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Resumen.

Expresion de nucleolina en fibroblastos corneales proliferativos inducido por

factor de crecimiento endotelial vascular.

Introduccioén: La nucleolina es una de las proteinas no ribosomales del nucleo, con
un peso molecular de 100kDa. Su funcion depende de la localizacion y su expresion
en el nucle6 se asocia con la proliferacién celular debido a su funcion en la
transcripcion y maduracion del RNA, en el citoplasma funciona como molécula de
transporte al nucleo y regula la transcripcion del mRNA. Recientemente se ha
reportado que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) induce la
expresion de esta molécula transmembranal en células tumorales y en procesos
angiogénicos, demostrando que la inhibicion selectiva de la nucleolina de superficie
inhibe la neovascularizacion.

Métodos: Los Fibroblastos limbo-corneales (FLC) fueron tomados de donadores
cadaveéricos. La expresion de la nucleolina en estos fue demostrada por citometria
de flujo. Los FLC fueron cultivados en presencia de diferentes concentraciones de
rhVEGF165 por 24hr. Su concentracion se determiné por western blot y su
distribucion por inmunocitoquimica.

Resultados: La nucleolina fue constitutiva en FLC, la citometria de flujo demostro
una positividad a esta proteina, corroborado por la expresion total de nucleolina en

western blot, interesantemente cuando son estimulados con rhVEGF165 las



concentraciones de esta proteina varian segun el estimulo, mostrando el punto
maximo de expresion a 100ng/ml de VEGF.

Conclusiones: Tomando todos los resultados en cuenta los FCL son susceptibles a
la estimulacion de rhVEGF165, siendo este capaz de inducir proliferacion y cambios

en la distribucion de esta proteina.



Introduccion

La nucleolina (C23) es una proteina multifuncional que se une a RNA y se dimeriza
con otras proteinas, se expresa de manera ubicua en células eucariotas en fase
proliferativa. Esta involucrada en procesos de transcripcion, crecimiento vy
proliferacion celular. La nucleolina se ha encontrado en diversos compartimentos
celulares: en el nucleo donde controla diferentes mecanismos del metabolismo del
DNA y RNA; en el citoplasma sirve como transportadora de proteinas y tiene una
funcibn muy importante en la regulacion postranscripcional del mRNA; y su
localizacion transmembranal sirve como receptor de varios ligandos, como factores
de crecimiento y particulas virales. "*** Desde el primer reporte de la expresién
membranal de la nucleolina en células de hepatocarcinoma, nuevas evidencias han
sugerido que la expresion en la superficie celular de la nucleolina esta involucrada
en la proliferacion celular, crecimiento de células tumorales y recientemente se ha
descrito su funcién en la angiogénesis. ° Un aumento en la expresién de la
nucleolina de superficie celular se ha reportado en linfocitos activados de 6rganos
linfoides, en superficies de tumores, asi como en células endoteliales, determinando
que la nucleolina de superficie es un marcador de vasos sanguineos angiogénicos. ®
8.9 E| proceso de translocacién de la nucleolina del nucleo a la membrana celular
no se conoce del todo, sin embargo, se ha reportado que el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y la adherencia a la matriz extracelular estimula la

expresion membranal de la nucleolina en células endoteliales. &



Actualmente se ha descrito que el péptido tumoral F3 que se une de igual manera a
células tumorales que a células endoteliales, se internaliza debido a la nucleolina de
superficie, mientras que la endostatina que inhibe la angiogénesis se une a la
nucleolina de superficie de células endoteliales antes de su translocacion al nucleo e
inhibe la fosforilacion de la nucleolina nuclear que es la responsable de la
proliferacion de las células endoteliales. " '° En consecuencia, el bloqueo funcional o
la regulacion negativa de la nucleolina membranal inhiben la migracion de células
endoteliales y previenen la formacién de tubulos capilares. 8 De la misma forma, se
han utilizado diferentes compuestos para el tratamiento anti-angiogénico que se
encuentran dirigidos contra la nucleolina de superficie, como el anticuerpo NCL3, el
pseudopéptido HB-19, y un aptamero denominado AS1411; todos ellos tienen
funciones antiangiogénicas. & " 1" 12

