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Resumen

El proceso de reparacion endotelial llevado a cabo por las células endoteliales es de vital
importancia, pues mediante la proliferacion y migracion celular, permite la formacion de
nuevos vasos sanguineos durante procesos de cicatrizacion, donde algun tejido u 6rgano
ha sido dafiado. Sin embargo, durante el crecimiento tumoral, este proceso es crucial y se
ve acelerado puesto que las células cancerigenas necesitan de nuevos vasos sanguineos
para disponer de oxigeno y nutrientes. Por ende, multiples terapias anticancerigenas estan
basadas en perturbar dicha funcion del endotelio vascular. Bajo este contexto, la
Caveloina-1, es una opcion prometedora por su capacidad de inhibir la sintesis del 6xido
nitrico, molécula estimulante de la proliferacion y migracion celular. No obstante, su
empleo se ve limitado por las altas dosis requeridas para obtener el efecto inhibitorio
deseado, lo que conlleva a la presencia de mdultiples efectos adversos cuando es
administrada exdgenamente. Una alternativa para eficientizar el efecto de los farmacos y
disminuir la dosis administrada, es el empleo de sistemas de entrega de farmacos activada
por estimulos externos, como el sistema de microburbujas-ultrasonido. En este, se libera
el farmaco justo en la zona en que se aplica el estimulo y se favorece su internalizacién a
las células endoteliales debido al fendbmeno de sonoporacion. Por lo tanto, si se emplea
dicho sistema para la liberacion de la Caveolina-1 podria facilitar su incorporacion en las
células endoteliales, potenciando sus efectos inhibitorios sobre la funcion endotelial. El
objetivo de este trabajo fue comparar el efecto de la Caveolina-1 libre con el de la
caveolina liberada a partir de un sistema de microburbujas-ultrasonido sobre el desarrollo
de la reparacién del dafio endotelial. Para esto, se utiliz6 un modelo de reparacion
endotelial in vitro que permita detectar alteraciones de la funcion endotelial por medio del
analisis de la velocidad de reparacidon. Los resultados mostraron que fue posible potenciar
el efecto inhibitorio de la reparacion endotelial por parte de AP-Cav con una dosis hasta
10 veces menor. Lo anterior, abre las puertas para proponer el sistema de liberacién
controlada descrito como una alternativa a las terapias anticancerigenas actuales, pues
podria garantizar el efecto inhibitorio de la reparacion endotelial por parte de AP-Cav

durante el crecimiento tumoral con dosis considerablemente menores.






Abstract

The repair of endothelium carried out by endothelial cells is a process of vital importance,
through cell proliferation and migration, it allows the formation of new blood vessels
during healing processes, where some tissue or organ has been damaged. However, during
tumor growth, this process is crucial and accelerated since cancer cells need new blood
vessels to provide them oxygen and nutrients. Therefore, multiple anticancer therapies are
based on disturbing this function of the vascular endothelium. In this context, Caveloin-1
IS a promising option due to its ability to inhibit the synthesis of nitric oxide, a molecule
that stimulates cell proliferation and migration. However, its use is limited by the high
doses required to obtain the desired inhibitory effect, which leads to the presence of
multiple adverse effects when it is administered exogenously. An alternative to make the
effect of drugs more efficient and reduce the administered dose is the use of drug delivery
systems activated by external stimuli, such as the microbubble-ultrasound system. In this,
the drug is released just in the area where the stimulus is applied and its internalization to
endothelial cells is promoted due to the phenomenon of sonoporation. Therefore, if this
system is used for the release of Caveolin-1, it could facilitate its incorporation into
endothelial cells, enhancing its inhibitory effects on endothelial function. The objective of
this work was to compare the effect of free Caveolin-1 with that of caveolin released from
a microbubble-ultrasound system on the development of endothelial damage repair. For
this, an in vitro endothelial repair model was used to detect alterations in endothelial
function by analyzing the speed of repair. The results showed that it was possible to
enhance the inhibitory effect of endothelial repair by AP-Cav with a dose up to 10 times
lower. This opens the doors to propose the controlled release system described as an
alternative to current anticancer therapies, as it could guarantee the inhibitory effect of

endothelial repair by AP-Cav during tumor growth with considerably lower doses.
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1 Introduccion

El endotelio vascular es una monocapa de células endoteliales ancladas a una lamina basal
de glicoproteinas que en conjunto forman a los capilares sanguineos (Figura 1-1) y
constituyen la parte mas interna de arterias y venas [1]. El endotelio conforma una
interfase entre la sangre circulante en el lumen de los vasos y el resto de la pared vascular
o tejidos, de manera que tienen el papel fundamental de controlar el intercambio de
solutos, fluido, gases, macromoléculas, hormonas, plaquetas y células sanguineas entre

los distintos tejidos y el flujo sanguineo [2].

Membrana basal o

Células

endoteliales \ '
Q

Hendidura intercelular /

Figura 1-1. Estructura del capilar sanguineo. La parte mas interna corresponde a la monocapa de
células endoteliales ancladas a una membrana basal de glicoproteinas [3].

En adicién a su relevante funcion como barrera semipermeable, el endotelio vascular
representa el érgano que mantiene funciones de vital importancia, como las que se

describen a continuacion:

e Coagulacion sanguinea. El endotelio vascular normalmente provee una
superficie sobre las cuales las células sanguineas como plaquetas y leucocitos no
puedan adherirse, evitando la formacion de coagulos, ademas de la secrecion de
compuestos anticoagulantes y antitrombdticos [4].

e Inflamacion. Debido a su funcion como barrera semipermeable, el endotelio

vascular participa activamente durante el proceso inflamatorio [4], ademas de



intercambiar moléculas de sefializacion directamente con los linfocitos T y B del
sistema inmune [5].

e Tono vascular. Por medio de la secrecion de moléculas de sefializacion, el
endotelio vascular se encarga de mantener la homeostasis de los vasos sanguineos
al constrefiir y relajar las arterias y venas [6].

e Reparacion vascular. Mediante una alta tasa de proliferacién y migracion
celular, las células endoteliales llevan a cabo la formacion de nuevos capilares y
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes durante la cicatrizacion o
reparacion de tejido dafiado derivado de heridas, situaciones de coagulacion o

isquemia [7].

Si bien, dichos procesos son claves para mantener la homeostasis sanguinea, el endotelio
vascular, también participan activamente durante ciertas condiciones patolégicas, como
el crecimiento tumoral, donde la formacion de nuevos vasos se ve acelerada. Durante este
proceso, denominado angiogénesis, las células endoteliales de los vasos sanguineos
préximos al tumor, reconocen moléculas de sefializacién como el Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF) o sefiales de hipoxia en el ambiente, generado por las células
cancerigenas. Estas sefiales promueven la degradacion enzimatica de la lamina basal,
seguida de un proceso acelerado de proliferacion y migracion de las células endoteliales
hacia el tumor. Por Gltimo, este proceso culmina con la formacion de estructuras tubulares
que vascularizan e irrigan de sangre al tumor (Figura 1-2) [11, 14]. Los nuevos vasos que
se desarrollan durante esta patologia son de gran importancia para el desarrollo tumoral,
pues sirven para llevar oxigeno y nutrientes a las células cancerigenas, que ante la alta
tasa metabdlica que presentan, requieren de una mayor perfusion sanguinea, siendo la
angiogeénesis un factor critico para su desarrollo, al grado de determinar el tamafio del

tumor, asi como su esparcimiento o metéstasis [11, 12, 13].

Para que las células endoteliales lleven a cabo la formacién de nuevos vasos, requieren de
la sintesis y liberacion de distintas moléculas de sefializacion, entre las que destaca el
oxido nitrico (ON), molécula altamente reactiva y liposoluble, sintetizada a partir de la
arginina por la enzima Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS) [8]. Bajo condiciones
normales, el ON es esencial para la funcion de las células endoteliales, pues participa
activamente como vasodilatador y regulador de la permeabilidad celular, entre otros
procesos [5,10] Sin embargo durante el cancer su sintesis se ve acelerada debido a una

alta tasa de actividad de la eNOS. Lo anterior, ocurre porque la eNOS es una molécula
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que se activa en respuesta al VEGF liberado por las células cancerigenas, de esta forma la
proliferacion y migracion de las células endoteliales se ve acelerada, y con ello, el proceso
de angiogénesis.
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Figura 1-2. Proceso de angiogénesis durante el crecimiento tumoral.

En vista de que la sintesis del ON por parte de la eNOS es un estimulante de la
angiogeénesis [15,16], la inhibicidn de dicha enzima ha sido de gran interés para reducir la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Una opcion que se ha estudiado para disminuir la
actividad de la eNOS esta basada en su mecanismo de regulacion intracelular, ya que la
eNOS es una enzima que se encuentra inactiva cuando estd unida a la membrana
plasmatica, especificamente, cuando estd unida a Caveolina-1 (Cav-1), que es una proteina
presente en las invaginaciones membranales denominadas como caveolas. Esta
inactivacion de la eNOS es altamente especifica, debido a que la Cav-1 cuenta con un
dominio de anclaje (aminoacidos 82-101, Cav), el cual es altamente afin a la eNOS [17].

Para que la eNOS se active, es necesaria su separacion de la Cav y tal como se describe
en la Figura 1-3, esto ocurre ante la interaccion de moléculas externas, como el VEGF,
con sus receptores en la membrana celular. Lo anterior, promueve la apertura de los
canales de calcio voltaje dependientes y la liberacion de calcio (Ca®*) intracelular,
generando un incremento de la concentracion intracelular de Ca?*. Esto, origina la

formacion del complejo Ca?*/calmodulina, que desplaza a la Cav de su unién con laeNOS,



permitiendo asi la activacion de la enzima. Finalmente, el proceso culmina con la
apropiada sintesis de ON [18]. Dicha cascada de sefializacion indica que hay una
competencia entre la Cav-1y el complejo Ca?*/calmodulina. Por ende, una mayor cantidad

o0 presencia de Cav-1 supondria una menor actividad de la eNOS [25].
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Figura 1-3. Regulacion intracelular de la eNOS

Debido a lo antes expuesto, la inhibicion de la eNOS por parte de Cav-1 ha sido de gran
interés pues la inactivacion de la enzima es especifica por su alta afinidad al dominio de
anclaje, a diferencia de los multiples inhibidores de la sintesis del ON en existencia, de
los cuales, la gran mayoria son inhibidores competitivos o no selectivos [22] donde la
reduccion de la tasa de actividad es menos eficiente. Sin embargo, la internalizacién
celular de la Cav-1 para ser utilizada como inhibidor, represento todo un reto por superar
para su administracién de manera exdgena. Para esto, se propuso la fusién del su dominio
de anclaje con un segmento del homeodominio de Antennapedia, un factor de
transcripcion de Drosophila, el cual ha mostrado la capacidad de translocarse desde el
espacio extracelular hacia el citoplasma en una manera independiente de, formando asi un

péptido cationico permeable llamado AP-Cav [19].

