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RESUMEN

En este estudio demostramos que la adhesidon a la fibronectina y la
organizaciéon de monocapas de células endoteliales abrticas obtenidas de
embrion de pollo, en presencia de ca® y ausencia de factores de crecimiento
es mediada por la integrina B3 un receptor ampliamente expresado sobre la
superficie apical de células endoteliales. También reportamos que la adicion del
factor de crecimiento epidérmico (EGF) o TGF-a y bajas concentraciones de
suero de pollo (0,1% SP) a monocapas de células endoteliales, promovieron la
pérdida de los contactos célula-célula, su separacién del sustrato y eventual
migracion que resultaron en cambios en la distribucion espacial y organizaciéon
no solo de la integrina B3 sino también de B-catenina, p120-catenina, c-Src y de
los microtdbulos. Todos estos eventos celulares son considerados necesarios
durante la progresidn del proceso de ftransicion endotelio-mesénquima
(TEndoM). De manera interesante la adhesion de células endoteliales a la
fibronectina en ausencia de factores de crecimiento estuvo acompariada de
activacion y translocaciéon nuclear de los receptores del EGF, especificamente
EGFR y ErbB2; esto fue demostrado mediante el uso de anticuerpos dirigidos
contra los residuos fosforilados Tyr845 y Tyr877, respectivamente.
Adicionalmente, demostramos que EGF, TGF-a, EGFR y ErbB2 estan
presentes en la pared adrtica de embriones pollo de 12-14 dias de desarrollo
cuando los engrosamientos de la intima son notorios y el proceso de TEndoM
ocurre.

Tomados en conjunto, estos hallazgos indican que la adhesion de las células
endoteliales a la FN mediada por integrina y la activacion y translocacién de c-
Src, EGFR y ErbB2 asi como la presencia de sus ligandos, son requeridas para

el proceso de TEndoM.
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ABREVIATURAS.

BSA= albumina de suero de bovino
CEs: células endoteliales

CMLs: células musculares lisas
CNMLs: células no musculares lisas
c-Src: forma citoplasmica de Src

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

EGTA= Acido Etilenglicoltetracético.

FACs: clasificacion celular por fluorescencia

FAK: kinasa de adhesiones focales

FGF-2: factor de crecimiento fibroblastico tipo-2

FITC: isotiocianato de fluoresceina

FN: fibronectina

HB-EGF: factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina
HRP: peroxidasa de rabano

IGF-II: factor de crecimiento de la insulina tipo |l

L= Luz del vaso

MEC: matriz extracelular

MLS: medio 199 libre de suero

MTs: microtibulos

NRTKSs: no receptores con actividad tirosina kinasa

PBS: tampdn salino de fosfato

rhEGF : recombinante de humano del factor de crecimiento epidérmico

rhTGF-a recombinante de humano del factor de crecimiento y transformacion
alfa



RTKs: receptores con actividad tirosina kinasa

SP= suero de pollo

Src: Sarcoma de Rous, celular

TEM: transicion epitelio - mesénquima

TEndoM: transicién endotelio - mesénquima
TGF-a: factor de crecimiento y transformacion alfa
TGF-B: factor de crecimiento y transformacion-beta
TRICT: isotiocianato de tetrametil rodamina

Tyr: residuo de tirosina

UAs: uniones adherentes

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
vW: factor von Willebrand

a-ML actina: Alfa-Musculo liso actina
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1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista histolégico, la pared arterial estda conformada por
ciertos tipos celulares entre los que se destacan las células endoteliales (CEs)
las cuales aparecen rodeadas de multiples capas concéntricas de células
musculares lisas (CMLs), asi como de células no musculares lisas (CNMLs).
En las grandes arterias, en particular, las arterias elasticas o arterias de gran
calibre tales como la aorta, el tronco pulmonar con sus respectivas arterias
pulmonares, la arteria car6tida, la arteria subclavia y las arterias coronarias, la
pared esta compuesta (vista de adentro hacia fuera) de: a) la tunica intima, la
region mas interna de la pared del vaso, en cuyo extremo luminal se observan
las células endoteliales poligonales unidas entre si por complejos de uniones
muy particulares (las llamadas uniones adherentes y oclusivas) y adheridas a
una lamina basal en la mayoria de los casos. Proxima a esta lamina existe una
region que consiste de una matriz extracelular (MEC) en la cual estan
embebidas algunas CMLs y CNMLs y que tiene como limite inferior a la lamina
elastica interna, la cual como su nombre lo indica, esta compuesta de fibras de
elastina bien definidas. b) La tunica o region media, la cual consiste
basicamente de CMLs rodeadas por pequeias fibras de elastina, paquetes de
fibras de colageno generalmente del tipo |y lll y de otros componentes de
MEC dispuestos en forma circular. ¢) Finalmente, la tinica adventicia, la cual
se observa disminuida en su espesor en comparacion con las dos tunicas
anteriores. Esta tunica esta conformada de abundante MEC en la cual estan
localizadas algunas células fibroblasticas y pequefios vasos sanguineos (vasa

vasorum) (ver Diagrama).
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Los vasos sanguineos no son estructuras estaticas; por el contrario, ellos estan
sujetos a un continuo remodelado en su estructura y arquitectura. Este
remodelado parece ocurrir durante el desarrollo vascular, asi como tambiéen en
muchas patologias vasculares las cuales se manifiestan no solo durante la vida
de adulto sino también en la infancia y en la adolescencia (Gibbond y Dzau,
1994; Stehbens, 1996). La remodelacién vascular involucra crecimiento,
migracion, muerte celular, degradacion y reorganizacién de la MEC y es

regulado por fuerzas biomecanicas que estan asociados con el flujo sanguineo
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Diagrama. Representacién esquematica de la pared arterial.

(hemodinamia), asi como también por factores ambientales y genéticos (Hann
y Schwartz, 2009; Davies, 2009). El flujo sanguineo es hoy en dia considerado
como un factor epigenético importante en el desarrolio y funcionamiento del
sistema cardiovascular. El genera una serie de fuerzas biomecénicas tales

como la llamada fuerza de friccién o shear stress, la fuerza de compresion y la



12

de tension. Estas fuerzas actuan sobre la pared del vaso modulando a corto
plazo no solo la estructura y funcion endotelial, sino también la organizacion y
diferenciacién de los vasos sanguineos en etapas embrionarias, el tono o
calibre vascular, la reparacion endotelial y a largo plazo el remodelado del

corazoén y de las grandes arterias (Tarbell y Ebong, 2008).

Es ampliamente conocido que las alteraciones en la hemodinamia pueden
causar también el engrosamiento de la intima (Stary y col.,1995; Davies y
Triphatti, 1993; Glasser y Arnett, 2008). Este ultimo es definido como un
aumento en el numero de células residentes en la intima, el cual ocurre
concomitantemente con la degradacién y reorganizacién de ios componentes
de MEC (Nakashima vy col., 2002; Subbotin, 2007). La formacién de tales
engrosamientos puede involucrar factores del microambiente tales como
algunas citocinas y factores de crecimiento, la modulacién de la expresién de
algunos genes asi como algunos eventos celulares como la migracion y
proliferacion celular (Newby y Zaltsman, 2000). En la actualidad existe
controversia no solo con respecto a la naturaleza y origen o la fuente de CMLs
involucradas en el desarrollo de la pared arterial (Majesky, 2007) y de las
células que conforman los engrosamientos de la intima (Hoofnagle y col.,
2006), sino también en relacion a los mecanismos que contribuyen a su
formacién (Arciniegas y col., 2007; Arciniegas y Candelle, 2008; Carrilio y col.,
2010). Algunos investigadores sostienen que estos cambios son causados por
la accion de las células musculares lisas residentes en la pared del vaso, que
proliferan y migran desde la regidon media a la intima (Fleenor y col., 2011). Sin

embargo, estudios recientes han propuesto diferentes origenes o fuentes para
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las células que forman parte de la intima engrosada que incluyen a las células
hematopoyéticas circulantes o CMLs locales (Eisenberg y Eisenberg, 2004).
Otras fuentes podrian incluir a las células epicardicas (Majesky., 2007), o al
endotelio por un proceso de transicion endotelio-mesénquima (TEndoM), un
proceso a través del cual un grupo de células endoteliales pierden su fenotipo
y se transforman en células mesenquimaticas y/o células musculares lisas
(Arciniegas y col, 2007; Bautch, 2011; Carrillo y col., 2010; Medici y col., 2010).
Como suele ocurrir en el proceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM), la
transicion endotelial parece progresar a través de una serie de pasos
importantes cuya interdependencia y orden todavia no estan claros (Arciniegas
y col., 2007; Arciniegas y Candelle, 2008; Baum y col., 2008; Carrilio y col.,
2010). Este es un proceso complejo que involucra la adhesion celular, sintesis
y secrecién de factores de crecimiento y citocinas, activaciéon de receptores con
actividad tirosina kinasa (RTKs) y no receptores tirosina kinasas (NRTKs),
reorganizacién del citoesqueleto, pérdida gradual de la polaridad endotelial y de
los contactos célula-célula o uniones adherentes (UAs), secrecion de proteasas
y fosfatasas, remodelado de la matriz extracelular, separacion de las células
del sustrato, migracion y diferenciacion celular (Arciniegas y col., 2007; Carrillo

y col., 2010).

