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Los extractos liposolubles obtenidos de Nicotiana glauca inducen la

muerte celular por apoptosis en las células de rabdomiosarcoma

Introduccion

La apoptosis es un proceso activo en el musculo esquelético normal durante el ejercicio
intenso o en patologias como la distrofia muscular, la denervacién muscular y en general, en
miopatias y sarcopenias. Estas patologias suelen relacionarse con la acumulacion de
mitocondrias defectuosas (Wanagat et al., 2001) o con la disminucién de la capacidad
oxidativa del musculo por disfuncién mitocondrial (Conley et al., 2000). El Laboratorio de
Quimica Bioldgica y Biologia del Desarrollo donde se desarrolld esta tesis de grado, se
encuentra trabajando hace mds de quince afios con la linea celular muscular esquelética
murina C2C12; estas células se comportan como las células satélites que reparan la fibra
muscular esquelética. El grupo de trabajo ha demostrado que el agua oxigenada (H20;) induce
la activacién de la apoptosis en esta linea celular, observando los cambios morfoldgicos tipicos
(Figura 1); y han caracterizado parte de la ruta apoptoética que es activada durante la apoptosis
(proteinas de las cascadas, factores de transcripcion y genes regulados) y la reduccion de estos
efectos por el tratamiento con 173-estradiol (E2) o Testosterona (Boland et al., 2008; Pronsato
etal., 2012, Pronsato et al., 2013 ay b; La Colla et al., 2014; La Colla et al., 2015 a y b; La Colla,
tesis doctoral 2015; Pronsato y Milanesi, 2016; La Colla et al., 2017; Pronsato et al., 2017,

Pronsato et al., 2020).

Trabajos del grupo también han demostrado que en las células C2C12 los extractos
liposolubles de Nicotiana glauca inducen apoptosis, involucrando la activacion de caspasas y
la regulacion de la expresién génica de proteinas pro y anti apoptéticas; no asi el extracto
acuoso, que no tiene efecto alguno en las células. (Musso et al, 2017; Salas, Sabrina; tesis de

grado, 2017; Lincor, Dario, Tesis doctoral en desarrollo).

Mediante Real time-PCR el grupo de trabajo donde se desarrolld esta tesis de grado,
observé en las células C2C12 que el tratamiento con el extracto liposoluble de N. glauca
aumenta la expresion de los genes apoptdticos PERP y PUMA y reduce la expresiéon de Bcl-2
(antiapoptdtico). Resultados preliminares demostraron que el extracto y el subextracto

hexanico inducen apoptosis también en la linea RD (Figura 2) siendo este efecto de muerte
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celular mayor o mas agresivo, en esta linea respecto de la linea C2C12 (eliminando,

finalmente, todas las células del cultivo luego de 3hs de exposicion) (Musso et al., 2019, Musso

etal., 2019).

DAPI Mitotracker

Control

H,0,

Figura 1: Células C2C12 inducidas a apoptosis con H,0,. Se observan los cambios morfoldgicos tipicos
que ocurren durante la apoptosis respecto a las células control: ntcleos picnéticos y cambios en la
morfologiay distribucidn mitocondrial. DAPI: tincidn con DAPI: marcacién nuclear. Mitotracker: tincidn

con MTT red: marcacién mitocondrial. Amplificacidn 40X.
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Figura 2: Células RD inducidas a apoptosis con el extracto liposoluble. A: se observan células con
morfologia normal (flecha negra) y células con morfologia apoptética (flecha blanca) B: células RD
apoptéticas donde se observan claramente la formacién de las vesiculas apoptdticas (flechas blancas).
Amplificacién: 60X.

El cancer es la segunda causa de muerte infantil y aproximadamente dos tercios de los
nifios con cancer son diagnosticados con rabdomiosarcoma (RMS) especificamente el tipo
embrionario (RMSe). EI RMS es el tumor maligno de los tejidos blandos mas frecuente en nifios
y adolescentes (Young et al., 1986). Los pacientes con enfermedad metastasica primaria o
recaida son, en gran medida, resistentes a los tratamientos y tienen una baja oportunidad de
curacion. Es un tumor de células pequefias de los tejidos blandos que esta formado por células
mesenquimales en distintos estadios de diferenciaciéon muscular, con tendencia a
diferenciarse a musculo estriado, dado que su origen es una disrupcion en la regulacién del
crecimiento y la diferenciacion de las células precursoras de la miogénesis (Hettmer y Wagers,
2010) (Figura 3).

Existen distintos tipos histolégicos de RMS:

- El Rabdomiosarcoma embrionario (RMSe, RD), que se presenta en el 60% de los diagndsticos
de RMS, estd formado por células mesenquimales en distintos estadios de diferenciacién

muscular.

- El Rabdomosarcoma alveolar (RMSa) que se presenta en el 20% - 25% de los diagndsticos
de RMS, las células tienden a ser mas pequefias y redondeadas que las células del RMSe,
semejantes a los alveolos pulmonares. Este tipo es mas agresivo y con peor prondstico que el

RMSe.

Otros tipos de RMS con menor porcentaje de incidencia son:

7
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-El Rabdomiosarcoma pleiomérfico, que se detecta en individuos mayores de 25 afios

y corresponde al 8% de los RMS con prondstico desfavorable semejante al RMSa.

-Los sarcomas indiferenciados (11% de los casos de RMS y con prondstico desfavorable)
y los sarcomas no clasificables (5-10% de los casos en nifios), que no pueden ser tipificados o
categorizados de manera definitoria ya que no cumplen con ninguna caracteristica de los

anteriores. Suelen tener un mal prondstico.

En cuanto a las caracteristicas inmunoquimicas del RMSe (RD), se ha observado que las

células presentan:

-Localizacién nuclear de B-catenina (ademas de la tipica localizacion citosélica y préxima a

membrana).

-Expresan altos niveles de cadherina-N e integrina a—9, ambas reguladas positivamente por la
via Notch, favoreciendo esto la movilidad, invasidon, agresion y mantenimiento del estado

indiferenciado de las células tumorales (Fontana, Anna Masid; tesis doctoral; 2013).

PAX3
Embriogénesis
Myfs
\ Especificacion Diferenciacion Maduracion
Células MyoD/Myf5 5> MyoD/ Miogenina/MRF4 —> MRF4
mesodérmicas no 3
comprometidas e Mioblastos iotub: iscul d
S i
p miogénicas Miotubos Musculo maduro
' —» — = E— :o R _
l Células progenitoras { L
(dentro del pool de
células satélite)
RMSa RMSe RMSa
Regeneracién Especificacion Diferenciacion Maduracion
MyoD/MyfS -5 MyoD/ Miogenina/MRF4 —> MRF4

Figura 3: Posibles origenes embrionarios del rabdomiosarcoma. RMSa: rabdomiosarcoma alveolar:
es el tipo mds agresivo de RMS, con Células redondeadas, de muy pequeiio tamafio, semejantes a los
alveolos pulmonares. RMSe: rabdomiosarcoma embrionario: células con distintas morfologias
(redondeadas, estrelladas, alargadas, algunas pueden verse multinucleadas), este RMS en general es

menos agresivo y con mejor prondstico que el RMSa.
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Se establecieron principios generales que gobiernan la transformacion de una célula
normal a maligna (células que tienden a proliferar descontroladamente y, en algunos casos,

metastatizar; National Cancer Institute: Comprehensive Cancer Information, on line, 2017).

