidas a estrés de
roce turbulento (patolégico) inducen una mayor respuesta angiogénica en células

endoteliales in vitro, via angiopoyetina-2/Tie-2.

Objetivo General Final

Determinar si el estrés de roce diferencial derivado de células de melanoma

aumenta las vias angiogénicas patoldgicas.

Objetivo General Original

Determinar si el estrés de roce diferencial derivados de células de melanoma inhibe
la sefializacién via receptor Tie2 generando un aumento de las vias angiogénesis

patologicas.

Objetivos Especificos

» Determinar el efecto de medios condicionados derivados de melanoma sometido

a estrés de roce diferencial en la proliferacion de células endoteliales.

« Identificar el efecto de medios condicionados derivados de melanoma sometido

a estrés de roce diferencial en la migracién de células endoteliales.

« Evaluar el efecto el efecto de medios condicionados derivados de melanoma

sometido a estrés de roce diferencial en angiogénesis endotelial.
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» Evaluar el efecto de medios condicionados derivados de melanoma sometido a
estrés de roce diferencial en la via de transduccion del receptor Tie2. (Este

objetivo, no logré demostrarse debido a la pandemia mundial)

Materiales y Métodos

Lineas celulares

Las células de melanoma humano SK-MEL-37 se cultivaron en medio MEM (Sigma
Aldrich®) pH 7,2 y se suplementaron con suero bovino fetal al 10% (Life
Technologies). Se cultivaron en DMEM High Glucose (Sigma Aldrich®) pH 7.2
suplementado con suero bovino fetal al 10% (Life Tecnologias). Las células se
mantuvieron en una atmosfera himeda a 37 ° C que contenia 5% de CO2. Al
alcanzar la confluencia, las células se lavaron con solucién de PBS / EDTA, pH 7,2,
se separaron de los matraces con solucion de tripsina al 0,2% (Life Technologies) y

se transfirieron a nuevos matraces de cultivo en una proporcion de 1: 7.
Las células endoteliales hCMEC/D3

Se utilizd6 una linea celular de microvasculatura cerebral humana hCMEC/D3
(Merck, sigma-Aldrich, ref # SCCO066, Alemania), se utilizaron cultivo celulares en
placas previamente incubadas toda la noche con colageno tipo | de cola de rata
(CORNING, Discovery Labware, ref #354236, Lot #6207007, USA). Se usaron
placas de 60y 100 mm o 24 y 96 pocillos, dependiendo del requerimiento del ensayo
a realizar. Estas fueron cultivadas con medio EndoGRO ™ MV Supplement Kit
(catalog # SCMEQ04-S, Lot# 3035216) 37°, 21% de oxigeno y 5% de COo..

Estrés de roce

Placas estrés de roce. Se prepararon las placas para montar el ensayo de estrés de
roce, donde la placa de 35mm se pegd en el centro de la placa de 100mm (Nest,

BIODEL), utilizando el pegamento parafina - vaselina 3:1, las placas se pusieron
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durante 10 min en una estufa para derretir el pegamento y que quedara sellado y
adherido. A una de las placas se les agrego seis pelotitas de mismo pegamento
para simular el estrés de roce turbulento. Las placas se esterilizaron a la luz UV

durante 15 (ver figura 7)

Figura 7. Montaje de placas para generar estrés de roce en el agitador orbital.

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 Skmel-37 se sometieron a estrés de roce utilizando la
metodologia descrita por de la Paz et al, 2012. 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 100mm con una confluencia ~80%- 85%. Se
deprivaron de sueros durante toda la noche. Posteriormente las placas se
sometieron a estrés de roce orbital durante seis horas (laminar y turbulento) (37-C,
5% CO2) usando un agitador orbital (Dragdén 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 a través de la monocapa se
aproxima como la tensién méaxima de corte en la pared: Tmax = a\pn (21f)3, donde

a= radio de rotacion orbital (5,25 cm), p= densidad del medio (1,0 g / mL), n=
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viscosidad del medio (7,8 x 10-3 dinas*s / cm?) y f= frecuencia de rotacién

(rotaciones / segundo) (ver formula 1).

Usando esta ecuacion, se sometieron las células a roce laminar de 0,5 N/ m2, que
esta dentro del rango capilar fisiolégico. Para generar estrés de roce patologico
(turbulento), a las placas se le adicionaron obstéculos fisicos no uniformes con el
pegamento formado de vaselina y parafina en su relaciéon descrita anteriormente.
Finalmente se realizaron dos controles uno es una condicion estética la cual fue
vertido el medio condicionado provenientes de células de melanoma de las células
de melanoma a las células endoteliales, sin embargo no se llevo esta placa al
agitador, se utilizaron como control. Las magnitudes y frecuencias utilizadas para
estos experimentos se eligieron para ser coherente con los encontrados en la

vasculatura (Jo et al., 1991).

r = radio de la rotacion orbital (3.25 cm)
f = frecuencia de rotacion (rotaciones/segundos)

V=2nrxf _(U*D*p)

p= densidad de medio (1.0 g/ml) Re n

n= Viscosidad del medio (7.8x1072 dinas-s/cm?)
D= diametro particula (0.5 cm)

Férmula 1. Célculo de nimero de Reynolds para nuestro sistema experimental de estrés de roce

diferencial

Fluorometria de Laser Speckler

La adquisicién de velocidades de flujo sanguineo y tiempos de descorrelacion in
vitro se realiz6 utilizando el sistema integrado Pericam PSI HR utilizando tecnologia

de contraste de Laser Speckle (LASCA), lo que permite la grabacion de imagenes
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y obtener una distribucién de valores cuantificables del flujo, mediante valores
arbitrarios, cuantificables mediante escala asignada de colores. En este caso se
midio la placa donde se sembraron células de melanoma en una condicion

turbulenta con un caudal (fuerza por area) de 0.5 N/m?y 1 N/m?.

Extraccion de proteinas

Para obtener extractos de proteinas se disgregaron con tripsina y se lavaron con 1X
PBS y se resuspendieron en buffer de lisis NP40 Cell Lysis Buffer (Invitrogen - Life
Technologies) (Tris 50 mM, pH 7,4; NaCl 250 mM; EDTA 5 mM ; NaF 50 mM;
Na3Vv04 1 mM; Nonidet P40 al 1% y NaN3 al 0.02%) mas 2 pug / mL de aprotinina 'y
PMSF 1 mM. El homogeneizado se incub6 durante 30 minutos a 4 °C y luego se
centrifugé durante 15 minutos, 13000 rpm a 4 °C. El medio condicionado
provenientes de células de melanoma se transfirié cuidadosamente a un nuevo tubo
y se almacend a -20°C. Para determinar la concentracion de proteina de los

extractos, utilizando el kit ioAgency "BCA Protein Assay - Modified Lowry Method".