1.1 Marco teodrico

La produccion excesiva de algunos factores de crecimiento y/o la activacion
exacerbada de sus receptores tirosinas kinasas que afectan la adhesion de las
células epiteliales a la matriz extracelular (MEC) y por ende los contactos entre

ellas y su polaridad ha sido consistentemente reportada en aquellos sitios
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donde las células epiteliales se transforman en células mesenquimaticas
(TEM), como suele ocurrir durante el desarrollo embrionario y en la progresion
del cancer (Floor y col., 2011; Guarino, 2007; Lee y col.,, 2006; Polyak y
Weinberg, 2009; Radisky y col., 2005; Savagner y col., 2001; Thiery y col.,
2006). Es ampliamente conocido que la adhesidn de las células a la MEC es un
requisito importante en la determinacion de la forma, migracién, proliferacion,
diferenciacién celular, asi como en la expresion de algunos genes. (Geiger y
Yamada., 2011; Papusheva y Heisenberg, 2010). Ademas de este papel, la
adhesion célula-MEC promueve varias vias de sefalizacion intracelular
modulando de esta manera la apoptosis y el crecimiento tumoral (Geiger y
Yamada, 2011). De igual modo, las células usan un numero importante de
receptores de superficie que propician la adhesién célula-MEC, siendo la
familia de las integrinas una de las mas estudiadas. Estas proteinas
transmembranales heterodiméricas también promueven la activacion de los
RTKs, regulando asi multiples funciones biolégicas. (Jean y col.,, 2011;
Schwartz., 2010). Es importante sefialar que el enlace de las integrinas a sus
respectivos ligandos es dependiente de la presencia de cationes divalentes
tales como Ca #*, Mg* y Mn?' y que algunos estimulos mecanicos como las
fuerzas de friccidn (shear stress), de compresion y tensibn promueven el
agrupamiento de las integrinas lo cual produce el reclutamiento y la activacion
de ofras moléculas de senalizacion celular que incluye a los RTKs, controlando
asi la apoptosis, proliferacion y migracién celular (Guo y Giancotti, 2004; Ilvaska
y Heino., 2010; Streuli y Akhtar., 2009; Yamada y Even-Ram, 2002). Cabe
destacar que factores de crecimiento que activan a los RTKs pueden modular

también algunos de estos eventos celulares que suelen ser mediados por las
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integrinas (Streuli y Akhtar., 2008). A este respecto, la cooperacion funcional
entre las integrinas y los RTKs es considerada en la actualidad como crucial no
solo durante el desarrollo vascular normal y en las enfermedades vasculares
(Eliceiri., 2001; Streuli y Akhtar, 2009), sino también en la progresion del tumor
y la metastasis (Desgrosellier y Cheresh., 2010; Guo y Giancotti., 2004). En
este contexto, estudios in vitro han demostrado que durante la adhesién célula-
MEC algunos miembros de la familia del receptor deil factor de crecimiento
epidérmico (EGF) tales como el EGFR/ErbB1 y el ErbB2/Neu el cual hasta el
presente no se le conoce ligando, pueden ser parcialmente activados por la
asociacidon con algunas integrinas regulando de esta manera procesos
biolégicos importantes como la adhesion, proliferacién celular, diferenciacion,
migracion, apoptosis y sobrevida en ausencia de sus ligandos (Bill y col., 2004;
Moro y col., 1998). Estas funciones son mediadas por rutas de sefalizacion
aguas arriba y aguas abajo. Sin embargo, las implicaciones de la interaccion
entre las integrinas y estos RTKs en particular, requieren de una investigacion

mas profunda.

En la adhesiéon célula-MEC al parecer también estan involucrados otros
receptores no tirosina kinasas (NRTKs) tales como c-Src, la kinasa de adhesién
focal (FAK) y paxillina (Geiger y Yamada., 2011; Huveneers y Danen., 2009).
c-Src no solo puede regular el crecimiento y la sobrevida celular sino también
puede promover la reorganizacion del citoesqueleto y la disminucion de la
adhesion célula-MEC y los contactos célula-célula, facilitando la expansion,
migracion, diferenciacién y transcripcion (Alper y Bowden., 2005; Guarino.,

2010). De manera importante, estudios realizados en células procedentes de
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distintos tipos de cancer de humanos han revelado una sobre-expresion y
sobre-activacion de los EGFRs y c-Src en ausencia de ligandos (Alper, &
Bowden, 2005; Donepudi y Resh., 2008 Guarino, 2010; Marcotte y col,,
2009).También existen reportes indicando que, en ausencia de factores de
crecimiento, la activacion de c-Src y la fosforilacién de sus residuos de tirosina
416-419 (Tyr416-419) ocurre debido a su interaccién directa con la cola
citoplasmica de algunas integrinas y que una vez activada, ella fosforila al
EGFR en el residuo Tyr845 y al ErbB2 en el residuo Tyr877 (Bill y col., 2004,
Cabodi y col., 2004; Desgrosellier y Cheresh., 2010; Guarino., 2010; Guo y col.,
2006; Kim y col., 2005; Marcotte y col., 2009; Moro y col., 2002; Streuli y
Akhtar, 2009). De manera interesante, estos patrones de fosforilacion en
respuesta a la adhesién son diferentes de aquellos producidos u observados
durante el enlace del EGF a sus receptores (Bill y col., 2004; Cabodi y col.,
2004; Moro y col., 2002). Sin embargo, los mecanismos involucrados en la
interaccion de c-Src, EGFR y ErbB2, asi como sus implicaciones no han sido

completamente esclarecidos.

Respecto a los factores de crecimiento, existen reportes recientes indicando
que estos pueden afectar indirectamente el funcionamiento de las integrinas a
través de la alteracién de los contactos célula-célula y modulacion de la
interaccion célula-MEC facilitando por lo tanto la migracién e invasioén celular.
Como se menciond anteriormente, la sobre-activacion de aigunos factores de
crecimiento o la aberrante activacion de algunas tirosinas kinasas podrian
conducir a la pérdida de la polaridad apico-basal en células epiteliales asi como

de los contactos célula-célula. Eventos celulares que han sido
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consistentemente reportados durante el proceso de TEM (Baum y col., 2008;
Guarino, 2007). No obstante, los aspectos moleculares, mecanicos y celulares
por los cuales el EGF y sus receptores ejercen esas acciones permanecen

para ser elucidados.

En el contexto de las células endoteliales, reportes recientes indican que la
alteracion de los contactos célula-célula endotelial o UAs y los cambios en la
reorganizacion de algunas proteinas que conforman el citoesqueleto tales
como los microtubulos (MTs) y los filamentos de actina, pueden ocurrir en
respuesta a un dafio mecanico, a cambios en las fuerzas biomecanicas
generadas por el flujo sanguineo las cuales suelen ser detectadas por el
endotelio (Arciniegas y col., 2007; Arciniegas y Candelle, 2008; Butcher y col.,
2009) y/o a las actividades cruzadas de una variedad de factores de
crecimiento que incluyen al factor de crecimiento y transformacién-beta (TGF-
B), al factor de crecimiento de la insulina tipo Il (IGFIl) y al factor de crecimiento
fibroblastico tipo-2 (FGF-2). Los mismos estudios proponen que tales eventos
son necesarios en la transicion o transformacion endotelial; esto es, en el

proceso de TEndoM (Arciniegas y col., 2007; Arciniegas y Candelle, 2008).

Estudios recientes relacionados con el EGF y sus receptores indican que
ErbB2 puede formar heterodimeros con el EGFR en respuesta a ligandos que
incluyen al EGF y al factor de crecimiento y transformacién-aifa (TGF-a) y que
este heterodimero es esencial durante el desarrollo cardiovascular y la
angiogénesis (formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre-
existentes) (Camenish y col.,, 2002; Dreux y col., 2006; Fuller y col., 2008,

Mukherjee y col., 2006). De igual manera, la expresion de EGF, TGF-a y



18

heparin binding-EGF (HB-EGF) asi como sus respectivos receptores EGFR y
ErbB2 han sido detectadas en las CMLs que conforman los engrosamientos
intimales y regién media de lesiones ateroescleréticas, mientras que una muy
baja o no expresion de estas moléculas es observada en las células de los
vasos sanos (Dreux y col., 2006). El proceso de TEndoM no es solamente
reconocidc como un fendmeno que ocurre durante la fibrosis cardiaca
(Goumans y col., 2008) y la formacién de los engrosamientos intimales
observados durante el desarrollo de las grandes arterias (Arciniegas y col.,
2007, Carrillo y col., 2010), en la ateroesclerosis y re-estenosis (Forte y col.,
2010), sino también como un proceso que tiene lugar durante el desarrollo
cardiovascular (Mironov y col., 2005), la hipertension pulmonar (Morrel y col.,
2009; Sakao y col., 2011), fibrosis renal (Zeisberg y col., 2008) e intestinal
(Rieder y col., 2011), nefropatia diabética (Li y Bertram, 2010), cicatrizacion
hipertréfica (Xi-Qiao y col., 2009), inflamacion (Fleenor y col., 2011) y durante
la progresién del cancer (Potenta y col.,, 2008). Sin embargo, no existen
estudios relacionados con el papel especifico del EGF asi como de las

posibles rutas de sefalizacion que se generan en el proceso de TEndoM.

En relacion al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), estudios
recientes realizados en cultivos de células endoteliales han sugerido que
durante la pérdida de los contactos célula-célula o UAs como consecuencia de
las alteraciones en las fuerzas biomecanicas, se podrian generar una variedad
de rutas de sefalizacion las cuales involucrarian a este factor de crecimiento y
sus receptores VEGFR-1 y VGFR-2 a través de la formacién de complejos con

las moléculas que conforman a las UAs y a las integrinas. De manera
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interesante, la activacion de estos receptores por sus ligandos ha sido asociada
con la formacién de engrosamientos intimales (Simons, 2009), asi como con el
proceso de TEM y la progresién del cancer (Yang y col., 2006). No obstante, el
papel de estas moléculas en la formacién de los engrosamientos intimales aun

sigue siendo muy debatido.

Basados en estas evidencias, en este estudio examinamos la presencia,
organizacioén y distribucién espacial de la integrina Bz en cultivos primarios de
células adrticas embrionarias adheridas a fibronectina (FN) y mantenidas en
presencia de Ca* y ausencia de factores de crecimiento, considerando que la
integrina a,33 es un receptor ampliamente expresado sobre la superficie o cara
apical de las células endoteliales el cual enlaza proteinas que estan
normalmente presentes en plasma, tales como FN, vitronectina, fibrindgeno y el

factor von Willebrand (Bombeli y col., 1998; Soldi y col., 1999).