La célula va adquiriendo capacidades bioldgicas distintivas, conocidas como “sellos”,
que le permiten establecer un tumor y diseminarse (Hanahan y Weinberg, 2000; 2011). Estas
capacidades son: 1) activacion y mantenimiento de sefiales proliferativas, 2) evasion de
sefiales supresoras del crecimiento, 3) resistencia a la muerte celular, 4) inmortalidad
replicativa, 5) induccién de la angiogénesis, 6) activacion de mecanismos de invasién y
metastasis (sefializacidén aberrante de la via Wnt-B-catenina; con bajos niveles de cadherina-E
y localizacién nuclear de B-catenina), 7) reprogramacién del metabolismo energético,
necesario para soportar la continua proliferacion celular y 8) evasién del ataque y destruccién

por parte del sistema inmune.

Existen caracteristicas facilitadoras de la adquisicién de los sellos del cancer, una es la
inestabilidad gendmica y la mutacién de las células neopldsicas, fuente creadora de las
variantes genéticas responsables de las distintas capacidades. Otra caracteristica facilitadora
es la inflamacidn, estado que aporta al microambiente tumoral moléculas bioactivas (Hanahan

y Weinberg, 2011).

En base a estos resultados se disefiaron los objetivos a seguir, para evaluar qué
capacidades de las células RD son afectadas por los extractos obtenidos de Nicotiana glauca
(viabilidad, replicacién, migracion, expresion y/o localizacidén subcelular de proteinas clave

para los procesos de invasién, metdstasis y apoptosis).
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Objetivos

Como objetivo general de este plan de tesis se propuso:

Estudiar la accién apoptodtica de los extractos obtenidos de Nicotiana glauca en la linea
celular de rabdomiosarcoma embrionario humano, RD, identificando los mecanismos

celulares y moleculares responsables del efecto.

Los objetivos especificos fueron:

Estudiar el efecto de los extractos (el extracto liposoluble y el subextracto hexanico)
sobre las capacidades y propiedades tumorales, especificamente: los mecanismos

relacionados con la division celular, migracidén/invasion y apoptosis:
-Cambios en la morfologia/distribucién mitocondrial y morfologia nuclear.
-Cambios en las capacidades de divisidon celular y migracién.

-Localizacidn subcelular de B-catenina,

-Translocacién nuclear del fragmento intracelular de Notch 1.

-Activaciodn de caspasas.

10
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Materiales y métodos

Modelo experimental

Células RD (CCL-136™) American Type Culture Collection (ATCC®). Linea celular de
rabdomiosarcoma embrionario primario derivadas del linaje muscular, hiperploides,

susceptible a infeccion viral, de un individuo de siete afios de sexo femenino.

Cultivos celulares

Las células RD (Figura 4) fueron cultivadas en medio DMEM (medio Eagle modificado
por Dulbecco), sin rojo fenol, suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado por
calor (30 min, 56 °C), 1% de nistatina y 2% de estreptomicina y penicilina. Las células crecieron
a 37 °C bajo atmésfera himeda de 94,5% aire / 5,5% CO;. Los cultivos se repicaron cuando
superaron el 80% de confluencia o, en el caso que no fuera necesario el repique, se

suplementd con medio fresco cada 72hs.

Figura 4: Células RD. A: Magnificacidon 10X (la flecha indica un tumor en desarrollo). B: Magnificacion

20X. C: Magnificacidn 40X.

Caracteristicas generales de la especie usada en los ensayos: Nicotiana glauca sp.

Nicotiana glauca (N. glauca) Graham (Figura 5), (Solanaceae, nv: Palan palan, especie
cosmopolita de origen sudamericano) es una planta arbustiva, rustica, con rdpido crecimiento

y de distribucion ubicua que no necesita grandes exigencias en cuanto a requerimientos de
11
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cultivo. Esta planta estd ampliamente naturalizada en taludes, terraplenes, margenes de
caminos, terrazas de rios, con crecimiento, preferentemente, en arenales o sobre suelos
rocosos o pedregosos y removidos. Tolera los climas aridos y semiaridos, se comporta como
pionera en ecosistemas perturbados, y ha sido y es utilizada frecuentemente como modelo
experimental generando abundante informacién bioquimica y molecular. Ademas de producir
una gran cantidad de alcaloides que actian como repelentes de herbivoros, es productora de

bioetanol y de aceite, con propiedades insecticidas y aptos para la produccién de biodiesel.

Recoleccidn y mantenimiento de los ejemplares de N. glauca

Los ejemplares fueron colectados en la ciudad de Bahia Blanca y mantenidos en el

invernaculo del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur (UNS).

Figura 5: A: N. glauca. B: detalle de sus hojas. C: detalle de sus flores.

Aislamiento del extracto liposoluble y el subextracto hexanico

Aislamiento del extracto liposoluble: El extracto liposoluble se aisld siguiendo el
método de Bligh & Dyer (1959). Se colectaron las hojas (5 grs / aislamiento), se lavaron con
agua bidestilada y luego se congelaron con nitrégeno liquido para lograr triturar el tejido hasta
obtener una consistencia harinosa. Posteriormente, se homogenizaron con cloroformo-
metanol (1:2 v/v) en una proporcion de 3 ml/gr de tejido, durante dos minutos. Se realizaron
dos etapas mas de homogeneizacién. La primera durante 30 segundos con cloroformo, y la
segunda el mismo tiempo agregando agua bidestilada (1,2 ml/gr de tejido en cada caso). El

homogenado final se centrifugd durante 20 min, a 10.000 rpm (4.300 x g) en centrifuga Sorvall

12
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refrigerada (rotor SM-24) a 8 °C. Se colecto la fase inferior liposoluble y se evaporaron bajo
una corriente constante de N2 a 35 °C quedando finalmente un polvo seco que se pesa, se
fracciona y se guarda a -70 °C hasta su uso. Para los ensayos posteriores estos extractos se
resuspendieron en isopropanol. Preparacion del extracto: el extracto, 0,1 mg de polvo seco,
se resuspendié en 500 pl de isopropanol (stock). Preparacion de la dilucion: 1 pl del stock se
resuspendidé en 1000 pl de DMEM sin suero (1:1000) y de esta primera dilucién se preparé la
dilucién final: 1:1000 en medio DMEM sin suero (Milanesi et al., 2001; Milanesi y Boland,
2004; Milanesi y Boland, 2006, Musso et al, 2019).

Obtencion del subextracto hexanico: El extracto liposoluble obtenido de la planta fue
particionado sucesivamente con los siguientes solventes de polaridad creciente: n-hexano,
cloroformo vy etil acetato. Las soluciones extraidas, que fueron 3 y a las que llamamos
subextractos: hexanico, cloroférmico y etil acetato, estos se evaporaron bajo presidn
reducida y se liofilizaron; luego se resuspendieron en isopropanol y se almacenaron a -20°C

hasta su uso.