Por otro lado, la claridad corneal y la avascularidad son dos caracteristicas
elementales para mantener un sistema Optico eficiente en la cérnea. ™
Investigaciones recientes se han enfocado en entender los mecanismos que
determinan el proceso de avascularidad corneal en condiciones fisiologicas y en
procesos de cicatrizacion avascular. Estos estudios han determinado que el
privilegio angiogénico corneal esta mediado por la activacion de diversas moléculas
y que no se trata de un proceso pasivo. '* > %17 | 3 neovascularizacion corneal
(NVC) se genera a partir del brote de nuevos vasos que provienen esencialmente de
los capilares y vénulas del plexo pericorneal. "> '8 1920 Tres entidades clinicas de
NVC deben ser tomadas en cuenta cuando se estudia este fendmeno: (1) NVC

profunda sobre la membrana de Descemet, observada en queratitis herpética; (2)

NVC estromal asociada a la mayoria de queratitis estromales y (3) pannus vascular,



compuesto de tejido conectivo proliferando en la periferia de la cornea superficial y
principalmente asociado con enfermedades de la superficie ocular.’™ ?":?2 23 | 3 NVC
es una condicion que predispone a la ceguera comunmente asociada a una
respuesta inflamatoria o a infecciones de la superficie ocular. Existen tres
mecanismos involucrados en la regulacion de la neovascularizacion: vasculogénesis
o formacion de nuevos vasos a partir de angioblastos, principalmente durante la
embriogénesis; reclutamiento de células endoteliales vasculares; y angiogénesis o la

formacion de nuevos vasos a partir de estructuras vasculares pre-existentes. 2% 24 %

%. 2| 3 angiogénesis es un proceso comun en el crecimiento tumoral, en
enfermedades corneales y retinianas. En el proceso de angiogénesis corneal al igual
que en la angiogénesis tumoral, existe un desequilibrio entre las moléculas anti-
angiogénicas reguladas negativamente y los factores angiogénicos, regulados
positivamente.'® Es por esta razon que se han desarrollado diversos farmacos que
regulan negativamente a las moléculas responsables de la angiogénesis. El
bevacizumab es una inmunoglobulina humanizada recombinante dirigida en contra
del VEGF y que se ha utilizado como agente terapéutico en el cancer colorectal
teniendo como funcién primaria la inhibicion de la angiogénesis tumoral. #* *° Sin
embargo, desde el afio 2005, se ha estado aplicando este farmaco en el tratamiento
de enfermedades oculares relacionadas con la angiogénesis por ejemplo en la
degeneracion macular relacionada con la edad y en la neovascularizacion coroidea,
entre otras. 3" 3% 3 Recientemente, se han reportado estudios para observar el
efecto del bevacizumab en enfermedades de la superficie ocular especificamente en

pterigién y en neovascularizacién corneal con resultados controversiales. 3* 3% 3¢ Es



por esta razébn que es necesario investigar acerca de nuevas alternativas de
tratamiento para la NVC.

A manera de determinar vias alternas de angiogénesis en la superficie ocular, es
importante buscar la presencia de estas proteinas relacionadas a los procesos
neovasculares en los tejidos oculares como la cérnea, asi como la dinamica que se
presenta al ser activada por un estimulo angiogénico y posteriormente identificar el
efecto de la inhibicion funcional de la nucleolina de membrana en células

endoteliales de cornea neovascularizada, situacion que esta aun por determinarse.



Pregunta de investigacion.

¢Es la nucleolia una proteina que se sobre-expresa en los fibroblastos limbo-

corneales inducidos con factor de crecimiento endotelial vascular?

Hipotesis.

Si las células endoteliales de los neovasos de cornea expresan la nucleolina de
superficie, la inhibicion funcional de esta molécula promovera un efecto anti-

angiogénico.

Justificacion.

La identificacion de la expresion de nucleolina en células como los fibroflastos limbo-
corneales y el estudio de esta proteina en dichas células estimulas con factor de
crecimiento endotelial vascular, nos indica la relacién de la nucleolina con el proceso
proliferativo y su posible importancia en la neovascularizacibn como proceso

patologico.
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Objetivos.

Objetivo General.

Identificar la expresion de nucleolina en fibroblastos limbo-corneales inducidos con
factor de crecimiento endotelial vascular, su distribucion y dinamica dentro de estas

células.

Objetivos especificos.

1. Identificar la presencia de nucleolina en fibroblastos limbo-corneales por

citogmetria de flujo.

2. ldentificar la cantidad de nucleolina en extractos lisados totales de fibroblastos

inducidos a diferentes concentraciones de VEGF y observar si se presentan cambios.

3. ldentificar por medio de inmounocitoquimica la presencia y distribucion de
nucleolina en fibroblastos limbo-corneales estimulados a diferentes concentraciones

de factor de crecimiento endotelial vascular.
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Metodologia.