Una vez que se logro la internalizacion de la caveolina en su forma AP-Cav a las células
endoteliales, se comprobd su capacidad de inhibicion de la eNOS, lo que redujo la sintesis
del ON y con ello sus funciones a nivel endotelial como lo es en la inflamacion y
angiogénesis tumoral [20]. Puesto que el uso de la Cav como inhibidor de la sintesis de

ON dependiente de eNOS resulto atractivo, se ha sugerido su empleo en distintos procesos



patolégicos donde el ON juega un papel relevante, funcionando como agente

antiinflamatorio [17,21], antiangiogénico y antitumoral [23,24].

Sin embargo, pese a que se ha utilizado a la Cav de manera exdgena con el fin de reducir
el impacto que tiene la alta tasa de sintesis de ON por parte de eNOS en patologias como
el cancer y la inflamacion, se han descrito diversos efectos adversos, como por ejemplo
que debido a que la inhibicion de eNOS en zonas no deseadas se promovié también la
adherencia leucocitaria en vénulas saludables, lo que podria traer como consecuencia
enfermedades tales como aterosclerosis, hipertension, hipercolesterolemia, entre otras
[26].
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Figura 1-4 Sistema de microburbujas-ultrasonido. Liberacion controlada de un farmaco en un sistema de
microburbujas-ultrasonido que permite su liberacion en el sitio deseado y promueve su internalizacion

por el efecto de la sonoporacion [21]

Debido a que son multiples los farmacos que presentan esta problematica, con fines de
disminuir la dosis administrada y con ello sus efectos adversos en sitios no deseados se
han desarrollado diferentes sistemas de entrega de farmacos dirigidos y activados por
estimulos externos, entre los que se encuentran la liberacion de farmacos a partir de
microburbujas (MBs) inducida por ultrasonido (US) [27]. Estas constan de un nucleo
gaseoso y una envoltura que puede ser de diferente naturaleza como lo son lipidicas,
proteicas 0 poliméricas, que permiten el acarreo de los farmacos mediante su
incorporacion directa en la envoltura, por union electrostatica, con enlaces biotina-avidina,
entre otras técnicas [28]. Asi, el uso de MBs es de gran interés pues como se observa en

la Figura 1-4, ademas de liberar al fArmaco en el lugar deseado con la aplicacion del



ultrasonido, facilita su internalizacion por el efecto denominado como sonoporacion, el
cual es la formacion de poros transitorios en la membrana endotelial [34] potenciando el
efecto de los farmacos con el fin de reducir las dosis administradas.



2 ANTECEDENTES

2.1 El oxido nitrico y la angiogénesis

Para comprobar el papel que tiene el ON en la angiogénesis se han realizado multiples
estudios, entre los cuales se encuentra la ablacién del gen que codifica a la eNOS, es decir,
producir lineas celulares u organismos genéeticamente modificados que no tienen la
capacidad de expresar a la eNOS denominados como “eNOS Knock Out (KO)”. De esta
forma, Martinez-Ruiz y colaboradores en el 2019 trabajaron con dos tipos de rata, una rata
eNOS (-/-) KO y una rata control “Wild Type” (WT). A ambas se les removio la arteria
femoral y se observd como practicamente la rata eNOS (-/-) perdi6é su capacidad de
cicatrizacion debido a que no pudo generar nuevos vasos sanguineos, por ende, su pata
Ileg6 al punto de necrosar, mientras que la rata WT, con su capacidad de sintetizar ON por
medio de la eNOS, cicatriz6 apropiadamente tras la remocion de la arteria mostrando
minimas afectaciones (Figura 2-1). Lo anterior indica la necesidad de la sintesis de ON

por parte de la eNOS para llevar adecuadamente el proceso de angiogénesis.

eNOS(-/-)

Figura 2-1 Efecto de la ablacién del ON sobre cicatrizacion. Tratamiento de la remocién de arteria
femoral aplicado en ratas. En el tipo WT cicatriz6 correctamente mientras que en el tipo eNOS (-/-) KO la

pata se necroso [16]

Bajo la misma idea de trabajar con organismos sin la capacidad de sintetizar ON por medio
de la eNOS, se comprobd ahora la importancia del ON en la angiogénesis durante el

desarrollo tumoral por Morais y colaboradores (2012), quienes utilizando modelos in vivo
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monitorearon el crecimiento tumoral en dos grupos de ratones: control de tipo silvestre
(WT) y eNOS (-/-) KO. Con el empleo de este modelo experimental, lograron observar
una disminucion en el tamafio del tumor en el grupo eNOS (-/-) KO, lo que revela que
ante la incapacidad del organismo de sintetizar ON, el crecimiento tumoral se vio reducido
notablemente (Figura 2-2, A), pero aun faltaba por demostrar que funcion celular alterada

era responsable de este fendmeno.

Por esta razon, en el mismo trabajo mediante un estudio ex vivo, se comprobd que, en
efecto el fendbmeno observado en la reduccion del tamafio tumoral se debe a que las células
endoteliales del ratén eNOS (-/-) KO perdieron su capacidad de formar nuevos vasos tras
su estimulacion con el VEGF (Figura 2-2, B). De esta manera se reitera que la contribucion
del ON sobre la angiogénesis en el crecimiento tumoral es esencial para brindar de oxigeno
y nutrientes a las células cancerigenas, por consiguiente, distintas opciones se han

evaluado con el fin de inactivar a la eNOS en la vasculatura tumoral.

eNOS*/* + eNos-I- VEGF 0 ng/mL VEGF 2 ng/mL VEGF 20 ng/mL

F N

eNOS*/*

eNOSs--

(A) (B) -

Figura 2-2. Efecto de la ablacion de la eNOS en ratones durante el crecimiento tumoral. (A) Tumores
extirpados del grupo control 0 eNOS (+/+) y el grupo eNOS (-/-) KO. (B) Estudio de angiogénesis ex vivo
en anillos adrticos tras la estimulacién con VEGF. En el grupo eNOS (-/-) se vio considerablemente

disminuida la formacion de estructuras tubulares [23].

2.2 Efecto de la Caveolina sobre la funcion endotelial

En vista del papel que tiene la sintesis del ON en las células endoteliales como estimulante
de la angiogénesis, diferentes estudios han buscado disminuir su produccion, basandose
en el mecanismo de regulacion interna de la eNOS, especificamente mediante la
inactivacion especifica de la enzima por parte de la proteina Cav-1. Entre los distintos

trabajos realizados con este fin se encuentra el llevado a cabo por Bernatchez (2004), quien
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trabajo con AP-Cav y evaluo el efecto de su administracion in vitro sobre la actividad de
la eNOS inducida por el VEGF, obteniendo un efecto dosis-respuesta, donde a mayor
concentracion de AP-Cav administrada, menor fue la concentracion de ON sintetizada
(Figura 2-3).
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Stimulaied .’102- release {pmob’lu(" cells)
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AP-Cav-B (pM): - 5 0 20 30

t————— VEGF —————

Figura 2-3 Efecto inhibitorio de la AP-Cav sobre la sintesis de ON inducida por VEGF [20].

Por otro lado, con un enfoque especifico sobre la funcidn endotelial, Jiang y colaboradores
(2017), evaluaron el efecto de la administracion del dominio de anclaje de la caveolina
(Cavtratina) sobre la angiogénesis mediante un modelo de membranas fibrovasculares de
retinopatia proliferativa diabética, logrando la inhibicion de la neovascularizacion con una
respuesta dosis dependiente, donde a mayor concentracion de Cavtratina, menor fue la

formacion de nuevos vasos (Figura 2-4).

Sobre la misma direccion, pero ahora con el desarrollo de un estudio in vivo, Brouet y
colaboradores (2005), estudiaron mediante la obtencion de imagenes por laser Doppler
(LDI por sus siglas en inglés) el efecto de la sobreexpresion de la Cav sobre la perfusion
sanguinea en un modelo de tumor de tejido terciario linfoide en ratones. Para este fin,
monitorearon a dos grupos: el grupo control transfectado con el vector Sham y el grupo
transfectado con el gen codificante para la caveolina. Tras el monitoreo del tumor a los 0,
2,4y 6 dias, se demostrd que en el grupo tratado se disminuy6 considerablemente el flujo

de sangre en comparacion al grupo control (Figura 2-5, A), lo que indica que la



sobreexpresion de la Cav, ademas de disminuir la angiogénesis, redujo tambien el

crecimiento tumoral (Figura 2-5, B).
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Figura 2-4 Efecto inhibitorio de la Cavtratina sobre la neovascularizacion ocular (CNV) en modelo de

membranas fibrovasculares [52]
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Figura 2-5. Transfeccion de caveolina disminuye la perfusion sanguinea tumoral. A) Imagenes obtenidas
por LDI de tumor TLT en ratones a los 0, 2, 4 y 6 dias después de la transfeccion con Sham y Caveolina.
B) Determinacion de los tumores TLT por medicion del diametro del tumor después de transfectar con

Sham (barras blancas) y caveolina (barras negras).
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Tras los multiples estudios que demuestran el papel antiangiogénico de la Caveolina, ain
era incierto que funciones celulares estaban siendo alteradas. Por esta razon Xu y
colaboradores (2017), evaluaron el efecto de la Cavtratina in vitro sobre la supervivencia,
proliferacion, migracion y permeabilidad de los tres principales tipos de células
vasculares: células endoteliales, células de musculo liso y pericitos. Su trabajo, demostro
que la Cavtratina suprimid la proliferacion celular de los tres tipos celulares, pero fue solo
en las células endoteliales donde se inhibio la supervivencia, proliferacion, migracion y
permeabilidad celular (Figura 2-6). Lo anterior les permitié concluir que el efecto
antiangiogénico de la Cavtratina se debe principalmente a sus efectos supresores sobre la
funcién de las células endoteliales. Por lo tanto, estudios in vitro sobre el efecto de la Cav
- 0 su dominio de anclaje - sobre la funcion de las células endoteliales serian modelos

apropiados para prever el efecto que se observaria en un organismo.

