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Summary

Angiogenesis is the formation of new blood vessels from pre-existing ones.
This process begins with the reception by the endothelial cells of a stimulus that
triggers the angiogenic response. For that purpose, one endothelial cell, called tip
cell, is activated and begins to migrate in direction of the stimulus, with the other
cells (stalk cells) of the vessel following it. Several cell mechanisms are implicated at
this initial step, as the reorganization of endothelial junctions, the migration of the
tip cell by generating cytoskeletal protrusions called filopodias, and the proliferation
of the stalk cells. The impairment of these processes avoid a suitable angiogenesis
process.
The activation of the endothelial cells induces an increase of the metabolism that is
crucial, as its inhibition blocks angiogenesis. Glycolysis is the main metabolic
pathway to obtain energy by the synthesis of ATP in the endothelial cells, and has
several steps that regulate the flux to allow the production of energy, and to provide
the other metabolic pathways with intermediate metabolites of the glycolysis.
Moreover, all the cell mechanisms that allow the growth of the new vessel
(endothelial cell junction, migration and proliferation) need an efficient support of
ATP to work efficiently.
Cell metabolism is not homogenous as several enzymes can be compartmentalized
in order to function in a more effective way, as the diffusion of ATP through the cell
1s not fast enough to provide energy for processes that occur in specific places of the
cell. Local ATP production can regulate endothelial cell dynamics, the establishment
of new cell-contacts, the movement of vesicles through cytoskeletal structures, or the
reorganization of the cytoskeleton.
PKM2 is a key regulatory enzyme that catalyzes the last step of the glycolysis. It is a
protein with a great implication in several pathologies as cancer or inflammation. For
this reason it has been investigated mainly in cancer cells, but there are however
scarce studies in endothelial cells or angiogenesis. PKIM2 has two conformations,
one more active and other more inactive, and thus it can regulate the flux of the
glycolysis to allow the production of ATP or the synthesis of macromolecules for the

proliferation of the cells.



We found that PKM2 is important for angiogenesis as in spheroid sprouting assays
the interference of its expression by a siRNA reduces the number and the length of
the new vessel structures. Analyzing the phenotype of the interference in endothelial
cells in culture, we obtained that PKIM2 regulates the migration and the endothelial
cell junction dynamics. Indeed the regulation of the barrier function of the
endothelial cells was compromised by the interference of PKM2. In contrast, PKIM2
expression is dispensable for the proliferation in endothelial cells.

A pool of PKM2 localizes at endothelial cell junction, and also at the lamellipodias
of migrating cells in culture. We checked the localization in the sprout assay, and
confirmed that PKM?2 is located at endothelial junction and also at the filopodias.
As PKM2 is an enzyme, we study the metabolism state of the interfered cells. The
ECAR values that reflect the glycolysis flux was affected, but not the oxygen
consumption, reflecting that the function of the mitochondria remained intact. We
analyzed the pyruvate kinase activity in cytosolic and in cytoskeletal-membrane
fraction, and we discovered that the activity was higher in the cytoskeletal-membrane
than in the cytosol. This fact can explain that the proliferation was not affected by
PKM2, as the lower activity in the cytosol may allow the accumulation of
intermediate metabolites of the glycolysis that provide of substrates for the
proliferation, while in the other places is more active, generating ATP for regulating
other processes. Indeed we found that the levels of ATP were lower at the
cytoskeletal-membrane fraction in endothelial cells by biochemistry and also by the
observation of a fluorescence construction, GO-aTeaml, which allows the
quantification of ATP at subcellular levels.

To test the hypothesis that the activity of PKM2 is the responsible of the phenotype,
we used an inhibitor of PKM?2, shikonin. We found that the migration and the
endothelial cells dynamics were affected, but not the proliferation, in cells in culture,
and also in the spheroid sprouting assay.

Finally we analyzed the impact of reducing PKM?2 in the vascular development in
the postnatal mouse retina, by the intravitreal injection of siRNA or with shikonin.
We found that the radial vascular growth was reduced in both conditions. The
number of filopodia and the endothelial junction dynamics were also affected, but
not the number of endothelial cells or the vascular density, reflecting that the

proliferation was not compromised.



We described the role of PKM2 in angiogenesis, regulating endothelial junctions and
cytoskeletal dynamics by local ATP production. Due to the importance of PKM?2 in
pathologies such as cancer, we provided new features to take in account to develop

new strategies for improvement of treatments for these diseases.
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1. El Sistema Circulatorio y el Endotelio.

1.1. Estructura y composicion.

Nuestro sistema circulatorio consiste en estructuras que permiten el

movimiento de los fluidos a lo largo del organismo. Asi, los nutrientes son
transportados a los 6rganos que los necesitan, las hormonas alcanzan sus dianas, los
productos de deshecho son recogidos, se regula la temperatura, y se ejerce la funcion
de defensa contra patdgenos y otros dafios contra el organismo.
En el ser humano, el sistema circulatorio esta compuesto por un 6érgano muscular
que bombea la sangre, el corazon, y por un conjunto de vasos que transportan la
sangre (Monahan-Earley et al, 2013). Estos se dividen entre arteriales y venosos
dependiendo del sentido de la circulacion. Asi, los vasos arteriales son los encargados
de transportar la sangre desde el corazon a los diversos 6rganos, mientras que los
vasos venosos son los que realizan el transporte en el sentido contrario de regreso al
corazon. Diversos mecanismos regulan el destino de los vasos sanguineos durante el
desarrollo, es decir si se diferenciaran a vaso arterial o venoso (Swift and Weinstein,
2009). Ademas, existen otro tipo de vasos, los linfaticos, que realizan funciones de
defensa, y también recogen el exceso de liquido del organismo (Liao and von der
Weid, 2014).

Capilares Pericito
a N

'Endotelio

Arteriola B

; (79
Arteria 3 (7
— Vaso linfatico

Figura 1. Tipo de vasos sanguineos. Adaptado de Herbert and Stainier, 2011



Los vasos sanguineos se clasifican ademas atendiendo a su grosor y tamafo. Las
arterias 'y venas de gran tamafo van ramificandose y reduciendo su anchura
denominandose arteriolas y vénulas, para finalmente formar los capilares arteriales
y venosos, que son los vasos que realizan el intercambio de nutrientes directamente

con el resto de tejidos del organismo.

El grosor de los vasos sanguineos viene determinado por el numero de capas de
células y matriz de los que estan formados. La complejidad y volumen de estas capas
en los grandes vasos, que cuentan con musculo liso vascular, capas elasticas,
fibroblastos, matriz extracelular... va disminuyendo a medida que se va reduciendo
el grosor de los vasos hasta llegar a los capilares. Estos inicamente cuentan con la
capa de células que esta en contacto con la sangre, denominada endotelio, formado
por células endoteliales. Los capilares ademas estan compuestos por la membrana
basal que les separa de otros tipos de tejidos y, en determinados érganos, de un tipo

celular que rodea y se asocia con el endotelio, los pericitos (Jain, 2003) (Figural).

1.2. El endotelio

Como hemos apuntado en el apartado anterior, el endotelio es la capa celular
que estd en contacto con la sangre, recubriendo el interior de los vasos. A pesar de
que durante mucho tiempo se ha pensado que era una barrera pasiva que revestia y
permitia el paso de sustancias a través de ella, la realidad es muy diferente. Se trata
de una estructura con una gran actividad metabdlica, un tejido clave que regula
procesos fisioldgicos importantes para el organismo, como la permeabilidad al paso
de nutrientes desde la sangre al tejido, la regulacion del tono vascular, la respuesta

inflamatoria, el remodelado de los tejidos, los procesos inflamatorios y 1a hemostasia.

Debido a las caracteristicas peculiares de cada 6rgano del cuerpo humano, las células
endoteliales presentan una gran heterogeneidad en cuanto a su expresion génica, sus
funciones, morfologia y caracteristicas. (Birau et al, 2012; March et al, 2009; Aird,
2012)



A pesar de las importantes funciones que realizan en homeostasis, las células
endoteliales se encuentran normalmente en un estado que denominamos de
quiescencia. Es solamente a partir de determinados estimulos, como consecuencia
de que un tejido necesita un aporte extra de sangre, ya sea por procesos fisiolodgicos,
como la mayor necesidad de aporte de nutrientes durante el crecimiento o al hacer
deporte, como por un proceso inflamatorio o tumoral, que las células endoteliales se
activan, comenzando el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos,

denominado angiogénesis (Bloor, 2005; Jain and Carmeliet, 2011).

2. Formacion de vasos sanguineos: Angiogénesis.

2.1. Tipos de formacion de vasos sanguineos

Durante el desarrollo embrionario, el proceso de estructuracion de nuevos
vasos sanguineos a partir de células embrionarias progenitoras endoteliales se
denomina vasculogénesis, cuyo producto final es el plexo vascular primario
(Carmeliet, 2000). Ademas de en el desarrollo embrionario, este proceso puede darse
de forma similar en procesos patoldgicos. Asi, los tumores son capaces de captar
células progenitoras endoteliales, que dardn lugar a un entramado de vasos

sanguineos que les proveeran de nutrientes (Carmeliet and Jain, 2011).

Cuando este proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos se produce a partir
de vasos preexistentes mediante brotes que surgen de ellos, como ocurre en la
formacion del plexo maduro en el embrion, o mas adelante en el organismo adulto,
se denomina angiogénesis de brote capilar. Asi, durante este proceso, las células
endoteliales de un vaso se activan y comienzan a migrar a través del tejido, formando
una nueva estructura vascular conectada con la que existia previamente. (Hillen and

Griffioen, 2007) (Figura 2 izq.).

Aungque la angiogénesis de brote capilar es el proceso mas comun y también el mas

estudiado, existen otros tipos de angiogénesis, como la intususcepcion. En la
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intususcepcién, se produce la duplicacién de un vaso sanguineo gracias a la
formacién de unos pilares intraluminales, que van uniéndose formando un septo, y
finalmente producen la separacién del lumen, dividiéndose el vaso en dos. Es un
proceso caracteristico en el desarrollo alveolar del pulmon, o en el colon, en el que
se produce en respuesta a algiin proceso inflamatorio, como la colitis (Konerding et

al, 2010; Mentzer and Konerding, 2014) (Figura 2 centro).

Angiogénesis de brote capilar Intususcepcion Mimetizacién vascular

Figura 2. Ejemplos de tipo de formacion de vasos sanguineos. Esquemas de angiogénesis de brote
capilar (izquierda), intususcepcion (centro) y mimetizacion vascular en tumores (derecha). Adaptado

de Carmeliet and Jain, 2011.

Otro proceso descrito de formacion de vasos es la “mimetizacidén vascular”, la cual
se da en ciertos tumores. Células tumorales desdiferenciadas pueden presentar
caracteristicas endoteliales y asociarse para formar una segunda vasculatura de la que

el tumor se sirve (Carmeliet and Jain, 2011) (Figura 2 derecha.).