Tomando en cuenta que la activacion de ¢c-Src, EGFR y ErbB2 puede ocurrir
por asociacion con las integrinas (Arias-Salgado y col., 2003; Bill y col., 2004;
Cabodi y col., 2004; Desgrosellier y Cheresh, 2010; lvaska y Heino, 2009;
Huveneers y Danen, 2010; Streuli y Akhtar, 2009), en este estudio también
investigamos si las formas activadas de esas moléculas estaban presentes en
esos cultivos. Debido a que algunos factores de crecimiento pueden
indirectamente influir en las funciones de las integrinas interumpiendo los
contactos célula-célula y por tanto modulando la interacciéon célula-MEC y
facilitando la migracién celular e invasiéon, eventos que son en la actualidad
considerados como necesarios en la progresién de la TEndoM (Arciniegas y

col.. 2007; Arciniegas y Candelle, 2008; Bautch, 2011; Carrillo y col., 2010;



20

Medici y col., 2010), en este estudio también investigamos si EGF y TGF-a asi
como sus receptores activados participan en el proceso de TEndoM vy si ellos
estan presentes en la pared aértica de embriones de pollo de 12-14 dias de
desarrollo (estadios 38-40) cuando los engrosamientos intimales estan

presentes y la transformacion o transicién endotelial ocurre.
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En base a los antecedentes discutidos en la INTRODUCCION, en el
presente trabajo de investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

2. OBJETIVO GENERAL.

- Establecer si el EGF, TGF-a y dos de sus receptores (EGFR y
ErbB2/neu), asi como el VEGF estan involucrados en el proceso de
transicién endotelio-mesénquima. Igualmente, investigar a través de cual
o cuales mecanismos podrian estar participando estas moléculas en
este proceso.

2.1 Objetivos especificos:
2.1.1 Estudios in vitro:

- Determinar los efectos del Ca?* sobre la adhesion de las células
endoteliales embrionarias a la fibronectina (FN).

- Examinar la presencia, organizacion y distribucion espacial de la
integrina Bz en cultivos primarios de células endoteliales aodrticas
embrionarias adheridas a FN y mantenidas en presencia de Ca’ e
incubadas en ausencia de EGF o TGF-a y luego estimulados con estos

factores.

- Establecer si EGF o TGF-a promueven la pérdida de los contactos
celulal-célula o UAs, la separacion de la célula del sustrato y su posterior
migracion, cuando cultivos primarios de células endoteliales aodrticas
embrionarias adheridas a FN y mantenidas en presencia de Ca** fueron

incubadas en presencia de estos factores de crecimiento.
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Determinar si ocurren alteraciones en la distribucién de B-catenina y
p120-catenina, cuando los cultivos fueron mantenidos en presencia de
EGF o TGF-a.

Investigar si las formas activadas de c-Src (Tyr416), p-EGFR (Tyr845) y
p-ErbB2 (Tyr877) estan presentes en cultivos de células endoteliales
cuando los mismos fueron mantenidos en ausencia de EGF o TGF-a y
luego incubados con estos factores.

Confirmar por citometria de flujo la expresion de los receptores EGFR y
ErbB2 en sus formas fosforiladas o activadas (Tyr845 y Tyr877,
respectivamente) en esos cultivos.

Examinar los efectos del VEGF en términos de separacién, migracion y
transformacion celular, cuando es anadido exdgenamente a cultivos

primarios de células endoteliales adheridas a FN

2.1.2 Estudios in vivo:

Investigar, por métodos inmunohistoquimicos, si EGF, TGF-a, EGFR y
ErbB2 estan presentes en la pared adrtica de embriones de polio en las
etapas intermedias del desarrollo, cuando los engrosamientos intimales

son evidentes y la transformacion o transicion endotelial ocurre.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Obtencion de explantes adrticos

Los huevos fertilizados (White leghorn) fueron obtenidos de la Granja Avicola
Agropollito C.A. (Paracotos, estado Miranda) e incubados a 37°C y 60% de
humedad relativa por un periodo de 10-11 dias (estadios 36-37 de desarrollo)
de acuerdo con la clasificacion de Hamburger y Hamilton (1992) . Los
segmentos de aorta de aproximadamente 8mm? fueron aislados y seccionados
en forma longitudinal. Los explantes obtenidos fueron lavados con solucion
fisiologica de Hank (SFH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) libre de Ca* y Mg**
conteniendo 100 ug/ml de estreptomicina y 100 U/mi de penicilina (GIBCO,
Invitrogen, Carlsbad, CA); posteriormente fueron lavados con SFH y dejados en

la misma solucion por 10 minutos antes de dar inicio a los ensayos.

3.2 Ensayos de adhesion celular

A los fines de determinar los efectos del Calcio (Ca?*) en la adhesién de las
células endoteliales, placas de Petri de 35mm. de diametro fueron recubiertas
con solucién fisiolégica de Hank (SFH) conteniendo fibronectina plasmatica
(FN) (50ug/ml) (Santa Cruz Biotechnology, CA) e incubados a 37°C por 2 horas
en una atmésfera hiumeda la cual consistia de una mezcla de CO, y de aire
(5% y 95%, respectivamente). Estas placas fueron entonces lavadas con SFHy
bloqueadas con albumina bovina (2%) (Sigma-Aldrich) por 1 hora a 37°C y 5%
CO,. Después de esto, los discos fueron lavados con la misma solucién e
incubados con 300l de SFH sin Ca®* o SFH suplementado con Ca** (1-2mM
CaCl,) (Sigma-Aldrich) a 37°C con 5% CO; por 1 hora. Los explantes aérticos

fueron colocados con la superficie o el lado endotelial en contacto con la
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superficie de la placa de Petri permitiéndoles adherirse por un periodo de 4
horas a 37°C con 5% de CO». Al final de este periodo de tiempo, los explantes
adheridos fueron removidos con la ayuda de una aguja fina dejando una
monocapa de células endoteliales la cual, en la mayoria de los casos exhibia
algunas zonas desprovistas de células o brechas. Las monocapas obtenidas
fueron examinadas con un microscopio invertido (IX70-Olympus, Olympus
America, Melville, NY). Las imagenes fueron capturadas usando un programa
para la obtencién y ia edicién de mismas (Image Pro-Plus Media Cybernetics,
Silver Spring, MD). Cuatro experimentos independientes fueron llevados a

cabo, cada uno incluyendo al menos 15 cultivos celulares.

3.3 Cultivos celulares

Estos se iniciaron cuando las monocapas de células endoteliales adheridas a la
superficie de las placas recubiertas con FN fueron lavados 5 veces con medio-
199 (Sigma-Aldrich) libre de suero conteniendo 100 ug/ml de estreptomicina y
100 U/ml de penicilina (GIBCO), Hepes (GIBCO) pH: 7,4 (referido como MLS) e
incubados con este mismo medio por 2-3 horas a 37°C y 5% de CO,. Las

imagenes fueron capturadas usando el programa Image ProPlus.

3.4 Ensayos de estimulacion con EGF en cultivos primarios de células
endoteliales.

Para determinar si el EGF o TGF-a estimulan la separacion de las células
endoteliales y la migracion, el medio de algunas monocapas que habian sido
mantenidas en este medio durante 2-3 horas fue cambiado a medio
suplementado con EGF (100ng/ml) o con TGF-a (10ng/ml) (ambos, proteinas

-ecombinantes de humano. RD Systems, MN) y suero de pollo (SP) a una
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concentracion muy baja (0.1%) (GIBCO) o medio suplementado con SP al
0,1% (Sigma-Aldrich), usando a&cido acético 10mM como vehiculo (solvente
con el cual se reconstituyd el EGF) e incubadas en una atmésfera himeda que
consistia de una mezcla de CO; y de aire (5% y 95%, respectivamente) por un
periodo adicional de 6-8 horas. Durante este periodo, las imagenes fueron
capturadas cada 2 horas usando un microscopio invertido Olympus IX-70 y el
programa Image ProPlus. Cada experimento incluyé al menos 10 cultivos

celulares.

3.5 Inmunofluorescencia.

Las monocapas fueron procesadas para inmunofluorescencia procediendo de
la siguiente manera: fueron fijadas con formaldehido 2% en PBS durante 20
minutos y permeabilizadas en metanol 50% y 100%,(en frio) luego lavadas 3
veces con PBS y bloqueadas con PBS extra (BSA 2% + NaCl 0.88%) por 30
minutos a temperatura ambiente. Luego de lavadas, las monocapas fueron
incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes.
Estos fueron obtenidos de diferentes fuentes y aparecen resumidos en la Tabla
1. Cumplido este tiempo, fueron lavadas 3 veces con PBS e incubadas por 30
minutos con un anticuerpo secundario conjugado a FITC (fluorescein-1-
isothiocyanate) o conjugado a TRITC (tetramethylrhodamine-isothiocyanate
(DAKO) (ambos diluidos 1/50) y producidos en ratén y conejo, respectivamente.
Finalizado este periodo, fueron lavadas 3 veces con PBS y cubiertas con medio
montante Immu-mount (Shandon, Pittsburg PA, USA). Los controles negativos
fueron producidos omitiendo el anticuerpo primario y colocando en su lugar

PBS. Las imagenes de inmunofluorescencia fueron capturadas con un



26

microscopio invertido confocal (rayo laser) (Eclipse TE-300 Nikon) (Nikon
Instruments Inc., Melville, NY) el cual estaba equipado con un objetivo Nikon
Plan-Apo, 60x, 1.2 wi acoplado a una unidad laser de Argdn con aire frio
(488nm).Esta unidad estaba controlada por interfase D-Eclipse C1. Otras
imagenes de inmunofluorescencia fueron capturadas con un microscopio
invertido Olympus IX81 (Fluo-View) configuraciébn laser de barrido. La
intensidad de la inmunofluorescencia fue medida haciendo uso de programa

FV10.ASW version 02.01.01.04 (Olympus).