De estos subextractos se selecciond aquel con mayor capacidad de inducir la apoptosis
(determinado en los cultivos celulares mediante la técnica de Tunel y en base, también, a los
cambios inducidos en la morfologia celular, visualizados mediante la tincién con DAPI,
Mitotracker y faloidina). El subextracto hexanico fue el seleccionado debido a su mayor

capacidad apoptodtica (Musso et al.,2019).

Tratamientos celulares

Las células fueron incubadas en medio DMEM sin suero fetal bovino durante 20 minutos.
La ausencia de suero permite sincronizar las células en un estado basal (Pronsato et al., 2012).
Luego de esta preincubacién de 20 minutos, se procedié al agregado de los extractos (el
extracto liposoluble o el subextracto hexanico; respetando el porcentaje final de isopropanol
en el medio de cultivo, igual o menor a 0,0001%, preparados como se describio previamente).
En paralelo las células fueron tratadas con DMEM sin suero y el vehiculo de los extractos
(isopropanol 0,0001 %, condicién nombrada como control), o expuestas a 1 mM de H,0;
disuelta en DMEM sin suero (este tratamiento se usa como control de la induccion de la

apoptosis). Los tratamientos se realizaron durante 1 a 2 horas en la cdmara de cultivo (a 37 °C
13
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bajo atmdsfera himeda de 94,5% aire / 5,5% CO3). Para los distintos ensayos las células se

cultivaron en cajas de Petri para cultivo en monocapa, estériles.

Marcacidn de organelas

Las células se cultivaron en cajas de Petri de 35 mm de didmetro, con cubreobjetos en la
base, para que crezcan sobre éstos. Cuando alcanzaron 70% de confluencia,
aproximadamente, se realizaron los distintos tratamientos. Luego, las células fueron marcadas
con Mitotracker Red (marcador de mitocondrias funcionales) y posteriormente fijadas y
permeabilizadas con metanol a -20 °C durante 20 minutos. Luego de 3 lavados con buffer PBS
1X (200 mM NaCl, 20 mM NaH;P0Oa4, 80 mM Na;HPOQO4, pH: 7,4) para eliminar los restos de
metanol, se procedid a la tincidén de los nucleos con DAPI. Las muestras fueron analizadas en

un microscopio de fluorescencia (NIKON Eclipse Ti-S) equipado con filtros adecuados.
e Tincion mitocondrial con Mitotracker red:

El Mitotracker (MTT) es un colorante catidnico, lipofilico, fluorescente y especifico de la

mitocondria. Cuando la sonda ingresa a la célula, se encuentra en su forma reducida y no

Figura 6: Imagen de Microscopia confocal de células C2C12 tefiidas con MTT red. Magnificacidn 60X.

14
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fluorescente. Dentro de una célula que respira activamente, es oxidado en la mitocondria y
pasa a la forma fluorescente, reaccionando con los grupos tioles de las proteinas
mitocondriales, formando entonces, una unién covalente, especifica e irreversible. De esta
manera las mitocondrias funcionales quedan marcadas, mientras que el resto de las

estructuras celulares no (Figura 6).

Las células cultivadas sobre cubreobjetos hasta un 60-70% de confluencia, fueron
incubadas en medio DMEM sin suero con MTT Red en una concentracion final de 1 pmol/10ml
(1:10000, preparado en medio DMEM sin suero) durante 30 minutos a 37 °C [el stock de MTT
Red (1 umol/ul) se encuentra disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) y almacenado a -20 °C].
Luego las células fueron lavadas con PBS durante 15 minutos y fijadas y permeabilizadas con

metanol a -20 °C durante 20 minutos, siempre resguardandolas de la luz.
e Tincion nuclear con DAPI

El DAPI es un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en

adenina y timina en secuencias de ADN (Figura 7).

Cuando el DAPI se une al ADN bicatenario, su maximo de absorcién es a una longitud de
onda de 358 nm (ultravioleta) y su maximo de emisién es a 461 nm (azul). Por lo tanto, en la
microscopia de fluorescencia este colorante es excitado con luz ultravioleta para después ser

detectado a través de un filtro azul/cian. El DAPI también puede unirse al ARN. Sin embargo,

Figura 7: Imagen de Microscopia confocal de células C2C12 teiiidas con DAPI. Magnificacion 60X.

15
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aunque su pico de emision es bastante amplio, no es tan fluorescente. Su emision se desplaza
alrededor de 500 nm cuando se une al ARN y es por esta razén que los nucléolos, ricos en ARN

ribosémico, logran distinguirse.

El colorante DAPI puede pasar a través de la membrana celular y por eso se utiliza para
tefiir células vivas, sin embargo, lo hace de una manera poco eficiente y debido a esto, la
eficacia de la sefal fluorescente es menor. Por esta razén los mejores resultados se obtienen

tifiendo las células luego de ser fijadas y permeabilizadas.

Luego de la realizacién de los tratamientos correspondientes, las células cultivadas sobre
cubreobjetos y ya teiidas con MTT Red, fueron fijadas y permeabilizadas con metanol a -20
°C durante 20 minutos y posteriormente lavadas con PBS. A continuacion, las células se
incubaron con una dilucién 1:500 en PBS, de una solucidon stock de DAPI, (5 mg/ml de PBS),
durante 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad y con agitacién suave. Luego de 3
lavados con PBS durante 15 minutos, los cubreobjetos se montaron con glicerol 95% disuelto

en PBS, pH: 7,4, y las muestras se analizaron por microscopia de fluorescencia convencional.

Inmunocitoquimica

Las células se sembraron sobre cubreobjetos contenidos en placas de 35 mm y se
hicieron crecer hasta un 70% de confluencia. Luego de los tratamientos, se lavaron con PBS
1X y se fijaron y permeabilizaron con metanol frio a -20 °C durante 20 minutos. Los sitios no-
especificos de ligado a proteinas se bloquearon con 5% de albimina bovina en PBS 1X (30
min). Luego se incubaron durante toda la noche en presencia o ausencia (control negativo)
del anticuerpo primario, se realizaron varios lavados y posteriormente se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo correspondiente. Finalmente se preparan para

su visualizacién (Milanesi et al., 2008; 2009; Pronsato et al., 2013 ay b).

Microscopia de fluorescencia convencional

Las muestras fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia (NIKON Eclipse E
600) equipado con filtros estandar adecuados para capturar las sefiales fluorescentes. Las

imagenes fueron tomadas utilizando una cdmara digital acoplada al microscopio.
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Ensayo del cierre de la herida

En este ensayo se evalué cdmo los tratamientos afectan las capacidades de viabilidad,
crecimiento y divisién celular, (Petit et al., 2000 modificado por nuestro grupo; Pronsato, tesis
doctoral 2014). Brevemente: se siembran las células en placas de 35 mm de didmetro y se
cultivan hasta alcanzar un 100% de confluencia. Se realizan los tratamientos y finalizado el
tiempo se realiza una herida en forma de cruz con un tip estéril, dejando al descubierto una
seccidn de la monocapa celular. Posteriormente se cambia el medio por medio nuevo y se
observa la zona central de la herida en un microscopio. El cierre de la herida se monitorea
durante 24 hs o hasta que cierre completamente, tomando imagenes cada 20 min mediante

la cdmara digital acoplada al microscopio éptico (Nikon Eclipse Ti-S).