Como se ha indicado anteriormente, ademas de las arterias y venas, también existen
otro tipo de vasos sanguineos, los vasos linfaticos. El proceso de formacién de estos
vasos, denominado linfoangiogénesis, comparte ciertas caracteristicas con la
angiogénesis, pero contiene otros mecanismos especificos y otros tipos de moléculas
y receptores. Es un proceso importante que tiene que estar fuertemente regulado, ya
que tanto si da de forma deficiente o exagerada, puede agravar patologias como la

inflamacion o el cancer. (Aebischer al, 2014; Wong et al, 2017).



2.2. La Respuesta angiogénica.

Hay diversos estimulos que pueden desencadenar la angiogénesis, como la
falta de oxigeno o nutrientes, cambios en el flujo sanguineo, inflamacién... Sin
embargo, muchos de sus mecanismos son comunes. Al generarse uno de estos
estimulos en un tejido, se secretan moléculas que provocan la produccidn de factores
de crecimiento que activan los vasos sanguineos. Por ejemplo, cuando se produce
falta de oxigeno en un tejido, se sintetizan los factores de respuesta a hipoxia, como
el factor inducible por hipoxia 1-a o HIF1-a. La presencia de este factor produce la
expresion de ciertos genes en las células de ese tejido. Entre ellos se encuentran los
pertenecientes a factores de crecimiento, uno de los cuales es VEGF-A (Factor de
crecimiento del endotelio vascular-A), el cual es secretado desde las células del tejido.
Desde estas células del tejido se forma un gradiente de este factor en direccién a las

zonas circundantes en las que se encuentran los vasos sanguineos.

Las células endoteliales tienen receptores para la union de esos factores de
crecimiento localizados en su membrana plasmatica. Asi VEGF-A interacciona con
su receptor, y se produce una cascada de sefnalizacion en la que la célula endotelial
se activa y comienza a migrar seguida del resto de células en direccidon al gradiente
de VEGF-A, formando un nuevo vaso sanguineo. Este vaso sanguineo avanza en
direccion al tejido que estd emitiendo el factor de crecimiento endotelial, hasta que

lo alcanza y se corrige la demanda de nutrientes (Carmeliet and Jain, 2011).

Ademds de VEGF-A, existen otras moléculas que pueden desencadenar estas
respuestas en las células endoteliales, como ocurre, por ejemplo, en la compensacion
angiogénica tumoral. Después de un periodo en el que se ha bloqueado la
angiogénesis en un tumor, bloqueando la sefial de VEGF-A, las células endoteliales
son capaces de responder a otros factores de crecimiento. Entre ellos se encuentran
el factor de crecimiento de fibroblastos-2 o FGF-2, angiopoietina 2 o el factor de

crecimiento de hepatocitos (Gacche, 2015).



2.3. El proceso de angiogénesis.

2.3.1. Seleccion de la célula de la punta y de las células del tallo.

Como se ha comentado anteriormente, un capilar sanguineo esta formado por
células endoteliales, los pericitos asociados a ellas y la membrana basal. Para que se
produzca la iniciacion del nuevo capilar y éste avance, los pericitos se despegan del
vaso gracias a Angiopoietina 2, y la membrana basal es degradada por las
metaloproteasas de las células endoteliales.

Sin embargo, antes debe decidirse cual es la célula endotelial que se activard y guiara
la formacion del nuevo vaso, avanzando a través de la matriz y el tejido. Este
mecanismo de seleccidon ha sido estudiado durante los dltimos afios, y aunque aun
hay aspectos y participantes que contintian apareciendo en sucesivos estudios, se ha
establecido como modelo aceptado el sistema de seleccién por inhibicion lateral
DLL4-Notch, mediante el que diferencian dos tipos de células, la primera del nuevo
vaso, que es denominada célula de la punta, y las que la siguen que se nombran

células del tallo (Figura 3).

Célula de la punta

Célula del tallo I

-----

Figura 3. Modelo de inhibicion lateral DLL4-Notch. Adaptado de Tung and Tattersall, 2012.



La union de VEGF-A a VEGFR2 genera una cascada de sefializacion, que genera la
expresion de varios genes, uno de los cuales es DLL4. Esta proteina es transportada
a la membrana, exponiéndose al contacto con las células adyacentes. Asi, DLL4 de
la célula de la punta interacciona con una molécula de la célula adyacente, Notch.
Esta interaccion provoca el procesamiento proteolitico de Notch, el cual es mediado
por una proteasa denominada y—secretasa, de tal forma que la parte citosolica de
Notch, NICD (Dominio intracelular de Notch), es liberada al citosol, y transportada
al nucleo; donde provoca la represion de algunos genes, como el receptor VEGFR2,
y la activacion de otros, como VEGFRI1. Este receptor, compite por la unién a
VEGF-A, con lo que se inactiva de forma efectiva la sefalizacién de VEGFR2 en las
células del tallo (Hellstrom et al, 2007a; Tung and Tattersall, 2012), asi como la

generacion de filopodias en las mismas células (Pelton et al, 2014).

Estas son protrusiones de citoesqueleto estrechas, que son mas abundantes en la
célula de la punta, importantes para el contacto con otros tipos celulares, como
astrocitos y macrofagos (Gerhardt et al, 2003). Ademds, participan en la
anastomosis, 0 unidn con otros vasos, ampliando asi la complejidad de la red capilar
(Lenard et al, 2013). Aunque esta discutido su papel en la direccionalidad del
movimiento de la célula, ya que otras protrusiones citoesqueléticas, como los
lamelipodias, son capaces de establecer esa direccionalidad del movimiento, esta
ampliamente aceptado que incrementan la velocidad de movimiento de la célula en
direccion al gradiente de VEGF (Phng et al, 2013). De hecho, ratones deficientes en
otro receptor presente en las células de la punta, Neuropilin-1 (NRP-1), presentan
defectos en el desarrollo vascular de las retinas postnatales, debido a defectos en la
generacion de los filopodias (Fantin et al, 2015). Las protrusiones, ademas, deben
presentar caracteristicas especificas en cuanto a su morfologia y estructura, ya que en
ratones deficientes en MAP4K se han descrito deficiencias en el desarrollo vascular
en la retina postnatal, debido a que las protrusiones que se generan son demasiado
elongadas. Cultivos de células endoteliales en las que se ha silenciado esa proteina
presentan a su vez defectos en la migracidn, y si se corrige la longitud de estas
estructuras, los defectos en angiogénesis se rescatan (Vitorino et al, 2015). Estos

hallazgos, en concordancia con otros estudios (Hoang et al, 2011, Bayless and



Johnson, 2011), ponen en evidencia la importancia de regulacion de la dindmica del

citoesqueleto en la angiogénesis.

Otro de los cambios que se produce como consecuencia de la activacion de la célula
de la punta, es la remodelacion de las uniones celulares que mantienen cohesionada
la recién activada “célula de la punta” con las células adyacentes a ella, evitando asi
la extravasacion de sangre del capilar (Carmeliet and Jain 2011). La relevancia del
papel de las uniones endoteliales en angiogénesis sera tratado mas adelante en mayor
profundidad.

La especializacidn de las células del vaso naciente para que sean uno u otro de estos
dos tipos celulares especiales, conduce a que tengan diferentes funciones. Mientras
que la célula de la punta dirige y genera el avance del vaso mediante su migracion,
las células del tallo se encargan de expandir el vaso, mediante la divisién de celular
de forma controlada, aumentando el numero de células que forman la nueva
estructura (Gerhardt et al, 2003), ya que una proliferacion excesiva genera defectos
en la expansion de los vasos sanguineos (Serra et al, 2015). Sin embargo, no esta
suficientemente claro qué célula es la que provoca el avance del vaso naciente; es
decir, si éste estd generado por la migracion de las células de la punta, que arrastran
a las células del tallo, o si la proliferacion de éstas es lo que hace avanzar a la célula
de la punta, y por lo tanto, su unica funcion seria regular de la direccion efectiva de

crecimiento (Adams and Alitalo, 2007).

A pesar de que la célula de la punta ha sido cominmente caracterizada como no
proliferativa debido a la inhibicién de la ruta de Notch (Hellstrom, 2007b), en ciertas
circunstancias si se produce su proliferacion, como en la linfoangiogénesis (Detry et
al, 2011), o en otros organismos como el pez cebra (Aydogan et al, 2015). Existe,
ademas, un modelo matematico de angiogénesis en el que se considera una pequefia
probabilidad de que la célula de la punta prolifere (Qutub et al, 2009). En otro trabajo,
realizado en estructuras vasculares nacientes a partir de explantes de musculo, la
proliferacion se encuentra restringida a las células de la punta. Parece ser que las
propiedades asignadas a célula de la punta o célula del tallo puede que dependan del
organo donde se realice el estudio del proceso angiogénico, o de la naturaleza de la

matriz que tengan que atravesar las células al migrar (Yana et al, 2007).
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Recientemente se ha descrito que el destino de las células como célula de la punta o
tallo no es definitivo, sino que hay una dindmica, mediante la cual hay un
intercambio de forma continua entre células de la punta y del tallo. Asi, una célula
del tallo sustituye a la célula de la punta, adquiriendo su funcidén, mientras que la
célula de la punta se reconvierte en célula del tallo (Jakobsson et al, 2010). De hecho,
durante el crecimiento del nuevo vaso se puede observar, durante la mayoria del
tiempo, un solapamiento entre dos células de la punta, aunque una de ellas es la que
conserva una identidad real como tal. Esto puede ser observado en fendmenos como
el diferente numero de filopodias que presentan las dos células (Pelton et al, 2014).
Este proceso depende de la expresion dinamica de moléculas como VEGFR-2 o
DLL4, y facilita un intercambio de células de la punta aproximadamente cada 3,7
horas (Jakobsson et al, 2010).

2.3.2. Formacion del lumen y maduracion del vaso

Durante la expansion del nuevo vaso sanguineo, se va produciendo la
formacion del lumen para que el fluyjo de sangre lo atraviese una vez que esté
completamente formado. Este proceso puede ocurrir por dos procedimientos, la
invaginacién de las membranas de las células endoteliales o la fusidon de vacuolas
intracelulares que finalmente se conectan, formando un lumen completo. Durante
este proceso, la regulacion de las uniones endoteliales es crucial (Davis et al, 2008;
Strilic et al, 2009; Lammert and Axnick, 2012).

Finalmente se produce la maduracién del vaso, en el que se estabiliza. En caso de
que no se produjese esta maduracion, la nueva estructura entraria en regresion y
desapareceria. Para este proceso, es necesario el reclutamiento de células accesorias
como los pericitos, que son atraidos por la secrecién de PDGF-B por parte de las
células endoteliales, formandose ademds la membrana basal (Gaengel et al, 2009;
Logsdon et al, 2014).

Después de todo este apartado, podemos concluir que los procesos celulares que

participan en la angiogénesis son: la migracion de las células de la punta, mediado
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por la dindmica de las protrusiones del citoesqueleto, la proliferacion de las células,
mayoritariamente de las células del tallo, y la regulacion de la dinamica de las
uniones endoteliales entre las células que forman el nuevo vaso, que trataremos en el

siguiente apartado (Figura 4).

Remodelacion
de las uniones endoteliales

Filopodias

Proliferacion

Células del tallo Célula de la punta

Figura 4. Mecanismos que regulan la formacion del vaso naciente. Adaptado de Siemerink et al,

2013.