Ensayos funcionales

Proliferacion celular

Las células endoteliales extraidas de la microvasculatura del cerebro fueron
cultivadas en las condiciones descritas por el fabricante y reportado previamente
por (Maghnie) (Maghnie et al., 1998). Se procedi6 a plaquear en placas de 96
pocillos, incluyendo 7 x 102 células en M199 suplementando con 20% de suero fetal
bovino, las células se mantuvieron en crecimiento a 37°C, 5% CO2 por 12 horas.
Posterior a ello se inicié la deprivacion de suero en M199, 2% SFB, la proliferacion
se evalu6 mediante el reactivo de marcaje (Kit 5-bromo-2-deoxyuridine

(BrdU)/ELISA), para finalmente determinar la incorporacion del marcaje segun
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indicaciones del fabricante y reportado por (Matson & Cook, 2017). Finalmente se

lee la placa a 405 y 492 nm y se obtiene la diferencia para su cuantificacion.
Migracion celular.

Para averiguar si los medios condicionados obtenidos con las células melanoma
estimulado por estrés de roce laminar y turbulento aumentan in vitro la migracién de
células endoteliales se realizara un ensayo de herida y ensayo transmigracion con
insertos de membrana. Para el ensayo herida, se siembra las células endoteliales
en placas de 24 pocillos. Cuando estén 80% confluentes, las células se lavaron y
deprivaron de suero durante la noche, transcurrido este tiempo se realizara el
raspado con una punta amarilla 200 uL, los pocillos se lavaran con PBS 1x, se
colocara 200 uL del medio de cultivo condicionado, se deja incubar por 24 horas.
Se realizard un seguimiento de la migracién con imagenes del raspado las cuales
se capturara con un sistema de camara digital a 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 h (ampliacion,
x 20). Se evalud el area de la herida mediante el programa Image J- NIH con el

software de complemento de Angiogénesis (DeCicco-Skinner et al., 2014).

Ensayo de formacion de tubos.

Las células endoteliales se dejaran crecer en una placa de 24 pocillos hasta una
confluencia del 70%, Posteriormente se estimularan con los medios condicionados
durante 24 horas, luego las células endoteliales sometidos se sembraran en una
matriz de extracto de membrana basal, este procedimiento las indujo a diferenciarse
y formar estructuras similares a tubos cuando se cultivan. Estos tubos contienen
lumen rodeado por células endoteliales unidas entre si a través de complejos de
union. Finalmente, se utilizé Image J- NIH con el software de complemento de
Angiogénesis para detectar nodos, tubos o mallas que luego se pueden cuantificar
(DeCicco-Skinner et al., 2014).

Analisis estadistico
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Los grupos se compararon mediante analisis no paramétrico (prueba de Mann-
Whitnney o Kruskal-Wallis, segun corresponda). Los valores se presentan como
S.E.M. segun corresponda. P<0,05 es considerado estadisticamente significativo.
Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS en su version
20.

1V Resultados

Segun los calculos tedricos, el volumen de los obstaculos supera el nimero tedrico
de Reynolds para nuestro sistema (sobre 50 para vasos con menos de 1mm), por
lo que el estrés de roce seria turbulento, bajo nuestras condiciones experimentales
(Formula 1). Sin embargo, para corroborar estos datos tedricos, el flujo en las placas
de cultivo fue medido mediante analisis de contraste de imagenes de laser Speckle
observandose que los obstaculos de parafina generan un flujo cadtico. La condicion
turbulenta ya sea sujeta a un caudal (fuerza por area) de 0.5 N/m? o 1 N/m? presenta,
en el gréfico de cajas y bigotes, una mayor desviacién estandar y una distribucién
mas amplia de valores minimos y maximos, esto se condice con un comportamiento
mas caotico de flujo. Ademas, las imagenes observadas de ejemplo muestras sitios
de color azul en la condicion turbulenta donde el flujo es menor, el cual se condice

con la posicion de los obstaculos de cera de parafina. (Fig. 8).
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Figura 8. Las imagenes del lado derecho de la figura, representan uno de los cientos de fotogramas de la
captura Doppler, se puede observar que la inclusion del obstaculo genera un flujo menos parejo (distintos
colores). El Grafico de caja y bigotes del lado izquierdo presentan los datos numéricos de flujo, se puede
observar que el flujo turbulento presenta una diferencia significativa en la dispersion de datos que el flujo
turbulento versus laminar p<0.05 en 0.5 N/m? y 1.0 N/m? mediante el andlisis estadistico Kruskal Wallis.

Con el objeto de determinar si el flujo desprendia células de la placa, se evaluo el
namero de células flotantes a las dos, seis y 24 horas de estimulacion de roce
diferencial (Fig. 9), Se pudo observar que a las dos y seis horas no habia efecto en
el desprendimiento de las células. Debido a esto se adopt6 el tiempo de 6 horas de
estimulacién para provocar una mejor liberacion de las sustancias vasoactivas
liberadas por el melanoma. Datos de colaboradores, previamente habian de
mostrado que a las seis horas de estimulo de estrés de roce diferencial no habia
diferencia en la apoptosis celular con respecto a la condicion estatica (Dato no

mostrado).
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Figura 9. Nimeros de células muertas utilizando el modelo de placa concéntrica. Las células en suspension
luego del estrés de roce se recogieron y fueron contadas en una cdmara de Neubauer. Cada punto de la curva
representa la media y el error estandar del nimero total de células en cada condicién y tiempo de muestra. La
estadistica utilizada fue U de Mann Whitney p<0.05

Medios Condicionados derivados de Células de Melanoma

Una vez transcurridas las seis horas de estimulo en las diferentes condiciones se
obtuvo el medio condicionado provenientes de células de melanoma a los cuales se
les determino la concentracion de proteinas con el objeto de estandarizar las
distintas replicas, para después vértelos a células endoteliales para realizar los
ensayos. A continuacion, se estandarizo la cantidad de proteina con las que se
estimuld las CE mediante el método Bradford. Para ello se hicieron calculos
matematicos de acuerdo al volumen recomendable en literatura con respecto a
estimulos con medio condicionado en placas de 24 y 96 pocillos 0,3 ml y 0,07 ml

respectivamente (Buchanan et al., 2014).
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Medio Condicionado 0.5x y 1.0x