Obtencion de fibroblastos limbo-corneales (FLC):

Para la obtencion de fibroblastos limbo- corneales se utiliz6 un rodete limbo-corneal
humano; se retir6 cuidadosamente el iris, Descemet y excedentes de esclera. El
tejido resultante se incub6 con dispasa-Il 1:2 Ul/ml, por 15 min a 37°C. Se coloco el
rodete sobre una base para realizar cortes de 2x2mm, ubicando cada seccion de
tejido en un pozo distinto de una placa de 24 pozos, se incubé el tejido por 45 min a
37°C, se adiciond 25yl de suero fetal bovino dejando 24 h a 37° C para permitir que
las células se adhirieran. Posteriormente se agregé medio DMEM/F12 suplementado
al 10% con suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina al 1%, que se cambio6 cada
tercer dia hasta observar una confluencia celular del 80%. Se crecieron en botellas

de cultivo de 25cm2.

Titulacién de anticuerpo para nucleolina:

Para determinar la cantidad necesaria de anticuerpo en la tincidén de los fibroblastos
limbo-corneales se obtuvieron 5 tubos eppendorf de 1.5ml con 5x10* células cada
uno, posteriormente se fijaron con parafolmaldehido al 4% durante 10min, se
permeabilizaron con saponina, se tifieron con 5ul de anticuerpo primario para conejo
anti-nucleolina humana en las siguientes concentraciones, 1:10, 1:50, 1:100, 1:200,
de una solucion stock de 1.6mg/ml por una hora, se lavaron con PBS vy tifieron con

20yl por una hora de anticuerpo secundario 1:50 (allophycocyanin- conjugated

12



affinepure F donkey anti-rabbit 1gG), se lavaron con PBS vy finalmente fueron

adquiridas por citometria de flujo.

Western blot:

Se tomaron 4 botellas de cultivo de 25cm? y se sembraron fibroblastos limbo-

corneales esperando una confluencia del 95%, posterior a esto se agregé a cada

caja de cultivo DMEM/F12 Ssuplementado con SFB al 10% con Ong, 1ng, 10ng y

100ng/ml de rhVEGF 165 respectivamente por 24 horas.

1.

Se obtuvieron las proteinas totales de los FLC, se determind la concentraciéon
de proteina mediante el método de Lowry y se normalizé a 1ug/pl 1:4 con
buffer de carga, se mantuvieron a -20 °C hasta su uso.

Se prepar6é un gel de poliacrilamida al 10%, en el que se separaron las
proteinas por peso molecular.

Posteriormente, las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de
nirtrocelulosa. Se corroboré la presencia de proteinas tinendo la membrana
con rojo de Ponceau S.

La membrana se incubd con el anticuerpo primario 1:3000 durante toda la
noche, se lavdé dos veces con amortiguador de lavado, se incub6 con el
anticuerpo secundario unido a biotina 1:10000 durante 2h a temperatura
ambiente, se lavo dos veces con amortiguador de lavado, se incubd con un

anticuerpo anti-biotina conjugado a peroxidasa. La reaccidon se revel6 con

13



liquido de quimioluminiscencia y se observdé en un fotodocumentador. Se

normalizo la cantidad de nucleolina con respecto a GAPDH.

Ensayo de MTT para proliferacion celular:

Se sembraron en una placa de 96 pozos 2x10° células por pozo en 64 pozos
esperando a que se adhirieran, fueron inducidos en grupos de 16 pozos con 200yl
de DMEM/F12 suplementado al 10% de SFB a diferentes concentraciones de VEGF
(Ong, 1ng, 10ng, 100ng/ml). Se retir6 el sobrenadante de 4 pozos de cada grupo a
diferentes tiempos 8, 12, 24 y 48h respectivamente realizando lo siguiente para su
analisis:

1. Se retir6 el sobrenadante del grupo correspondiente y se agregd 20ul de MTT

(1:10 sol. stock 6.6mg/ml) por 3hrs
2. Se retir6 y agreg6 100ul de HCL/isopropanol a 0.04M.

3. Se realizo lectura por colorimetria.

Inmunocitoquimica:

Se sembré en una placa de 24 pozos, 4 x 10* células por pozo con DMEM/F12
suplementado al 10% de SFB sobre cubreobjetos redondos previamente esterilizados,
esperando a que se adhirieran y confluyeran a un 50%. Posterior a que las células se
adhirieran se utiliz6 un pozo como control al cual no se le agregé rhVEGF165 y se

tomaron tres pozos mas para anadir rhVEGF165 a concentraciones de 1, 10 y 100ng/ml,
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respectivamente durante 24 h. Los pozos se fijaron con paraformaldehido al 4%,
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez fijadas las células se lavaron con
PBS 5 minutos a temperatura ambiente en agitacion continua. Se bloqued la peroxidasa
endogena durante 5 min a TA. Se agrego el anticuerpo anti-nucleolina 1:1000 durante
1h a TA; se retir6 el sobrenadante y se lavo dos veces con amortiguador de lavado, se
incub6 por 30 minutos a TA con anticuerpo universal, se retird el sobrenadante y se
lavé dos veces con amortiguador de lavado, se incubd con anti-biotina peroxidasa
durante 30 minutos a TA, se lavé dos veces con amortiguador de lavado y se reveld
diaminobenzidina. Finalmente se contra tiid con hematoxilina. Las muestras se

observaron al microscopio de luz.