3. Uniones Endoteliales.

Las uniones entre células son estructuras especializadas de la superficie
celular donde las membranas de células adyacentes conectan entre si. Estas uniones
estan formadas por complejos de proteinas, muchos de los cuales interaccionan con
el citoesqueleto de actina, confiriendo asi estabilidad mecanica a los diferentes tejidos

(Lampugnani, 2012).

La funcion de las uniones no es meramente estructural, sino que participan en las
cascadas de sefalizacion al interior celular favoreciendo que las células intercambien

sefiales de supervivencia, proliferacion o de donde y cdmo estan posicionadas.

De las estructuras de union célula-célula mas especializadas que se conocen, se

encuentran las que componen el epitelio y el endotelio. Las uniones de estos tejidos
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comparten muchos de los componentes que las forman, pero existen diferencias en
su organizacién y en su dinamica de formacion. Esto es debido en parte a que las
uniones de células endoteliales estan expuestas a diferentes tipos de flujo y a que
cumplen una funciéon imprescindible para la homeostasis, previenen el paso de
elementos de la sangre hacia el tejido intersticial de manera incontrolada evitando
edema y hemorragia, y controlando los procesos inflamatorios que podrian
desencadenar. Pero a su vez, también deben permitir el paso de nutrientes y oxigeno
a través de los capilares a los diferentes tejidos y 6rganos, asi como regular el paso de

leucocitos a las zonas de inflamacién cuando es necesario (Bazzoni 2006).

3.1. Tipos de uniones endoteliales

Los principales complejos proteicos que integran la unién endotelial son las
uniones estrechas (TJs) y las uniones adherentes (AJs). Aunque en células epiteliales
las TJs y las AJs se encuentran separadas a lo largo de la unidn, en las células
endoteliales es comun que proteinas que pertenecen a estos tipos de uniones se

intercalen (Wallez and Huber, 2008).

IR Uniones estrechas
ZOs claudina (1,3,5,12...), -
inquli occludi
cingulina
ZONAB >
JAMs, ESAM,
nectin
y pigs Uniones
- o-catenina plakogloblr.1a adherentes
- vinculina
- o-actinina
- epli \Acadherina
N opil B-catenina

Figura 5. Tipos de complejos de uniones en células endoteliales y sus componentes. Adaptado de

Dejana el al, 2009.
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Estos complejos de proteinas estan formados por proteinas transmembrana que
funcionan como receptores de adhesion y proteinas que sirven de reguladores y de
anclaje al citoesqueleto de actina, contribuyendo asi al mantenimiento de la

arquitectura celular (Figura 5).

3.1.1. Uniones estrechas

Las uniones estrechas fueron las primeras uniones descritas, definidas en un
principio mediante microscopia electronica como una especializacion de la
membrana plasmatica que fue denominada zonula occludens. Su caracterizacion ha
sido mas exhaustiva en células epiteliales, ya que estan claramente polarizadas,
localizandose apicalmente en la unidn, mientras que en células endoteliales no estan
bien definidas espacialmente. En el endotelio, la complejidad de estas uniones difiere
dependiendo del tipo de vaso, la estructura de las TJs es mas compleja en arterias y
arteriolas que en venas y vénulas (Bazzoni and Dejana, 2004) y también difiere entre
organos. Por ejemplo, en la barrera hematoencefdlica de los vasos cerebrales éstas
estructuras estan bien desarrolladas, no siendo asi en otros 6rganos caracterizados

por una mayor tasa de intercambio, como los pulmones (Simionescu et al, 1975).

Las proteinas transmembrana que forman las uniones estrechas son las claudinas
(Morita et al, 2011; Dejana, 2004), la ocludina (Furuse et al, 1993), las moléculas
adhesivas de la union o JAMs (Moléculas de adhesion en la unién) (Bazzoni et al,
2000) y las proteinas ESAM (Molécula de adhesion especifica de endotelio) (Nasdala
et al, 2002). La principal proteina responsable de la unidn con el citoesqueleto de
actina es la proteina zonula occludens-1 (ZO-1) (Fanning et al, 1998; Stevenson et al,
1986).

3.1.2. Uniones adherentes.

Las uniones adherentes son el tipo de unién mas extensamente estudiado, ya
que son las primeras en reclutarse a los sitios de contacto entre células cuando la
uniodn se esta formando, desencadenando el reclutamiento del resto de componentes

necesarios para que la union sea funcional Por otro lado estos complejos parecen ser
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los responsables del dinamismo de las uniones endoteliales en respuesta a muchos de
los agentes que afectan a la integridad de la barrera endotelial, transmitiendo sefiales
de supervivencia, motilidad y polaridad al interior celular. Por ultimo, las AJs son

capaces de regular el ensamblaje o desensamblaje de las TJs (Taddei et al, 2008).

3.1.2.1. Cadherinas

Estas uniones estan formadas por proteinas de la familia de las cadherinas,
una superfamilia de glicoproteinas que median interacciones homofilicas
dependientes de calcio. El principal componente en uniones adherentes de células
endoteliales es la proteina Ve-cadherina (cadherina5), que es utilizado comunmente
como marcador especifico de este tipo celular y esta presente en el endotelio de
cualquier tipo de vaso (Lampugnani et al, 1992). Recientemente también se ha
descrito la expresion de Ve-cadherina en células tumorales que mimetizan a las
células endoteliales formando una segunda vasculatura en tumores, proceso del que
hemos descrito en el apartado anterior (Delgado-Bellido et al, 2017). En células
endoteliales también se expresa N-cadherina (Clase I), pero de forma mas difusa en
membrana (Navarro et al, 1998), T-Cadherina (Rubin, 1992) y P-cadherina (Ivanov
et al, 2001), dependiendo del tipo de endotelio, en los que se encuentran mediando
contactos entre las células endoteliales con otras células como los pericitos o las
células de musculo liso vascular (Gerhardt et al, 2003). Se ha descrito otra Ve-
cadherina llamada Ve-cadherina-2 (Telo et al, 1998), que posee alta homologia con
las otras cadherinas excepto en la cola citoplasmatica. Por sus caracteristicas
estructurales ha sido incluida en la familia de las protocadherinas (Frank and Kemler,

2002).

3.1.2.2. Cateninas.

Las cadherinas se asocian con el citoesqueleto a través de su interaccidon con

otra familia de proteinas, las cateninas. Las cateninas son proteinas de la familia

armadillo, de las cuales en el endotelio se expresan o-catenina, -catenina, y-catenina
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y pl20-catenina. El papel de las cateninas es importante, ya que estabilizan las
uniones endoteliales, y ademas permiten la comunicacion de las cadherinas con el

citoesqueleto.

La relacion entre cateninas es muy compleja, ya que, dependiendo de las
circunstancias y de las proteinas con las que interaccionan, son capaces o no de unirse
a otras. En términos de la comunicacién entre cadherinas y citoesqueleto, y-catenina
y a-catenina son capaces de unirse directamente a la cola citosélica de la Ve-
cadherina, a la par que a-catenina puede unirse a su vez a actina (Vleminckx and
Kemler, 1999, Ben-Ze'ev and Geiger, 1998). Ademas, otros estudios han demostrado
que a-catenina no puede unirse directamente a filamentos de actina a la vez que a p-
catenina (Drees et al, 2005) pero si de manera indirecta ya que o—catenina
interacciona también con las proteinas vinculina (Watabe-uchida, 1998), proteina
homologa de a-catenina (Herrenknecht et al, 1991), y a-actinina (Knudsen et al,
1995; Nieset et al, 1997), las cuales pueden unirse también a actina. Se ha demostrado
que la proteina EPLIN (Proteina epitelial ausente en el neoplasma) puede mediar

esta unidn entre a-catenina y el citoesqueleto (Chervin-Pétinot et al, 2012).

Por su parte -catenina y y-catenina se unen al mismo dominio de la cola citosoélica
de la VE-cadherina y por lo tanto ambas podrian excluirse entre ellas (Prasain and
Stevens, 2009). Ambas proteinas son también capaces de actuar en complejo con
otras proteinas como factores de transcripcion, cuando no estan formando parte de
la unién con VE-cadherina y no han sido degradadas en el citoplasma (Miravet et al,
2002; Ben-Ze'ev and Geiger, 1998; Hatsell and Cowin, 2001).

3.2. Ensamblaje de las uniones adherentes.

Las primeras etapas de la formacion de las uniones son similares en diferentes
tipos celulares, pero no asi su maduracion, ya que las células epiteliales y endoteliales
requieren una adhesion polarizada mas fuerte que por ejemplo neuronas y
fibroblastos (Mege et al, 2006).
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Segun los estudios publicados, las proteinas que inician los contactos entre las células
son las cadherinas, las cuales deben interaccionar entre si de manera rapida y
dindmica. Se ha demostrado que en células endoteliales existen acimulos de Ve-
cadherina que viajan a lo largo de los filopodias gracias a la proteina motor miosina
X (Almagro 2010). De hecho, en células epiteliales se habia sugerido que los
contactos iniciales entre dos células que estan migrando se producen a través de
lamelipodias y filopodias (Mattila and Lappalainen, 2008). Por otro lado, trabajos
realizados en queratinocitos primarios proponen que los complejos de union se
comienzan a establecer por interdigitacion de filopodias, que establecerian una serie
de contactos en forma de puntos que poco a poco se irian cerrando como una

cremallera para formar una unién continua (Hoelzle and Svitkina, 2012).

Para que la adhesion quede establecida es necesaria la formaciéon de homodimeros
de cadherina formados en trans, es decir entre dos células adyacentes que se agrupan
lateralmente con otras cadherinas formando dimeros en cis (Boggon et al, 2002; Patel
et al, 2003; Wu et al, 2010). Las uniones asi formadas sufren un reciclaje continuo
de moléculas de cadherina, que parece depender de las diferentes conformaciones

que pueden adquirir los dimeros formados por estas proteinas.

El citoesqueleto de actina y la tension que éste ejerce sobre la membrana plasmatica
desempenan un papel muy importante en el ensamblaje y organizacion de las
uniones adherentes, y la actina unida a complejos de adhesidén es esencial para
mantener una barrera endotelial funcional (Dudek and Garcia, 2001; Lee and
Gotlieb, 2002; Revenu et al, 2004).

Si la polimerizacion activa de actina ocurre localmente de manera exclusiva por el
ensamblaje de las cadherinas, o si las uniones de cadherinas se forman en regiones
donde ya existia una dindmica activa de actina, es un tema de discusion (Lambert et
al, 2002). En un estudio reciente, se describi6 la formacién de lamelipodias mediado
por la proteina ARP2/3 (Complejo proteico 2/3 relacionado con actina) en zonas de
la membrana entre dos células en las que Ve-cadherina se encuentra ausente. Asi, se
produce un rdpido reclutamiento de Ve-cadherina donde se ha producido el
solapamiento de membranas entre las dos células formandose la unién (Taha et al,
2014).
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3.3. Maduracion de las uniones endoteliales: cambios morfologicos

del patron de Ve-cadherina.

El estado de las uniones se puede diferenciar por su patron de morfologia y
esta influenciado en gran medida por la acciéon del citoesqueleto (Fernandez-Martin
et al, 2012).