Optamos por estandarizar mediante cantidad de proteinas y unir todos los medios
condicionados provenientes de células de melanomas de los estimulos de células
de melanoma por estrés de roce diferencial en una sola solucién maestra para evitar
posibles diferencias en la obtencion del medio condicionado de células de
melanoma en las tres condiciones previamente descritas. Se procedio a realizar los
calculos para obtener dos concentraciones de soluciones 0.5x y 1.0x Para la
obtencion de estos volimenes se realiz6 el siguiente calculo: La concentracion
estandar de proteina fue de 3,7 mg/ml e igualmente se determiné la concentracién
de proteina de los tres medios: Turbulento 4 = mg/ml, Laminar = 6,75 mg/ml y
estatico = 3,67 mg/ml mediante el kit BioAgency "BCA Protein Assay como se
explico anteriormente en la seccion de metodologia. Una vez obtenido estos valores
se procedi6 a dividir la concentracion estandar por la concentracion de proteina del
medio condicionado, donde se multiplic6 por el volumen del pocillo segun
correspondia el ensayo a realizar. Finalmente, el resultado obtenido para 1.0x se
dividié por dos y se obtuvo la cantidad volumen para 0.5x (ver tabla 1). De esta
manera se unificaron criterios debido a que la literatura en general se hace una

relacion de volumen 1:1 sin considerar concentracion de proteinas.
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Tabla 2. Valores para obtener la concentracibn de sustancia vasoactivas de medio
condicionado de célula de melanoma. Volimenes 1.0x y 0.5x de cada medio condicionado

en placas de 24 y 96 pocillos.

Conc. final prot.= concentracion final de proteinas

24 pocillos (0,3 ml) 0.5x conc. final prot. 1.0X conc. final prot.
Turbulento  (ml) 0,14 3,7 mg/ml 0,28 7.4 mg/ml
Laminar (ml) 0,08 3,7 mg/ml 0,16 7.4 mg/mi
Estéatico (ml) 0,15 3,7 mg/ml 0,3 7.4 mg/mi

96 pocillos (0,07ml) 0.5x conc. final prot. 1.0X conc. final prot.
Turbulento  (ml) 0,03 3,7 mg/ml 0,06 7.4 mg/ml
Laminar (ml) 0,02 3,7 mg/ml 0,04 7.4 mg/ml
Estatico (ml) 0,04 3,7 mg/mi 0,07 7.4 mg/mi

Proliferaciéon celular.

La proliferacion celular se define como un aumento del nimero de células como
resultado del crecimiento y la multiplicacion de estas. En un estado patolégico como
el cancer, las células pueden exhibir altas tasas de proliferacién siendo colaborado

por la microvasculatura de los vasos sanguineo.

El endotelio vascular es un "6rgano" celular dinamico que controla el paso de
nutrientes a los tejidos, como las células tumorales. Los vasos sanguineos de los
tumores tienen diametros irregulares; son fragiles, tienen fugas y el flujo sanguineo

es anormal (Dudley, 2012).

Por estas razones evallo la proliferacion de la célula endoteliales sometidos con
medio condicionado provenientes de células de melanoma y se compararan a la CE
sometidos con medio condicionado provenientes de la célula de melanoma
expuesta a diferentes condiciones (E, FL y FT) y se hallaron diferencias
significativas entre la concentracién 0.5x y 1.0x (p<0,05) como se observa en el
gréfico (fig. 10A).

35



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

En todas las condiciones de estrés de roce el aumento en la concentracion de
sefales derivadas del medio condicionado, produce una disminucion en la
proliferacion endotelial. Esto nos indica que las sustancias producidas por el
melanoma estarian inhibiendo las vias proliferativas endoteliales. Si bien no
podemos descartar también un aumento de las vias apoptoticas, las observaciones
de las placas de cultivos al compararlas a las tratadas sin medio condicionado no

mostraban mayor cantidad de células flotantes.

Se evallo igualmente el efecto de proliferacion de células endoteliales que fueron
sometidos con medio condicionado provenientes de células de melanoma con una
concentracion de 0.5x (fig.10 B) y no se observa diferencias significativas entre los
grupos excepto el flujo turbulento (p= 0,001) el cual produjo una baja proliferaciéon
endotelial (fig.10 D)

En la (fig. 10 C) Se evaluo el efecto de proliferacién endotelial con una concentracion
1.0 x y se encontrd una disminucion en la proliferacion por parte del resto de los
grupos con respecto al grupo de células endoteliales con medio deprivado (p< 0,05).
Esta disminucion en la proliferacién puede deberse a que el medio estd mas

concentrado.
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En la figura 10. SMC= Célula endotelial sin medio deprivado; E= Condicion estatico, FL= Flujo laminar, FT=
Flujo turbulento.  A) Se compar6 la absorbancia por flujo entre ambos volimenes 0.5x y 1.0x mediante el
estadistico U de Mann-Whitnney. B) Se evalud la proliferacion entre los dos flujos, ademés se agregd un cuarto
grupo de células sin medio condicionado (SMC) con un volumen 0.5x C) Se evalud la proliferacién entre los dos
flujos mas células sin medio condicionado con un volumen de 1.0x D) se observa la proliferacion donde se da
principalmente en un volumen de 0.5x. Se utilizé la prueba Kruskal Wallis para comparar los grupos; *
Significativo p < 0,05.
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Resumen de resultados obtenidos en proliferacion celular.

Medios condicionados 0.5 x nos disminuye proliferacion excepto turbulento.

Medios condicionados 1.0 x disminuye el efecto de la proliferacion.

Se evidencié que un volumen mas concentrado 1.0x genera una menor
proliferacion que una concentracion mas baja (fig.10 D). Las células
endoteliales (CE) estimuladas con medio condicionado proveniente de
células de melanoma sometida a condiciones turbulentas con una condicion
0.5x presenta un 33-40% menos de proliferacion celular con respecto al
resto de los grupos, sin embargo con una condicion 1.0x este porcentaje
disminuye con respecto a las células endoteliales estimuladas con medio
condicionados provenientes de células de melanoma, no asi con el grupo de
células endoteliales que no poseen medio condicionado donde mantiene un

33% menos de proliferacion celular.
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Migracion celular

Uno de los principales procesos involucrados en la angiogénesis es la migracion de
las células endoteliales. La migracion endotelial se puede observar en procesos de
la cicatrizacion de heridas donde las plaguetas secretan mediadores vasoactivos
previniendo la pérdida excesiva de sangre al formar un bloqueo temporal para llenar
las areas heridas sin tejido. Un exceso o deficiencia en la migracién puede conllevar
a la generacion de un vaso sanguineo disfuncional los cuales se podrian producir
por aumento de factores de crecimiento y citoquinas, aun cuando esto no esta
confirmado. Los vasos tortuosos podrian ser beneficiosos para el cancer, ya que los
procesos biofisicos involucrados serian deficientes, permitiendo una menor
resistencia y un mayor flujo sanguineo a la célula maligna. En este sentido

los ensayos in vitro son enfoques excelentes para extrapolar situaciones in vivo.