Identificacion de Nucleolina en Superficie Celular por Citometria de Flujo:

Los FLC fueron sometidos a diferentes condiciones de cultivo, durante 30min, 1, 2, 4,
12 y 24h respectivamente para ser leidos por citometria de flujo.
1. Para la preparacion de los pozos con fibronectina:
a. Se tomd 3yl de la solucion stock de fibronectina (solucion stock 1mg/ml) y se
diluyo en 1ml de PBS, se incubo a 37°C con esta solucion durante 1h.
b. Se bloqueé la fibronectina con 0.1% de albumina sérica bovina en PBS por
1h a 37°C y posteriormente se lavo con PBS.
c. Se sembraron las células
2. Para la induccion con VEGF:
a. Se preparo¢ la solucion para inducir a los FLC con 10ng/ml de VEGF diluido

en DMEM F12 suplementado al 10% de SFB (se adicioné 500l por pozo).

15



3. Se realizaron cultivos con VEGF vy fibronectina.
4. Para la tincidn con citometria de flujo se fijaron las células obtenidas con
paraformaldehido al 4% y se incubaron con anticuerpo primario y secundario

1:50 respectivamente como se explica en la titulacion de anticuerpo.

Desarrollo de un modelo de neovascularizacion:

Todos los animales del estudio fueron tratados segun la guia de cuidado y uso de
animales de laboratorio y en estricto régimen de los estatutos de uso de animales de
investigacion en oftalmologia y vision segun ARVO. ElI modelo de
neovascularizaciéon corneal, se realizé en ratones C57/BL6J a partir de una
guemadura quimica con NaOH. Los ratones fueron anestesiados via intraperitoneal
con una inyeccion combinada de Ketamina/Xilazina (50mg/kg y 5mg/kg,
respectivamente), ademas se utilizO anestesia topica (Clorhidrato de tetracaina
0.5g/100ml). Para la induccidon de la neovascularizacion se retiré el epitelio corneal
con una navaja de bisturi numero 15 aplicando después una pieza de 2mm de papel
filtro con NaOH 1N por un periodo de 50 segundos en el ojo derecho, finalmente se

retiré el exceso de NaOH irrigando con solucion salina balanceada.

16



Resultados.

Obtencion de fibroblastos corneales:

Al incubar el tejido limbo-corneal se observa una expansion de células que
paulatinamente toman una morfologia de fibroblastos (figura. 1), célula en forma de
huso, disminuyendo de grosor a la periferia, sin conexiones entre célula-célula o

algun patrén de distribucion aparente (figura. 2).

Titulacién de anticuerpo para nucleolina:

Se observd una tincion adecuada cuando se utilizé el anticuerpo primario 1:50
demostrando una positividad de tincion de mas del 74% de las células a este

anticuerpo especifico para nucleolina (figura. 3).

Western blot:

Realizando un indice nucleolina/ GAPDH se observé un decremento en la cantidad
de proteina de las muestras tratadas con 1ng y 10ng/ml de rhVEGF 165 por 24h, en
contraste con aquellas muestras tratadas con 100ng/ml de rhVEGF165 donde se
observa una cantidad de nucleolina parecida a la muestra no estimulada con factor

de crecimiento endotelial vascular (Figura. 4).

17



Inmunocitoquimica con anticuerpo para nucleolina:

En esta parte, se observd una clara diferencia entre aquellas células que fueron
tratadas con el anticuerpo para nucleolina y aquellas que sirvieron como control,
procesadas de igual manera, con excepcion del anticuerpo primario para nucleolina. En
esta tincidn se observa a la nucleolina tefiida en tonalidad sepia y los nucleos con

hematoxilina de color azul.

Las células estimuladas a concentraciones de 10 y 100ng. respectivamente de VEGF,
toman una distribucion organizada en hilera, también fueron claros los cambios
observados de distribucion de la nucleolina entre las células tratadas a diferentes
concentraciones, infiriendo que los fibroblastos corneales al ser estimulados con VEGF

producen cambios en la localizacion de esta proteina.