Asi, en el periodo inicial, tras los primeros contactos, se observa un patron puntuado
de Ve-cadherina, en el que, ademads, los filamentos de actina se organizan
perpendicularmente a la membrana a través de la acumulacion local de complejos de
nucleacion de actina (Ridley, 2006; Niessen and Gottardi, 2008). Estos complejos
con morfologia puntuada de Ve-cadherina son denominados de diversas formas en
la literatura, como uniones discontinuas, irregulares o activas (Millan et al, 2010;
Bentley et al, 2014). Este tipo de morfologia es caracteristica en respuesta a estimulos
que reducen la integridad de la barrera endotelial como trombina, el factor de
necrosis tumoral (TNFa) o VEGF-A (Millan et al, 2010; Dejana et al, 2009) (Figura
61zq.).

Posteriormente, estos complejos en forma de puntos se asocian a cortos paquetes
radiales de actina (Vasioukhin et al, 2000) que van a favorecer la estabilizacién de las
primeras uniones de cadherina facilitando su fusion en adhesiones continuas. Segin
se van ensamblando las cadherinas, se va ensamblando también el “cinturén de
adhesién” de actina, que se localiza a lo largo de la linea de membrana donde las
cadherinas y cateninas se concentran (Bershadsky, 2004). De esta forma, la union de
las cadherinas con el citoesqueleto de actina es un requisito indispensable para el
desarrollo de una union estable y fortalecida (Vasioukhin et al., 2000). Este tipo de
uniones, posicionadas de forma paralela a la membrana plasmatica de forma
continua, son denominadas en la literatura uniones continuas, regulares o inactivas
(Millan et al, 2010, Bentley et al, 2014). Son comunes en vasos en homeostasis con

una barrera endotelial intacta (Dejana et al, 2009) (Figura 6 izq.).
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Ademas de estos dos tipos morfoldgicos de uniones, existe un tipo de morfologia
adicional, las denominadas uniones reticulares (Fernandez-Martin et al, 2012). Se
cree que es un paso intermedio durante la remodelacion de contactos celulares,
caracteristico en ciertos estimulos, que refuerzan e incrementan la fortaleza barrera
endotelial, como en los lipidos oxidados (Birukova et al, 2007), o esfingosina 1-
phosphato (S1P) (Belvitch and Dudek, 2012). Es un paso previo de reorganizacion
de Ve-cadherina, para finalizar en una unién de morfologia continua, mas intensa y
engrosada. Este ultimo compuesto en concreto, SI1P, es capaz de inducir el
fortalecimiento de las uniones celulares a dosis de concentracion bajas de 1 mM, de
forma casi inmediata, mediante el incremento del trafico de proteinas accesorias de
uniones endoteliales, la formacion de un anillo de actina polimerizada alrededor de
la célula y el reciclamiento de Ve-cadherin a la union endotelial (Xiong and Hla,
2014) (Figura 6 der.).

Uniomp discontinua

Figura 6. Tipos de patrones de union de Ve-cadherina. Adaptado de Fernandez-Martin et al, 2012.

Ademas, las tensiones que el citoesqueleto de actina ejerce en las uniones son
importantes para la formacién de éstas, y una evidencia de ello es que el
reclutamiento de la VE-cadherina es estimulado por tension dependiente de la
proteina miosina IT no muscular (Liu et al, 2010). Esta proteina se une a actina y es
capaz de regular su contractilidad, siendo esta funcion regulada por la fosforilacién
de su cadena ligera (ppMLC) (Vicente-Manzanares et al, 2009). Estos datos apuntan

a que en las uniones existe una red muy dinamica de filamentos de actina que
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provocan la tension necesaria para formar y estabilizar las uniones. Ademads, esta
tension, mediada por la proteina de adhesiones focales Vinculina, es necesaria para
el remodelamiento de las uniones, protegiendo para que las uniones se abran pero las

células no se separen demasiado unas de otras (Huveneers et al, 2012).

3.4. Mecanismos que regulan la funcion de Ve-cadherina en la

barrera endotelial.

Las uniones endoteliales deben ser capaces de reaccionar ante determinadas
situaciones, como en la activacion de la célula de la punta en angiogénesis, pero a
su vez deben ser estructuras estables capaces de resistir el flujo al que estan
continuamente sometidas y mantenerse unidas durante la migracion colectiva. De
esta manera, el endotelio cumple una funcién de barrera, esencial para la homeostasis

vascular y el desarrollo de los nuevos vasos.

3.4.1. Trafico de Ve-cadherina.

La dindmica de Ve-cadherina es importante para el mantenimiento de la
barrera endotelial, para lo que es internalizada, reciclada y exocitada. El proceso de
internalizacion de Ve-cadherina se realiza a través de la ruta endocitica de vesiculas
de clatrina, aunque en ciertas circunstancias puede darse por la ruta de las caveolas
(Kronstein et al, 2012; Zhang et al, 2014). Para su internalizacion, es necesario la
interacciéon de Ve-cadherina con adaptadores que permitan el proceso. Asi, por
ejemplo, en el tratamiento con VEGF-A, se produce la unién de Ve-cadherina con
B-arrestina, que media la internalizacidn. Esta internalizacion parece seguir el trazo
de los filamentos de actina y microtubulos, por lo que las vesiculas de clatrina

internalizadas podrian seguir esa via de transporte (Hebda et al, 2013).

Una vez producida la internalizacién, Ve-cadherina puede ser destinada a su
degradacion por via lisosomal o, en cambio, ser reciclada hacia la membrana.
Aunque no se sabe con certeza todos los componentes que participan en la decisién
del destino a seguir, si se sabe que las cadherina pueden ser ubiquitinadas e

interaccionar con vesiculas positivas en Hrs (Sustrato del receptor del factor de
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crecimiento de hepatocitos), o el adaptador de transporte de vesiculas Rab5 para ser
destinadas a su degradacién en los lisosomas. Por otro lado, se ha descrito la
colocalizacién de vesiculas positivas de Ve-cadherina con el adaptador Rabll,
componente de los endosomas de reciclamiento a la membrana. Este proceso podria
darse también a través del transporte por los microtibulos (Causeret et al, 2005)

(Figura 7).
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Figura 7. Trafico de Ve-cadherina. Adaptado de Nanes and Kowalczyk, 2012

A

Aunque se sabe poco acerca de la exocitosis de la Ve-cadherina producida, se ha
descrito que cPLA2a (Fosfolipasa A2a asociada al Golgi) participa en el trafico de
la Ve-cadherina recién sintetizada a la membrana plasmdtica (Regan-Klapisz et al,
2009) o como MiosinaX puede mediar en el transporte durante los contactos
celulares iniciales (Almagro et al, 2010). Ademas RhoB una GTPasa puede inhibir

Racl regulando este proceso (Marcos-Ramiro et al, 2016).

3.4.2. Fosforilacion de Ve-cadherina.

El mecanismo mejor caracterizado por el que las uniones adherentes son
remodeladas es el de la fosforilacién de sus componentes, como, por ejemplo, Ve-
cadherina, que es fosforilada gracias a las diversas dianas de fosforilaciéon que

presenta a lo largo de su estructura. Como consecuencia, puede internalizarse y
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trasladarse a otros lugares de la membrana, o ser destinada para su degradacion. La
fosforilacion de Ve-cadherina en sus tirosinas 658 y 685 es mas frecuente en vasos
venosos que en arteriales, y es necesaria para reestructurar las uniones de los vasos

en respuesta a flujo (Orsenigo et al, 2012).

La fosforilacion de Ve-cadherina es importante en el reciclamiento y en la funcién
del endotelio como barrera, regulando la permeabilizacion; es decir, el paso de
sustancias y células a través del endotelio. Asi, moléculas como VEGF-A, trombina
o histamina pueden inducir la fosforilacion de residuos de la cola citosolica de la Ve-
cadherina induciendo su internalizacion y produciendo un aumento en la
permeabilidad de los vasos (Bazzoni and Dejana, 2004). La fosforilacién de la Ve-
cadherina también puede ser inducida por células leucocitarias, provocando un
debilitamiento de la unidn y favoreciendo la transmigracion del leucocito a través de

la barrera endotelial (Dejana et al, 2008).

Sin embargo, en un modelo de raton en que se ha sustituido Ve-cadherina por un
mutante en el que no se puede fosforilar la tirosina 685, hay un mayor porcentaje de
aparicion de edemas, por lo que en este modelo, la ausencia de fosforilacion produce
mas permeabilidad en los vasos sanguineos. (Sidibé et al, 2014). Estos resultados nos
demuestran que la fosforilaciéon de Ve-cadherina ha de ser continua y finamente

regulada.

Ademas de Ve-cadherina, las cateninas pl120, a-catenina y [-catenina también
pueden fosforilarse en residuos especificos de tirosina por los mismos agentes capaces
de fosforilar a la Ve-cadherina. Se ha observado en varios modelos que esta
fosforilacion afecta a la estabilidad de Ve-cadherina induciendo su internalizacién.
(Huber and Weis, 2001, Lilien and Balsamo, 2005).

El estado de fosforilacion de los diferentes componentes de las AJs es regulado a su
vez por la inhibicién de fosfatasas asociadas a ellas, como, por ejemplo, la fosfatasa
Ve-PTP que se asocia con Ve-cadherina, y la defosforila (Baumer et al, 2006). La
sobreexpresion de esta fosfatasa es capaz de aumentar la interaccién entre Ve-

cadherina y p120-catenina aumentando asi la estabilizacion de la union (Vestweber

22



et al, 2009). Otros estabilizadores de las uniones son el factor de crecimiento de
fibroblastos, FGF (Factor de crecimiento de fibroblastos) que aumenta la
estabilizacion de Ve-cadherina en la unidn a través de la modulacion de su union a
pl120 (Murakami et al, 2008); la esfingosina-1-fosfato (S1P), que induce la
reorganizacion del citoesqueleto de actina en cables corticales (Dudek et al, 2004;
Shikata et al, 2003) y el aumento de Ve-cadherina en la superficie celular (Lee et al,
1999); y la angiopoietina 1, que inhibe la activacion de la quinasa Src inducida por
VEGTF, inhibiendo de este modo la internalizacién de Ve-cadherina (Gavard et al,
2008). Todos estos procesos de fosforilacion requieren de la presencia de energia en
forma de ATP.

Por otra parte, el procesamiento de la Ve-cadherina por metaloproteasas (Herren et
al, 1998; Luplertlop et al, 2006) o por otras proteasas como elastasa, catepsina G o
tripsina también puede producir desestabilizacion de las AJs (Lampugnani et al,
2006; Lampugnani and Dejana, 2007). Los leucocitos y las células tumorales pueden
secretar grandes cantidades de estas enzimas, induciendo el procesamiento de Ve-
cadherina y aumentado asi la extravasacion celular y la permeabilidad vascular

(Dejana et al, 2009).

Otras vias de senalizacidon 1mplicadas en desestabilizacion de AlJs son la
desencadenada por PAF (Factor de activacién de plaquetas) (Hudry-Clergeon et al,
2005) y la del AMPc (adenosil monofosfato ciclico) que a través de la GTPasa Rapl
controla la organizaciéon de las uniones y de actina (Bos, 2005) y aumenta la

capacidad “adhesiva” de la Ve-cadherina (Kooistra et al, 2007).