Para la deteccion de a-musculo liso actina y el factor von Willebrand (vWf) por
doble inmunofluorescencia, las monocapas fueron incubadas en forma
secuenciada con los anticuerpos primarios correspondientes que aparecen

reportados en la Tabla .

3.6 Inmunoperoxidasa in vitro

La deteccion de EGFR (Tyr845) y ErbB2 (Tyr877) se realiz6 empleando la
técnica de inmunoperoxidasa. Para ello, las monocapas de células endoteliales
fueron lavadas con SFH y fijados con 2% formaldehido mas 1% de sacarosa
durante 20 minutos y lavados 3 veces con PBS pH 7,4 (5 minutos para cada
lavado). Posteriormente, la actividad enzimatica de la peroxidasa endégena fue
bloqueada con peréxido de hidrégeno al 3% (DAKO) durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados con PBS pH 7,4 (5 minutos
c/u) seguido de un bloqueo con PBS conteniendo 10% BSA (Sigma-Aldrich)
durante una hora. Seguidamente, las monocapas fueron lavadas con PBS pH
7,4 e incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios

correspondientes. Estos fueron obtenidos de diferentes fuentes y también
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aparecen resumidos en la Tabla. Al dia siguiente y una vez alcanzada la
temperatura ambiente, las monocapas fueron lavados 3 veces con PBS pH 7,4
por 15 minutos e incubadas con el anticuerpo secundario o biotinilado (Dako
Cytomation) durante 15 minutos. Al final de este periodo, nuevamente se
realizaron 3 lavados con PBS y se les incubd con el complejo estreptavidina-
HRP (Dako Cytomation) por un lapso de 15 minutos para finalmente ser
lavados como en las oportunidades anteriores. El revelado se realizé por 1
minuto utilizando una solucién sustrato-cromogeno (H>O2-cromogeno) (Dako
Cytomation). Finalmente, las monocapas fueron contrastadas con Hematoxilina
de Mayer colocandoseles luego una gota de medio montante Aqua perm™
(Santa Cruz). Los controles negativos fueron producidos omitiendo el
anticuerpo primario y colocando en su lugar PBS. Los cortes fueron observados
y analizados en un microscopio invertido Olympus IX-70 con una magnificacién
de 20X y 40X. Las imagenes obtenidas fueron capturadas utilizando el

programa Image-ProPlus.

3.7 Analisis por citometria de flujo de las formas fosforiladas de EGFR
{Tyr 845) y ErbB2 (Tyr877) en células endoteliales embrionarias.

La expresién de las formas fosforiladas o activadas de EGFR (Tyr845) y ErbB2
(Tyr877) en monocapas de células endoteliales que fueron mantenidas en MLS
por 2-3 horas y monocapas cuyo medio de cultivo fue cambiado a medio
suplementado con rhEGF (100ng/ml) o rhTGF-a (R&D Systems) y una baja
concentracion de SP (0,1%) (Sigma-Aldrich) e incubadas por un periodo

adicional de 6-8 horas, fue analizada por citometria de flujo. Para esta
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evaluacidn las células fueron lavadas en solucion salina amortiguadora de
fosfato (PBS) pH 7,4 (GIBCO) y tratadas con tripsina 1X, una vez que las
células se despegaron del sustrato, estas fueron recolectadas en tubos
eppendorf de 1,5 ml y fijadas con cytofix (Pharmigen, San Diego, CA) por 20
minutos a 4°C. Luego fueron centrifugadas a 1200 rpm por 7 minutos; el “pellet’
obtenido fue resuspendido en buffer Perm wash (Pharmigen), nuevamente fue
centrifugado a 1000 rpm por 7 minutos y el “pellet’ fue resuspendido en PBS
0,1% BSA conteniendo los anticuerpos primarios correspondientes (ver Tabla
1) por 20 minutos a 4°C. A continuacién se realizaron 2 lavados consecutivos
y las células fueron incubadas por 20 minutos a 4°C con el anticuerpo
secundario (anti-igG de conejo) conjugado a FITC; seguidamente se llevo a
cabo un lavado resuspendiendo las células en 200 pl PBS/ 0.1%BSA en frio
para ser analizadas posteriormente. Para la obtencién de los controles
negativos correspondientes, las células fueron incubadas con IgG de conejo en
vez del anticuerpo primario. La recolecciéon y el andlisis de los datos obtenidos
en relacion a las intensidades de la fluorescencia fueron realizados usando un
equipo FACScalibur (Becton-Dickinson, San José, CA). Diez mil eventos fueron
adquiridos (excluyendo los restos de células) y analizados usando el programa

the CELLQuest.

3.8 Obtencion de segmentos de aortas para cortes en parafina.

Las aortas fueron aisladas de embriones de pollo (White leghorn) de 12-14 dias
de desarrollo (estadios 38-40) segun clasificacion de Hamburger y Hamilton
(1992) e incubados a 37°C y 60% de humedad, procedentes de la granja

Avicola Agropollito CA. Ubicada en Paracotos estado Miranda.
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Las aortas fueron extraidas utilizando un equipo de microcirugia y trabajando
bajo una lupa estereoscopica (Olympus). La diseccion de las aortas se realizd
en solucidn fisiolégica de Hank, (SFH) pH 7,2. Luego se lavaron con solucién
salina amortiguadora de fosfato (PBS) pH 7,4 (GIBCO) y se fijaron en
formaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Una vez
fijadas, las muestras fueron deshidratadas utilizando concentraciones
ascendentes de etanol, transferidas a una mezcla de xilol-parafina y embebidas
en parafina. Cortes de tejido de 4 a 5 ym de espesor fueron colocados en
portaobjetos silanizados (Dako Cytomation) y desparafinados con xilol puro por
un lapso de 30-60 minutos e hidratados con concentraciones decrecientes de
etanol y agua destilada, para luego ser utilizados en la deteccidbn de EGF,
EGFR y ErbB2 por medio de la técnica de inmunoperoxidasa. Un total de seis
aortas por cada estadio, obtenidas de tres lotes diferentes de embriones,

fueron procesadas.

3.9 Inmunoperoxidasa en cortes desparafinados.

Para investigar la presencia de EGF, TGF-a, EGFR y ErbB2 asi como su
distribucion espacial en secciones transversales, se aplico la técnica de
avidina-biotina peroxidasa haciendo uso del Kit comercial (Dako Cytomation
LSAB® + System-HRP, peroxidada de rabano) y siguiendo lo descrito por
Arciniegas y col. (2000), como se detalla a continuacién: Los cortes fueron
lavados con PBS pH 7,4 durante 30 minutos. Para bloquear la peroxidada
enddgena, los cortes fueron incubados con Peréxido de Hidrogeno (H202) al
3% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego de lavados con PBS pH

7.4 se llevé a cabo el bloqueo de inespecificidades, con 2% de albumina de
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suero bovino (BSA) por una hora. Los cortes fueron incubados toda la noche a
4°C con los siguientes anticuerpos primarios: un anticuerpo policlonal disefiado
para neutralizar los efectos del EGF, (RD & Systems) a la concentracion de
20ug/ml y los anticuerpos policlonales producidos contra la region carboxi-
terminal del EGFR y ErbB2 (Santa Cruz Biotechnology CA), ambos preparados
en conejo. Después de varios lavados en PBS, un anticuerpo secundario
Biotinilado (Dako Cytomation) fue aplicado por 15 minutos a temperatura
ambiente, seguido por el complejo estreptavidina-HRP (Dako Cytomation),
también por 15 minutos. El revelado se realiz6 por 1 minuto utilizando una
soluciébn  sustrato-cromoégeno  (H.O.-cromogeno) (Dako  Cytomation).
Finalmente las 1aminas fueron contrastadas con Hematoxilina de Mayer y se les
colocé una gota de medio montante (Aqua perm ™). Los cortes fueron
observados y analizados en un microscopio invertido Olympus IX-70 con una
magnificacion de 20X y 40X. Las imagenes obtenidas fueron capturadas
utilizando el programa Image-Proplus (Imation, Image-Proplus, Media

Cybernetics).

Los controles negativos fueron realizados utilizando PBS en lugar del

anticuerpo primario.

3.8 Ensayos de estimulacion con VEGF en cultivos primarios de células

endoteliales.

Estos ensayos fueron llevados a cabo cuando las monocapas de células
endoteliales embrionarias adheridas a FN, fueron lavadas 2 veces con medio e
incubadas por un periodo de 10-12 horas con medio suplementado con
rhVEGF (10-20ng/ml) (R&D Systems) durante 10-12 horas y muy baja

concentracion de SP (0,1%) o medio supiementado con SP (0,1%) y acido
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acético 10mM, solvente con el cual se reconstituy6é el VEGF (este medio sera
referido como vehiculo). Las imagenes fueron capturadas usando un
microscopio invertido Olympus IX70 y el programa Image ProPlus. Cada

experimento incluy6 al menos 10 cultivos.
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Tabla: Resumen de anticuerpos primarios utilizados en este estudio.