Otro factor interesante al tener un vaso sanguineo disfuncional es que facilita la
posible salida del tejido de origen del tumor al torrente sanguineo pudiendo invadir

otros tejidos, en el proceso conocido como metastasis.

Al comparar los medio condicionado obtenido de células de melanoma y verterlo a
las células endoteliales para evaluar su efecto se observa que con una
concentracion 0.5x existe una mayor migracion por parte de las CE estimulada con
medio condicionado de células de melanoma expuestas a flujo turbulento (CE+FT)
con respecto al resto de las condiciones a partir de las 8 horas post herida (p<0,05)
(fig.11 A), sin embargo esta diferencia se acrecienta a partir de las 20 y 24 horas
(p=0,01).

Con una concentracion de 1.0x se observa el mismo efecto que la concentracion
0.5x (fig. 11 B), sin embargo, a la hora 16 post herida genera una diferencia muy
significativa (p=0,01) a excepcién CE estimulada con medio condicionado de células

de melanoma expuestas a flujo laminar (CE + FL) (P< 0.05).

Los graficos de la figura (11 A) y (11 B) contienen mapas de calor, que muestra con
un color blanco las areas mas pequefas y con un color azul oscuro los tamarfos de

areas mas grande permitiendo una mayor visualizacién para el lector, igualmente el

39



Universidad del Bio-Bio. Red de Bibliotecas - Chile

grafico (11 C). Donde se demuestra que el flujo turbulento presenta zonas mas

claras que el resto de los medios como el flujo laminar y estatico.
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Figura 11. A) Se compara el efecto que produce cada flujo con respecto al cierre de la herida en un volumen
de 0.5x, ademas de mapa de calor para la visualizacién de las areas y en B) Se compara el efecto que produce
cada flujo con respecto al cierre de la herida en un volumen de 1.0x apoyado con un mapa de calor para su
visualizacion C) Se observa la herida post 24 h en ambas concentraciones. La estadistica utilizada fue la prueba
de Kruskal Wallis. * Significativo p < 0,05.
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Resumen de resultados obtenidos en migracion celular

Medios condicionados proveniente de células generan mayor migracion
celular con respecto a las células endoteliales que fueron estimuladas con
medios condicionados derivados de células de melanoma en condicion

estatica y laminar a partir de las ocho horas post herida propia del ensayo.

Medios condicionados con una concentracion 0.5x genera similar migracion
que una concentracion 1.0x ya que a partir de las ocho horas post herida
comienza a evidenciar diferencias significativas las CE estimuladas con
medio condicionado de células de melanomas expuestas a FT tienen una
mayor tasa de migracion con respecto al resto de los grupos. Esto se puede
deber a que en el organismo adulto la migracién celular, tiene gran
importancia en los procesos homeostéaticos como la respuesta inmune y la
reparacion de tejidos. Sin embargo puede contribuir a algunos procesos
patolégicos como el cancer, siendo las células cancerosas en el tejido
circundante y la vasculatura un paso inicial en la metéstasis tumoral (Stuelten
et al., 2018).

Las CE que fueron estimuladas con medio condicionado proveniente de
células de melanoma sometidas a condiciones turbulentas evidencia con una
concentracion de 0.5x como 1.0x un 60% aproximadamente de migracion

celular con respecto al resto de los grupos comparados.
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Ensayo de formacion de tubos para evaluar angiogénesis

Como hemos explicado anteriormente en esta tesis, la necesidad para la progresion
del tumor va correlacionada con la generacion de una red de vasos sanguineos
anormal, denominada angiogénesis tumoral, la cual permite aportar nutrientes y
oxigeno a la masa tumoral altamente proliferativa. A continuacién, se mostrara el
resultado que se obtuvo al estimular las células endoteliales con medio
condicionado proveniente de células de melanoma sometidos en la formacion de
estructuras tubulares endoteliales, paso inicial para la angiogénesis (Nishida et al.,
2006).

El software “Angiogenesis Analyzer’ funciona como un programa integrado, es
gratuito y de cdédigo abierto, facil de personalizar y compatible con varias
plataformas OS (Linux, MacOS y Windows). Esta evaluacién in vitro de la
angiogénesis consiste en la medicién de la capacidad de las células endoteliales
para formar la estructura conocida como arbol maestro, el cual esta compuesto por
uniones de células endoteliales y distintos subelementos. Si bien el analisis principal
se enfoca en la formacion de tubos y mallas, se consideraron los siguientes objetos
vectoriales caracterizados por el andlisis del software ya que son los principales

componentes del arbol maestro:

e Malla: Area delimitada por un segmento

e Areade mallatotal: Suma de area de malla en cada imagen

e Largo de malla: Suma del tamafio de la malla en cada imagen.

e Nodo: Unién de al menos 3 pixel.

e Uniones: Grupo de nodos que forma una bifurcacién.

Los resultados muestran que las CE estimulada con medio condicionado de células
de melanoma expuestas a flujo turbulento (FT) con una concentracién 0.5x generan
en el ensayo de angiogénesis mayor numero de mallas, areas de la malla y nimero
de nodos (Fig. 12) y (Fig. 13 A, 13 B, y 13 D) (p= 0,02). La malla representa la
capacidad de generar una estructura tipo vaso cerrada, mientras que el area de

malla estaria dandonos un indicativo del area de estos vasos.
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Al comparar las CE sometidos con medio condicionado, se podria inferir que las
células endoteliales (CE) estimulada con medio condicionado de células de
melanoma expuestas a FT generan, un mayor nimero de vasos sanguineos y con
areas mas grandes para poder suministrar de oxigeno a la masa tumoral. Ademas,
los resultados arrojaron que las células endoteliales sin medio condicionado (SMC)
muestran diferencias significativas en todos los vectores analizados con respecto al
resto de grupos (E, CE+FL, CE+FT) (p=0,05) y diferencias significativas en: Namero
de mallas, Area de la malla y nimero de nodos (p= 0,01) (fig.13). Esto muestra
claramente que las células endoteliales cuando se cultivan de manera
independiente sin algo que simule el ambiente microvascular se comportan de
manera anormal con niveles elevados en todos los parametros observados.
Finalmente, en cuanto al numero de uniones y largo del tubo no exhibieron

diferencias significativas entre células endoteliales sometidos (fig. 13 C, 13 E)
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Figura 12. Concentracion 0.5x A) En esta figura se encuentran las imagen reales de cada grupo analizada
en el programa image J. B) Se encuentra el mapa de nodos. C) El arbol maestro o esqueletizacion de cada
grupo. D) Se encuentran las mallas identificando segmentos (color amarillo), malla (color celeste y nodos (color