3.4.3. Alteraciones del citoesqueleto.

Ademas de los factores que afectan directamente a los componentes de las
uniones, las alteraciones producidas en la estructura del citoesqueleto de actina
también pueden provocar el desensamblaje de las uniones, asi como de la funcién de
barrera. La desestabilizacién del anillo cortical de actina por diferentes agentes
produce un aumento de la permeabilidad endotelial (Shasby et al, 1982; Bogatcheva

and Verin, 2008), mientras que la estabilizacidén de este anillo previene la ruptura de
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la barrera frente a agonistas inflamatorios (Bogatcheva and Verin, 2008; Phillips et
al, 1989). Asimismo, se ha descrito que la excesiva polimerizacidon de actina en fibras
de estrés puede causar alteraciones en la barrera endotelial, pero la despolimerizacion
extrema también altera la estructura de las uniones endoteliales (Bogatcheva et al,
2003; Moy et al, 2004). Por ello es necesario el equilibrio entre la “tension centripeta”
(generada principalmente por las fibras de estrés) y la “tension centrifuga” (generada
por el anillo cortical de actina y los complejos de adhesidon) para mantener la
morfologia de la célula y la funcion de barrera endotelial intactas (Bogatcheva and
Verin, 2008).

Este equilibrio estd sujeto a la regulacidon por parte de diferentes vias de sefializacion
(Lee and Gotlieb, 2003; Mehta and Malik, 2006; Jacobson and Garcia, 2007). Las
Rho GTPasas, por ejemplo, y sus dianas las ROCKs (rho Serine/threonine kinases)
estimulan la contractilidad basada en la actina-miosina, generando fibras de estrés y
adhesiones focales y aumentando la permeabilidad endotelial en respuesta a
trombina e histamina (Wojciak-Stothard and Ridley, 2002; Braga, 2002; Gavard and
Gutkind, 2008). Las fibras de estrés generadas en respuesta a estos estimulos son
capaces de reorganizar los complejos de adhesién (Lim et al, 2001; Kouklis et al,
2003). Estas fibras influyen dramdaticamente en la tasa y tamafio de los huecos
intercelulares que se forman cuando las células se retraen (Dudek and Garcia, 2001;
Patterson and Lum, 2001) generando tension centripeta que contrarresta la tension

centrifuga establecida por el anillo de actina.

Ademas, como se ha indicado anteriormente, esta tensidon, mediada por la proteina
de adhesiones focales Vinculina, es necesaria para el remodelamiento de las uniones,
protegiendo para que las uniones se abran pero las células no se separen demasiado

unas de otras (Huveneers et al, 2012).

3.5. Funcion de las uniones endoteliales en angiogénesis.

Como se ha indicado anteriormente, la regulacién de las uniones endoteliales

es un proceso importante en la angiogénesis. La integridad de la barrera endotelial
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ha de ser mantenida, pero las uniones han de remodelarse para permitir el avance de

las células durante el crecimiento del vaso.

Los embriones de ratones deficientes en Ve-cadherina no son viables debido a que
presentan defectos en el desarrollo vascular (Gory-Fauré et al, 1999; Carmeliet et al,
1999). Los resultados de los diversos estudios que intentaron determinar su papel en
angiogénesis, son controvertidos. Por una parte, ratones con una delecion inducible
de Ve-cadherina en el endotelio, presentan un fenotipo de excesiva vascularizacion
en el modelo del desarrollo vascular postnatal en las retinas. Sin embargo, esos vasos
presentaban menor estabilidad y maduracion. En este mismo estudio, en ensayos en
formacion de estructuras similares a capilares en geles de fibrina, el bloqueo de Ve-
cadherina provoca la ruptura de la unién entre las nuevas estructuras nacientes y el
esferoide, debido a la falta de estabilidad en las uniones en las células, por lo que los

tibulos formados se despegan de la microesfera (Gaengel et al, 2102).

En contraste con estos resultados, en otro estudio en el que analizaron la angiogénesis
producida en cuerpos embrionarios (“embryoid bodies”) deficientes en Ve-
cadherina, éstos presentaron defectos en la formacion de estructuras tubulares de
células endoteliales (Gentil-dit-Maurin et al, 2010). En trabajos realizados en pez
cebra, se describi6 la falta de estabilidad en las uniones establecidas entre los vasos
en ausencia de Ve-cadherina (Montero-Balaguer et al, 2009). Este defecto puede
deberse a la importancia que tiene esta proteina en la formacion de las anastomosis
o uniones de vasos nacientes que se encuentran (Lenard et al, 2013). En
concordancia con estos estudios, las células endoteliales de morfolinos de pez cebra
deficientes en Ve-cadherina presentaban defectos en la estabilizacidén de los vasos, y
en la elongacion de las células, afectando al citoesqueleto de actina, el cual resulta
ser fundamental para los cambios en morfologia celular de las células al formar los

vasos (Sauteur et al, 2014).

Los niveles de expresion de Ve-cadherina también son importantes en el desarrollo
vascular, ya que ratones deficientes en el factor de transcripcion ERG (gen
relacionado con ETS) expresaban menos Ve-cadherina en las retinas en desarrollo,
presentando defectos en el crecimiento y en la estabilidad de los vasos (Birdsey and
Shah et al, 2015).
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En cuanto a la morfologia del patrén de las uniones adherentes en angiogénesis, se
requieren mas estudios para clarificar realmente su papel. Un estudio clasifico la
morfologia de Ve-cadherina en seis categorias, de mas activas a mas inactivas. La
descripcidn de activas corresponde a las previamente clasificadas en la literatura con
uniones irregulares o discontinuas, mientras que las inactivas correspondian a
uniones lineares continuas o regulares. Este grupo describi6 que las uniones
endoteliales de los vasos de la retina en desarrollo de los ratones, se encuentran
formando un mosaico de morfologia de uniones, entre activas (irregulares o
discontinuas) e inactivas (regulares o continuas) (Bentley et al, 2014). Este patron se
localizaba en la parte frontal del avance de la retina, mientras que las partes mas
alejadas del frente, donde se produce la estabilizaciéon y maduracion de los vasos
mediante el recubrimiento por células murales, presentaban un predominio de

uniones continuas o inactivas.

Se analiz6 ademas qué sucederia en situaciones en las que se producia un predominio
de uniones de un tipo u otro. Inactivando la proteina Tsad (Adaptador especifico de
células T), un regulador de la permeabilidad y fosforilacion de Ve-cadherina (Sun et
al. 2012), a pesar de que se seguia observando el mosaico en la morfologia de las
uniones, éste se encontraba desviado hacia las uniones inactivas. Ensayos de
angiogénesis con cuerpos embrionarios deficientes en esta proteina, presentaban
defectos en la formacion de tabulos de células endoteliales (Gordon et al, 2016). En
concordancia con estos resultados, en un ratén mutante en la tirosina 949 del
receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular, VEGFR2, que impide la
fosforilacion de este receptor, el patron del mosaico uniones se encontraba escorado
hacia las uniones de tipo continuo o inactivo. A pesar de que estos ratones no
presentaban defectos en angiogénesis, si que presentaban defectos en la respuesta a
VEGF-A en permeabilizacion de los vasos sanguineos. La mayor estabilidad de los

vasos endoteliales reducia la frecuencia de metastasis en estos ratones (L1 et al. 2016).

A raiz de estos estudios, predomina, en el campo de las uniones endoteliales en
cancer, una corriente de pensamiento acerca de la necesidad de desarrollar terapias
que normalicen las uniones de los vasos sanguineos en los tumores, para asi mejorar

el transporte de quimicos a esas regiones, e impedir la extravasacion de células
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tumorales y otros factores reduciendo la probabilidad de desarrollar metastasis

(Magrini et al, 2014; Maes et al, 2014; Dejana and Lampugnani, 2014).

De la misma forma, en el mismo trabajo acerca del patron de Ve-cadherina en las
retinas, se estudio una situacion en la que se produjese una angiogénesis patologica,
activando la via de Notch tratando con DAPT, un inhibidor de la gamma secretasa,
que es la proteina que procesa Notch. Este inhibidor provoca que no se produzca la
seleccion de células del tallo por inhibicion lateral, por lo que se genera un fenotipo
de hipervascularizacion con presencia de excesivo numero de células de la punta, y
un excesivo numero de ramificaciones y densidad vascular (Suchting et al, 2007). Al
analizar el patrén de uniones en retinas tratadas con DAPT, se encontré que el
mosaico se encontraba desplazado hacia un mayor porcentaje de uniones activas o
discontinuas. Existen diversos estudios en los que un exceso de uniones irregulares o
discontinuas correlaciona con defectos en angiogénesis, en los que estos se relacionan
ademas con defectos en el citoesqueleto de actina de las células endoteliales

(Wimmer et al, 2012; Yoshioka et al, 2012; Fraccaroli et al, 2015).

Estos estudios parecen reflejar que, para que el proceso de angiogénesis fisiologica se
produzca de forma adecuada, es necesario que haya un balance entre uniones activas
e inactivas. De hecho, en el estudio en el que se describi6 el mosaico de morfologia
de Ve-cadherina, en un modelo de glioblastoma en ratones, las uniones de los vasos
sanguineos presentaban acumulacién de patrones inactivos o activos, pero no un

mosaico como tal (Bentley, 2014).

4., Metabolismo Endotelial

4.1. Rutas metabolicas en el endotelio.

El metabolismo es el conjunto de transformaciones quimicas, fisicas y

biologicas que se realizan en los seres vivos para, por una parte, producir la necesaria

27



energia en forma de ATP para el desarrollo de sus funciones vitales, y, por otra parte,

sintetizar las macromoléculas que los componen.

Los nutrientes de los que se sirven las células para obtener energia son los glacidos,
los acidos grasos y los aminoacidos. Asi, las rutas metabolicas que ocurren en células

endoteliales son las que degradan estos sustratos.

La glucosa es degradada en la glucolisis, pudiendo ser anaerobia o aerobia, ya que,
en este caso ultimo, los metabolitos resultantes son transportados a la mitocondria
para ser degradados en la fosforilacion oxidativa consumiendo oxigeno (Eelen et al,
2015). Los acidos grasos tienen este mismo destino, previa oxidacion en el
citoplasma. Otra ruta que las células endoteliales pueden utilizar es la oxidacion de

la glutamina (Eelen et al, 2015).

Para construir macromoléculas existen otras vias metabolicas, las cuales pueden
entrecruzarse con las vias de obtencidon de energia, utilizando metabolitos
intermedios de estas rutas, un proceso que se conoce como anapleurosis. Por
ejemplo, la glucolisis aporta alguno de sus metabolitos intermedios, como el
piruvato, para la sintesis de aminodacidos y proteinas. Ademads, los metabolitos de la
parte superior de la ruta, como la glucosa-6-fosfato, sirven para generar poder
reductor, y para producir nucleétidos y glucidos complejos para glicosilar proteinas.
Para generar estos metabolitos, se requiere el ciclo de las pentosas fosfato (Eelen et
al, 2015).