Fraccionamiento subcelular

Luego de realizar los tratamientos correspondientes, se descartd el medio de cultivo y
las células fueron recolectadas y homogeneizadas a 4 °C en buffer TES (50 mM Tris/HCI
pH=7,4, 1 mM EDTA, 250 mM sacarosa, 1 mM DTT, 0,5 mM PMSF, 20 ug/ml leupeptina, 20
ug/ml aproteinina, y 20 pug/ml de inhibidor de tripsina). El aislamiento de las fracciones
subcelulares por centrifugacién diferencial se realizé en una centrifuga refrigerada Sorvall
(rotor SM-24) para la obtencién de las fracciones nuclear, mitocondrial y el sobrenadante post
mitocondrial. Inicialmente, el homogenado total fue centrifugado a 500 rpm (100 x g) durante
5 minutos para sedimentar y eliminar los restos celulares. El sobrenadante obtenido, se
centrifugé a 1.800 rpm (300 x g) durante 20 minutos para obtener el sedimento
correspondiente a la fraccién enriquecida en nucleos. El sobrenadante postnuclear fue
centrifugado 30 minutos a 10.000 rpm (8.000 x g) para la obtencién del sedimento enriquecido
en mitocondrias y un sobrenadante postmitocondrial. Cada fraccién subcelular fue lavada,
resuspendiendo los sedimentos en buffer TES y volviéndose a centrifugar a las velocidades
especificadas anteriormente. Los precipitados fueron resuspendidos en buffer lisis y
conservados a -20 °C hasta su utilizacién. Paralelamente, se tomaron alicuotas de cada una de
las fracciones subcelulares recuperadas para la cuantificacién de proteinas por el método
colorimétrico de Bradford (1976). El anticuerpo anti-Lamin B se utilizd para la

inmunodeteccion del marcador nuclear Lamin B en las diferentes fracciones.
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Cuantificacidon de proteinas por el método de Bradford

Se tomaron alicuotas de 5 ul de los homogenados en donde se cuantificé el contenido
proteico por el método de Bradford (Bradford 1976). Posteriormente, los lisados celulares
fueron desnaturalizadas en buffer muestra 6X (0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 40% glicerol,
500 mM DTT, 2 pg/ml azul de bromofenol) a 100 °C durante 5 minutos para su siembra en

geles de SDS-PAGE (analisis por la técnica de Western blot).

Western blot

Se realizo la técnica de Western blot para analizar los niveles de expresion y localizacidn

subcelular de las proteinas: B-Catenina, Notch 1, Caspasa 3 y 14-3-3.
Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las muestras proteicas obtenidas anteriormente y desnaturalizadas, se separaron por
electroforesis en geles de 1,5 mm de espesor, al 10% de poliacrilamida/bisacrilamida, de
acuerdo al protocolo en placa descripto por Laemmli (Wagner y Laemmli 1979) y segun
procedimientos convencionales realizados de rutina en nuestro laboratorio (Milanesi et al.
2004, 2008, 2009; Vasconsuelo et al. 2008, 2011; Pronsato et al. 2010, 2012, 2013 a y b). Se
sembraron 20-30 pg proteina/calle y en paralelo se sembraron marcadores proteicos
coloreados de peso molecular conocido (220-10 kDa), para poder determinar el tamafio (en
kDa) de las bandas de interés de las muestras sembradas. Los geles se corrieron a voltaje

constante de 100 V en buffer de corrida (Tris-Base 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM, 0,1% SDS).
Transferencia

Las proteinas se electrotransfirieron desde los geles a membranas sintéticas de
polifluoruro de vinilideno o PVDF (“Inmobilon-P”, Millipore Corporation, MA, USA),
previamente activadas en metanol puro durante 30 segundos. La transferencia se realizd
durante 2 horas a amperaje constante de 100 mA por gel, de acuerdo al método de Towbin et
al. (1979), empleando un sistema semi-seco (Hoefer MiniVE Blotter, Amersham Pharmacia
Biotech, CA, USA) y manteniendo los geles y las membranas embebidas en buffer de

transferencia (25 mM Tris-Base pH 8,3, 192 mM Glicina, 20% metanol).
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Bloqueo

A continuacién, las membranas fueron incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente en buffer PBS-T (200 mM NacCl, 20 mM NaH;P0O4, 80 mM Na;HPO4, 0,1% Tween 20)

conteniendo 5% de leche descremada en polvo para bloquear los sitios de ligado inespecificos.
Revelado con anticuerpos

Las membranas con las proteinas transferidas fueron incubadas durante toda la noche
a 4 °C con las diluciones apropiadas de cada anticuerpo primario (en PBS-T con albumina
bovina sérica (BSA) al 1%). Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas 3 veces durante 20
minutos cada vez, con PBS-T. Luego, fueron incubadas con la dilucién apropiada del anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (anti globulina de la especie animal correspondiente al
anticuerpo primario usado) en PBS-T 0,1% BSA, durante 1 hora a temperatura ambiente y en
agitaciéon suave. Finalmente, las membranas se lavaron nuevamente en PBS-T, como se
menciond anteriormente, procediéndose luego al revelado de las bandas inmunorreactivas
por el método de quimioluminiscencia, siguiendo las instrucciones del kit comercial ECL
(NENTM Life Science Products, Inc. Boston, MA, USA). La deteccion de los inmunocomplejos
se llevd a cabo exponiendo las membranas a placas radiograficas Kodak BioMax Light film
durante intervalos de tiempo variables. Las imagenes de quimioluminiscencia fueron

digitalizadas usando el scanner Genius ColorPage-Vivid+ a una resolucién de 300 dpi.
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Resultados

El tratamiento de las células RD con el extracto liposoluble de N. glauca induce

apoptosis, observandose cambios en la morfologia nuclear y mitocondrial.

Mediante microscopia de fluorescencia convencional se evalué la morfologia nuclear y
la distribucién y morfologia mitocondrial, empleando los marcadores DAPI Y MTT red
respectivamente (Figura 8), a fin de visualizar el efecto del tratamiento con el extracto sobre
la morfologia de estas organelas. En la figura 8 pueden observarse los nucleos
intactos/normales de las células musculares en las condiciones control, tratadas solo con el
vehiculo (isopropanol) durante 2 horas. El tratamiento de las células RD con el extracto lipidico
reprodujo las alteraciones morfoldgicas tipicas que ocurren en los nucleos y en las
mitocondrias de las células apoptdticas, como son la condensacidn nuclear y la pérdida de la
distribucién clasica en forma de “tela de arafia” de las mitocondrias, con su consecuente

relocalizacion subcelular.

Control Tratadas

Figura 8: El extracto
liposoluble de N. glauca
Mitotracker induce apoptosis en las
células RD. Los cultivos
celulares fueron

tratados con el extracto

liposoluble de N. glauca
durante 2 hs (Tratadas) o
bien mantenidas en
DMEM sin suero por 2 hs
(Control). Luego |las
células fueron tefidas
con MTT Red (rojo) y
posteriormente fueron
fijadas y tefidas con
DAPI (azul), como se
describi6 en Meétodos.
Amplificacién 60X.