rojo).
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Figura 13. A) Se compararon el numero de mallas entre grupos, B) Se compar6 el area de la malla, c) Se
comparé el largo de los tubos, D) numero de nodos y E) nimero de uniones. La estadistica utilizada fue la

prueba de Kruskal Wallis. * Significativo p <0,05.
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Cuando se estimularon a las CE con una concentracion de medio condicionado
derivado de células de melanoma 1.0x arrojo que las células endoteliales sometidos
con flujo turbulento (CE+ FT) presenta diferencias significativas en todos los
vectores analizados: Numero de mallas, Area de la malla, largo del tubo, nimero de
nodos y numero de uniones (Fig. 14 y fig. 15). Aqui podemos destacar que al
aumentar la concentracion del medio condicionado y las sustancias vasoactivas
presentes, la diferencia con respecto a la condicion sin medio condicionado es
mucho menor en todos los estimulos realizados, esto claramente se debe al
aumento en la concentracién sustancias vaso activas en el medio de estimulo.
Nuevamente al igual que el caso anterior esto nos indica que CE sometidos con
medio condicionado de células tumorales expuestas a FT podrian aumentar la
angiogénesis debido a que estimula mayor nimero de vasos sanguineos y mayor

area de estos vasos para poder suministrar de oxigeno a la masa tumoral.
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Imagen original Mapa de nodo Arbol maestro Mallas

A B C D

Figura 14. Concentracion 1.0x A) En esta figura se encuentran las imagen reales de cada grupo analizada
en el programa image J. B) Se encuentra el mapa de nodos. C) El arbol maestro o esqueletizacion de cada
grupo. D) Se encuentran las mallas identificando segmentos (color amarillo), malla (color celeste y nodos (color

rojo).
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Figura 15. A) Se compararon el nimero de mallas entre grupos, B) Se comparé el area de la malla, ¢c) Se
comparo el largo de los tubos, D) numero de nodos y E) nUmero de uniones. La estadistica utilizada fue la
prueba de Kruskal Wallis. * Significativo p <0,05.

Resumen de los resultados obtenido en el ensayo de formacion de tubos
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Medios condicionados generan formacion de vectores (numero de malls,

area de la malla, largo del tubo, nUmeros de nodos y nimeros de uniones).

Medios condicionados con una concentracion 1.0x generan mayor formacion
de vectores (nimeros de mallas, area de las mallas, nodos, entre otros) que

una concentracion 0.5x.

CE estimuladas con medio condicionado derivado de células de melanoma
gue fueron sometidas a estrés turbulento (CE+FT) con una concentracion de
1.0x generan un 50% mas de numeros de mallas que las CE estimuladas con
medio condicionado derivado de células de melanoma sometida a flujo
laminar y un 83% mas de numero de mallas que la condicion estatica. La
condicion CE+FT posee un 45-67% mas de areas que el resto de los grupos
comparados, un 50% mas de largo de tubo, 20-60% mas de numero de

nodos y uniones.
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Discusion

El objetivo inicial de esta investigacion era: Determinar si el medio condicionado
derivado de células de melanoma sometidas a estrés de roce patologico modifica
mecanismos angiogénicos en células endoteliales mediante la inhibicion de la
sefalizacion mediada por el receptor Tie2. Debido a la contingencia mundial
COVID-19, la ultima parte del objetivo inicial no pudo ser completada quedando
como objetivo final de la tesis: Determinar si medio condicionado derivado de células
de melanoma sometidas a estrés de roce diferencial patolégico modifican
mecanismos angiogénicos en células endoteliales. En este sentido cabe sefalar
gue no solo se complejizo el acceso a los laboratorios de cultivo celular, sino que

los reactivos tardaron meses en llegar.

Para lograr el objetivo final de esta tesis se construyé un modelo in vitro capaz de
reproducir las fuerzas dinamicas del flujo sanguineo. Cabe destacar que en general
los experimentos con células del vaso sanguineo tienden a ser en condiciones
estaticas, en este esta tesis, se innova intentando generar un ambiente mas
parecido a lo observado en sistemas bioldgicos, en el cual las células del vaso
sanguineo estan sujetas constantemente a fuerzas fisicas generadas por la
mecanica circulatoria. El otro aspecto interesante de esta tesis es el hecho que las
células de la vasculatura sanguinea no existen solas, sino que hay un
microambiente en el que las sefiales de una célula retroalimente a las células
vecinas, generando respuesta no observadas en modelos de células Unicas
aisladas. En este sentido la tesis presenta como los estimulos en una célula,
melanoma, pueden producir sustancias que son capaces del alterar el fenotipo de
otra célula cercana, emulando la comunicacién paracrina celular. En este sentido
esta tesis intenta ahondar en modelos in vitro que imiten de manera un poco mas

adecuada los fendbmenos observados in vivo.

Para responder a este objetivo se utilizaron células de melanoma Skmel-37 las cual
fueron sometidas a estrés de roce diferencial en condiciones estética, laminar y
turbulento. Luego obtener el medio condicionado del estimulo mecanico diferencial,

se cuantifico para estandarizar los volimenes segun concentracion de proteinas y
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se agregd en dos concentraciones sobre células endoteliales para evaluar como las
sustancias derivadas del melanoma son capaces de inducir cambios en los
procesos asociados a angiogénesis tales como proliferacion, migracion y formacion
de tubos (Dardik et al., 2003)

Las fuerzas fisicas del flujo sanguineo, como el estrés de roce, actian sobre células
que componen el vaso sanguineo, interactuando con mecanoreceptores y
produciendo produce cambios en el fenotipo celular. En condiciones normales se
sabe que el estrés de roce laminar o fisiolégico es crucial para el funcionamiento
vascular normal, debido a que incluye la regulacion del calibre vascular, asi como
la inhibicién de la proliferacion, trombosis e inflamacién de la pared del vaso,
considerandose incluso un estimulo ateroprotector (Banerjee et al., 2003). Por otra
parte, el flujo turbulento u oscilatorio, el cual se genera cerca de las bifurcaciones
arteriales de las ramas o cuando existen disminuciones abruptas en el calibre
vascular estan asociados con patologias vasculares crénicas tales como Trombosis,
embolia, aterosclerosis y conlleva la formacién de ateromas en el lumen vascular
(Kuhnen et al., 2018). Un ejemplo de células sensibles vasculares al estrés de roce,
es el endotelio, que presenta diferentes respuestas conductuales a patrones de flujo
alterados tanto a nivel molecular como celular observandose alteraciones a nivel de
genotipo y fenotipo. (Kleinstreuer & Zhang, 2003). El flujo turbulento se observa en
patologias vasculares crénicas tales como aterosclerosis, hipertension, y diabetes
(Davies et al., 1986).