B
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Figura 2-6. Efectos de la Cavtratina sobre la funcion endotelial. A) Concentraciones mayores a 50 uM
inhiben la supervivencia celular. B) Estudio el ensayo BrDU demuestra que la Cavtratina a 10 UM inhibe
la proliferacion celular. C) Con el empleo de la técnica de reparacién de la herida, se demuestra que la
Cavtratina a 50 pM inhibe la reparacion del dafio endotelial. D) Con la cuantificacion por fluorescencia
de la fuga de Dextrano-FITC se demostr6 que la Cavtratina a 50 uM disminuye la permeabilidad celular.
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2.3Liberacion controlada de la AP-Cav de un sistema de

microburbujas-ultrasonido potencia su efecto inhibitorio

Ante los efectos adversos causados por la administracién exdgena de la AP-Cav descritos
en la introduccion, Navarro y colaboradores (2019) desarrollaron un sistema de liberacion
controlada de AP-Cav a partir de microburbujas de envoltura lipidica y ndcleo gaseoso de
perfluoropropano utilizando ultrasonido. Para desarrollar este sistema de entrega de
farmacos, se llevd a cabo la union de la AP-Cav a las microburbujas mediante la
incorporacion de un lipido de carga negativa en la envoltura de estas. Dicho lipido es el
1,2-Dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfo-L-serina (DPPS). Al ser la AP-Cav de carga positiva,
solo fue necesaria la incubacion de las microburbujas con la AP-Cav para lograr su union

por fuerzas de atraccion electrostatica (Figura 2-7).

Figura 2-7 Microburbuja lipidica unida a AP-Cav. Estructura de la microburbuja con envoltura lipidica y

nlcleo gaseoso de perfluoropropano unida a AP-Cav por atraccion electrostatica

Una vez sintetizadas las microburbujas con AP-Cav unida, estas fueron administradas en
conjunto con un sistema de ultrasonido para evaluar su efecto inhibitorio sobre la
relajacion vascular dependiente ON en anillos adrticos ex vivo. Para esto, se les aplicé un
pretratamiento de Fenilefrina (Phe) a los anillos adrticos con el fin de inducir la
contraccion vascular, al observar la contraccion maxima se administro Acetilcolina (Ach),
la cual estimula la sintesis de ON y tiene como efecto la relajacion vascular. Entonces,

una inhibicién de la relajacion implicaria una inhibicion de la sintesis de ON.

Como se representa en la Figura 2-8, para su grupo control, después de administrar la Ach
se redujo la contraccion previamente inducida por Phe, manteniendo solamente un 10%
de la misma. Posteriormente se pretrataron los anillos con AP-Cav (8uM), y al aplicar el

tratamiento con Phe y Ach se observo que se inhibié el efecto relajador dependiente del
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ON en solo un 4% mas que en el control. Lo relevante de este trabajo se observa cuando
se da la liberacion controlada de la AP-Cav unida a MBs mediante el uso de US, en el cual
se obtuvo un efecto inhibitorio de la relajacion de un 62%, es decir 58% mas si se compara

con la AP-Cav libre, demostrando asi el efecto potenciador de este sistema.

1.2+ Ach
v
C
= 0.8-
© _US+
8 MBs/Ap-Cav|
E 62%
c
8 0.4- / -Us+ Ap-Cav
P,he Ap-Cav libre
-Control
O'D_ﬁ T T T 1
0 3 6 9 12
tiempo (min)

Figura 2-8: Efecto inhibitorio de la relajacién inducido por la liberacion controlada de AP-Cav.
Administracion de Fenilefrina (Phe) contrae los anillos adrticos ex vivo, posteriormente la Acetilcolina
(Ach) induce la sintesis del ON y la relajacion de los anillos. La liberacién controlada de la caveolina

inhibe este proceso en un 62%.
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3 Justificacion

En vista de la importancia del 6xido nitrico como estimulante de la proliferacion y
migracion de células endoteliales durante la angiogénesis en el crecimiento tumoral, la
reduccidn de su sintesis mediante inhibidores especificos de laeNOS, como la Caveolina-
1, es una alternativa para su uso como agente antitumoral. Sin embargo, es necesario
asegurar su entrega de manera precisa y eficiente en la zona afectada. Con esta finalidad,
el presente trabajo busca comprobar, desde niveles basicos de complejidad, como lo es un
estudio in vitro, el efecto inhibitorio que tiene la liberacion de la Caveolina a partir de un

sistema de microburbujas-ultrasonido sobre la reparacion del dafio endotelial.
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4 Hipotesis

La hipotesis de este trabajo es que la liberacion de caveolina de microburbujas mediante
el ultrasonido podria facilitar su incorporacion en las células endotelial potenciando sus

efectos inhibitorios sobre la reparacion del dafio endotelial.

15



5 Objetivos

5.10bjetivo general

Comparar el efecto de caveolina libre con el de caveolina liberada a partir de un sistema

de microburbujas-ultrasonido en el desarrollo de la reparacion del dafio endotelial.

5.2 Objetivos particulares

1. Sintetizar y caracterizar las microburbujas anionicas con la capacidad de unién a
la Caveolina

2. Caracterizar el efecto inhibitorio de la administracion de AP-Cav libre sobre la
reparacion endotelial in vitro

3. Demostrar que liberacion controlada de AP-Cav a partir de un sistema de

microburbujas-ultrasonido potencia su efecto inhibitorio
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6 Metodologia

Se establecié un protocolo experimental en el que se evalla el efecto de la liberacion
controlada de Caveolina sobre la reparacion del dafio endotelial utilizando un modelo que
comprende una monocapa de células endoteliales en cultivo. Para este fin, se utilizaron
diversos grupos experimentales, valorando el efecto de cada componente del sistema
(Figura 6-1). Inicialmente se trabajo con la AP-Cav libre y se fue aumentando la
complejidad del tratamiento para finalmente aplicar el sistema en conjunto.

| Cultivos celulares |

Tratamiento

MBs control MBs/ApCav
+US +US

Grupocon'froll I Vehiculo I lAp-CovlibreI I us l

Determinar impacto sobre
la funcién endotelial

Figura 6-1. Protocolo experimental. Tratamientos disefiados para evaluar el impacto de la liberacion
controlada de la AP-Cav sobre la funcion endotelial

6.1 Sintesis y caracterizacion de microburbujas anionicas

En vista de que el presente trabajo busca evaluar el impacto de un sistema de entrega de
microburbujas-ultrasonido, se comenzo por implementar la metodologia para la sintesis
de microburbujas anionicas. Con este propdsito, se partio de una preparacion previamente
desarrollada en el laboratorio [33] (Figura 6-4). Esta consistié en una mezcla de los
fosfolipidos 1,2- dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), 1,2-distearoil-sn-glicero-
3-fosfoetanolamina-N-(amino(polietilenglicol)-2000) (DSPE-PEG2000) (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, AL, USA) y el lipido con carga negativa 1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoserina (DPPS) (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) que constituyeron la
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envoltura de las microburbujas. Para el nicleo gaseoso se utilizd el perfluoropropano
(CsFs). La sintesis de las microburbujas se dividio en la formacion de las peliculas secas
de la mezcla de lipidos, la hidratacién de la mezcla y la agitacion mecénica (Figura 6-2)

que se describen a fondo en las siguientes secciones.

Pelicula de mezcla de
fosfolipidos

Agregar buffer de hidratacion
Agitacion magnética a 60°C
Liposomas

Agitacion a 4500 osc en amalgamador

Microburbujas con restos de
liposomas y lipidos

Centrifugado a 300g por 15 min
Extraccion de subnadante con restos

Microburbujas control

Dilucion 1:10 en buffer de hidratacién
Inyeccion en cdmara microfluidica
Obtencién de imagenes por microscopia confocal

Caracterizacion de
microburbujas control

Figura 6-2. Proceso de sintesis de microburbujas por agitacion mecanica (amalgamacion).

6.1.1 Preparacion de mezclay pelicula de lipidos

1. Paratener la mezcla de lipidos DPPC y DSPE-PEG200 con una concentracion de
4 mg/ml y una relacién molar de 95:5, se pes6 de cada lipido 3.3 mg y 0.7 mg
respectivamente, en viales &mbar de 20 ml. Cada uno se disolvié en 100 pl de
cloroformo.

2. Adicionalmente, en un tercer vial se pesaron 0.6 mg de DPPS y se disolvieron en
100 pl de cloroformo:metanol (80:20).

3. Se realizd la mezcla de todas las especies de fosfolipidos. Primero, se afiadid la
solucion de DSPE-PEG200 a la de DPPC y posteriormente se sometid a agitacion
de vortice para homogeneizar la mezcla. Finalmente se agreg6 la solucion de
DPPS y se repitio la agitacion de vortice.

4. Se evapor0 el solvente de la mezcla utilizando una corriente de nitrégeno en
agitacion magnética constante. Con lo anterior se obtuvo en el fondo del vial una

pelicula delgada de la mezcla de fosfolipidos.
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5. Se coloco el vial parcialmente cerrado en un desecador al vacio durante 2 horas
para eliminar totalmente los restos de los solventes utilizados.

6. En caso de que las peliculas no se utilizaran inmediatamente, los viales se
cerraron, se sellaron y se les inyect6 una atmosfera de nitrégeno para evitar su

oxidacion y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.1.2 Hidratacion de la mezcla y formacion de liposomas

multilamelares

1. Una vez que se tiene la pelicula de fosfolipidos lista para usarse, se hidraté con 1
ml de buffer de hidratacion compuesto por buffer fosfato salino (PBS, pH
7.4):glicerol:propilenglicol (80:10:10 v/v) para tener una concentracion final de
fosfolipidos de 4.6 mg/ml.

2. Lamezcla hidratada se someti6 a agitacion magnética constante a 450 rpm a una
temperatura de 60°C por 20 min, para obtener una suspension de liposomas
multilamelares.

3. Después, se colocaron 500 ul de la suspension de liposomas obtenida en un vial
ambar de 1.5 ml (PTFE/Silicone septum), se sellé con Parafilm para evitar la
entrada o salida de gases y se le inyect6 vacio durante 2 min para eliminar el
oxigeno. Finalmente se sustituy6 la atmdsfera con el gas CsFs inyectandolo
durante 5 min a una presién de 5 psi.