Como se ha descrito, en homeostasis las células endoteliales se encuentran en estado
quiescente. El metabolismo va en la misma direccion, ya que el flujo laminar genera
una inhibiciéon de la glucolisis, mediante la represion de la expresion de algunas
enzimas de esta ruta. Ademas, el contenido de mitocondrias de las células
endoteliales es significativamente bajo en estas condiciones. (Doddaballapur et al,
2015).

Sin embargo, cuando se recibe algin estimulo, como los que promueven la
angiogénesis, el endotelio se activa y, a su vez, su metabolismo cambia también,

proceso conocido como cambio angiogénico (Verdegem et al, 2014). La glucolisis

28



resulta ser la ruta metabdlica mas importante en células endoteliales tras esta
activacion (deBock et al, 2013), sin ser acoplada a la fosforilacion oxidativa a pesar
de la alta disponibilidad de oxigeno por parte de las células endoteliales. La
preferencia por esta ruta anaerobia en presencia de oxigeno es conocido como el

“efecto Warburg” (Warburg, 1956).

4.2. Metabolismo endotelial en angiogénesis.

Las diferentes rutas metabdlicas regulan de manera diferente el proceso de

formacién de vasos (Figura 8).
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Figura 8. Rutas metabdlicas endoteliales. Adaptado de Eelen et al, 2015.

La inhibicién de la glucolisis disminuye la angiogénesis. De hecho es la via que mas
contribuye a la sintesis de ATP en células endoteliales (deBock et al, 2013; Polet and
Feron, 2013). El tratamiento de células endoteliales con 2-Deoxyglucose, un

competidor de la glucosa, reduce la formaciéon de tabulos “in vitro” (Chuang et al,
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2015). La delecion de proteinas de la glucolisis especificamente en el endotelio reduce
la angiogénesis, como ha sido demostrado en trabajos realizados con
Fosfofructoquinasa bifosfato 3 (PFKFB3) (deBock et al, 2013) o Hexoquinasa2
(HK2) (Yu et al, 2017). HK2 es la enzima que regula la conversion de glucosa a
glucosa-6-fosfato, el primer paso de la glucolisis, que desencadena toda la via
metabolica. Por su parte, PFKFB3 es una enzima reguladora alostérica de la
glucolisis, ya que el producto de su accion, fosfofructosa 2,3 bifosfato, es un activador
de la enzima PFKF1, aumentando el consumo de glucosa. En ratones mutantes para
una u otra isoforma, se observaron defectos en el desarrollo angiogénico de los vasos
sanguineos de la retina postnatal. Ambas deleciones provocan defectos en procesos
celulares endoteliales importantes en la angiogénesis, como la proliferacién y la
migracion, o incluso en la seleccion de células de la punta y del tallo, en el caso de
PFKFB3. Estos hallazgos, unido al hecho de que la glucolisis es la ruta mayoritaria
de obtencidn de energia en forma de ATP para las células, demuestran la importancia
de la regulacion del metabolismo de la glucosa en células endoteliales (deBock et al,
2013).

La ruta de glicosilacion de proteinas también es importante en angiogénesis, ya que
proteinas como VEGFR2, o Notch, requieren de este proceso para desarrollar sus
funciones. Cuando se inhibe la glucolisis mediante el tratamiento con 2-DG, esta via

de produccion se inhibe, reduciéndose la angiogénesis (Merchan et al, 2010).

La ruta de las pentosas fosfato es importante en la produccion de poder reductor en
forma de NADPH y en sustratos necesarios para la formacion de nucleétidos. La
inhibicién de esta ruta, mediante un inhibidor de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,

reduce la proliferacion y la migracion de las células endoteliales (Vizan et al, 2009).

La produccién de ATP a partir de acidos grasos mediante su oxidacién (FAO) en la
mitocondria, es la ruta metabolica que produce mas ATP en proporcion con otras
vias. Sin embargo, en células endoteliales no parece contribuir en este sentido, ya que
la inhibicion de esta ruta no reduce la cantidad de ATP de las células endoteliales
(Schoors and Bruning et al, 2015). Esto podria deberse a la necesidad de una fuente
rapida de produccidn de energia en angiogénesis, ya que la FAO es una ruta mucho

mas lenta que la glucolisis. Otra explicacion seria la priorizacion de la no utilizacién
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de oxigeno, para que pueda ser transportado en mayores cantidades a células
perivasculares (Ghesquiere et al, 2014). La funcion de las mitocondrias en
angiogénesis es proporcionar metabolitos para la construccién de nucledtidos para
permitir la proliferacion de las células endoteliales. Este proceso parece ocurrir
unicamente en ciertos tipos celulares, como el endotelio y los fibroblastos (Schoors
and Bruning et al, 2015). La contribucion de la oxidacion de acidos grasos a las
células proliferativas endoteliales se ve reforzada por el hecho de que, al inhibir esta
ruta mediante la molécula embelin, se producia un aumento de muerte celular, que
es exclusivo de células endoteliales. Este aumento de apoptosis unicamente ocurria
en células que estaban proliferando, y no cuando las células se encontraban en

quiescencia (Coutelle et al, 2014).

Por ultimo, las rutas metabodlicas en las que estan implicadas los aminoacidos
también tienen un papel en células endoteliales que puede afectar a la angiogénesis.
La inhibicion de la glutaminasa, enzima que convierte la glutamina en glutamato,
provoca una entrada en senescencia prematura, y una reduccion de la proliferacion
de las células endoteliales (Unterluggauer et al, 2008). La importancia de la
glutamina se ve reflejada en que puede contribuir a las rutas tanto con carbonos como
con nitrogeno (deBerardinis et al, 2010). Por otro lado, el metabolismo de la serina
es a la vez crucial, ya que puede contribuir tanto al balance oxidacién-reduccidn,

como a la sintesis de nucleotidos, proteinas y sintesis de lipidos (Tibbetts et al, 2010).

El metabolismo en angiogénesis puede estar regulado de forma genética mediante
diferentes factores de transcripcion. Uno de ellos es FOXO1, un factor del cual esta
ampliamente descrito que favorece la homeostasis celular (Paik et al, 2007;
Eijkelenboom and Burgering, 2013). FOXO1 activa la transcripcién de genes cuando
es translocado al nucleo. En un estudio, utilizando el modelo de desarrollo vascular
en retina de ratones neonatos, se describié que, dependiendo de la region de la retina
que analicemos, este factor tenia una caracteristica localizacién subcelular. Cuando
se analizaba en el frente de avance de los nuevos vasos, FOXO1 tenia una
localizacion citoplasmatica, mientras que en vasos mas alejados, que se encuentran
en la fase de maduracion de la angiogénesis, este factor se encontraba en el nucleo.
En este mismo estudio, utilizando un ratébn mutante en el que FOXOI1 era

constitutivamente activo, la angiogénesis se reducia. El mecanismo que explicaba
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este déficit, era que el metabolismo tanto de la glucolisis, como de la oxidacion en
las mitocondrias se encontraba reducido. Sin embargo, al coexpresar junto a la forma
constitutivamente activa de FOXO1, el factor de transcripcion Myc, se corregian los
defectos en angiogénesis, ya que este factor favorece la expresion de enzimas
metabdlicas, (Wilhelm et al, 2016). Myc es un potenciador del metabolismo, con un
papel clave en el desarrollo de los procesos tumorales (Adhikary and Eilers, 2005;
Dang, et al, 2013). Todos estos datos apuntan a que la regulacidon del metabolismo

tiene un papel crucial en la angiogénesis.

Todo este capitulo ha demostrado la importancia de las diferentes rutas metabolicas
a un proceso fisiologico fundamental como la angiogénesis. Ademas, el hecho de que
los productos intermedios de las diferentes vias puedan interconectarse con las otras
rutas metabodlicas, pone de relieve la necesidad de la regulacion del metabolismo en

la fisiologia de las células endoteliales.

4.3. Compartimentalizacion del metabolismo.

Aunque se ha descrito lo importante que es la regulaciéon del metabolismo
endotelial, y la necesidad de un aporte de ATP para la realizacién de los diferentes
procesos endoteliales que estan implicados en la angiogénesis, no se ha tratado cual
es la fuente de ese aporte en la célula. Debido a las dificultades de difusién del ATP
alolargo de la célula para llegar a los lugares en los que se requiere un mayor aporte,

no es factible una distribucién homogénea de las enzimas en la célula (Jones, 1986).

La compartimentalizacion de las enzimas para poder contribuir de manera mas
eficiente a los procesos subcelulares es necesaria. Asi, en el musculo, las proteinas de
la glucolisis se encuentran asociadas en pequefios subconjuntos, que permiten una
mayor coordinacidén. Se han descrito tres subcomplejos en musculo, el primero
formado por aldolasa (ALD), gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y
fosfofructoquinasa 1 (PFK); el segundo formado por la Triosa fosfato isomerasa
(TPI) y la fosfoglicerato quinasa (PGK); mientras que el ultimo complejo estad

formado por fosfoglicerato mutasa (PGM), enolasa (ENO), y piruvato quinasa (PK)
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(Menard et al, 2014). Estos complejos pueden asociarse a estructuras tubulares
celulares, como los microtibulos y el citoesqueleto de actina, para asi ser
transportados. Mientras que algunas de estas enzimas son inactivadas al unirse al
citoesqueleto, como la Aldolasa (Hu et al, 2016), o PFK (fosfofructoquinasa) (Real-
Hohn et al, 2010), otras aumentan su actividad, como la Hexoquinasa, o hay enzimas
en las que incluso no se modifica, como en la unién de piruvato quinasa a los
microtubulos (Vertessy et al, 1997). Estos descubrimientos han puesto de relieve la
posibilidad de que los complejos de enzimas y estructuras tubulares formen un sensor
metabolico celular, que permita coordinar tanto la presencia de enzimas en lugares
que se requiera un aporte de energia extra, como la regulacion de su actividad (Norris

et al, 2013).

La compartimentalizacion de enzimas en ciertas regiones subcelulares ha hecho que
aparezca el término de “produccién local de ATP”, sustituyendo a la idea de un
metabolismo celular general homogéneo. Asi, han ido surgiendo estudios en los que
se demostraba este nuevo paradigma, como la localizacién en forma de filamento de

PFK1 en lugares cercanos a la membrana plasmatica en células de cancer de mama

de rata (Webb et al, 2017).

En los axones de las neuronas se realiza el transporte de vesiculas de
neurotransmisores y otras moléculas, que han sido producidas en el cuerpo de la
neurona. Las mitocondrias no se localizan en los axones, por lo que la fuente de
energia que permita el transporte de estas vesiculas a través de los microtubulos que
recorren esta estructura es otra. GAPDH se asocia a una proteina adaptadora de las
vesiculas, Huntingtina, formando un complejo con PGK1, enzima que produce
directamente ATP, el cual es la fuente que utilizan estas vesiculas para transportarse

a lo largo de los microtubulos hasta el polo distal del axon (Zala et al, 2013).