Anticuerpo Fuente Antigeno Dilucién Casa
primario / reconocido Comercial
Cion
anti-vWf Conejo VW 1/50 Dako
(iIF)
anti-alfa- Ratén Alfa-musculo 1/500 (IF) Sigma-Aldrich
muasculo liso liso actina
1/1000 (IP)
actina /1A4
anti-p120- Ratén p120-catenina 1/20 Santa Cruz
catenina / 6H11 Biotechnology
(IF)
anti- B-catenina Raton B-catenina 1/20 Santa Cruz
/ 6F9 Biotechnology
(IF)
anti- Integrina Ratén Integrina B; 1/20 Millipore
B3 / GPllia, Chemicon
(IF)
CD61
anti- Integrina Raton Integrina B. 1/20 Millipore
B, /9D11 Chemicon
(IF)
anti- Tubulina / Ratén Tubulina 1/40 Santa Cruz
DM1A Biotechnology
(IF)
anti- c-Src / Ratén ¢-Src 1/50 Santa Cruz
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9A6 Tyr 416-422 (IF) Biotechnology
anti- Phospho- Conejo Phospho- FAK 1/50 Sigma-Aldrich
FAK (tyr397) Tyr397
(F)
anti- Phospho Conejo Phospho EGFR 1/20 Santa Cruz
EGFR (Tyr845) Tyrg45s Biotechnology
(P, CF)
anti- Phospho Conejo Phospho ErbB2 1/20 Santa Cruz
ErbB2 (Tyr877) Tyr877 Biotechnology
(IP, CF)
anti-humano Cabra EGF 1/20 R&D Systems
EGF
(IP)
anti- humano Cabra TGF-a 1/20 R&D Systems
TGF-a
(iP)
anti- EGFR Conejo EGFR (c- 1/20 Santa Cruz
terminat) Biotechnology
(IP)
anti- Neu Conejo Neu (c- 1/20 Santa Cruz
terminal) Biotechnology
(IP)

IF: inmunofluorescencia

IP: inmunoperoxidasa

CF: citometria de flujo
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4. RESULTADOS.
4.1 Efectos del Ca®* sobre la adhesion de las células endoteliales.

A los fines de determinar el efecto del Ca** sobre la adhesién de las células
endoteliales a la FN, explantes aérticos de 10 y 11 dias de desarrolio (estadios
36 y 37) fueron colocados con la superficie 0 cara apical endotelial en contacto
con las placas cubiertas con FN y conteniendo SFH o SFH suplementada con

2mM Ca** e incubadas por 5 horas.

Una vez que los explantes fueron removidos, monocapas de células
endoteliales que fueron alteradas mecanicamente durante la remocion dei
explante y exhibiendo zonas desprovistas de células o brechas, fueron
encontradas adheridas a la superficie de las placas cubiertas con FN que
contenian SFH suplementada con Ca®* (Fig. 1b), pero no en aquellas que

contenian solamente SFH (Fig. 1a).

Para enfatizar el posible papel del Ca®* en la adhesién endotelial, explantes
aodrticos fueron incubados en placas cubiertas con FN conteniendo medio 199
libre de suero (MLS) o MLS mas 2mM EGTA para contrarrestar los efectos del
Ca*" extracelular. Al igual que otros medios de cultivo, el medio-199 es
conocido por su contenido de Ca®" y su relativamente baja concentracién de

Mg?".

Cuando los explantes fueron removidos, monocapas de células endoteliales
exhibiendo zonas desprovistas de células o brechas fueron encontradas

adheridas a la superficie de las placas cubiertas con FN que contenian MLS



Figura 1. Imagenes de microscopia de contraste de fases, cuando los explantes
aérticos fueron removidos luego de haber sido incubados por 5 horas en placas

de Petri cubiertas con FN conteniendo a) SFH sola, b) SFH suplementada con
2mM Ca*, c¢) MLS solo y d) MLS suplementado con 2mM EGTA. Note que sélo
cuando los explantes fueron incubados con SFH suplementado con Ca?* (b) y con
MLS (c) fue posible encontrar monocapas de células endoteliales adheridas a la
superficie de la placa luego de haber removido el explante. Barra: 150um.
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(Fig. 1c), pero no en aquellas placas que contenian MLS y EGTA (Fig. 1d).
Cuando las monocapas de células endoteliales fueron mantenidas en
presencia de MLS por 2-3 horas y luego examinadas, observamos que las
células adoptaron la apariencia de un empedrado (cobblestone). Bajo esta
condicion de cultivo no fue posible observar células migrando a partir de las
brechas de la monocapa, ni tampoco células extendiéndose, separandose unas
de otras ni del sustrato (detachment), ni migrando a partir de los bordes hacia
los espacios libres (Figs 2,a,b). No obstante, cuando, después de este intervalo
de tiempo, el medio de algunos cultivos fue cambiado a MLS conteniendo EGF
o TGF-a y baja concentraciéon de suero de polio (SP) y mantenidos por un
periodo adicional de 6-8 horas, las células endoteliales localizadas a o largo de
las brechas parecian moverse dentro del area correspondiente a estas (re-
endotelializacion), mientras que las células localizadas en los bordes de la
monocapa parecian perder sus contactos célula-célula o UAs y por
consiguiente su apariencia de empedrado, separandose del sustrato y
migrando hacia las areas libres de células (Figs. 2c,d). Inmunofluorescencia
analizada por microscopia confocal determin6é que en la condicion de MLS en
la cual las células exhibian una apariencia de empedrado y donde no se
observan células separandose unas de ofras ni del sustrato, ni migrando, B-
catenina y p120-catenina, proteinas consideradas como reguladoras de la
funcién de VE-cadherina, fueron localizadas en los contactos célula-célula o
UAs con Is MTs emanando del llamado centro organizador de los microtubulos
(MTOC), algunos organizados radialmente mientras que otros aparecian
orientados perpendicularmente a los bordes de la célula sugiriendo una posible

interaccion con las UAs (Akhmanova y col., 2009) (Figs. 3a-c). Mientras aue en
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Figura 2. Representa una secuencia de imagenes de microscopia de contraste
de fases de una monocapa de células endoteliales adherida a la superficie de la
placa de Petri cubierta con FN y la cual fue mantenida en MLS y luego cambiada a
MLS suplementada con EGF (100ng/ml) y suero de pollo (SP) a muy baja
concentracion (0,1%). a) Tiempo cero: muestra una monocapa de células
endoteliales exhibiendo zonas desprovistas de células o brechas luego de haber
removido el explante. b) Tiempo 2 horas: Las células han adoptado una apariencia
de empedrado donde no se observan células separandose ni migrando a partir de
los bordes. ¢) Tiempo 4 horas: cuando el medio del mismo cultivo fue cambiado y
mantenido por 2 horas adicionales (total 4 horas) se observa una desorganizacion
de la monocapa donde las células aparecen separandose, despegandose de la
superficie y migrando. d) Tiempo 6 horas: Las células del borde de la monocapa
se observan extendiendo lamelipodios hacia las areas libres. Detalle de la figura
“d” mostrando las células migrando. Barra: 150um. Barra inserto: 40um.
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la condicién de EGF o TGF-a y baja concentracion de SP cuando las células
aparecen extendiéndose, separandose unas de otras y del sustrato y migrando,
la distribucion de B-catenina y p120-catenina se observd interrumpida
(disrupted) en las uniones célula-célula o UAs y la organizacion de los MTs
estaba modificada (Figs. 3d-f). Especificamente, los MTs fueron observados
algunos orientados paralelos al eje principal de la célula y al MTOC y otros
dirigidos hacia los bordes de las mismas (Fig. 3f). De manera interesante, -
catenina también fue detectada en el nucleo de algunas células que estaban
separandose unas de otras y del sustrato y migrando (Fig. 3d). Esta
localizacion indica que la translocacion de B-catenina desde la membrana
plasmatica hasta el nicleo puede ocurrir también en respuesta a EGF o TGF-a

y al SP.

Estas observaciones indican que el Ca* en ausencia de factores de
crecimiento, podria representar un requerimiento importante para promover la
adhesion y la eventual organizacién en monocapas de las células endoteliales
embrionarias obtenidas de los explantes; mientras que la adicion de EGF o
TGF-a y SP podria conducir a la pérdida de las UAs, separacion del sustrato y

migracion celular, en otras palabras a la pérdida de la polaridad endotelial.

Doble inmunofluorescencia revelé que algunas de las células que se habian
separado y migrado hacia las areas libres, exhibian inmunoreactividad para
vWf y alfa-muasculo liso actina (a-ML actina) (Fig. 4). La presencia de esas
células en particular confirmé que algunas células endoteliales se habian
transformado en células mesenquimaticas expresando a-ML actina cuando

fueron estimuladas con EGF.



Doble marcaje

Figura 4. Imagenes de inmunofluorescencia obtenidas con un microscopio
confocal del vWf y de a-ML- actina en una monocapa de células endoteliales
adheridas a FN y mantenidas durante 8 horas en presencia de EGF (100ng/mi).
Se observa una fuerte inmunoreactividad para vWf (rojo) con un patrén granular
tipico de células endoteliales y otra para a-ML- actina (verde) delineando los
margenes de las células. Doble inmunofluorescencia del mismo campo muestra
algunas células exhibiendo doble inmunoreactividad para ambas proteinas Barra:
20um.
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4.2 La adhesi6n de las células endoteliales a la FN en presencia de Ca** y
ausencia de suero o factores de crecimiento es mediada por la integrina
B; y la adicion de EGF o TGF-a produce cambios en la distribucién y

organizacion de esta integrina.