20



Valeria Toledo Trabajo final de tesis de grado

El tratamiento de las células RD con los extractos de N. glauca afecta el ciclo celular,

reduciendo la tasa de division celular y posiblemente también la migracion celular.

Investigamos como los tratamientos afectan las capacidades de viabilidad, crecimiento
y division celular, con el ensayo de la herida (Petit et al., 2000), modificado por nuestro grupo
(Pronsato, tesis doctoral 2014), (Figura 9). Una vez que las células alcanzaron 100% de
confluencia, se realizaron los distintos tratamientos durante 1 hora. Luego se realizd una
herida en forma de cruz y se observd la zona central de la herida en el microscopio dptico,
monitoreando su cierre cada 20 min. La Figura 9 muestra las imagenes obtenidas a la hora
cero (Ohs: luego de realizar la herida y reemplazar el medio por medio de cultivo nuevo con

suero) y a las 24hs (momento en el que se finalizé el ensayo).

Ohs 24hs

Control

Extracto
liposoluble

Subextracto
hexanico

Figura 9: Los extractos de N. glauca afectan el ciclo celular, reduciendo la tasa de division y
posiblemente también la migracion celular. Las células fueron incubadas en cajas de 6 cm estériles
hasta el 100% de confluencia. Luego de los tratamientos, se realizé una herida en forma de cruz y se
reemplazé el medio por medio de cultivo nuevo con suero (Ohs). El cierre de la herida se monitored
durante 24hs. Ohs: inicio del monitoreo. 24hs: finalizacién del ensayo. Amplificacion 4X.
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Claramente se observo que los tratamientos, tanto con el extracto liposoluble como con
el subextracto hexdnico, afectaron significativamente la capacidad de division y
probablemente de migracion celular, respecto al control (éste ultimo mostré un cierre

completo a las 24hs de iniciado el ensayo).

El tratamiento de las células RD con los extractos de N. glauca induce cambios en la
localizacion subcelular de la proteina [-catenina.

Las cateninas son proteinas citoplasmadticas necesarias para el establecimiento de las
adhesiones entre células y son un punto importante para la regulacién de los complejos de
adhesion. Participan en la interaccién del dominio intracelular de las cadherinas con los
componentes del citoesqueleto. Ademas de esta importante funcién en la participacién de
uniones adherentes (figura 10), la P-catenina es un componente fundamental en la

transduccion de sefiales intracelulares.

[ Sitios de fosforilacién

‘ Sitio de reconocimiento f.g
de adhesion '3
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al caicio Cateninas
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Figura 10: Esquema de las uniones
adherentes o] interacciones
yuxtacrinas entre la cadherinas y su
interaccion con las cateninas del lado
intracelular. A su vez las cateninas son
el nexo entre las cadherinas y el
citoesqueleto. Adaptado de Gilbert, et

al, séptima edicion, 2003.

Cadherina
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La via de sefalizacion Wnt-B-catenina juega un papel decisivo en los procesos de
regulacién, diferenciacién, proliferacion y muerte celular; en consecuencia, estd involucrada
en numerosas anormalidades del desarrollo embrionario, del crecimiento y la homeostasis. La
actividad de la via de sefializacion Wnt-3-catenina depende de la concentracién citoplasmatica
de B-catenina. En condiciones normales esta proteina se mantiene en bajas concentraciones
gracias a un proceso de degradacion dependiente de la via ubiquitina-proteosoma (Figura 11).
La llegada del ligando Wnt activa la via e inhibe la fosforilaciéon de -catenina y por ende su
degradacion permitiendo la entrada al nucleo y su unién al factor de transcripcién LEF/TCF

regulando de esta manera la expresion de genes bajo su dominio (Figura 11).

Frizzled Figura 11: Representacion de la

protemn via Wnt y de la ruta de

degradacion de la proteina B-

l" catenina citosdlica. En ausencia
Frizzed de ligando ocurre la formacion

'

. B-catenin del complejo APC que permite el
DNt ? degradetion secuestro y la fosforilacion por
GSK-3 parte de GSK-3p de la proteina
B-?ztcnin B-catenina para su degradacidn

por ubiquitinizacion. La llegada

Transcription
-~

del ligando Wnt activa la via e

inhibe la fosforilacién de f-
catenina y por ende su
degradacion. El incremento de
[B-catenina citoplasmatica
permite su entrada al nucleo en
B R ey donde se asocia al factor de
ﬂ"‘"""“
? transcripcién LEF/TCF
permitiendo su activacién y la
posterior regulacion de Ia
expresion de un grupo de genes, cuyos productos proteicos participan en varios procesos como la
division celular, desarrollo embrionario y morfogénesis. Adaptado de Gilbert, et al, séptima edicion,

2003.
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Estas vias juegan un papel preponderante durante la vida adulta, manteniendo la
homeostasis de distintos tejidos. La regulacién anormal de la via Wnt da lugar a la proliferacion

neopldsica en estos.

Se evalué entonces, mediante ensayos de inmunocitoquimica, la localizacién de la -
catenina en las células RD mediante la utilizacién de un anticuerpo especifico contra la
proteina, y se comparo su localizacién en las células RD (tumorales) respecto de la linea no
tumoral C2C12. Como se puede observar (Figura 12), las células no tumorales presentan una
localizacidn citoplasmatica y proxima a membrana de -catenina (A) en contraposicion con la

localizacion nuclear observada en las células RD (B).

A B

Figura 12: La B-catenina se localiza en el nucleo de las células tumorales RD. Ensayos de
inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo primario especifico contra la -catenina y luego un
secundario conjugado a un fluoréforo (Alexa 488). A. Células C2C12: [-catenina con localizacidn
citoplasmdtica y proxima a membrana. B. Células RD: [B-catenina con localizacién nuclear.
Amplificacién 60 X.

Por ensayos de Western blot se pudo observar como se ve afectada la localizacién de la
-catenina por los tratamientos con el extracto liposoluble, el subextracto hexanico y el H,0,.
A pesar de que no se vidé un cambio en la localizacidén nuclear, si se observé un aumento de la
localizacion de esta proteina en la fraccion post mitocondrial (Figura 13 A). La deteccion de la
proteina Lamin B se utilizé6 como un control de la contaminacidn nuclear en la fraccidn post

mitocondrial (Figura 13 A).

Por inmuncitoquimica y utilizando un anticuerpo especifico contra 3-catenina se pudo

observar el cambio en la localizacién subcelular de la proteina debido a los distintos
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tratamientos. Las células RD control mostraron una localizacién nuclear de la B-catenina
mientras que en los tratamientos con los extractos se observé un aumento en la localizacién

citosélica, especialmente proxima a la membrana plasmatica (Figura 13 B).

A
C Ex Hx H,0,

Nu. Spm. Nu. Spm. Nu. Spm. Nu. Spm.