Estos procesos también han sido descritos en células endoteliales. La proteina
reguladora de la glucolisis PFKFB3 puede localizarse en ciertas regiones subcelulares
como los lamelipodias. Asi, sirve como una fuente de ATP para los procesos
citoesqueléticos, como la formacion de filopodias (deBock et al, 2013). Ademas, la
actividad de esta proteina afecta a las uniones endoteliales, ya que tras la

estimulacion con altas dosis patologicas de VEGF, las cuales provocan defectos en
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angiogénesis y en el patron de Ve-cadherina en retinas postnatales de ratones, si en
estas situaciones se inhibe la actividad de esta proteina, se conseguia normalizar el

patrén de mosaico de las uniones adherentes (Cruys et al, 2016).

La produccion local de ATP no es exclusiva de enzimas de la glucolisis, como hemos
descrito en nuestro laboratorio. Emmprin es una proteina de la familia de las
inmunoglobulinas que se encuentra localizada en las uniones endoteliales, asociada
a gamma catenina. Estas dos proteinas forman un complejo con Nm23, una
nucledtido difosfato quinasa, que provee ATP de forma local, regulando las

dinamicas del citoesqueleto y de las uniones endoteliales (Moreno et al, 2014).

Por lo tanto, no solo es fundamental la regulacion del metabolismo de forma general
en células endoteliales, sino que la localizacidn subcelular de las enzimas que generan

ATP resulta crucial para los procesos angiogénicos.

5. Piruvato Quinasa M2 (PKM2)

5.1. Expresion de las diferentes isoformas de piruvato quinasa.

La piruvato quinasa es la enzima que cataliza la ultima reaccion de la
glucolisis, convirtiendo fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato, generando en este paso
ATP de forma directa, mediante la transferencia de un fosfato desde el PEP a
adenosina difosfato (ADP).

Existen diferentes isoformas de piruvato quinasa dependiendo del tejido del
organismo. La isoforma L se expresa en el higado, mientras que la isoforma R es
expresada en eritrocitos. Las isoformas M (M1 y M2), por su parte, tienen una

expresion mas ubicua (Mazurek, 2011).
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El gen de PKM consta de 12 exones. PKM1 y PKM2 difieren en su estructura en si
se transcribe el ex6n 9 o el ex6n 10 del gen (Figura 9). Este proceso se produce por
procesamiento alternativo (splicing) (Noguchi et al, 1986). Los factores de
procesamiento, PTBP1 (polypyrimidine tractbinding protein 1), hnRNPAI1 vy
hnRNPA2 (heterogeneous nuclear ribonucleoproteinAl y A2) reprimen la
transcripcion del exén 9, favoreciendo la expresion de PKIM2 (Clower et al, 2010).
Por su parte el factor de empalme rico en Serina/arginina 3 (SRSF3) reprime el exén
10 (Wang et al, 2012). Sin embargo, la delecion de esos tres factores que reprimen el
exon 9, y por lo tanto la expresion de PKM1, no es suficiente para incrementar la
expresion de esa isoforma en un nivel similar a la expresion de PKM?2, por lo que
debe existir algin factor o proceso adicional que esté implicado (Israelsen and Vander
Heiden, 2015). Ademas, diferentes micro ARNs pueden colaborar con los factores
de empalme para favorecer una u otra isoforma, como el miRNA124 o miRNA133

(Taniguchi et al, 2015).
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Figura 9. Esquema de la expresion del procesamiento alternativo de las dos isoformas de PKM.

Adaptado de http://atlasgeneticsoncology.org

La diferencia entre una y otra isoforma radica en la forma que se regula su actividad,
ya que mientras que PKM1 es constitutivamente activa, la actividad de PKM2 puede
ser regulada de forma alostérica y mediante modificaciones postraduccionales

(Yamada et al, 1990; Kalaiarasan et al, 2014). Esta diferente regulacién de la
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actividad explica ademas la diferencia en el patrén de expresion a lo largo del

organismo.

Durante el desarrollo embrionario, proceso en los que se producen grandes cambios
que requieren de una gran plasticidad celular, la isoforma prioritariamente expresada
es la M2 (Kumar et al, 2007). En el organismo adulto, se observa un patron de
expresion de una proteina u otra dependiendo del 6rgano. Asi, en érganos que
requieren un aporte constante de energia, como el corazon, el cerebro, y el musculo
esquelético, la isoforma expresada mayoritariamente es PKIM1, mientras que otros
organos como el pulmon, el bazo, intestino delgado o el pancreas, predomina PKM2.
Hay ciertos 6rganos que no tienen predileccion por la expresion de una u otra, como

el colon, o el estbmago (Taniguchi et al, 2015).

En células tumorales, la isoforma predominante es PKIM2, por lo que es relacionada
su expresion con el “efecto Warburg” caracteristico de este tipo de células. De hecho,

la expresion de esta isoforma es considerada un marcador tumoral (Mazurek, 2011).

5.2. Estructura de PKM2.

La piruvato quinasa puede estar conformada en forma de monémero, dimero,
o tetramero, que se forma mediante la asociacion de dos dimeros. La estructura de
un mondmero se compone de tres dominios principales denominados A, By C, y de

un pequefio dominio N-terminal (Muirhead et al, 1986) (Figura 10).

El dominio A es el mayor de la proteina, y esta compuesto por un barril TIM
simétrico (8 hélices alfa y 8 laminas beta alternadas). El sitio activo catalitico de la
proteina se localiza en la zona final del barril, en uno de los giros entre el dominio
A y el dominio B. Este ultimo es movil, cerrandose sobre el sitio activo cuando los

sustratos de la reaccidn se encuentran unidos a €l (Larsen et al, 1998).
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Figura 10. Estructura de PKM2. Adaptado de http://atlasgeneticsoncology.org

El dominio C se encuentra opuesto al dominio A, y es donde se encuentra la zona
reguladora de la actividad. Ademas, en este dominio se encuentran las regiones que
permiten la interaccidon entre los mondémeros y los dimeros de la piruvato quinasa
para formar los tetrameros. Esta es la region en donde se encuentran los 22

aminoacidos que diferencian PKM1 de PKM2 (Jurica et al, 1998).

5.3. Regulacion de la actividad de PKM2.

Como se ha indicado anteriormente, PKM2 puede conformarse como un
mondémero, dimero o tetradmero. Mientras que las forma monoémericas y diméricas
presentan una menor actividad catalitica, el tetramero es la forma considerada activa,

aunque su conformacion es en realidad un dimero de dimeros (Chaneton and

Gottlieb, 2012).

La modificacién de la actividad de PKM?2 es importante, ya que puede modular todas
las rutas metabdlicas celulares dependiendo de las circunstancias. Cuando se
encuentra inactiva puede favorecer la acumulacidén de metabolitos intermedios de la
glucolisis, que pueden ser utilizados por el resto de vias metabolicas para la
producciéon de macromoléculas destinadas a la division celular. PKM2 puede
contribuir a la regulacion del estrés oxidativo, ya que su inhibicién puede desviar los
metabolitos de la glucolisis a la ruta de las pentosas fosfato para producir poder
reductor (Anastasiou et al, 2011). Por otro lado, la activacién de PKM2 es una forma
de regular el flyjo de la glucolisis, generando una gran cantidad de energia en forma
de ATP (Vander Heiden et al, 2010; Gui et al, 2013).
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Figura 11. Regulacion de la actividad y conformacion de PKM2. Adaptado de Dayton et al, 2016.

La regulacion de la actividad de PKIM2 puede realizarse de varias formas. Primero,
como hemos se ha explicado en el apartado anterior, mediante la modulacién del
procesamiento alternativo. En segundo lugar, la regulacion puede realizarse de forma
alostérica, y por ultimo, en tercer lugar, mediante modificaciones postraduccionales

e interacciones con otras proteinas (Figura 11).

5.3.1. Regulacion alostérica de PKM2.

La regulacién alostérica consiste en que la union de ciertos metabolitos a
regiones reguladoras de una proteina en cuestidbn, provocan un cambio
conformacional, que modifica su actividad. En PKM2, la mayoria de factores
alostéricos positivos promueven la conformacion tetramérica, mientras que los
negativos favorecen el dimero o estabilizan el mondémero (Anastasiou et al 2012). Sin
embargo, factores como fenilalanina inactivan PKM2 aun manteniéndose la
conformacion del tetrdmero (Weber et al, 1969). Se han identificado una gran
cantidad de metabolitos que pueden regular la actividad de PKM2, los cuales se

presentan en la tabla 1.
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Tablal. Moléculas reguladoras alostéricas de la actividad de PKM2

Molécula Ffecto en Referencia
actividad

Fructosa bifosfato Activador Taylor et al, 1967

1,6

Fenalinalanina Inhibidor Morgan et al, 2013

Alanina Inhibidor Schulz et al, 1975

Serina Activador Chaneton et al, 2012

Hormona tiroidea Inhibidor Ashizawa et al, 1991

T3

Saicar Activador Keller et al, 2012

Oxalate Activador e Reed et al, 1974;
inhibidor Dombrauckas et al, 2005

Ademas de estas moléculas, existen moduladores sintéticos de la actividad de PKIM2
(Boxer et al, 2010; Jiang et al, 2010; Walsh et al, 2011).

5.3.2. Regulacion por modificaciones postraduccionales.

PKM?2 puede unirse a proteinas fosforiladas en tirosinas (Christofk et al,
2008), como es el caso de la union al receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 1 (FGFR1), que fosforila PKM2 en la tirosina 105 (Y105) (Hitosugi et
al, 2009) inhibiendo su actividad. Otra fosforilacién que ha sido descrita es la
realizada por ERK 1/2 en el la serina 37 (S37) (Yang et al, 2012).

Ademds de fosforilaciones, PKM2 puede sufrir otras modificaciones. Las
acetilaciones de las lisinas 305 (K305) y 433 (K433) inhiben la actividad de la
proteina. En concreto, la modificacion en K305 permite el desvio de metabolitos de
la glucolisis para la sintesis de macromoléculas (Lv et al, 2011; Lv et al, 2013). Por

ultimo, la oxidacion en la cisteina 357 (C357), en consecuencia a un aumento de
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especies reactivas de oxigeno (ROS), puede reducir la actividad de PKM2

(Anastasiou et al, 2011).

5.4. Funciones no canonicas de PKM2

Trabajos recientes han descrito una funcion especial de PKM2 como proteina
quinasa. Esto es, que PKM2 transferiria directamente el fosfato de PEP a proteinas,
sin pasar por el paso previo de generacién de ATP. Esta funcion le permitiria regular
diversas funciones, como la transcripcion de genes mediante la fosforilacion directa
de Histona3 en el nucleo (Yang et al, 2012). Otras dianas de la funcion proteina
quinasa de PKM2 son STAT3 (Gao et al, 2012) o MLC2 (Jiang et al, 2014). Para

realizar estas funciones, PKM2 se localizaria en el nucleo (Yang et al, 2012).

Sin embargo, existe una controversia de que PKM2 tenga realmente esta actividad
como proteina quinasa. Un estudio describid6 que no existe evidencia de la
transferencia directa de fosfato desde fosfoenolpiruvato, y que en realidad los
estudios anteriormente mencionados pueden deberse a contaminaciones de ATP en
sus ensayos (Hosios et al, 2015). Ademas, no se han descrito en eucariotas la
existencia de proteinas quinasas dependientes de fosfoenolpiruvato, habiendo

unicamente evidencia de su presencia en bacterias (Postma et al, 1985).