Si bien el endotelio es el tipo celular que por excelencia interactta con el estrés de
roce sanguineo, en condiciones patoldgicas como el cancer se ha observado que
estan células alteradas pueden también formar parte estructural en el lumen
sanguineo. Sin embargo, aungue es conocido y estudiado los efectos del estrés de
roce en células endoteliales, no esta claro si pudiese tener algun efecto sobre
células cancerigenas formando parte del lumen vascular (Kriger-Genge et al.,
2019).

Este trabajo comprobd que las células de cancer de piel, melanoma, al ser

sometidas a condiciones fisiologicas de estrés de roce son capaces de detectarlo e
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incluso alterar su citoesqueleto con el fin de alinearse en forma paralela con el
angulo del flujo sanguineo ya que las células responden a sefiales quimicas y
mecanicas presentes en su microambiente (Svitkina, 2018). Varias sefales
mecanicas son detectadas y transmitidas a las células a través de
mecanorreceptores. Estos receptores a menudo entran en contacto con la matriz
extracelular (MEC), donde las sefiales externas se convierten en una respuesta

fisiolégica (Jang & Beningo, 2019) como muestra la Fig 4.

Uno de los mecanorreceptores que podrian estar involucrados es el cilio primario.
El cilio primario son organulos basados en microtdbulos que se encuentran en la
mayoria de los tipos de células de mamiferos. Varios estudios han demostrado que
los cilios primarios se reconocen como organulos sensoriales mecanicos y
quimicos y presentan relevancias en ciertas funciones ciliares como detectar el
estrés de roce que conllevan a patologias como la hipertensién, formacion de
aneurismas (Anvarian et al., 2019). Otro mecanorreceptor celular ubicado en la
membrana son las integrinas y receptores acoplados a proteina G y las tirosina
quinasas que traducen los estimulos mecanicos del entorno en cambios celulares
capaces de recibir y traducir una sefial mecéanica como el cilio primario mencionado
anteriormente en células cancerigenas promoviendo la activacion de varias vias de
sefializacion intracelular (RHO, RAC, ERK, PI3K) que controlan la reorganizacion
del citoesqueleto, la generacion de fuerza y la anulacion de la apoptosis (Auer et al.,
2011). Numerosos estudios han demostrado que varios tipos de células cancerosas
no pueden expresar cilios, sin embargo, hay células cancerigenas como en la
patologia adenocarcinoma epitelial humano (HelLa) y células de carcinoma en la
piel, las cuales, si presenta cilio primario, aun cuando estos son defectuosos. Esto
nos indica que probablemente las células cancerigenas al estar en un estado
desdiferenciado son capaces de expresar en su superficie celular

mecanoreceptores capaces de respondes los estimulos fisicos.

Una vez que determinamos que nuestro modelo celular cancerigeno respondia al
estrés de roce, se expuso estas células a estimulos fisicos diferenciales con el

objeto de determinar si un estrés de roce patolégico como el turbulento, provocaba
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la liberacion diferencial de sustancias desde el melanoma. La idea tras este
experimento es demostrar que en condiciones de estrés de roce patolédgico la
angiogénesis tumoral pudiese ser mas agresiva que en estrés de roce laminar. Este
concepto nace de las observaciones clinicas en donde pacientes con patologias
cronicas vasculares tienen una mayor propension a desarrollar metastasis (Pan,
2009).

Si bien existes dos células involucradas en el proceso de angiogénesis el endotelio
y el pericito. Por cuestiones de extension de esta tesis de magister se decidio
centrarse en el endotelio. La CE tiene funcién en el revestimiento interno protector
de los vasos como el sitio local para el suministro de oxigeno a todos los tejidos
(Hesh et al., 2019). El dafio o la disfuncion endotelial se considera un iniciador critico
de enfermedades de grandes vasos como la aterosclerosis. Por el contrario, la
formacién excesiva de nuevos capilares de vasos sanguineos en forma de
angiogénesis se asocia con procesos inflamatorios crénicos, incluidas las
enfermedades de los vasos grandes, y de crecimiento tumoral. Por esta razén se
ha decidido examinar los efectos del medio condicionado diferencial en procesos
esenciales para la angiogénesis como la proliferacion, migracion y formacion de
estructuras tubulares en una matriz de proteinas estructurales que asemejan al
tejido conectivo (Dabagh & Randles, 2019).

Cabe destacar que la literatura no existe precision en los volimenes de medio
condicionado utilizados para estimular a otras células, por lo que para evitar
diferencias inter-experimentales se decidié primero estandarizar por concentracion

proteica, para luego utilizar dos concentraciones 0.5x y 1.0x para observar efectos

Las células endoteliales reciben informacion multiple de su entorno que finalmente
las lleva a progresar a lo largo de todas las etapas del proceso de formacion de
nuevos vasos. Las sefiales angiogénicas promueven la proliferacion de células
endoteliales, aumento de la resistencia a la apoptosis, cambios en el equilibrio
proteolitico, reorganizacion citoesquelética, migracion y, finalmente, diferenciacion
y formacion de un nuevo lumen vascular. Por esta razon se evaluara proliferacion,

migracion y angiogénesis celular (Arnaoutova et al., 2009).
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Proliferaciéon celular

El primer efecto en las células endoteliales a evaluar fue la proliferacion celular. La
proliferacion de células es un indicador vital para comprender los mecanismos de
accion de ciertos genes, proteinas y vias implicadas en la supervivencia o muerte
celular tras la exposicion a agentes toxicos.(Cooper, 2000). Hasta la fecha se han
desarrollado y utilizado numerosos meétodos para evaluar la proliferacion de las
células, en nuestro caso se utilizé el kit 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU)/ELISA) el
cual puede ingresar al ADN y cuantificar el contenido de este en la célula, siendo un

indicador del estado S o de Sintesis del ciclo celular (Nowak-Sliwinska et al., 2018).