B-catenina

Lamin B

Figura 13: Los extractos de N. glauca inducen cambios en la localizacién subcelular de la proteina -
catenina en las células RD. A. Las fracciones subcelulares obtenidas luego de los distintos tratamientos
fueron aisladas y cuantificadas. 20 pg de proteina de cada fraccidn fueron analizadas por ensayos de
Western blot. Las membranas fueron incubadas empleando un anticuerpo especifico contra 3-catenina
y posteriormente con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, como se detalla en
Meétodos. Se evalué la fraccidén nuclear (Nu) y la fraccion post mitocondrial (Spm) en las condiciones
control (C), extracto liposoluble (Ex), subextracto hexanico (Hx) y H,0,. B. Las células cultivadas sobre
cubreobjetos fueron tratadas durante 1 hora con el vehiculo de los extractos (C), con el extracto
liposoluble (Ex) o con el subextracto hexdnico (Hx). Las células se fijaron, permeabilizaron y se
incubaron con un anticuerpo primario especifico para detectar B-catenina y un secundario marcado
con un fluoréforo. Se observod la localizacidn nuclear en el control (C). En las células tratadas con los
extractos (Ex y Hx) la B-catenina se detectd en nucleo y citosol con localizacién principalmente,
proxima a la membrana plasmatica. Amplificaciéon 60X.
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El tratamiento de las células RD con los extractos de N. glauca reduce el clivaje y la

translocacion al nucleo de la region intracelular de la proteina Notch 1.

Los genes Notch codifican para cuatro receptores transmembrana (Notch 1-4) de
aproximadamente 300 KDa, cuya estructura estd altamente conservada. Son proteinas
transmembrana con una regidon extracelular, una regién transmembrana y una intracelular,

involucradas en la transduccidn de sefiales especificas, en respuesta a la union a sus ligandos

(Figura 14).
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Figura 14: Procesamiento del fragmento intracelular de Notch, translocacion al nticleo y regulaciéon
de la expresidon génica. A. En ausencia del ligando de Notch, el factor CSL se encuentra unido a
represores de la transcripcion. B. Activacion de Notch. La unién yuxtacrina Delta-Notch causa un
cambio conformacional en Notch activando una proteasa que cliva liberando el fragmento intracelular
que puede translocar al nucleo para unirse a CSL generando un cambio conformacional en éste que
permite la liberacion de los receptores y la unién de los activadores de la transcripcion, incluyendo a
la histona p300. Adaptado de Gilbert, et al, séptima edicidn, 2003.
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La interaccion con sus ligandos produce cortes proteoliticos tanto en la region
extracelular como en la transmembrana. Esta Ultima libera el fragmento intracelular, el cual s
transloca al nucleo y se une a un factor de transcripcion (CSL) regulando la expresién de los
genes que se encuentran bajo su dominio. La interrelacién de la via Notch con otras vias de
sefalizacion, por ejemplo, la via Wnt-B-catenina, se ha visto implicada en varios procesos
celulares, tales como la proliferacién y oncogénesis. Tiene un rol importante en la regulacion
embrionaria y post-natal de la miogénesis esquelética y se ha demostrado su implicancia en
la expansion e inhibicion de la diferenciacién de las células precursoras miogénicas. La
activacion de la via Notch se correlaciona con el fenotipo invasivo de las lineas celulares de

rabdomiosarcoma (Fontana, Anna Masia, 2013).

Evaluamos entonces, la localizacion del fragmento clivado de Notch 1 en condiciones
basales y luego de los tratamientos, mediante ensayos de inmunocitoquimica y empleando
un anticuerpo especifico contra el fragmento intracelular de Notch 1. Se observd que, en
condiciones basales, la region intracelular de Notch 1 se encontraba localizada en el nucleo
(Figura 15 A), como era de esperarse para esta linea celular tumoral y como se describié en la
Introduccidn. El tratamiento con el extracto liposoluble (Figura 15B) disminuyd la localizacién
nuclear del fragmento y el tratamiento con el subextracto hexanico (Figura 15C) mostré una

localizacion principalmente préxima a la membrana plasmatica.

A B C

Figura 15: El tratamiento de las células RD con los extractos de N. glauca reduce el clivaje y la
localizacién nuclear del fragmento intracelular de Notch 1. Las células sembradas sobre cubreobjetos,
se trataron y posteriormente se fijaron y permeabilizaron con metanol. Para los ensayos de
inmunocitoquimica se empled un anticuerpo primario dirigido especificamente contra la regién
intracelular de Notch 1 y un anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo Alexa 488, como se
describe en Métodos. Amplificacién 20 X.
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El extracto liposoluble de N. glauca aumenta la activacion y la localizacion nuclear de

la proteina Caspasa 3, pero no provoca cambios en los niveles de expresion proteica de la

chaperona 14-3-3.

Las caspasas son proteinas claves en la transduccién y ejecucién de la sefial apoptdtica

inducida por una diversidad de estimulos (Figura 16). Se encuentran en la célula como

precursores inactivos que necesitan ser escindidos para su activacién. Existen dos grandes

grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las ejecutoras.
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Figura 16: Esquema de las vias extrinsecas e intrinsecas de la apoptosis y el rol de las caspasas

durante estos eventos.
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Las primeras son activadas por autoproteodlisis cuando son traslocadas a
compartimentos especificos o mediante activadores. Las caspasas ejecutoras son activadas
mediante el corte especifico mediado por las iniciadoras. Las proteasas ejecutoras, dentro de
las que se encuentra la Caspasa 3, son las encargadas de los cortes finales de los sustratos que

provocan las alteraciones tipicas de la apoptosis y la fragmentacién del ADN.

Por ensayos de Western blot y empleando un anticuerpo especifico contra la forma
clivada de la Caspasa 3 (forma activa), pudimos observar que, en las células tratadas con el
extracto, ocurre un aumento en la deteccién del fragmento clivado en la fraccidon post
mitocondrial y su translocacidon al nucleo de una manera dependiente del tiempo de

tratamiento (Figura 17).

C Ex1 Ex 2 H,0,

Nu. Mit. Spm. Nu. Mit. Spm. Nu. Mit. Spm. Nu. Mit. Spm.

- e — -— . Caspasa 3

Figura 17: El extracto liposoluble de N. glauca aumenta la forma clivada (activa) de Caspasa 3 y su
localizacidn nuclear. Las fracciones subcelulares obtenidas luego de los distintos tratamientos fueron
aisladas y cuantificadas. 20 pg de proteina de cada fraccién fueron analizadas por ensayos de Western
blot. Las membranas fueron incubadas empleando un anticuerpo especifico contra la forma activa de
Caspasa 3. Se analizé la fraccién nuclear (Nu), mitocondrial (Mit) y el sobrenadante post mitocondrial
(Spm) obtenidos de células tratadas con el extracto liposoluble por 1 hora (Ex 1), 2 horas (Ex 2), H20,
2 horas (control para la apoptosis), o bien mantenidas en DMEM sin suero, control (C).

Las proteinas 14-3-3 pertenecen a una familia altamente conservada, que se compone
al menos de siete isoformas. Actlan como moléculas chaperonas que pueden moverse
libremente del citoplasma al nucleo y viceversa. Hasta el momento, la funcién mas comun de
las proteinas 14-3-3 es el secuestro de proteinas en el citoplasma, lo que lleva a la inhibicion
de su funcidn. Otras funciones implican la regulacién del crecimiento, la supervivencia y la

diferenciacion celular.