Debido a que la adhesion célula-MEC en presencia de cationes divalentes tales

como Ca* y Mg*

es actualmente correlacionada con la activacion,
organizacion y distribucion espacial de algunas integrinas en células normales
y tumorales (Cierniewska-Cieslak y col., 2002; Cluzel y col., 2005; Leitinger y
col., 2000; Luo y Springer, 2006) y debido a que la integrina a,83 es un receptor
ampliamente expresado sobre la superficie apical de las células endoteliales
que enlaza proteinas que estan presentes normalmente en el plasma, tales
como FN, vitronectina, fibrinégeno y vWf (Bombeli y col., 1998; Soldi y col.,
1999), en este estudio examinamos por inmunofluorescencia la presencia,
organizacién y distribucidbn de la integrina Bs en monocapas de células
endoteliales que fueron encontradas adheridas a FN después de haber
removido los explantes e incubadas con MLS por 2-3 horas, asi como también
en aquellas monocapas cuyo medio fue cambiado a medio conteniendo EGF o
TGF-a y baja concentracion de SP y mantenidas por un periodo adicional de 6-
8 horas. El examen de las monocapas mantenidas en MLS reveld que la
integrina B3, ademas de estar localizada en la superficie apical endotelial,
también aparecia distribuida delineando los margenes de las células que
habian adoptado una apariencia de empedrado (Fig. 5a). En aquellas

monocapas cuyo medio fue cambiado a medio conteniendo EGF o TGF-a y
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Figura 5. a) Superposicion de imagenes de transmisién y fluorescencia obtenidas
con un microscopio confocal de la integrina B3 en una monocapa de células
endoteliales adheridas a FN después de haber sido mantenida en MLS durante 2
horas. Integrina B3 es observada en la superficie apical y delineando los margenes
de muchas células que presentan una apariencia de empedrado. b) Imagen de
fluorescencia de integrina B3 en una monocapa cuyo medio fue cambiado a MLS
conteniendo EGF (100ng/ml y SP (0,1%). Integrina B3 se observa delineando
algunas de las células y organizada en un patrén lineal y punteado en el borde de
aquellas que se encuentran migrando. Barra: 50um.
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bajo SP, la localizacion y distribuciéon de integrina B; aparecia alterada (Fig.
5b). Especificamente, este receptor fue hallado delineando los margenes de
algunas células y organizado en trazas lineales con un patrén punteado tipico
de las adhesiones focales en los bordes de las células que estaban

extendiéndose, separandose, despegandose del sustrato y migrando (Fig. 5b).

Estas observaciones sugieren que la adhesion a la FN y eventual organizacion
de las células endoteliales embrionarias en presencia de Ca* y ausencia de
suero o factores de crecimiento puede ser mediada por integrina Bz y que la
presencia de EGF o TGF-a y SP podria producir cambios en la distribucién

espacial y organizacion de este receptor.
4.3 Inmunolocalizacion de integrina B4y p-FAK in vitro

Las adhesiones focales son consideradas no solo como enlaces estructurales y
dinamicos entre la MEC y el citoesqueleto de actina que regulan la forma de las
células, su extension, y migracion, sino también como sitios para la
transduccién de sefiales a través de integrinas tales como integrina 81y B3 y
proteinas adaptadoras como la FAK y la paxilina las cuales estan presentes en
esos sitios (Geiger y Yamada, 2011; Gu y col., 2011; Mitra y col., 2005). Por lo
tanto en este estudio examinamos la presencia y organizacién y distribucidn de
integrina B1 y FAK cuando el medio de cultivo fue cambiado a medio

conteniendo EGF y baja concentracion de SP.

La Inmunolocalizacion con anti-integrina B y anti-fosfo FAK (anti-p FAK)
(Tyr397) reveld6 que ambas proteinas aparecian delineando el margen de

algunas células y organizadas en trazas lineales tipicas de adhesiones focales
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en las células que estaban separandose, despegandose y migrando (Figs. 6

a,b).

4.4 Activacion parcial de EGFR y ErbB2/Neu mediada por integrina B; es
aumentada por la adicién de EGF o TGF-a y baja concentracién de suero

de pollo

Un ndmero importante de evidencias sugieren que la adhesion a la MEC
mediada por integrinas puede promover el reclutamiento y la activacion parcial
de ciertos RTKs incluyendo EGFR y ErbB2/Neu en ausencia de suero o
factores de crecimiento (Desgrosellier y Cheresh, 2010; lvaska y Heino, 2010;
Streuli y Akhtar, 2009; Yamada y Even-Ram, 2002); por lo tanto, en este
estudio también investigamos si EGFR y ErbB2 en sus formas activadas
estaban presentes en monocapas de células endoteliales embrionarias que
estaban adheridas a placas cubiertas con FN y que fueron incubadas en MLS
por 2-3 horas para luego ser cambiadas a MLS suplementado con EGF o TGF-

a y SP y mantenidas por un periodo adicional de 6-8 horas.

Bajo esas condiciones la expresion de ambos receptores activados fue
investigada mediante la técnica de inmunoperoxidasa usando anti-fosfo EGFR

(p-EGFR) (Tyr845) y anti-fosfo ErbB2 (p-ErbB2) (Tyr877).

En la condicion de MLS, una inmunoreactividad para p-EGFR y p-ErbB2 fue
localizada principalmente en los sitios de contactos célula-célula o UAs.
Adicionalmente, en algunas células de las monocapas que habian adoptado
una apariencia de empedrado una inmunoreactividad perinuclear y nuclear

para ambos RTKs sugestiva de activacion, internalizacion y translocacion
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Figura 6. Imagenes de inmunofluorescencia obtenidas con un microscopio
confocal de p-FAK (Tyr397) e integrina By en monocapas de células endoteliales
adheridas a FN y mantenidas durante 8 horas en MLS suplementado con EGF
(100ng/ml y SP (0,1%). Tanto p-FAK (Tyr397) (a) como Integrina B, (b) aparecen
delineando el margen de algunas células y organizados en un patrén tipico de
adhesiones focales en el borde de la células que estan migrando. a) Barra: 10pm
b) Barra: 5um.
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nuclear también fue observada (Figs. 7a, b). De manera notable, en presencia
de EGF o TGF-a y SP, una fuerte inmunoreactividad perinuclear y nuclear para
p-EGFR fue detectada en muchas células de la monocapa, asi como también
en muchas de las que aparecian separandose, despegandose del sustrato y
migrando; mientras que en los sitios de contacto célula-célula o UAs esta
inmunoreactividad aparecia interrumpida (Fig. 7c). Para p-ErbB2, la
inmunoreactividad fue menos intensa comparada con la observada para p-
EGFR. En esta condicién la inmunoreactividad para p-ErbB2 en las UAs
también aparecia interrumpida (Fig. 7d). Ninguna inmunoreactividad fue

observada cuando el anticuerpo primario fue omitido.

La expresion de p-EGFR (Tyr845) y p-ErbB2 (Tyr877) en algunos cultivos fue
confirmada por citometria de flujo (Fig. 8). Esta técnica reveld una expresion
elevada de p-EGFR y p-ErbB2 en presencia de EGF o TGF-a y baja

concentracion de SP, en contraste con aquella detectada en MLS.

Tomadas en conjunto, estas observaciones sugieren que la fosforilacion parcial
o activacién del EGFR y ErbB2 mediada por integrina Bz puede ser aumentada

por la adiciéon de EGF o TGF-a y baja concentracion de SP.
4.5 Inmunolocalizacién in vitro de p-c-Src (Tyr416)

Estudios recientes han indicado que después de la adhesion de las células a la
MEC la cola citoplasmica de la integrina Bs puede interactuar directamente con
¢c-Src promoviendo su activacidn y que éste una vez activado es capaz de
fosforilar a ErbB2 en su residuo Tyr877 (Marcotte y col., 2008); por lo tanto, en

este estudio también investigamos si la forma activada de c-Src estaba
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Figura 7. a,b) Inmunolocalizacion de p-EGFR (Tyr845) y p-ErbB2 (Tyr877) en
monocapas de células endoteliales adheridas a FN después de 2 horas en
presencia de MLS. Un inmunomarcaje para ambos receptores es detectado en los
sitios de contacto célula-célula o UAs, asi como en el nucleo y en la region
perinuclear de algunas células de la monocapa. ¢, d) Inmunolocalizacién de p-
EGFR (Tyr845) y p-EbB2 (Tyr877) en monocapas cuyos medios fueron
cambiados a MLS conteniendo EGF (100ng/ml) y SP (0,1%) y mantenidos por 4
horas adicionales (total 6 horas). Un fuerte inmunomarcaje nuclear y perinuclear
para p-EGFR (Tyr845) es observado en la mayoria de las células que estaban
separandose, despegandose y migrando, mientras que en las UAs el
inmunomarcaje aparece interrumpido. Un inmunomarcaje menos intenso fue
observado para p-ErbB2 (Tyr877) en el nicleo de muchas células. Note que el
marcaje en las UAs también aparece interrumpido. Barra: 50 pm
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Figura 8. Analisis por citometria de flujo de la expresién de p-EGFR (Tyr845) y p-
ErbB2 (Tyr877) en células endoteliales que fueron mantenidas en MLS durante 2
horas y en células cuyo medio fue cambio a MLS suplementado con EGF
(100ng/ml) y SP (0,1%) y cultivados por 4 horas adicionales (total 6 horas). Como
controles negativos se emplearon los isotipos correspondientes. Los histogramas
muestran la expresion de p-EGFR (Tyr845) y de p-ErbB2 (Tyr877) en células
endoteliales tratadas con MLS (histogramas grises) o EGF (histogramas blancos).
Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes, los cuales
fueron muy similares.
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p-c-Src

Figura 9. a) Imagen de confocal de p-c-Src (Tyr416) en una monocapa de células
endoteliales adheridas a FN después de 2 horas cultivadas en presencia de MLS.
Observe que p-c-Src esta presente en los contactos célula-célula o UAs. b)
imagen confocal de p-c-Src en una monocapa cuyo medio fue cambiado a MLS
suplementado con EGF y SP. p-c-Src aparece alineado con los microtibulos y
también organizado exhibiendo un patrén lineal y punteado en los lamelipodios.
Note que este NRTK es también detectado en el nicleo de algunas células. Barra:
15 ym.
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Figura 10. a) iInmunolocalizacién de a-ML-actina en un corte transversal desparafinado de aorta

de embrién de pollo de 12 dias de desarrollo. En este estadio es posible distinguir las células de
mesénquima adyacentes al endotelio (e) formando un engrosamiento de la intima (flechas). Una
fuerte inmunoreactividad para a-ML-actina es observada en algunas células de mesénquima (cm,
cabeza de flechas) y en las células arregladas en forma circular (cc) pero no en las interlamelares

(ilm).

b-e) Inmunolocalizacion de EGF, TGF-a, EGFR y ErbB2/Neu en secciones transversales
desparafinadas de aortas de embriones de pollo de 14 dias de desarrollo. Una intensa
inmunoreactividad para EGF es observada en el endotelio (e), algunas células de mesénquima
(cm) y en las células de las capas circulares (cc). Para TGF-a una menor inmunoreactividad es
observada en el endotelio (e), algunas células de mesénquima (cm) asi como en las células
organizadas en capas circulares (cc). Una fuerte inmunoreactividad para ErbB2/Neu y una
moderada inmunoreactividad para EGFR son detectadas en la mayoria de las células endoteliales
(e), algunas células de mesénquima (cm) y en las células de las capas circulares (cc). f) Control
negativo. Note que no hay inmunoreactividad cuando el anticuerpo primario ha sido omitido. L, luz

del vaso. Barra: a, f, 150 ym; Barra: b-e, 125 ym.
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cultivos fueron mantenidos en ausencia de VEGF (vehiculo) (Figs. 11c, d).
Estos resultados preliminares in vitro sugieren una posible participacion del

VEGF en el proceso de TEndoM.
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Figura 11.