Los resultados obtenidos en el ensayo de proliferacion celular evidencian, que las
células endoteliales que fueron estimuladas con medios condicionados
provenientes de las células de melanoma en cualquiera de las condiciones de estrés
diferencial generan una disminucion en la proliferacién celular respecto a una celula
deprivada de modo convencional fig. 15. Este fendmeno claramente nos demuestra
que cuando se tiene modelos de co-cultivo o células estimuladas con medio
condicionado tienden ha existir una mayor quiescencia, lo cual es légico si
pensamos en un tejido que normalmente esta diferenciado y ejerciendo su labor
reguladora del vaso y no en estado proliferativo (Dang et al., 2003). Cuando se omite
el control de células sin medio condicionado observamos que el medio condicionado
derivado de estrés de roce turbulento presenta la mas baja proliferacién de CE en
comparacion a las que fueron estimuladas con medio condicionado proveniente de
células de melanoma que fueron sometida a condicion estética y condicién laminar.
Los resultados hallados son consistentes a la via de sefializacion hipotética que se
pensada estudiar originalmente en esta tesis (fig.6) se observa como Ang-2,
producida en exceso por la célula de melanoma estimulada con estrés de roce
turbulento, inhibe al receptor Tie2, activando la via de Rho Kinasa la cual conlleva
a una estabilizacion de la union de hendidura, ademas de inhibir la via de AKT
disminuyendo la proliferacion celular. (Favero et al., 2014)
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Migracion celular

Una vez que probamos proliferacion de las CE estimuladas con medio
condicionados procedentes de célula de melanoma quisimos evaluar la migracion
celular en forma in vitro. La migracion por parte de las células endoteliales es
importante para la formacion de nuevos vasos sanguineos como también para
muchos procesos patol6gicos como la invasion de tumores, la neoangiogénesis y la

metastasis (Rajakyla & Vartiainen, 2014).

El ensayo utilizado fue el de cicatrizacion de heridas. Este ensayo se realiza una
herida en el centro del pocillo quedando un area libre de células donde al transcurrir
el tiempo las células se volveran a juntar volviendo generar interaccion célula-célula
(Justus et al., 2014). Cabe destacar que éste ensayo sirve para ver tanto migracion
como proliferacion celular, sin embargo, se decidié realizar dos ensayos especificos
para evaluar ambos procesos (Staton et al., 2009). Los resultados de migracién
celular arrojaron que las CE que fueron estimuladas con medio condicionados
provenientes de células de melanoma con estrés de roce turbulento tanto con una
concentracion de 0.5x como 1.0 mostraron diferencias significativas con respecto al
resto de los grupos donde se evidencia aproximadamente un 60% mas de migracion
celular 24 horas luego de realizar la herida. Estos resultados son, similares
resultados a los observados por Van Balkom (Van Balkom et al., 2013)en donde
células endoteliales sin estimulos, poseen una baja capacidad de migracién, esto
se puede deber a que hay moléculas extracelulares que inician y promueven la
migracion como factores de crecimientos como (VEGF), derivados de la célula de
melanoma. Se sabe que estos factores de crecimiento aumentan la tasa y la
direccionalidad celular que conduce a una migracion celular persistente y dirigida
(Zhang et al., 2012). Otra posible causa de esta migracién por parte de las células
endoteliales que son estimuladas con medios condicionados provenientes de una
condicion turbulenta son los pericitos. Los pericitos son células murales que
envuelven a la célula endotelial (Fuxe et al., 2011) con el fin de regular el flujo
vascular y la permeabilidad de las células endoteliales (Chatterjee & Naik, 2012).

Los pericitos son capaces de secretar Ang 1 y Ang 2, con las cuales es capaz de
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regular la estabilidad del vaso sanguineo. Como se mencioné anteriormente en este
escrito, Ang-1 estabiliza los vasos sanguineos, generalmente luego de un proceso
migratorio, mientras que Ang-2 antagoniza esta funcion. Estudios han demostrado
gue sustancia pro-migratorias y pro-angiogencias como VEGF y Ang 2 eliminan la
cobertura de los pericitos alejdndolos del vaso sanguineo inhibiendo de esta manera
la via Rhoa Kinasa la cual estimula la reorganizacion del citoesqueleto de F-actina
y la adhesion de la matriz celular jugando un papel crucial en la migracion de las
células endoteliales (CE) en la angiogénesis y la reparacion de lesiones a lo largo
del endotelio (Fig.6). En ese sentido nuestros resultados de migracion se condicen
con una estimulacibn mediada por Ang-2 la cual induciria una aumento en la
migracion celular (Fig.11) (Bryan et al., 2010). Aun cuando nuevos estudios sefalan
que la migracién celular por parte de las células endoteliales no esta relacionada
con los pericitos como se pensaba a fines del afio 2010, ya que se ha demostrado
que estas células pueden moverse por los vasos sanguineos de forma libre e
independiente no siendo una célula estatica como se pensaba, observandose que
habia células que migraban sin ver pericitos en el vaso sanguineo (Dewi et al.,
2018). Sin embargo esta teoria ha perdido sustento ya que es probable que la
interaccién potencial entre las CE y los pericitos se produzca a través del
intercambio de sefiales paracrinas y no por contacto directo. Esto se debe a que las
células pericitos no han sido tan estudiadas como las células endoteliales quedando
reflejado que solo en la base de pubmed encontramos 118 veces mas articulos que

hablen del endotelio con respecto a articulos que mencionen a la célula pericitos.

Angiogénesis

Finalmente nos intereso observar el efecto que genera las sustancias vasoactivas
liberadas por las células de melanoma vertiéndola a las CE y ver el efecto en la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros pre-existentes. En este

proceso las células endoteliales son los principales artifices. EI proceso de la
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angiogénesis esté bien regulado por moléculas activadoras he inhibidoras de este
proceso como por ejemplo algunos factores de crecimiento ya anteriormente
mencionados como VEGF o proteinas comunes como angiotensina Il. (Sanchez
Socarrés, 2001).

Por esta razdbn en ensayo que utilizamos para evaluar angiogénesis es
automatizado y confiable, el cual identifica los tubos angiogénicos formados por
células endoteliales y proporciona mediciones cuantitativas relacionadas con la
formacion del tubo angiogénico, como el niumero de tubos, area y longitud de los

tubos y ramificaciones de forma in vitro (Irvin et al., 2014).

Han pasado mas de 20 afios desde que se demostrd por primera vez que las células
endoteliales formaran rapidamente estructuras capilares in vitro cuando se coloquen
sobre una matriz extracelular de la membrana basal reconstituida (Arnaoutova et
al., 2009), esto se demuestra en la figura 12 Ay 14 A. Sin embargo, en nuestra
investigacion quisimos saber el comportamiento que presentan las células
endoteliales cuando son estimuladas con medio condicionado proveniente de
células de melanoma simulando la angiogénesis tumoral. Los resultados de nuestra
investigacién arrojaron que las células endoteliales que fueron estimulada con
medio condicionado proveniente de las células de melanoma sometida a estrés de
roce diferencial en condiciones turbulencia mostraron mayor cantidad de nimero de
tubos formados, longitud y area de los tubos ademas de mayores numeros de
nodos, los cuales representan bifurcaciones lo que estaria mostrando que existe
mayor estimulacion de la angiogénesis tumoral. Si bien todos los parametros de
vectores angiogénicos estan aumentados, cabe destacar que el area de la malla es
mayor con respecto al estimulo laminar. Esto nos podria indicar que si bien hay una
mayor formacion de vasos, estos al parecer son mas anchos, lo cual pareciera

indicar un fenémeno de malformacion angiogénica.