La asociacion de 14-3-3 con sus proteinas modifica la progresion del ciclo celular, ya sea
por afectar la localizacion o por modificar su actividad enzimatica. También regula la apoptosis
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a través de interacciones con dos proteinas proapoptéticas, desempeniando un papel activo
en el retraso y la supresion de la apoptosis, y dando tiempo para la reparacién del ADN

después del dafio celular (Mhawech P.; 2005).

Por ensayos de Western blot y empleando un anticuerpo especifico contra la proteina
14-3-3, pudimos observar que no ocurrieron cambios en los niveles de expresion de esta
proteina en las muestras tratadas respecto al control (Figura 18). Solo se pudo visualizar un
leve aumento en la localizacidon mitocondrial para las células tratadas durante una hora con el

extracto liposoluble.
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Figura 18: El extracto liposoluble de N .glauca no generé cambios en los niveles de expresion de la
chaperona 14-3-3. Las fracciones subcelulares obtenidas luego de los distintos tratamientos, fueron
aisladas y cuantificadas. 20 pg de proteina de cada fraccién fueron analizadas por ensayos de Western
blot. Las membranas fueron incubadas empleando un anticuerpo especifico contra la proteina 14-3-3.
Se analizo la fraccion nuclear (Nu), mitocondrial (Mit) el sobrenadante post mitocondrial (Spm) de las
células tratadas con el extracto liposoluble durante 1 hora (Ex 1), 2 horas (Ex 2), H,0, 2 horas (control
para la apoptosis) o bien mantenidas en DMEM sin suero, control (C).
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Discusion

Una de las caracteristicas mds notorias, en cuanto a los cambios en la morfologia de una
célula durante la apoptosis, es la condensacion nuclear, y una de las mejores formas de
observarla es mediante la tincién del ADN con un colorante como puede ser el DAPI. El DAPI
es un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y
timina en secuencias de ADN. Cuando el DAPI se une al ADN bicatenario, su maximo de
absorcion es a una longitud de onda de 358 nm (ultravioleta) y su maximo de emision es a 461
(azul). Por lo tanto, en la microscopia de fluorescencia, este colorante es excitado con luz
ultravioleta para después ser detectado a través de un filtro azul/cian. En estado basal, es
decir cuando las células no fueron inducidas a apoptosis, los nucleos celulares teflidos con
DAPI se observan bien redondeados, mientras que, durante la apoptosis, los nucleos se
vuelven picnéticos y el ADN contenido se fragmenta, pudiéndose observar nucleos
compactados y/o con pérdida de material nuclear, perdiendo la forma clasica redondeada y
bien definida. Este cambio morfoldgico tipico de la apoptosis, pudo observarse claramente en

las células RD tratadas con el extracto liposoluble de N. glauca.

Mediante microscopia de fluorescencia también se evalud la morfologia y distribucion
mitocondrial como otro indicador de apoptosis. Para la marcacién de las mitocondrias se
utilizd el colorante fluorescente MTT red como se describe en Métodos. Como logra
observarse claramente en la Figura 8, el tratamiento de las células RD con el extracto
liposoluble desencadend un cambio notorio en la distribucién mitocondrial, perdiéndose la
clasica disposicién de “tela de arafia” homogénea en el citoplasma de las mitocondrias, para
ubicarse alrededor del nucleo. Esta alteracion es otro cambio clasico que ocurre durante el
evento apoptético. Esto indicd nuevamente que el tratamiento con el extracto liposoluble de

N. glauca induce apoptosis en las células RD.

En paralelo evaluamos si el tratamiento tanto con el extracto liposoluble como con el
subextracto hexdanico afectaba las capacidades de proliferacion y migracion celular de las
células RD. Para esto realizamos el ensayo de la herida en donde se permite a las células crecer
en medio completo hasta alcanzar un 100% de confluencia. Luego de realizar el tratamiento y
una herida en forma de cruz, como se describe en Métodos, las células fueron monitoreadas

durante 24 hs, observandose que, al exponerlas al tratamiento con los extractos, no lograron
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cubrir la zona despejada respecto al control, que si lo hizo. Esto indicd que la proliferacion y
probablemente la migracién de las células RD, se vio afectada por el tratamiento tanto con el

extracto liposoluble como con el subextracto hexanico.

Luego investigamos por ensayos de Western blot e inmunocitoquimica, los niveles de
expresion y localizacion subcelular de distintas proteinas que determinan la capacidad de
migracidn e invasion, especificas para este tipo de tumor (rabdomiosarcoma), asi como
también, la expresidn, activacidon y localizacién subcelular de una de las proteinas relacionadas
con la fase final de la cascada apoptoética (caspasa 3). Para estos ensayos se emplearon
anticuerpos primarios especificos para la deteccidn de la proteina -catenina, el fragmento
clivado del receptor Notch 1, el fragmento clivado de caspasa 3 y la proteina 14-3-3. Como se
describié previamente en la Introduccion y Resultados, estas proteinas fueron seleccionadas
para su estudio debido al rol fundamental que cumplen en la progresion del RMS (-catenina

y Notch 1) y en la apoptosis (caspasa 3 y 14-3-3).

Cuando se evaluaron las proteinas -catenina y Notch 1, se observaron cambios en las
localizaciones subcelulares de estas luego de los tratamientos y en comparacién con los
controles. Este cambio fue muy notorio para el fragmento intracelular de Notch 1, el cual
perdié en gran medida su localizacion nuclear, principalmente luego del tratamiento con el
subextracto hexanico, manteniendo la marcacion en membrana (forma inactiva del receptor).
Respecto a la B-catenina, se detecté un aumento de la sefial citosdlica tras el tratamiento con
los distintos extractos. La deteccidn citosodlica, especificamente préxima a membrana, logré
apreciarse en el ensayo de inmunocitoquimica. Tanto el fragmento intracelular de Notch 1
como la B-catenina se asocian a proteinas que actian como factores de transcripcion. La
asociacion del fragmento intracelular de Notch 1y de la 3-catenina a sus respectivos factores
de transcripcién, induce en estos un cambio en la conformacién y por ende su activacién,
regulando de esta manera la expresion de los genes que se encuentran bajo su dominio.
Especificamente, el fragmento clivado de Notch 1 regula la expresidon de cadherina-N e
integrina a-9, necesarias para el evento de migracion e invasién celular. La expresion de
integrina en la membrana plasmatica permitiria interacciones yuxtacrinas con la fibronectina
de la matriz extracelular (Figura 19), permitiendo la migracion hasta alcanzar un capilar
sanguineo, donde la cadherina-N interaccionaria con las cadherinas-N del endotelio vascular,

y de esta manera, las células de RMS lograrian ingresar al torrente sanguineo y salir de este
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durante el evento de invasidon y metastasis (Figura 20). La integrina a-9 juega un papel

fundamental, de este modo, en el mantenimiento del fenotipo maligno y del estado inmaduro

del linaje muscular (Fontana Anna Masid, 2013).