Representa una secuencia de imagenes de microscopia de contraste de fases de
una monocapa de células endoteliales adherida a la superficie de la placa de Petri
cubierta con FN y mantenida en presencia de VEGF (20 ng/ml) y SP (0,1%) (a, b)
y de otra monocapa que fue mantenida a baja concentracion de SP (0,1%) y acido
acético (0,1%) (vehiculo) durante 4 horas (c, d). Barra: 150 ym.

Note que solo cuando las monocapas fueron incubadas con VEGF (20 ng/ml) y SP
(0,1%) las células aparecen separandose, despegandose del sustrato y migrando

(b).
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5. DISCUSION

El presente estudio provee evidencias que nos permiten sugerir que la
adhesién de las células endoteliales embrionarias obtenidas de explantes de
aorta a la FN es mediada por la integrina B3 y promovida por el Ca’y que la
organizacién de estas células en monocapas de células polarizadas cuando
ellas fueron mantenidas en ausencia de MLS o factores de crecimiento, fue
establecida por adhesidon a la FN y por la formacion de los contactos célula-
célula o UAs. Esta ultima involucrando la presencia de B-catenina y p120-
catenina, la redistribucion de la integrina B3 y de manera importante, la
reorganizacién de los MTs con la posible participacién de algunas tirosinas
fosfatasas y tirosinas kinasas (Dejana y col., 2009). Estos eventos ceiulares
son considerados como relevantes para el mantenimiento de la forma y la
polaridad apico-basal in vitro y durante el desarrollo embrionario (Bryant y
Mostov, 2008; Dejana y col, 2008, 2009, Iruela-Arispe y Davis, 2009).
Notablemente, la adhesidén a la FN y organizacion de las céluias endoteliales
en monocapas de células polarizadas implicando la formacién de las UAs y la
reorganizacion de los MTs, en ausencia de suero o factores de crecimiento, fue
acompafiada por la fosforilacion de dominio kinasa del EGFR y del ErbB2 y de
la translocacidon nuclear de ambos receptores. Asi tenemos que ambos
receptores en sus formas fosforiladas fueron detectados en los sitios de
contactos ceélula-célula y en el nucleo de algunas células de la monocapa
mediante el uso de anti-fosfo EGFR (Tyr845) y anti-fosfo ErbB2 (Tyr877). En
este sentido, el EGFR fosforilado ha sido detectado durante la formacion de los

contactos célula-célula en monocapas de células epiteliales deprivadas de
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suero y mantenidas en presencia de Ca?*, sugiriendo una activacion de EGFR
independiente del ligando e inducida por su interacciéon con la E-cadherina o
con componentes de las UAs (Erez y col., 2005; Pece y Gutkind, 2000;
Takahashi y col., 1997). Es importante mencionar que la localizacion
basolateral de EGFR y ErbB2 junto con los componentes de las UAs ha sido
consistentemente reportada en células epiteliales polarizadas (Feigin y
Muthuswamy, 2009; Hoschuetzky y col., 1994; Shelly y col., 2003; Tanos y
Rodriguez-Boulan y col.,, 2008). También, estudios en células epiteliales
tumorales han indicado que la formacion de las UAs mediada por E-cadherina
inducen la activacién de EGFR en ausencia de ligando, lo cual conduce a un
aumento en la expresidn de algunos miembros de la familia de las Bcl-2,
proteinas consideradas como reguladoras que protegen a las células de la

apoptosis (Shen y Kramer, 2004).

La presencia de EGFR y ErbB2 en sus formas fosforiladas o activadas ha sido
detectada en el nucleo de células endoteliales fetales de humanos (Bueter y
col., 2006) y en células epiteliales normales y tumorales, sugiriendo que estos
receptores pueden regular la activacion y transcripcion de algunos genes y
posiblemente otros eventos nucleares (Giri y col., 2005; Wang y col, 2010). En
este sentido, es conocido que el enlace (binding) de las integrinas a sus
ligandos en ausencia de suero o factores de crecimiento puede promover la
sobrevida de la célula al aumentar la transcripcién de Bcl-2 (Matter y Ruoslahti,
2001; Zhang y col, 1995) y que el agrupamiento (clustering) y ocupacion de las
integrinas en ausencia de factores de crecimiento puede provocar también el

reclutamiento y activacion parcial de diversos RTKs que incluye a los miembros
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de la familia del EGFR (Desgrosellier y Cheresh, 2010; Eliceiri, 2001;
Huvenners y Danen, 2010; lvaska y Heino, 2010; Streuli y Akhtar, 2009,
Yamada y Even-Ram, 2002). Por ejemplo, en algunas lineas de células
epiteliales y en una lineas de células endoteliales de humano (ECV304), la
adhesion a FN mediada por integrina B4 en ausencia de suero o factores de
crecimiento produce una rapida fosforilacion de EGFR en los residuos Tyr845,
1068,1086 y 1173 que resuilta critica para la sobrevida de estas células (Bill y
col, 2004; Cabodi, 2004; Moro y col, 2002). Cabe destacar que estos niveles de
fosforilacion son mas bajos que aquellos observados con EGF. De manera
interesante, algunos estudios han demostrado que la fosforilacion del residuo
Tyr845 en el dominio kinasa de EGFR requiere de la presencia de la tirosina
kinasa Src, la cual es activada y autofosforilada en su residuo Tyr419 de su
dominio kinasa luego que la adhesién mediada por la integrina tiene lugar (Bill y
col 2004, Cabodi y col 2004). Otros estudios han reportado que la fosforilacion
del residuo Tyr877 del dominio kinasa de ErbB2 es dependiente de la ¢c-Src
(Tyr419) activada o fosforilada (Marcotte y col., 2009; Rivas y col., 2010; Xu y
col., 2007); Algunos de ellos sugiriendo que c-Src cuando esta activado y
fosforilado se asocia especificamente con ErbB2, pero no con los otros
miembros de la familia de EGFR (Kim y col., 2005; Marcotte y col., 2009;

Muthuswamy y Muller, 1995).

En vista de las observaciones antes mencionadas, en este estudio también
investigamos la presencia y distribucion de c-Src en ausencia o factores de
crecimiento. De manera importante c-Src (Tyr416) fue localizado en sitios de

contactos de célula-célula o UAs exhibiendo un patrén similar al observado
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para B-catenina, p120-catenina e integrina Bs. A este respecto, existen
evidencias demostrando que c-Src cuando esta activado participa durante la
adhesion célula-MEC y la formaciéon de las uniones célula-célula donde el
podria fosforilar a B-catenina y p120-catenina regulando de esta manera ciertas
rutas de sefializaciéon que son consideradas esenciales para la sobrevida de la
célula (Guarino, 2010; Schlessinger, 2000). De interés, algunos estudios han
demostrado que la adhesidén de precursores de osteoclasto a FN o vitronectina
induce la asociacién de ¢c-Src con los MTs y que esta asociacién afecta la
polaridad de los osteoclastos (Abu-Amer y col., 1997). También, algunos
estudios han revelado la interaccién reciproca entre c-Src y EGFR en ausencia
de factores de crecimiento (de Diesbach y col., 2010; Donepudi y Resh, 2008).
Uno de ellos, sugiriendo que la activacion de c-Src puede causar la activacion
de EGFR, imitando o remedando aquellos efectos ocasionados por bajas
concentraciones de EGF sobre la activacion, redistribucion y sefializacion del
EGFR (de Diesbach y col., 2010). En este contexto, estudios previos han
mostrado que el agrupamiento de la integrina Bs por ligandos tales como FN
puede resultar en el reclutamiento y activaciéon de c-Src induciendo la
fosforilacién de sus residuos Tyr416 o Tyr419 del dominio kinasa (Arias-
Salgado, 2003; Desgrosellier y col., 2009; Guarino, 2010; Huveneers y Danen,
2010) y que c¢-Src activado y fosforilado a su vez fosforila a ErbB2 en su
residuo Tyr877 (Marcotte y col, 2009). De manera interesante, estos patrones
de fosforilacion son diferentes de aquellos que ocurren luego del enlace de

EGF.
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Por lo tanto, creemos que, en ausencia de suero o factores de crecimiento, la
adhesion a la FN de células endoteliales embrionarias mediada por la
activacion y el agrupamiento de la integrina Bs promueve la activacion de c-
Src, el cual se encuentra asociado con los microtubulos y que c-Src a su vez
contribuye a la formaciéon de los contactos célula-célula o UAs mediante la
fosforilacion de B-catenina y p120-catenina. Este proceso estaria acompariado
por la fosforilacion de EGFR y ErbB2 en los residuos tyr845 y tyr877
respectivamente, conduciendo a la activacion parcial y a la translocacion
nuclear de ambos receptores con la consecuente regulacion de la expresién de
las proteinas Bcl-2 para proteger a las células de la apoptosis inducida por la

deprivacion del suero.