La angiopoyetina-2 se identificé inicialmente por actuar como un antagonista de la
angiopoyetina-1 (Ang-1) a través de la sefalizacion a través de Tie2 (receptor
expresado principalmente por células endoteliales), que es relevante para la

maduracion y estabilizacion de los vasos sanguineos (Yuan et al., 2009). Mientras
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que Ang-1 promueve la estabilizacién de los vasos promoviendo la quiescencia de
las células endoteliales y actuando sobre el reclutamiento de pericitos y células de
musculo liso, Ang-2 desestabiliza esta via y favorece la angiogénesis junto con otras
moléculas inductoras como VEGF (Hashizume et al., 2010). En una investigacién
similar a esta tesis se evalud la via de sefializacién que se genera en la célula
endotelial luego de ser estimulada con medio condicionado proveniente de la célula
de melanoma que fue sometida a estrés de roce, y se observo que se activa la via
de AKT, la cual se encuentra sobreexpresada, y ERK la cual estaba disminuida en
la célula endotelial luego del estimulo. (Cardoso, A.C. Tese de Doutorado, 2018)
Esto podria explicar la mayor formacion de tubos, longitud, nodos, area de las
mallas, ya que en el caso de la proteina AKT ésta juega un rol importante en la
supervivencia y angiogénesis de la célula endotelial (Somanath et al., 2006),
mientras que la inhibicibn de ERK ha mostrado generar mayor formacion de tubos

por parte de las células endoteliales (Murphy et al., 2006).

Los pericitos ya mencionados anteriormente se cree que regulan el didmetro capilar
e influyen fisicamente en el comportamiento de la CE promoviendo la brotaciéon
capilar fisioldgica, por lo que si bien no fue nuestra intencion en esta tesis estudiar
las células pericitos podrian generar nuevos conocimientos respecto a la
angiogénesis del vaso sanguineo ya que como se dijo anteriormente hay muchas
preguntas que se estan generando como ¢Existen subtipos especificos de
pericitos? ¢ Los pericitos cambian su fenotipo para realizar funciones especificas

como la angiogénesis o0 migracion celular? (Stapor et al., 2014)

Si bien nuestros hallazgos han confirmado resultados de otras investigaciones en
cuanto a proliferacién, migracién y angiogénesis en forma in vitro. No concuerdan
con los resultados que han mostrado modelos bioinformaticos que pueden predecir
estos mismos hechos como el reporte de Norton y Popel (2016), quienes mostraron
gue aquellas células con alta tasa de proliferacion generan bajas cantidades de
bifurcaciones y a su vez mayor angiogénesis. Este estudio informatico también
mostré que a mayor proliferacion existe menor angiogénesis ya que los vasos

sanguineos se atrofian y no llenan espacios. Sin embargo, este modelo
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bioinformatico no estudid precisamente la interaccion entre sustancias vasoactivas
liberadas por células de melanoma expuesta a diferentes estimulos como fue en
nuestro caso. Por lo que se podria comenzar a realizar experimentos

bioinforméticos de co-cultivos y de esta manera minimizar errores.

Limitaciones del estudio

Cabe sefialar que este estudio no esta exento de limitaciones. En esta investigacion
no se alcanzo a evaluar la via Ang-2 y su receptor Tie2 debido al conflicto social
propio del pais y a la pandemia mundial de Covid-19.

Otra limitacion es que si bien el modelo de placas in vitro se considera lo mas
cercano a la realidad para la aplicacion de estrés de roce en células melanoma tiene
algunos problemas técnicos como la diferencia en las magnitudes de roce a las
células estan expuestas a lo largo del eje de la placa (Rodriguez-Nufez et al.,
2015). Es decir, que existe diferencia entre las células que se encuentran en el
centro de la placa con respecto a las que se ubican en la regién del borde no
recibiendo necesariamente el mismo estrés mecanico por lo que no todas las células
necesariamente liberar la misma cantidad y sustancias vasoactivas. Actualmente no
existe consenso en la literatura sobre cuales son los modelos mas robustos para
reproducir el estrés de roce en las células tumorales en forma in vitro que puedan
ser reproducibles in vivo. Actualmente se ha comenzado a realizar estudios
bioinforméticos para dar mayor claridad a estos procesos sin caer en sesgos (Ghim
et al., 2018). Otra limitacién fue el hecho que no se comprob6 que nuetro candidado
Ang 2 era en parte responsable de los fenédmenos observados a nivel del

comportamiento del endotelio.
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Conclusiones

De acuerdo con nuestros resultados obtenidos en esta investigacién se puede
concluir que las células de melanoma son sensibles al estrés de roce diferencial
debido que liberaron sustancias vasoactivas cuando fueron sometidas a diferentes
condiciones: estatica, laminar y turbulento obteniendo asi medios condicionados.
Una vez que se obtuvieron estos medios condicionados se estimularon a las células
endoteliales evidenciando diferentes resultados en los ensayos de proliferacion,
migracion y angiogénesis. Las células endoteliales que fueron estimuladas con
medio condicionado proveniente de células de melanoma en condiciones
turbulentas exhibieron baja proliferacion celular, sin embargo, mostraron una mayor
tasa de migracion y formacion de vectores (nUmero de malls, area de la malla, largo
del tubo, nimeros de nodos y niameros de uniones) con respecto a las células
endoteliales que fueron estimuladas con medio condicionado en condicion estatico
y laminar. De esta manera se ha podido explorar de manera in vitro la respuesta
angiogénica de las células endoteliales cuando son sefalizadas por el tumor.
Finalmente sefalar que el objetivo del estudio a nivel macro era demostrar que el
flujo turbulento, el cual se observa en condiciones patoldgicas vasculares cronicas,
induce la liberacidén de sustancia vasoactivas desde células cancerigena, como el
melanoma, y que conlleva finalmente a procesos angiogenicos patolégicos en
comparacion a lo observando al estar bajo un microambiente de flujo laminar (sano).
Por ende, alteracion en el estrés de roce en personas con patologias vasculares
cronicas, podria inducir una condicion sensible con respecto al desarrollo de
canceres que sean capaces de interactuar con las fuerzas hemodinamicas

sanguineas.

Proyeccion
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Finalmente sefialar que se estudiaran a futuro la via de sefializacion mediada por
Ang 2 como una de las posibles sefales responsables de los resultados observados

en la tesis.
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