4. El vial con la suspension de liposomas con atmosfera de CsFg resultante se agitd
mecéanicamente por 46 segundos a 4500 osc/s en un amalgamador (Ultramat S,
Effingham, 11, USA), obteniendo asi las microburbujas.

6.1.3 Lavados y recuperacion de microburbujas anionicas

Para poder utilizar las microburbujas, una vez sintetizadas deben ser sometidas a un
proceso de lavados por centrifugacion para eliminar el exceso de liposomas y de
fosfolipidos que no lograron formar microburbujas, para esto se realizé el siguiente

protocolo experimental:

19



1. Se libero el exceso de CzFs del vial en el que se encuentran la suspension de
microburbujas y estas se extrajeron utilizando una jeringa que contiene 500 ul de
buffer de hidratacion obteniendo un volumen total de ~ 1000 pl.

2. Se centrifugaron las microburbujas a 300 g por 15 min (Legend Micro 21R,
Centrifuge).

3. Con lo anterior, las microburbujas quedan flotando en la superficie del tubo
formando una capa de espuma densa y compacta de color blanco. Con una jeringa
se retird el subnadante (liquido inferior) que contiene los restos de liposomas y
lipidos no incorporados.

4. Posteriormente, las microburbujas contenidas en cada tubo fueron resuspendidas
nuevamente en 200 ul de buffer de hidratacion y agitadas manualmente hasta
observar una solucion completamente lechosa.

5. Se repiten los pasos 2 y 3.

6. Las microburbujas restantes se resuspendieron en 600 pl de buffer de hidratacion,

listas para su caracterizacion y uso.

6.1.4 Caracterizacion de microburbujas anidnicas

Una vez sintetizadas las microburbujas anionicas o control, fue necesario llevar a cabo su
caracterizacion y cuantificacion mediante microscopia confocal. Para poder visualizarlas
se utilizaron camaras microfluidicas de PDMS con una geometria de prisma rectangular
(1x1x0.02 mm?®). Dichas camaras fueron fabricadas mediante litografia suave. El
procedimiento para visualizar las microburbujas dentro de la cdmara microfluidica y

analizar su distribucion de tamafios, se realizé como sigue:

1. Una muestra de microburbujas se diluyé en buffer de hidratacion a una relacién
1:10.

2. Posteriormente, se inyectaron 20 ul de esta dilucion en la camara microfluidica
utilizando una punta de pipeta acoplada a una canula.

3. La camara microfluidica se llevo a un microscopio confocal (Leica TCS SP5,
Germany), se tomaron iméagenes a un aumento de 630x y un zoom digital extra de
3X.

4. Tres muestras independientes de microburbujas fueron analizadas, de cada

muestra se analizaron 3 camaras y de cada camara de se adquirieron 9 iméagenes.
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5. Para obtener la distribucion de tamafios y cantidad de microburbujas presentes en
la dilucién, se analizaron las imagenes utilizando el software ImageJ (NIH,
Bethesda, MA, USA) y el histograma de distribucion fue graficado mediante el
software GraphPad (San Diego California USA).

6.2 Sintesis y caracterizacion de microburbujas con AP-Cav

6.2.1 Incubacion de microburbujas anioénicas con AP-Cav

Después de sintetizar y caracterizar las microburbujas anionicas o control, fue posible
implementar la técnica para unirlas al péptido AP-Cav. En vista de que las microburbujas
sintetizadas cuentan con un lipido de carga negativa y le AP-Cav es de carga positiva, para
lograr la union del péptido solamente se requirié de la incubacion de ambas partes y una

serie de lavados como se describe a continuacion:

1. 5x108 microburbujas control se incubaron con 40 pl de AP-Cav (2 mg/ml en
acetonitrilo:agua, 50:50) por 30 min a temperatura ambiente con rotacion lenta 'y
constante.

2. Posterior alos 30 min de incubacion, se realizaron dos lavados con centrifugacion
a 300 g por 3 min para eliminar el subnadante con el exceso de AP-Cav que no
fue incorporada.

3. Finalmente, las microburbujas con AP-Cav unido fueron resuspendidas en 30 pl
de buffer de hidratacion listas para su caracterizacion y uso.

6.2.2 Cuantificacion de microburbujas con AP-Cav y distribucion de

tamanos

Para determinar la cantidad de microburbujas con AP-Cav unida recuperadas tras el
periodo de incubacion y determinar la distribucion de las mismas, se llevé a cabo el mismo

procedimiento descrito en la seccién 6.1.4.

6.2.3 Curva estandar de AP-Cav

Para estimar la cantidad de AP-Cav unida a las microburbujas o eficiencia de unién, se

utilizo el kit para la determinacion de proteina con el reactivo acido biciconinico (Kit BCA
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protein Assay, 22235, Thermo scientific), con el fin de realizar una curva estandar de AP-

Cav que permita establecer un valor de absorbancia para cada concentracion del péeptido:

1. Se generé una serie de diluciones sucesivas del péptido AP-Cav con
concentraciones de 0 a 1 mg/ml.

2. De cada dilucion, se colocaron por triplicado 10 pl por pozo en una placa de 96
pozos. Como control se utilizé agua pura.

3. Serealizd la preparacion del reactivo de trabajo de BCA para la cuantificacion de
proteina mezclando 50 partes del reactivo A con una parte del reactivo B, dando
lugar a una solucidn verde.

4. Se agregaron 200 pl del reactivo de trabajo a los pozos donde se encuentran las
diferentes diluciones.

5. Laplaca con las diferentes diluciones se incub6 a 37 C por 30 min. Al final de la
incubacion se observéd un viraje de verde a violeta segin la concentracion de
proteina.

6. Finalmente, se determind la absorbancia de cada una de las muestras en un
espectrofotometro de placa (EIx800, Biotek) a 570 nm.

7. De acuerdo con los valores de absorbancia obtenidos para cada concentracion, se
generd la curva estandar del péptido AP-Cav.

6.2.4 Eficiencia de unién de AP-Cav a las microburbujas

Una vez disefiada la curva estandar de AP-Cav, fue posible cuantificar la cantidad de
péptido en muestras problema cuya concentracion era desconocida con la técnica de BCA
interpolando el valor de absorbancia a 570 nm obtenido con la curva. Con base en este
principio, se efectud la técnica que se describe a continuacion para cuantificar la cantidad

de AP-Cav unida a las microburbujas.

1. Las microburbujas con AP-Cav obtenidas en una suspension de 30 ul en la seccién
6.4 fueron expuestos a pulsos de ultrasonido para inducir la liberacion del péptido
(1 MHz, 50 % ciclo de trabajo, 1 min, 3 W/cm?) utilizando el arreglo experimental
que se describe mas adelante. Como control, se aplicaron las mismas condiciones
de ultrasonido a una suspension de microburbujas control con la misma

concentracion de las microburbujas con AP-Cav.
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2. Se realizo la cuantificacion de proteina siguiendo los pasos 2 a 6 de la seccién
6.2.3. El valor de absorbancia obtenido fue interpolado en la curva de calibracion
estandar para determinar la cantidad de AP-Cav unida a las microburbujas.

3. Finalmente, se determind la eficiencia de union utilizando la siguiente relacion:

Ap — Cav liberada
*

Eficiencia (%) = 100

Ap — Cav incial

1)

Donde AP-Cav liberada representa la concentracion de AP-Cav liberada por los
pulsos de ultrasonido (mg/ml) y AP-Cav inicial la concentracion de AP-Cav inicial
(mg/ml).

6.3 Arreglo experimental de ultrasonido

Con lo descrito en la seccion anterior, se establecio el proceso para la sintesis de
microburbujas control y microburbujas cargadas con AP-Cav, sin embargo, para
implementar el sistema de entrega, se requiere también establecer las condiciones de los
pulsos de Ultrasonido que seran utilizados para liberar a la AP-Cav. Por este motivo, se
comenzd la implementacion del sistema con un arreglo experimental de ultrasonido
previamente utilizado en el laboratorio [29], el cual, consiste en el uso de un equipo
comercial de ultrasonido (Intelect Mobile Ultrasound System, modelo 2776) que contiene

un transductor de ultrasonido con una superficie de 5 cm?.

Tal como se aprecia en la Figura 6-3, el transductor fue colocado en una apertura en la
parte inferior de una caja de plastico, cuyas medidas son 17 cm x 25 x 15 cm. Para emplear
el arreglo, se afiadié un volumen de agua a 37°C suficiente para mantener una altura de 1
cm con respecto al transductor. La muestra para tratar se coloca en contacto con el agua
sobre el transductor y se establecen las condiciones de ciclo de trabajo, intensidad,

frecuencia y tiempo del pulso de ultrasonido de acuerdo con el ensayo en cuestion.
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Figura 6-3. Arreglo experimental de ultrasonido para cultivos celulares.

6.4 Cultivos celulares

Para evaluar el impacto de los distintos tratamientos sobre la funcion endotelial, se
seleccioné la linea de células endoteliales bEnd.3 (ATCC®), procedente de
microvasculatura de corteza cerebral de ratdn. Estas, se cultivaron en medio DMEM
(Gibco, Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de
antibidticos (penicilina y estreptomicina), en una atmosfera controlada y humidificada de
95% aire y 5% CO- a 37°C. Las células se cultivaron en frascos T-25 hasta alcanzar un ~
95% de confluencia, para sus consecuentes resiembras utilizando Tripsina 0.25% (Gibco,

Thermo Fisher Scientific). Se trabaj6 con células en cultivo desde el pasaje 10 hasta el 30.

6.4.1 Curva control de crecimiento celular

Con el fin de llevar un control sobre el nimero de células respecto al tiempo que crecian
en placas de 24 pozos, que es donde se aplican los tratamientos, primero se realizé una

curva control de crecimiento celular como se describe a continuacion:

1. A partir del cultivo de células bEnd.3 en frascos T-25, se sembré un indculo de
50,000 células en placa de 24 pozos.
2. Se incubaron por 24, 48, 72 y 96h, sembrando por triplicado y con pasajes

distintos para cada tiempo de incubacion.
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3. Una vez pasado este tiempo, se prepard una solucién del marcador fluorescente
Hoechst 33342 (Ex/Em = 350 nm/461 nm), el cual es afin al material genético y
tifie los ndcleos celulares, en una dilucion de 1:1000.