Fibronectina

N = -f/':;

N
Sitio de union
RGD

Subunidad
de integrina

Extracelular C integrina

Citoplasma

a-Actinina Vinculina

Talina

a-Actinina Microfilamento
de actina

Figura 19: Esquema general de la estructura de una integrina. Las integrinas son glicoproteinas

transmembrana heterédiméricas formadas por una subunidad o y una subunidad 3. Interaccionan con
glicoproteinas de la matriz extracelular como la fibronectina. Adaptado de Gilbert, et al, séptima

edicion, 2003.
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Proceso de metastasis
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Figura 20: Proceso de metdstasis: adhesidn, migracidon e invasion celular. La cascada metastasica: (l)
angiogénesis, () liberacidn de las células tumorales del tumor primario; (Ill) migracién e invasién; (V)
intravasacion; (V) adhesion de las células migratorias; (VI) invasidn hacia el 6rgano diana y desarrollo
del tumor secundario. Se muestra también el proceso de adhesidn celular y los distintos grados de
adhesién de las células en el tumor y una célula migratoria en detalle donde se observa el cambio en
su polarizacion y en la distribucidn de las organelas, como el aparato de Golgi y el centro organizador
de microtubulos (MTOC); para iniciar el evento de migracion. Adaptado de Fontana Anna Masia, 2013.
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Para el RMS, como ya se menciond, se ha demostrado la existencia de un mecanismo
general capaz de activar los procesos de adhesién, migraciéon e invasién celular. Estos
procesos, que le dan las propiedades de oncogenicidad a estas células, estan mediados por la
via Notch a través de la regulacién positiva de la expresion de moléculas tales como la
cadherina-Ny la integrina a-9. La cadherina-N es una molécula de unién, calcio dependiente,
implicada sobre todo en los procesos de adhesiéon y migracion celular, observada
principalmente durante el desarrollo embrionario, en estadios celulares indiferenciados o en
proceso de diferenciacién. Como se describid previamente, se ha propuesto que la
oncogenicidad de la via Notch se debe en parte al incremento de la expresidn de estas

proteinas (Fontana Anna Masia, 2013).

Los cambios en la morfologia celular producto de la activacidon de la apoptosis, que
generan la desorganizacion del citoesqueleto, cambios en la distribucién mitocondrial y la
fragmentacidon nuclear, hacen que las distintas proteinas pierdan su localizacion celular
predominante o cldsica que permiten desarrollar las capacidades tumorogénicas. La
localizacion nuclear del fragmento clivado de Notch 1 regula positivamente la expresiéon de la
cadherina-N y la integrina a-9, proteinas fundamentales para la migracién, intravasacién y
metastasis de las células de RMS. La localizacién nuclear de la B-catenina (favorecida por la
activacion de la via Notch), regula positivamente la expresion de genes relacionados con la
migracion e invasién. Por lo tanto, la disminucidn o pérdida de las localizaciones nucleares de

estas proteinas, afectarian las propiedades de la linea RD.

Los cambios en la maquinaria celular y las estructuras subcelulares que ocurre durante
la apoptosis, se ven también reflejados en los cambios que experimentan aquellas proteinas
que se encontrarian activas/inactivas en una situacidon no apoptética. Estos cambios incluyen
no solo cambios en su estado de activacién que afectarian su estado conformacional
(fosforilacién o desfosforilacion, interaccién con otras moléculas y/o proteinas, etc.); sino
también cambios en su localizacién subcelular y, por lo tanto, en las propiedades que
presentaban las células antes del estado apoptético. Esto se observd claramente para el caso
de las proteinas estudiadas en este trabajo de tesis. La pérdida o la disminucién de la
localizacidn nuclear tanto de Notch 1 como de B-catenina, modificarian notoriamente las
propiedades oncogénicas de estas células, como consecuencia de una disminucién de la

expresion de los genes implicados en estos eventos y regulados por estos factores.
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La Caspasa 3 es una de las principales caspasas responsables de los cambios
morfoldgicos y bioquimicos que ocurren en las células apoptdticas. Entre sus sustratos se
encuentra un factor responsable de la fragmentacién del ADN. Ademas, las caspasas eliminan
la polimerasa, molécula implicada en la maquinaria celular que repara el daio en el ADN. Por
otro lado, activan la via que conduce a la condensacién de la cromatina y participan en la
destruccidon de la [dmina nuclear y de las proteinas del citoesqueleto. (Garcia, M y Vecino, E,
2003). Mediante ensayos de Western blot se pudo observar un aumento del fragmento clivado
de Caspasa-3 en las células tratadas con el extracto, sugiriendo la induccién de la apoptosis de

las células RD por el extracto liposoluble de N. glauca.

Esta capacidad apoptética demostrada para los extractos no es especifica para las
células RD, sino que, como se menciond en la Introduccion, afectaria las capacidades
proliferativas de otras lineas, como es el caso de la linea celular no tumoral C2C12, induciendo
también en estas, apoptosis. Por este motivo el objetivo final y a futuro del grupo de
investigacion es purificar y caracterizar las moléculas presentes en los extractos y analizar cual
de ellas no sélo logra disminuir o eliminar las capacidades de proliferacidon, migracién e
invasion de las células, sino también encontrar aquella molécula que logre inducir la

diferenciacion celular.
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Durante este trabajo de tesis logré:

» Aprender las normas generales del trabajo en el laboratorio y cuidados para evitar la
contaminacién. Manejo y conocimiento de los materiales y sus usos en el cultivo

celular.

Entrenamiento en el cultivo celular:

» Manejo del autoclave y tiempo de esterilizacion de los materiales.
» Preparacion de los medios de cultivo con y sin suero.
» Técnica para el congelado y descongelado de las células, y cultivo celular en las cajas de

Petri.

Manejo del microscopio de fluorescencia:

» Reconocimiento de las distintas partes del microscopio de fluorescencia. Utilizacion de
los distintos filtros, de la cdmara digital y del programa para capturar y editar las

imagenes.

Manejo de centrifuga:

> Aislamiento de fracciones subcelulares.

Manejo del espectrofotometro:

» Calibracion del espectrofotémetro.
» Preparacion de las muestras.

» Cuantificacién de proteinas por el método colorimétrico de Bradford.

Entrenamiento en técnicas basicas de biologia celular y quimica bioldgica:

» Dilucion de los extractos liposolubles para la realizacion de los distintos tratamientos.

» Utilizacion de anticuerpos y manejo de los tiempos de incubacion.

» Entrenamiento en las técnicas de marcacion de organelas y técnicas
inmunocitoquimicas: preparacion de las células para su visualizacion por microscopia
convencional con luz blanca y con fluorescencia, empleo de marcadores de organelas

fluorescentes y anticuerpos secundarios conjugados con distintos fluoréforos.
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» Preparacion de las muestras para su posterior observacién en el microscopio de
fluorescencia.

» Ensayo del cierre de la herida para evaluar la supervivencia, proliferacién y migracion
celular.

» Entrenamiento en la técnica de Western blot: preparacion de geles de poliacrilamida.
Siembra de las muestras proteicas y marcadores coloreados de peso molecular
conocido. Transferencia de las proteinas a membranas de PVDF, incubacién con
anticuerpos primarios y secundarios conjugados a peroxidasa. Revelado por
guimioluminiscencia.

» Digitalizacion y ediciéon de los resultados obtenidos en los distintos experimentos.
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