En los FLC que no fueron estimulados con VEGF se presentd de manera alternante
células donde la nucleolina se ve localizada de forma difusa en nucleo vy otras en las
gue se encuentra en el citoplasma, con los nucleos vacios tefiidos con hematoxilina,

dando la impresion que estas células se encuentran en varias fases (Figura. 5).

En los fibroblastos corneales estimulados con 1ng/ml de VEGF se presentdé una

distribucion de la nucleolina mas homogénea, con los nucléolos bien definidos tefidos

de sepia (Figura. 6).
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En los fibroblastos corneales estimulados con 10ng/ml de VEGF se formaron hileras de
células, tefiidos de sepia se observan los nucléolos a los polos del nucleo, alternando

células donde la nucleolina se marca en la membrana nuclear (Figura. 7).

En los fibroblastos corneales estimulados con 100ng/ml de VEGF se formaron células
nuevamente en disposicion lineal y los nucleos no se tifieron, observandolos de azul por

la hematoxilina (Figura. 8).

Medicion de nucleolina de superficie por citometria de flujo:

Con la medicion de nucleolina en superficie celular se observé una mayor expresion
de esta proteina en la membrana de aquellas células estimuladas con factor de
crecimiento endotelial, fibronectina sérica bovina y VEGF/fibronectina comparada
con la tincién de nucleolina de aquellas células sin estimulacién, Se muestra un pico
a las 4 horas del estimulo en el histograma de contorno verde sobre las células no

estimuladas en morado (Figura. 9) y un descenso posterior a las 12hrs.

Ensayo de proliferacion con MTT:

Pasando las mediciones por colorimetria a Excel se realizaron promedios y por
medio de prueba de T de student se demostré que incluso a 1ng/ml existe una

induccion de la proliferacion por el rhVEGF165 en fibroblastos corneales con p=0.03.

19



Desarrollo de un modelo murino de angiogénesis:

Se realizé el modelo de neovascularizacion como se especifica en el apartado de
metodologia, donde se observo el inicio del proceso vascular dos dias posteriores a la
quemadura, con un pico de neovascularizacion entre los ocho y diez dias; En la figura
10 del apéndice se aprecia el modelo de neovascularizacion murino 4 meses

posteriores a la agresion corneal.
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Discusion.

Tomando todos nuestros resultados en conjunto se sugiere que los fibroblastos
limbo-corneales expresan la nucleolina de forma constitutiva, lo que indica que esta
molécula podria tener una funcién en los de fendmenos sobrevivencia celular antes
mencionado por Hovanessian AG y Cols. Ademas, estas células son susceptibles a
la estimulacion con factor de crecimiento endotelial vascular, indicando que existen
receptores para VEGF en fibroblastos limbo-corneales, estos datos concuerdan con
los reportados por Berthaut A y Cols., donde demuestran la presencia del receptor
para VEGF en estas células. Interesantemente, la estimulaciéon de los fibroblastos
limbo-corneales con VEGF induce la translocacion de la nucleolina de citoplasma a
nucleo, este fendbmeno se encuentra relacionado estrechamente a la proliferacion
celular. Por otra parte, en el presente estudio se observd que el VEGF vy la
fibronectina son dos factores que inducen la expresion de nucleolina en superficie
celular de fibroblastos limbo-corneales, alcanzando un pico maximo de expresion
de membrana a las 4h, sugiriendo que la nucleolina de superficie forma parte de un
evento de expresion temprana en proliferacidén celular, estos datos coinciden con
los resultados descritos por Huang Y y cols, donde se propone un sinergismo entre
proteinas de la matriz extracelular, proteinas endogenas y VEGF para la expresion
de nucleolina membranal en células de microvasculatura y su asociacion con la

proliferacion celular.
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Conclusion.

Los hallazgos de la dinamica y distribucion de la nucleolina presente en los fibroblastos
limbo-corneales de donadores cadaveéricos humanos, secundaria a la induccion de
estas células con factor de crecimiento endotelial vascular, confirma la participacién de
esta proteina en el proceso de proliferacién, lo que monta un conocimiento de ciencias
basicas que puede ser el cimiento de una linea de investigacion sobre la angiogénesis,
con potencial para un nuevo blanco de la neovascularizacion patolégica corneal y extra
ponerlo a otras enfermedades vasculares oculares. Para ello es importante la
identificacion de la nucleolina de superficie en un modelo in vivo de neovascularizacion
corneal y sus efectos sobre la inhibicion de esta. Proyectos que siguen en puerta en

nuestro laboratorio.
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Figura 5.
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