4. Los cultivos celulares se incubaron con el fluoréforo por 20 minutos en oscuridad
a37°C.

5. Se observaron los cultivos con un objetivo de 10x en un microscopio de
fluorescencia y se adquieren las imagenes de 1,024 x 1024 pixeles.

6. Después de obtener las imagenes, se cuantifico el nimero de células tefiidas con
el software ImagelJ y se graficé el promedio de células obtenidas para cada tiempo

de incubacion.

6.4.2 Viabilidad celular

La viabilidad de los cultivos celulares se monitored con el empleo del marcador
Homodimero-1 de Etidio rojo fluorescente (EX/Em=495nm/635 nm) que no puede
permear a través de la membrana plasmatica y solo tifie a células que han perdido la
integridad de la membrana plasmatica o células que se encuentran muertas. Con este
ensayo rapido, aplicado en conjunto con el fluoréforo Hoechst, permite discernir a las
células vivas de las muertas. Se obtuvieron imagenes de los cultivos por microscopia de
fluorescencia como se describe en la seccion 6.1.1 y se evalud la viabilidad con la

siguiente relacion:

) ) Células totales — Células muertas
Células vivas (%) = Células totales %X 100

)

6.5 Efecto inhibitorio de la reparacion endotelial inducido por AP-

Cav

Dado que las condiciones del crecimiento de las células bEnd.3 fueron establecidas en la
seccidn anterior, la siguiente etapa consistié en implementar el ensayo de reparacion de
la herida (Wound healing) para evaluar la reparacion del dafio celular por las células
endoteliales, o reparacion endotelial. Este, es un ensayo estandar utilizado in vitro para
estudiar el movimiento coordinado de una poblacion celular en dos dimensiones

simulando al proceso de angiogénesis. Como se observa en la Figura 6-2, llevar a cabo
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esta prueba permite evaluar apropiadamente la funcion celular, pues las células
endoteliales mediante los procesos de migracion y proliferacion celular sellan una grieta

o canal creada mecénicamente en la monocapa.
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1. Monocapa de células 2. Formacién de estria con 3. Células endoteliales sellan la
endoteliales puntilla de micropipeta estria

Figura 6-4. Esquema general del ensayo de reparacion de la herida.

Un parametro que indicaria si la funcion endotelial se esta viendo afectada ante los
distintos tratamientos, es la velocidad de reparacidn, pues si esta disminuye, significa que
la migracion o proliferacion celular esta siendo alterada. De esta forma, para estandarizar
el protocolo y evaluar si la AP-Cav tiene un efecto sobre la funcion endotelial se efectud

la metodologia descrita a continuacion:

6.5.1 Ensayo de reparacion de la herida (Wound healing)

Para llevar a cabo el ensayo de reparacion de la herida, fue necesario tener una monocapa
de células endoteliales bEnd.3 con una confluencia del ~90%, que de acuerdo con la curva
obtenida en la seccion 6.4.1, esta se obtiene a las 72 h de incubacién con una siembra
inicial de 50,000 células en placas de 24 pozos. Una vez establecido este parametro, se

establecio el ensayo.

1. En condiciones de esterilidad, con una puntilla de micropipeta de 200 pl se
presiond firmemente sobre las células en un extremo del pozo, y suavemente se
hizo una estria vertical a lo largo de la monocapa, pasando por el centro del pozo,
como se muestra en el punto 2 de la figura 16.

2. Se hizo un lavado con PBS a 37°C y se afiadieron 350 pl de medio DMEM con
suero al 1% y antibioticos al 1%.

3. Se colocan marcas de referencia por afuera de la placa para captar fotografias del

mismo campo.
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4. Incubar a 37°C en una atmosfera de 5% de CO3. Con el uso de un microscopio
invertido a un aumento total de 40x con una cdmara incorporada se tomaron

fotografias de la estria en la monocapa a las 0, 5, 10, 20 y 25 h.

6.5.2 Procesado de imagenes para determinar el area de la estria

Para delimitar el &rea de la estria con el borde o las células fue necesario llevar a cabo un
procesado de imégenes basado en la metodologia de un estudio anterior para llevar a cabo
la correcta medicion del cambio del area en el tiempo durante el estudio de reparacion de
la herida [28].

1. Las imagenes obtenidas a las diferentes horas fueron procesadas con el software
ImagelJ. Primero se transformo la imagen a 8 bits.

Se aplicé la funcidn de encontrar bordes (find edges).

Se aumentd el contraste y se normaliz6 con una saturacion del 10%.

Se aplico el filtro de media o promedio con un radio de 22 pixeles.

o > DN

Se determin6 un umbral apropiado para binarizar la imagen que permita discernir

apropiadamente entre la zona de la estria y la estria.

6. Se invirtio la imagen para que la estria quede en color negro y el borde en color
blanco.

7. Con la funcion de analizar particulas (analyze particles) se obtuvo el area de la
estria y se delimitaron los bordes de esta con la opcion de mostrar contornos (show
outlines). Para descartar particulas pequefias detectadas por la funcion se
selecciond un umbral minimo de 50,000 pixeles cuadrados.

8. Para transformar el area obtenida en pixeles cuadrados a mm? se empled una

métrica de 1.00 mm que permita determinar la cantidad de pixeles

correspondientes a dada longitud en mm.

6.5.3 Determinacion de la velocidad de reparacion

Una vez procesadas las imagenes de la estria, se tuvo determinada el &rea correspondiente
a las diferentes horas. Sin embargo, un valor clave para llevar a cabo comparaciones fue
la velocidad en que las células en conjunto reparar el dafio endotelial y, sobre todo, como

este parametro se ve afectado posteriormente al aplicar los distintos tratamientos. Por ello,

27



se trabajo con la informacion obtenida para calcular la velocidad de reparacion de la

siguiente manera:

1. Se grafico el area respecto al tiempo y se determind la funcion de la recta, donde
‘y’ corresponde al valor del area, ‘m’ indica la tasa de cambio del area con respecto
al tiempo, ‘x’ el tiempo y ‘b’ la interseccion en ‘y’
y=mx+b
(3)
2. Ademas, se determiné el area (A) de la estria considerando las dimensiones de
ancho (w) y largo (I):
A=wxl
(4)
3. Si la pendiente (m) indica la tasa de cambio del &rea con respecto al tiempo, se
puede trabajar con la siguiente formula:

dA
™=
(5)
4. Asumiendo que las células no migran hacia la estria desde los extremos, la longitud
(I) se mantiene constante en el tiempo:
dA _Ixdw
dt dt
(6)
5. Si el ancho se cierra debido a la migracién de las células por ambos lados de la
estria, entonces el ancho se cierra al doble de la velocidad de reparacion:

dw
% =2X vreparaci(’)n

7)
6. Sustituyendo, se obtiene que la velocidad de reparacién se puede determinar con

la siguiente ecuacion:

|m|

Vreparacion = 2% 1

(8)
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6.6Efecto de la AP-Cav sobre la velocidad de reparacion

Para evaluar el efecto inhibitorio de AP-Cav (AP-Cav, ALX-153-064, Enzo Life Sciences)
sobre la funcion endotelial se aplicaron distintas concentraciones del péptido con la
intencion de obtener una curva dosis respuesta sobre la velocidad de reparacion. Dichos
tratamientos se aplicaron inmediatamente después de crear la estria sobre la monocapa de
células endoteliales y lavar con PBS (paso 1y 2 de la seccion 6.5.1). Para ello se partio de

los siguientes grupos experimentales:

e Grupo control. Cultivo celular estriado sin ningin tratamiento.

e Grupo Vehiculo. Cultivo celular estriado con 8.31 ul de acetonitrilo: agua (50:50).

e Grupo AP-Cav (10 pM): Cultivo celular estriado con AP-Cav a concentracion
final de 10 puM.

e Grupo AP-Cav (5 uM): Cultivo celular estriado con AP-Cav a concentracion final
de 5 uM.

e Grupo AP-Cav (1 uM): Cultivo celular estriado con AP-Cav a concentracion final
de 1 uM.

Se determind la velocidad de reparacion de cada tratamiento con base en lo descrito en
las secciones anteriores. Ademas, se obtuvo el porcentaje de inhibicion de la reparacion
endotelial por los distintos tratamientos en comparacion con el grupo control de acuerdo

con la siguiente ecuacion:

Vctrl - Vtrat

% Inhibicion = x 100

Vctrl
9)
Donde Vi corresponde a la velocidad de reparaciéon del grupo control y VT a la

velocidad de reparacion de los distintos tratamientos.

6.7 Efecto de la liberacion controlada de AP-Cav unido a las

microburbujas sobre la velocidad de reparacion

Una vez caracterizado el sistema de microburbujas-ultrasonido para liberar a la AP-Cav y
valorado el efecto inhibitorio de la AP-Cav libre sobre la funcién endotelial con la técnica

de reparacion de la herida, se establecieron los ultimos tratamientos, para finalmente
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evaluar si se potencia el efecto inhibitorio de la AP-Cav utilizando concentraciones

menores del péptido. Con este fin, se establecieron los siguientes tratamientos:

e Grupo control. Cultivo celular estriado sin ningun tratamiento.

e Grupo US. Cultivo celular estriado sometido a el US con una intensidad de 2
W/cm?, frecuencia 1 MHz, ciclo de trabajo del 10% por 30 s (condiciones para
liberar a la AP-Cav y que no dafian la integridad de los cultivos celulares [29,36].

e Grupo US + MBs control. Cultivo celular estriado con 1.68 x 10® MBs anidnicas
sometido a US.

e Grupo US + MBs unidas a AP-Cav. Cultivo celular estriado con 1.68 x 10° MBs

unidas a AP-Cav sometido a US.

De manera anéloga a la seccion 6.6, todos los tratamientos se aplicaron inmediatamente
después de realizar la estria sobre la monocapa de células endoteliales y lavar con PBS
(paso 1 y 2 de la seccion 6.5.1). Posterior a esto, se capturaron las imagenes y se
procesaron para obtener la velocidad de reparacion endotelial ante la aplicacion de los

distintos tratamientos.
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7 Resultados

7.1 Caracterizacién de las microburbujas

Tras sintetizar las microburbujas control, se llevé a cabo la cuantificacion de estas en tres
muestras independientes y se obtuvo una concentracion promedio de 2.58 + 0.5 x 10%°
MBs/ml. De estas, se utilizd una muestra de 3.03 x 108 microburbujas para incubarse con
AP-Cav y se recupero un total de 6.65 + 0.01 x 107 microburbujas que se resuspendieron
en 30 pl de buffer de hidratacion, es decir, que se perdié un orden de magnitud del total
de microburbujas afiadidas durante el proceso de incubacion con la AP-Cav y los lavados.