En este estudio, encontramos que el cierre de las brechas (re-endotelializacion)
fue casi completo y que la separacién, despegue de las células endoteliales del
sustrato y eventual migracién también tuvo lugar en los bordes de las
monocapas cuando el medio de algunos cultivos fue cambiado a medio
conteniendo EGF o TGF-a y bajas concentraciones de SP (0,1%). Estas
observaciones son consistentes con la posibilidad de que EGF o TGF-a
puedan estar interactuando con aquellos EGFR que permanecieron expuestos
o accesibles al ligando en los bordes laterales de las células después de haber
removido el explante. Por consiguiente, EGFR estaria formando heterodimeros
con ErbB2 y podria ser internalizado, lo cual resulta en la pérdida de los
contactos célula-célula debido al remodelado de los MTs y a las alteraciones en
la distribucion de B-catenina, p120-catenina y de la integrina B;. Por lo tanto,

mediando la reparacion de las brechas y la migracion celular. Esta observacion
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es reforzada por reportes previos indicando que el dafio mecanico provocado a
monocapas de células epiteliales le permite a ErbB2, el cual esta localizado en
la superficie basolateral, interactuar con su ligando (heregulina) normalmente
secretada en la superficie apical conduciendo a la proliferacion, migracion y
reparacion de las brechas originadas (Tanos y Rodriguez-Boulan, 2008,
Vermeer y col., 2003). De manera interesante, en este estudio también
encontramos cambios en la distribucion y organizacién de c-Src cuando EGF o
TGF-a fueron afadidos. Consideramos que tales cambios pueden estar
asociados con el remodelado de los microtubulos y con las alteraciones en la
distribucidén integrinas Bs, B1, B-catenina y p120-catenina ocurridos durante la
pérdida de los contactos célula-célula o UAs. Consistente con esto, estudios en
celulas epiteliales estimuladas con EGF han proporcionado evidencias
indicando que el remodelado de los MTs induce la activacion de c-Src, la cual
entonces fosforila a B-catenina y p120-catenina, conduciendo a la alteracion de
las UAs y de las adhesiones célula-MEC promoviendo la migracién celular y la
invasion (Guarino, 2010). Es importante sefialar que el remodelado del
citoesqueleto y la pérdida de los contactos célula-célula han sido
correlacionados con una elevada expresion de c-Src activado en células
tumorales y durante el proceso de TEM (Alper y Bowden, 2005; Guarino,
2010). En relaciéon a la localizacion nuclear de p-c-Src (Tyr416) observada
durante la estimulaciébn con EGF, evidencias recientes sugieren que la
localizacion de c-Src después de la estimulacién con factores de crecimiento
regula no solo la fosforilacién de proteinas nucleares sino también Ia estructura

de la cromatina (Takahashi, 2009).
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En este estudio, la estimulaciébn con EGF o TGF-a también mostrd la
localizacién en las adhesiones focales de p-FAK (Tyr397), las integrinas Bsy B4
cuando la pérdida de los contactos célula-célula, separacion del sustrato y
migracion endotelial tuvieron lugar. En este contexto, estudios previos han
sugerido que el agrupamiento de las integrinas Bz B1 y Bs ocasionados por
ligandos tales como la FN o las alteraciones en el citoesqueleto, pueden
resultar en el reclutamiento y autofosforilacién de FAK en el residuo Tyr397 y
que la FAK, una vez activada, promueve el enlace y fosforilacién de c-Src para
aumentar la actividad de FAK, conduciendo de esta manera a la formacion de
un complejo de sefalizacién activado (llic y col., 2004; Mitra y col., 2005). Los
mismos estudios proponen que este compiejo activado afecta no solo el
ensamble y desensamble de las adhesiones focales, sino también promueve la
migracion celular a través de la regulaciéon del citoesqueleto, el reciclaje de
integrina y la pérdida de las UAs (Mitra y col., 2005). De manera interesante, el
reclutamiento y la internalizacion por macropinocitosis y redistribucion de las
integrinas han sido observados durante la migracion celular inducida por
factores de crecimiento (Gu y col, 2011). Por lo tanto, creemos que la
separacion de la célula endotelial del sustrato involucrando el ensambie y
desensamble de las adhesiones focales y la migracién después de la adicion
de EGF y TGF-a vy suero de pollo podrian estar relacionadas con el
reclutamiento, internalizacion y redistribucion de ias integrinas Bsy B4y con la
activacion de FAK y c-Src durante la endocitosis de EGFR y ErbB2. Es bien
conocido que el eniace de EGF o TGF-a al dominio extracelular del EGFR
resulta en la homodimerizacion o heterodimerizacibn y subsecuente

autofosforilacion del receptor en sus residuos tirosina. dando inicio a una serie
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de rutas de sefializacion importantes que podrian contribuir en la adhesion
celular, migracién, proliferacién, diferenciacion y sobrevida (Carpenter y Liao.,
2009; Olayioye y col., 2000). Estos eventos son seguidos por la reposicion del
complejo a la superficie celular o por la degradacién del mismo a través de la
via lisosomal. Después de la internalizaciéon, también puede ocurrir la
translocacion nuclear de los receptores para regular la expresion de algunos
genes (Giri y col., 2005; Lemmon., 2009; Roepstorff y col., 2008; Wang y col.,
2010; Yarden y Sliwkowski, 2001). De interés particular, la estimulacién de
células Hela con EGF conduce a la endocitosis del EGFR acompariada por el

remodelado de los MTs (Kharchenko y col., 2007).

En este estudio, la fosforilacion e internalizacion y la translocacion nuclear de
p-EGFR y p-ErbB2 fue también observada luego de la adicion de EGF o TGF-a
y SP. En esta condicion el analisis por citometria de flujo revel6 una expresion
elevada de p-EGFR y p-ErbB2, en contraste con aquella detectada en MLS o
ausencia de factores de crecimiento. Consistente con esto, estudios previos
han demostrado que el tratamiento de las células endoteliales ECV304 con
EGF aumenta los niveles de fosforilacion de EGFR, los cuales han sido
inducidos por la adhesion a la FN mediada por la integrina (Cabodi y col.,
2004). En este mismo orden de ideas, un estudio reciente llevado a cabo por el
grupo de Odintsova ha reportado que la adhesion de células epiteliales,
mediada por integrina, potencia la fosforilacién de EGFR y ErbB2 inducida por
EGF o TGF-a facilitando la homo o heterodimerizacién de estos receptores y
que este proceso podria estar acompafiado por la reorganizacién del

citoesqueleto (Alexi y col., 2011). De acuerdo con esto, nuestras observaciones
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sugieren que la dimerizacién, activacion y fosforilacion de EGFR y ErbB2,
iniciadas por integrina B, podria ser aumentada por la adicién de EGF o TGF-a
y que la internalizaciéon de esos receptores podria estar acompafiada por el
remodelado de los MTs, induciendo la activacion de c-Src y la fosforilacién de
B-catenina y p120-catenina para promover la pérdida de la polaridad endotelial
y la pérdida de ios contactos célula-célula, facilitando la expansién, separacion
y migracion, eventos celulares considerados como esenciales en la progresion
de la TEndoM. De manera interesante, la sobreexpresién y/o activacion de los
EGFRs afecta la polarizacion epitelial y los contactos célula-célula conduciendo
a la TEM de células normales (Feigin y Muthuswamy, 2009). Sin embargo, los
mecanismos precisos por los cuales los EGFRs alteran la arquitectura normal
epitelial para promover la TEM no han sido del todo elucidados (Feigin vy

Muthuswamy, 2009).

. Ademas de estos hallazgos, este estudio provee evidencias in vivo las cuales
indican que EGF, TGF-a asi como sus receptores EGFR y ErbB2 estan
presentes en aquellos estadios del desarrollo del embrién de pollo (dias12-14)
donde los engrosamientos de la intima son claramente evidentes y la TEndoM
es un proceso activo. Estos datos son interesantes si consideramos que la
expresion in vivo de EGF, TGFa asi como sus correspondientes receptores ha
sido detectada en los engrosamientos de la intima y en las CMLs de las
lesiones ateroescleréticas (Dreux y col., 2006) y que la expresion de ErbB2 y
ErbB3 en sus formas activadas ha sido demostrada durante el desarrollo de los

cojines endocardicos (Camenisch y col., 2002), sugiriendo una contribucion
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importante por parte de estos receptores en el inicio de la ateroesclerosis y en

el desarrollo de las valvulas cardiacas, respectivamente.

5.1 CONCLUSION

Nuestros hallazgos nos permiten sugerir que la adhesién de las células
endoteliales embrionarias a la FN mediada por integrina y la activacion y
translocacion de c-Src, EGFR y ErbB2 asi como la presencia de sus ligandos

son requeridas para el proceso de TEndoM.
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PERSPECTIVAS
Para seguir dando continuidad al interesante tema del EGF, TGF-q,
VEGF y sus receptores y posible participacion en el proceso de
transicion endotelio- mesénquima, se hace necesario el uso de
inhibidores especificos que nos permitan observar con mas detalle el
comportamiento en términos de separacion célula-célula, despegue de
las células del sustrato y eventual migracion, asi como la expresion
espacio-temporal de las proteinas involucradas en estas funciones
biolégicas. Por otra parte, ello nos permitiria indagar sobre las rutas de
sefializacion que se pudieran generar aguas arriba y aguas abajo y que
estarian involucradas en la transformacion endotelial. Evidentemente
que la continuidad de esta investigacién de estos estudios pasa por la
realizacion de estudios in ovo los cuales implicarian inoculacién de estos
factores de crecimiento en huevos fertilizados a distintos estadios del
desarrollo embrionario (7,14 y 21 dias), asi como la neutralizacién de los
mismos para lograr un mejor entendimiento en cuanto a los efectos que
son causados por la ausencia o inhibicion de los mismos y su
participacién en el desarrollo cardiovascular y por ende en el tronco
arterioso, especificamente la aorta y la puimonar. Finalmente, dilucidar
como las sefiales sinergizan con los factores de riesgo para promover la

progresion de las enfermedades vasculares.
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