B 1000-

mmm MBs control
I MBs con Ap-Cav

800-

600-

400-
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200-
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0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
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Figura 7-1. Distribucién de tamafios de microburbujas con AP-Cav unido. A) Imagen confocal
representativa de una muestra de microburbujas con AP-Cav unido a una diluciéon 1:10. La barra
representa una escala de 7.5 um. B) Histogramas de distribucién de tamafios para una poblacién de 9000
microburbujas control y unidas a AP-Cav.

Las microburbujas obtenidas con AP-Cav unido mostraron una forma esférica y sin
aglomeraciones (Figura 7-1 A), caracteristicas similares a las microburbujas control. Sin
embargo, al obtener los histogramas de distribucion (Figura 7-1-B) se aprecia que hay
una diferencia en el tamafio promedio de ambos tipos de microburbujas. En cada
histograma se incluye una muestra de 9000 microburbujas provenientes de 3 muestras
independientes. Para las microburbujas control se obtuvo un rango de tamafios que oscild
desde los 0.2 hasta los 4 um, con un didmetro promedio de 0.91 = 0.1 um. Mientras que
en el didmetro promedio de las microburbujas unidas a AP-Cav se observ6 un ligero
incremento, pues su rango de tamafios oscilo desde los 0.2 hasta los 5 um con un diametro
promedio de 1.22 + 0.05 pm.
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En la Figura 7-2, se observa que la que curva de calibracion estandar de AP-Cav obtenida
con la técnica de BCA a concentraciones de 0 a 1 mg/ml mostré un crecimiento lineal
dependiente de la concentracion (circulos negros) para tres repeticiones independientes.
El valor interpolado de la cantidad de AP-Cav detectada en la suspension de
microburbujas correspondio a 0.29 mg del péptido (circulo rojo), lo que equivale a una

capacidad de carga 0.13 pg/microburbuja y una eficiencia de unién del 10.17%.
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Figura 7-2. Eficiencia de unién de AP-Cav a microburbujas. Curva de calibracion estandar de AP-Cav
(circulos negros). La linea continua negra representa el ajuste lineal con una r?=0.9981. El punto rojo
representa la estimacion de la concentracion de AP-Cav unida a las microburbujas por medio de
interpolacion. Los datos representan el promedio + el error estandar de 3 experimentos independientes.

7.2 Curva de crecimiento y formacion de monocapa de las células
bENnd.3

El endotelio, como se menciona en la introduccion, esta conformado por una monocapa
de células endoteliales. Debido a que el presente es un estudio in vitro, es crucial establecer
las condiciones y tiempos para obtener una monocapa de las células bEnd.3 en cultivo,
con la finalidad de representar de mejor manera lo que pudiese ocurrir en los capilares o

vasos sanguineos de un organismo vivo. Por esta razon, se monitored por microscopia de
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fluorescencia el cultivo hasta 96 horas después de la siembra utilizando el fluoréforo
Hoechst 33342 con el fin de detectar el tiempo en el cual se forma una monocapa de

células endoteliales (Figura 7-3).

Figura 7-3. Tincion de Hoechst para nlcleos celulares. Imagenes representativas de la cantidad de
nacleos presentes a las 24, 48, 72 y 96 horas utilizando el marcador Hoechst 3342 en cultivos de células
bEnNd.

Si bien, de manera cualitativa las imagenes de la Figura 7-3 pudiesen indicar que la
formacion de la monocapa, es decir, que las células cubrian practicamente toda la
superficie de la placa de cultivo o que estan en confluencia, se aprecié a las 72 h, un
analisis mas preciso se llevo a cabo con el Software ImageJ para obtener la curva de
crecimiento celular que se muestra en la Figura 7-4. Esta grafica permite observar que, en
las condiciones establecidas para los cultivos, el crecimiento celular de las células bEnd.3
se adapta a una curva logistica o sigmoide, la cual tiene una capacidad de carga de
~180,000 células. Este valor corresponde al tamafio maximo de poblacion que el ambiente
puede soportar en un periodo determinado debido a las condiciones espaciales, de

nutrientes, etc. [37].

De esta manera, el analisis de la curva de crecimiento permite confirmar lo observado
cualitativamente con las imagenes de la Figura 7-3, ya que a las 72 h de incubacién las

células se encontraron a ~90% de confluencia.
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Figura 7-4. Curva de crecimiento de las células bEnd.3. Resultados de la cuantificacion del crecimiento
de las células bEnd3. Se tomaron 10 fotografias para cada medicion. Se muestra el promedio + el error
estandar de la media (SEM) de 3 experimentos independientes.

7.3 Ensayo de reparacion de la herida para evaluar la funcion
endotelial

Puesto que las células alcanzaron la confluencia a las 72 h, fue a este tiempo donde se
aplicé el ensayo de reparacion de la herida para valorar la reparacion del dafio endotelial.
Primero, se caracteriz0 el ensayo, pues era necesario establecer las condiciones y tiempos
a estudiar previo a la aplicacion de los tratamientos. Como se aprecia en la Figura 7-5, fue
claro que tras generar mecanicamente la estria sobre la monocapa, las células endoteliales
mediante migracion y en menor medida por proliferacion celular, comenzaron a repoblar
el espacio vacio conforme pasaban las horas. Sin embargo, visualmente era dificil apreciar
y establecer la distancia recorrida por las células en conjunto o en qué porcentaje se vio
reducido el area del canal.

El analisis realizando un filtrado de imagenes fue una parte esencial del presente estudio,
ya que de este dependia la medicién apropiada del area de la estria para poder asi,
monitorear su cambio respecto al tiempo. Con el software ImageJ se logré estandarizar
este procedimiento, pues si bien las imagenes obtenidas en escala de grises (Figura 7-6
A) revelan que, a pesar de que la estria y las células tienen en promedio valores similares
de intensidad (de 130 a 150 en la escala de grises), ambas zonas difieren en la variacién

local de la intensidad de pixeles. Es decir, que el area de la estria presenta una intensidad
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continua o lisa con muy poca variacion, mientras que cambios abruptos en la intensidad

de pixeles se observan en la zona de las células o la regidn de interfase células-estria.

Oh

10 h 24 h

Figura 7-5. Reparacion del dafio endotelial con el ensayo de reparacion de la herida por células bEnd.3.
Las fotografias obtenidas a las 0, 5, 10 y 24 h permiten observar el movimiento de la poblacion de células
endoteliales hacia el espacio afectado con una puntilla de micropipeta.

Con fundamento en dicha variacion, se aplicé la deteccion de bordes con la intencion de
crear imagenes que resalten la magnitud de cambios en la intensidad entre pixeles
vecinos. De esta forma, la funcion de deteccion de bordes les asignoé a las zonas con baja
variacion, en su mayor parte el area de la estria, valores bajos o cercanos a negro, mientras
que a las zonas con mayor fluctuacion en la intensidad les fueron asignados valores altos
0 cercanos a blanco (Figura 7-6 B). Aun cuando en la imagen resultante no se observa a
detalle esta asignacion de valores altos o bajos, un aumento en el contraste posibilité su
apreciacion (Figura 7-6 C).

El siguiente objetivo en el procesado de imagenes fue reducir la escala de grises a dos
Unicos valores con la intencion de asignar un color negro a la estria y un color blanco a
las células o la interfase células-estria, es decir, binarizar la imagen preservando sus
propiedades esenciales. Para esto fue necesario aplicar un filtro de media o promedio para

Ilevar todos los pixeles del canal a un valor promedio con sus pixeles vecinos y o mismo
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con los pixeles correspondientes a la zona de las células (Figura 7-6 D). Hecho esto,
solamente fue cuestion de aplicar un umbral apropiado para obtener una imagen con color

totalmente negro en el canal y blanco en los bordes (Figura 7-6 E).

Figura 7-6. Procesado de imégenes para ensayo de reparacion de la herida. A la imagen en escala de
grises (A) se aplico la deteccion de bordes (B), seguido de un aumento de contraste (C) y un filtro de
media o promedio (D). Después, se seleccion6 manualmente un umbral que permita discernir entre las
célulasy el canal (E) y con la funcién de analizar particulas se obtiene el borde del canal y el area de este
(F). Las imagenes fueron procesadas con el software ImageJ.

Finalmente, la funcion de analizar particulas (Analyze Particles) de ImageJ permitid
obtener el borde de la estria, asi como el area de esta (Figura 7-6 F). Tal como se observa
en la Figura 7-7, el filtrado funcion6 apropiadamente para todas las iméagenes obtenidas
durante el ensayo de reparacion de la herida, de forma que se logré analizar

cuantitativamente el fenémeno de reparacion endotelial en los cultivos celulares.

Inicialmente, se analizé la reparacion endotelial en el grupo control, es decir, llevar a cabo
el ensayo sin ningun tipo de tratamiento. Para esto, se tomaron 3 fotografias de distintas
zonas de la estria por pozo a las 0, 5, 10 y 24 h. Una vez procesadas las imagenes, se
grafico el promedio del area obtenida con respecto al tiempo. Se llevaron a cabo 3
repeticiones del mismo ensayo y las graficas resultantes para cada uno se observan en la
Figura 7-8, donde hay dos puntos a considerar, primero, el comportamiento de la

reparacion endotelial fue lineal, cada grafica por separado se ajusta a la ecuacién de
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regresion lineal o funcion de la recta (ecuacion 3) con un coeficiente de correlacion o R?
de 0.99. Lo anterior indica que el proceso de reparacion de la estria por parte de las células
bENnd.3 es constante en el tiempo, esto es, no hay periodos donde las células bEnd.3 se
desplacen hacia la estria mas rapido o lento. Lo segundo a considerar, es que el proceso
de reparacion es independientemente del area inicial o el tamafio de la estria, la tasa de
cambio del area con respecto al tiempo m (ecuacion 4), se mantuvo constante para cada

ensayo con un valor promedio de 0.0175 + 0.004 mm?/h.

10 h 24 h

Figura 7-7. Imagenes procesadas para el ensayo de reparacion de la herida.

Si bien la pendiente m ya era un valor que se podia comparar ante la aplicacion de los
distintos tratamientos, un parametro mas representativo o asimilable al momento de su
interpretacion, es la velocidad con que las células se desplazan en conjunto hacia la estria
en um/h. De esta forma, aplicando las ecuaciones 3 a 8 de la seccion 6.5.3, se logro
determinar una velocidad de reparacion del grupo control de 8.60 + 0.51 um/h de acuerdo

con los 3 ensayos independientes del grupo control.
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Figura 7-8. Reduccidn del area de la estria en el tiempo debido a la reparacién endotelial. Se muestran
tres ensayos independientes del grupo control o sin ningln tratamiento. Se aprecia que la pendiente
mostrada en la reparacion de la herida por las células bEnd.3 se ajusta a una regresion lineal con r? de
0.99 y que la tasa de cambio del area con respecto a tiempo (m) se mantiene constante
independientemente del area inicial.

7.4 Efecto inhibitorio de la reparacion endotelial inducido por AP-

Cav

Después de haber establecido el ensayo de reparacion de la herida para evaluar la
reparacion endotelial en cultivos celulares de células bEnd.3 y determinada la velocidad
de reparacion del grupo control, se procedié a evaluar el efecto del acetonitrilo, que es el
solvente en el cual se encuentra disuelta la AP-Cav, sobre este parametro. Para este
tratamiento denominado como Vehiculo, se obtuvo una velocidad de reparacion de 7.90
+ 0.35 um/h, ligeramente menor a la velocidad de 8.60 £ 0.52 um/h del grupo control
(Figura 7-9).

Tras descartar que la presencia del acetonitrilo tenga un efecto de relevancia sobre la
velocidad de reparacién, lo siguiente que se efectué fue evaluar la inhibicién de la
reparacion endotelial por parte de la AP-Cav. Para esto se establecieron tres
concentraciones de AP-Cav: 1, 5y 10 pM. Después de realizar el ensayo de reparacion
de la heriday procesar las imagenes pertinentes, se observé que la velocidad de reparacién
endotelial se vio afectada de forma que a mayor concentracion de AP-Cav, menor la
velocidad de reparacion, obteniendo asi una curva dosis-respuesta (Figura 7-10). La

concentracion mas baja de AP-Cav (1 uM) redujo la velocidad de reparacién a 6.04 +
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0.49 um/h; con la AP-Cav (5 uM) se obtuvo una velocidad de reparacion de 2.41 + 0.13
pum/h; por altimo, la concentracion mas alta de AP-Cav utilizada (10 pM) disminuyd casi
en su totalidad la velocidad de reparacion hasta 1.07 £ 0.23 pum/h.

Velocidad de
reparacion (um/h)

Control Vehiculo

Figura 7-9. Velocidad de reparacion del grupo control y el vehiculo. Los datos representan el promedio +
SEM, n=3. No hay diferencia significativa entre ambos grupos (P < 0.05).

10-

-

Velocidad de
reparacion (um/h)

N

Figura 7-10. Velocidad de reparacion ante distintas concentraciones de AP-Cav. Efecto dosis-respuesta
de la AP-Cav indica que a mayor concentracion de AP-Cav menor es la velocidad de reparacion. Los
datos representan el promedio = SEM, n=3, *P < 0.01 vs control.

Empleando la ecuacion 8 para evaluar el porcentaje de inhibicion de los tratamientos de
Vehiculo y las diferentes concentraciones de AP-Cav, se obtuvo que el Vehiculo
solamente inhibid la reparacion en un 6.74 + 3.49 %. Para las diferentes concentraciones

de AP-Cav, el porcentaje de inhibicion se vio incrementado conforme se aumento la
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concentracion del péptido. Se encontré que 1 UM de AP-Cav tuvo un efecto inhibitorio
del 29.7 + 4.35 %; la AP-Cav a una concentracion de5 M, mostré una inhibicion sobre
la velocidad de reparacion del 72.06 + 1.81 %; por ultimo, el efecto més acentuado se
observo con la AP-Cav a una concentracion de 10 uM, la cual inhibié la reparacién
endotelial hasta un 87.54 + 1.90 % (Figura 7-11). Estos resultados, indican que, en efecto,
la AP-Cav tiene un impacto sobre la funcion de las células endoteliales, especialmente

sobre la migracion celular.

1001

80+ *

60

40+ *

endotelial (%)

20+

Inhibicion de la reparacion

Vehiculo Ap-Cav Ap-Cav Ap-Cav
(1uM)  (5uM) (10 uM)

Figura 7-11. Porcentaje de inhibicion de la reparacion endotelial en comparacion con el grupo Control. Los datos
representan el promedio + SEM, n=3, *P < 0.01 vs vehiculo.

7.5 Viabilidad celular

Para descartar que el efecto observado sobre la reduccién de la velocidad de reparacion se
deba a un efecto de toxicidad, se evalud la supervivencia o viabilidad celular a las 24 horas
de incubacion bajo las mismas condiciones de cultivo para el ensayo de reparacion de la
herida. Como se observa en la Figura 7-12-A, el total de las células presentes se observo
de color azul con el fluor6foro Hoechst 33342 y las células muertas de color rojo con la
tincién con Homodimero-1 de Etidio rojo fluorescente. La viabilidad se calculo de acuerdo
con la ecuacion 1, esta se mantuvo en el grupo control en un 99.43 + 0.30 %. Una respuesta
similar se observé con las soluciones de AP-Cav a1y 5 uM, para las cuales se obtuvo un

99.08 £ 0.25 % y 98.69 43 + 0.17 % de viabilidad celular respectivamente. Sin embargo,

40



para el tratamiento de AP-Cav 10 uM la viabilidad se vio reducida a un 88.90 + 1.12 %
(Figura 7-12, B), lo que indica que a esta concentracion se empezaban a mostrar indicios
de citotoxicidad por parte del tratamiento. Esto, dejo una ventana de trabajo para las
concentraciones de AP-Cav de 1y 5 uM, donde se observo reduccion de la velocidad de

reparacion sin afectar la viabilidad celular.

Hoechst 33342

150+

1004

Homodimero

50

Células vivas (%)

Control AP-Cav 10 pM

Figura 7-12. Ensayo de viabilidad celular. A) La primera fila muestra la tincién de los nlcleos con
Hoechst 33342 en color azul, indica el total de células presentes mientras que en la segunda fila se
encuentra la tincién con Homodimero-1 de Etidio rojo fluorescente para las células muerta. En la tercera
fila se muestra la imagen compuesta por ambas tinciones. B) Porcentaje de células vivas presentes a las
24 horas de incubacidn con el grupo Control, AP-Cav 1, 5y 10 uM. Los datos representan el promedio +
SEM, n=3, *P < 0.01 vs control.

7.6 Efecto de la liberaciéon controlada de AP-Cav unido a las

microburbujas sobre la reparacion endotelial

Una vez que se establecio el efecto inhibitorio de la AP-Cav libre con un comportamiento
dosis-respuesta sobre la velocidad de reparacion endotelial, con lo que se encontré la
ventana de concentraciones de AP-Cav que no causaron citotoxicidad sobre los cultivos
celulares y ademéas de que se caracterizaron las microburbujas con AP-Cav unida,
finalmente se evalu6 el efecto de los tratamientos restantes propuestos en la metodologia
(Figura 6-1) sobre la velocidad de reparacion endotelial, los cuales son: Ultrasonido,
Microburbujas control y ultrasonido y Microburbujas con AP-Cav y ultrasonido.
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Primero, basado en estudios previamente realizados en el laboratorio, se aplicé el
ultrasonido con una intensidad de 2 W/cm?, a una frecuencia 1 MHz y un ciclo de trabajo
del 10% por 30 s. Como se observa en la Figura 7-13, para este tratamiento se obtuvo una
velocidad de reparacion de 7.92 £ 0.41 um/h, ligeramente menor a la velocidad de 8.60 +
0.51 um/h observada en el grupo control. Posteriormente, se afiadié una cantidad de 1.68
x 10° microburbujas control en conjunto con el ultrasonido y se obtuvo una velocidad de
7.48 £ 0.46 um/h para este tratamiento. Si bien, estos resultados parecieran revelar que se
redujo la velocidad de reparacién en comparacion con el grupo control, esta reduccion no
fue estadisticamente significativa, lo que indica que los tratamientos de ultrasonido o
ultrasonido méas microburbujas control no tuvieron un efecto de relevancia sobre la

reparacion endotelial.

(Hm/h)

Velocidad de

reparacion

Ultrasonido - + + +
1.68x10° MBs - - +
1.68x10° MBs/Ap-Cav (0.13uM) - - - +

Figura 7-13. Efecto de los diferentes componentes del sistema microburbujas-ultrasonido sobre la
velocidad reparacion. Velocidad de reparacion ante el tratamiento control, ultrasonido, ultrasonido-
microburbujas control y 1.68 x 105MBs con AP-Cav (0.13 pM). Los datos representan el promedio *

SEM, n=3, *P < 0.01 vs control, **P < 0.01.

El Gltimo tratamiento que se aplico fue la adicion de 1.68 x 10°% microburbujas unidas a
AP-Cav junto con el ultrasonido. De acuerdo con la capacidad de carga de AP-Cav, y a
los volumenes manejados para el ensayo de reparacion de la herida, esta cantidad de

microburbujas representa una concentracion final de AP-Cav de 0.13 uM. Esta condicidn
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mostré una velocidad promedio de 4.81 + 0.02 um/h, lo que indica una reduccién
estadisticamente significativa en comparacion tanto con el control como con las
microburbujas control y ultrasonido. Planteando este resultado como el porcentaje de
inhibicidn de la reparacion endotelial respecto al grupo control, se obtuvo una inhibicién
del 44%. Este resultado es de gran relevancia pues con el sistema implementado de
liberacion controlada de AP-Cav a partir de un sistema de microburbujas-ultrasonido se
logro potenciar el efecto inhibitorio de la AP-Cav hasta 10 veces, ya que como se observa
en la Figura 7-14, con una concentracion de 0.13 uM de AP-Cav liberada se logr6 un

efecto inhibitorio mayor al observado con la AP-Cav libre (1 uM, 29.7%).

223
o
1

40-

20+

Inhibicién de la reparacion
endotelial (%)

0-
Ap-Cav libre Ap-Cav
(1 UM) liberada (0.13 uM)

Figura 7-14. Porcentaje de inhibicion de la reparacion endotelial de la AP-Cav libre (1 uM) y liberada a
partir del sistema de microburbujas ultrasonido (0.13 uM) Los datos representan el promedio + SEM,

n=3, *P < 0.01.
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8 Discusion

En el presente estudio, se implementé el sistema de liberacion controlada de AP-Cav a
partir de un sistema de microburbujas-ultrasonido previamente desarrollado en el
laboratorio [38], con la finalidad de evaluar su efecto sobre la funcidn endotelial mediante
un estudio in vitro con las células de microvasculatura de raton bEnd.3. Para ello, se
caracterizaron los componentes y parametros del sistema para valorar su impacto por
separado y en conjunto sobre la reparacion endotelial, ya que, si este proceso se ve
afectado, es un indicio de que el tratamiento desarrollado podria escalarse como un agente

antiangiogénico en el futuro.

Los resultados obtenidos demostraron que con el empleo de una cantidad de 1.68 x 10°
microburbujas unidas a AP-Cav (a una concentracion final de 0.13 uM) y el estimulo del
ultrasonido bajo las condiciones de 2 W/cm?, con una frecuencia de 1 MHz y a 10% de
ciclo de trabajo, se logré potenciar el efecto inhibitorio de la AP-Cav hasta
aproximadamente 10 veces sin comprometer a las células endoteliales proponiendo asi,

un sistema de liberacién controlada de AP-Cav inhibidor de la formacion de nuevos vasos.

La necesidad de desarrollar, caracterizar y aplicar este sistema de entrega radica en su
potencial aplicacion como un agente antitumoral, puesto que desde 1970 se propuso que
el uso de agentes antiangiogénicos durante el desarrollo de cancer, cortan o limitan el riego
sanguineo con la intencién de disminuir la cantidad de nutrientes y oxigeno disponible
para las células cancerigenas [39]. Desde entonces, multiples farmacos antiangiogénicos
se han desarrollado, entre los que se encuentran anticuerpos monoclonales anti-VEGF,
receptores sefiuelos del VEGF y moléculas pequefias inhibidoras de la tirosina quinasa
(TKIs por sus siglas en inglés) [40]. Sin embargo, en adicion a que estos tratamientos
presentan un alto costo, son multiples los efectos adversos de consideracion y existe una

alta resistencia tumoral a estos farmacos [41,51].

A pesar de que el empleo de la proteina Caveolina-1 o su dominio de anclaje conjugado a
la antennapedia (AP-Cav o Cavtratina) es considerado como una alternativa a los agentes
antiangiogénicos en existencia por su actividad antiangiogénica demostrada tanto in vitro
como in vivo [52, 23, 32], su aplicacion a nivel clinico ain no es del todo aceptado pues
se ha demostrado que presenta efectos adversos, ya que son muchas las rutas metabdlicas

con las que la AP-Cav puede interactuar en sitios no deseados [31, 43]. En vista de que
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las concentraciones a las cuales se reportd el efecto de AP-Cav sobre la funcion endotelial,
que van desde 10 hasta 50 uM [52, 32, 44], la concentracion de 0.13 uM con la cual se
observo un efecto en el presente estudio es un resultado alentador, pues indica que la
liberacion controlada de AP-Cav con el sistema de microburbujas-ultrasonido contribuiria
a reducir drasticamente la dosis administrada del péptido, haciéndolo asi un posible

tratamiento més seguro con menores efectos adversos.

Si bien, con el sistema implementado se logré observar un efecto inhibitorio de la
reparacion endotelial in vitro, algunas caracteristicas de las microburbujas, como la
eficiencia de unién del 10.17%, deben de ser mejoradas para lograr administrar mayores
cantidades de AP-Cav con menor cantidad de microburbujas. Lo anterior debido a que la
concentracion de microburbujas administrada puede ser un limitante donde aplicar el
ultrasonido con una concentracion superior al orden de 107 o 108 MBs/ml puede dafar
severamente la viabilidad del endotelio vascular de acuerdo con estudios ex vivo e in vivo

realizados [38, 45, 46], debido al proceso de cavitacion explicado en la introduccion.

Cabe recalcar, que los parametros empleados bajo los cuales se observo un efecto
inhibitorio de la reparacién endotelial cumplen con los requerimientos establecidos en la
literatura para su uso como agente terapéutico. Por un lado, las condiciones del ultrasonido
de 2 W/cm? y ciclo de trabajo del 10% esta por debajo del limite de 3 W/cm? en el cual se
compromete al endotelio [32]. Respecto al tamafio de las microburbujas, las obtenidas
con un diametro promedio de 1.22 um se encuentran por debajo del limite maximo
recomendado de 10 um [46], que es la dimensidn aproximada de las células sanguineas.
De este modo, las microburbujas presentarian una reologia similar a los glébulos rojos

dentro de la microvasculatura y capilares en la circulacion.

Sin embargo, estos parametros pueden variar bajo otras condiciones, como por ejemplo
un estudio ex vivo o in vivo. Mientras que el estudio in vitro cumple con tener una
monocapa de células endoteliales, en los vasos sanguineos hay también otros tipos
celulares, como células del musculo liso y pericitos en las paredes o las células sanguineas
en circulacion, que pueden modificar el comportamiento de las microburbujas. Por tanto,
podria requerirse una mayor concentracion de microburbujas, una distribucion de tamafio

mas angosta 0 mayor intensidad de ultrasonido [47].

Mientras que el ensayo de reparacién de la herida es ampliamente aceptado para evaluar

la funcion endotelial in vitro pues simula el proceso de la formacién de nuevos vasos ante
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el dafio celular, otros estudios de este tipo podrian reforzar el impacto de la liberacion
controlada de AP-Cav sobre la funcion endotelial, previo a escalarlo a modelos animales,
como lo son ensayos de proliferacion celular [42], otros ensayos para migracion celular
como la camara modificada de Boyden [48] y ensayos de diferenciacion que estimulan la
formacion de estructuras tubulares [49], para reforzar el panorama del impacto del sistema
sobre la funcion endotelial y en dado caso describir sobre que mecanismo celular se tiene

mayor impacto.

Como el proyecto desarrollado tuvo un enfoque sobre la funcion endotelial, los
mecanismos moleculares subyacentes que fueron alterados durante la reparacion del dafio
celular pueden ser especulados a partir de la informacion presentada en la introduccion y
marco tedrico. Puesto que un factor clave para el desarrollo de la angiogénesis es la sintesis
del ON y la Caveolina-1 tiene una regulacion negativa especifica sobre la eNOS, es por
lo tanto, muy probable que fuera esta via la alterada por el sistema de liberacion controlada
de AP-Cav. Lo anterior esta fundamentado a nivel celular porque el ON aumenta la
permeabilidad celular, promueve la formacidn de estructuras tubulares y su sintesis es

estimulada en presencia del VEGF [44].

Aunque el trabajo desarrollado por Navarro (2019) sento las bases para el empleo de la
liberacion de AP-Cav a partir de un sistema de microburbujas-ultrasonido con la finalidad
de observar efectos significativos sobre la funcion endotelial dependiente del ON
administrando una dosis menor, demostrar que el empleo de dicho sistema potencia los
efectos inhibitorios de la AP-Cav sobre funciones endoteliales relacionadas directamente
con la angiogénesis, como la reparacion del dafio endotelial, es de gran relevancia, pues
es evidencia directa de que la proliferacion y migracion de células endoteliales se estan
viendo afectadas. Por ende, el trabajo desarrollado en este proyecto abre puertas para su
empleo en modelos in vivo con el objetivo final de tratar patologias donde el proceso de

la formacién de nuevos vasos se ve acelerado, como lo es el crecimiento tumoral.
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9 Conclusiones

Los resultados establecidos en el presente estudio indican que es posible obtener datos
relevantes y precisos sobre el comportamiento de las células endoteliales mediante el
analisis minucioso de la velocidad de reparacion con un modelo confiable in vitro del

proceso de angiogénesis.

El ensayo de reparacion de la herida permitio, tanto detectar sutiles diferencias en la
respuesta de las células endoteliales ante el dafio endotelial en la presencia de la molécula
inhibidora de la funcion endotelial AP-Cav a manera de dosis-respuesta, como
implementar y evaluar los efectos de la liberacion controlada de AP-Cav a partir de un
sistema de microburbujas-ultrasonido sobre la funcién endotelial.

Con el empleo del sistema de liberacion controlada de AP-Cav a partir de microburbujas
se logré potenciar su efecto inhibitorio de la funcién endotelial aproximadamente 10
veces, lo que sugeriria una reduccién de los efectos adversos que imposibilitan
actualmente su uso in vivo. Con eso, se abren las puertas para su aplicaciébn como un

agente antiangiogénico que pudiese funcionar como un supresor del crecimiento tumoral.
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10 Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos y lo planteado en la seccidn de Discusion, ain
hay un considerable campo por estudiar en lo que concierne a la liberacion controlada de
AP-Cav a partir de un sistema de microburbujas-ultrasonido y su impacto en la funcion
endotelial. De manera inmediata, se encuentra la necesidad de evaluar el impacto del
sistema sobre la proliferacion de células endoteliales, la permeabilidad y estudios
especificos de migracion celular con la finalidad de reforzar su potencial uso en la terapia

antiangiogénica.

Se recomienda el estudio exhaustivo sobre los mecanismos moleculares alterados por la
AP-Cav responsables del fendmeno observado sobre la funcion endotelial tales como la
sintesis de ON, actividad y expresion de la eNOS, u otras vias de relevancia durante la

angiogenesis en las células endoteliales.

Previo a escalar los estudios a nivel in vivo, seria de gran relevancia eficientizar el método
de la sintesis de microburbujas y la union a la AP-Cav con la finalidad de aumentar la
capacidad de carga para lograr concentraciones adecuadas para su empleo en modelos
animales. Ademas de buscar obtener una distribucion de tamafio mas estrecha pues esto

mejoraria considerablemente la respuesta al ultrasonido y por ende su efecto.

A largo plazo, ya reforzados los puntos anteriores, el uso de modelos de angiogénesis in
vivo como el de la remocién de la arteria femoral implementado previamente en el
laboratorio, son estrictamente necesarios para evaluar el impacto y la eficiencia del

sistema como agente antiangiogénico.
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