5.5. Compartimentalizacion de PKM2

A pesar de que PKM2 es una proteina citoplasmatica, ha sido descrita en
diferentes regiones subcelulares. Como se indicé en el apartado anterior, PKM2
puede localizarse en el nucleo. Otros lugares donde se ha descrito la presencia de esta
isoforma es en vesiculas del reticulo sarcoplasmico (Xu and Becker et al, 1998), o las

mitocondrias (Liang et al, 2017).
Por ultimo, la localizacion de PKIM2 en asociacion con estructuras tubulares, como

los microtubulos o los microfilamentos de actina, ha sido descrita en diversos

trabajos, como se indic6 anteriormente (Norris et al, 2013).
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Por otro lado, PKM2 puede formar complejos con diferentes proteinas de la
glucolisis. Ha sido descrita formando supercomplejos con otras proteinas
glucoliticas, favoreciendo la eficiencia de la utilizacién de la glucosa (Mazurek et al,

2001).

5.6. PKM2 en patologias.

5.6.1. Cancer.

Como se ha explicado anteriormente, la mayoria de tumores presentan una
fuerte expresion de PKM2, lo que ha sugerido que sea usado como marcador
tumoral. Se ha descrito que las células tumorales cambian su expresién desde PKM 1
a PKM2 (Christofk et al, 2008b). Sin embargo, existen trabajos en los que niegan la
existencia de este cambio, y que describen que en muchos de los tejidos analizados
la 1soforma mayoritaria era ya PKM2 (Bluemlein et al, 2011), o que si que se produce
una disminucion de PKM1, pero sin que la expresion de PKIM2 incremente de acorde

a esa reduccion (Zhan et al, 2015).

La regulacion de la expresion de PKM2, y su funcidn en los procesos tumorales, ha
sido analizada en una gran cantidad de estudios, que reflejan datos contradictorios.
Por un lado, la inhibicién de PKM2 mediante un ARN de interferencia reducia el
crecimiento tumoral, y favorecia la apoptosis de células tumorales (Goldberg and
Sharp, 2012). Sin embargo, en un modelo murino en la que se ha delecionado el ex6n
10 del gen de la piruvato quinasa, la no expresion de PKM2 no reducia el tamaino de
los tumores, ya que eso dependia de que PKM1 se expresase o no. Asi, los tumores
en los que PKMI1 no era expresada seguian proliferando, pero en los que si se
expresaba el crecimiento de los mismos se detenia (Israelsen et al 2013). Esto se debia
a que el cambio de expresion a PKMI1 inhibe la proliferacion de las células
tumorales, ya que, al ser constitutivamente activa, no permite que los metabolitos
intermedios de la glucolisis sean destinados a la construccién de macromoléculas
(Lunt et al, 2015). Ademas, en este mismo modelo, la delecién de PKM?2 provocaba

un aumento de la incidencia de hepatocarcinomas (Dayton et al, 2016). Estos
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resultados ponen de manifiesto que la modulacién de la expresion de PKIM2 no es 1o

unicamente necesario, sino que hay otros factores que pueden afectar.

La regulacién de la actividad de PKM2 en procesos tumorales, por otro lado,
también ha arrojado resultados contradictorios. A pesar de que se ha descrito que la
inhibicion de la actividad de PKIM2 provoca un aumento en el tamafo de tumores,
debido a que el dimero de PKM2 favorece la proliferacion celular (Hitosugi et al,
2009), y que si se favorece la formacion de la forma tetramérica mas activa, se reduce
la tumorogénesis (Anastasiou et al, 2012), no deja de ser controvertido, ya que una
molécula anticancerigena y reductora del tamano de tumores, como shikonina,
reduce la actividad de PKM?2 (Chen et al, 2011). En un estudio incluso se relaciona
el aumento en tumores con una mayor expresion y actividad de PKM2, por lo que el
tratamiento con shikonina reducia su tamano (L1 et al, 2014). Ademas, la inhibicion
o reduccion de PKM?2 reducia ademas la quimioresistencia de tumores de vejiga
(Wang et al, 2017).

En conclusién, aunque la importancia de PKM2 es evidente en los procesos
tumorales, aun es necesario profundizar en el conocimiento de los mecanismos que

regulan su funciodn, para asi poder desarrollar terapias efectivas contra esta patologia.

5.6.2. Otras patologias.

A pesar de que la mayoria de estudios patologicos de PKM?2 se han realizado

en tumores, se ha descrito el rol de esta proteina en otros procesos.

Se ha descrito un papel de esta proteina en la regulacion de los procesos
inflamatorios. La expresion de PKM2 aumenta en macrofagos activados con LPS,
favoreciendo la expresion de IL-f. Esta funcién depende de la actividad de PKM2,
ya que la activacion de PKM?2 con la molécula TEP-46, bloquea la expresion de IL-
B (Palsson-McDermott et al, 2015). Por otro lado, la inhibiciébn de PKM2 con
shikonina reduce la secrecion de HMGBI1, una potente citoquina proinflamatoria

(Andersson et al, 2000), y protege contra la endotoxemia inducida por LPS (Yang et
al, 2014).
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Se ha relacionado la expresion y actividad de PKM2 en otro proceso inflamatorio, la
nefropatia diabética. Asi, la activaciéon de PKIM2 con TEP-46 mejoraba los sintomas

de esta patologia (Qi et al, 2017).

En otro estudio en la enfermedad de Cronh en el coldn, se ha descrito que un
aumento de la expresion de PKM?2 protege contra la apoptosis de células epiteliales

y que la activacién con TEP46 favorece la muerte celular (Tang et al, 2014).

Por otro lado, en infartos cardiacos o en la disfuncién cardiaca causada por el
tratamiento de tumores con subtinil, se ha descrito un aumento de la expresion de
PKM2, poniendo de manifiesto otros procesos que pueden ser regulados por esta

proteina (Rees et al, 2015).

Como vemos, PKM?2 puede afectar no solo mediante su expresion a patologias, sino

que la regulacion de su actividad juega un papel importante en las mismas.

5.7. PKM2 en el endotelio.

La mayoria de las referencias dadas en este capitulo acerca de PKM2
provienen de estudios realizados en células tumorales. A pesar de la importancia de
la angiogénesis en los procesos cancerigenos, no se ha efectuado ningtin estudio en

profundidad sobre el papel de PKM2 en células endoteliales.

Hay pocas evidencias sobre el papel de esta proteina en los vasos sanguineos. En un
estudio, se describio la presencia de PKM2 en la sangre, que promovia el crecimiento
tumoral y angiogénesis en los tumores (Li et al, 2014), o de la funcién en una via de
seflalizacion en la que estd implicado NF-Kb, en la que la expresion de PKM2
producia mas angiogénesis tumoral (Xu et al, 2015). Acerca del rol fisiologico de
PKM2, solo existe algin estudio en el que la interferencia de su expresion disminuye

la formacién de estructuras tipo capilares en un ensayo in vitro (Boeckel et al, 2016).
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No existen evidencias de como PKM2 puede regular funciones celulares endoteliales
implicadas en angiogénesis. Como se ha descrito anteriormente, el papel de PKM2
en la regulacién de la proliferacion celular es complejo. En cuanto a la migracién
celular, existen estudios en células tumorales de que la expresiéon de PKIM2 promueve
el movimiento celular (Yang et al, 2015), pero, sin embargo, en otro estudio describen
su papel en la inhibicion de este proceso (Chen et al, 2015). En cuanto a la regulacion

de uniones endoteliales o de la via de Notch-DIl4, no existen evidencias al respecto.

Dada la importancia de PKM2 en patologias, y del papel de la angiogénesis en las
mismas, es de interés desentrafar el papel de PKIM2 en la angiogénesis fisiologica,
para asi poder comprender mejor aspectos reguladores que puedan servir para
profundizar en la investigacion y en el desarrollo de terapias para poder tratar esas

patologias.



45



46



47



48



Estudiar la expresion de la enzima glucolitica piruvato quinasa (PKM?) en

células endoteliales.
Analizar el papel de PKM2 en la regulacion de funciones celulares

endoteliales claves en angiogénesis, como la proliferacién, migracion,

remodelacion de uniones y la formacion de estructuras tubulares “in vitro”.

Investigar el mecanismo por el cual PKM2 regula dichas funciones

endoteliales.

Explorar la funcion de PKM2 en la angiogénesis fisiologica “in vivo”.
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Materiales y Métodos
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1. Tipos Celulares

1.1. Células endoteliales

Como modelo celular endotelial utilizamos HUVECs (Células endoteliales
vasculares humanas de cordén umbilical) obtenidas de la casa comercial Lonza. Las
células fueron cultivadas sobre plastico recubierto con una matriz de gelatina (Sigma)

al 0,5%, y utilizadas para los experimentos entre los pases tercero y cuarto.

Para el mantenimiento de los cultivos, experimentos bioquimicos y proliferacion, se
utilizaron placas de mayor tamafo (Falcon), mientras que para los experimentos de

imagen y migracion fueron utilizadas placas de angiogénesis de 15 pocillos (Ibidi).

Diferentes medios de cultivo fueron utilizados dependiendo del uso que se le fuera a
dar a las células. Para el crecimiento y el mantenimiento, fueron crecidas en medio
199 (Lonza) suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB, Gibco), 100U/ml,
penicilina (Lonza), 100 mg/ml, estreptomicina (Lonza), 2mM L-Glutamina
(Lonza), 10mM hepes (Lonza), y factores de crecimiento endoteliales suplementados
con heparina (Promocell). Para experimentos de angiogénesis in vitro, el medio

utilizado fue EGM2 (Medio de cultivo endotelial 2) (Promocell).

1.2. Fibroblastos.

Los “Fibroblastos asociados al cancer” (CAFs) fueron obtenidos de ATTC y
cultivados en medio IMDM (Lonza) suplementado con Na-piruvato (Lonza), 10%
de suero fetal bovino (SFB, GIBCO), 100U/ml, penicilina (Lonza), 100 g/ml,

estreptomicina (Lonza), ImM L-Glutamina (Lonza) y 10mM hepes (Lonza).
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2. Métodos de biologia celular.

2.1. Tratamientos celulares

Para los tratamientos de las células endoteliales con diversos estimulos,
fueron previamente depleccionadas de suero y factores durante al menos tres horas.
Por ello, las células fueron cultivadas con medio de cultivo unicamente
suplementado con 1% de SFB. Durante todo el tiempo de tratamientos se mantuvo

esa concentracion.

2.2. Silenciamiento de la expresion de proteinas mediante ARN de

interferencia.

El silenciamiento de la expresion de una proteina se realiz6 mediante la
transfeccion de ARN de interferencia (ARN1) mediante liposomas, que se fusionan
con la membrana plasmatica y permiten la entrada del ARNi en la célula. Como
agente para la formacion de los complejos de liposomas se utilizdé Lipofectamina

RNAimax (ThermoFisher).

En el momento de la transfeccion, las células se encontraban entre un 70-90 % de
confluencia. Preincubamos las células con Optimem (Lonza) sin antibioticos, sin
suero, y sin ningun otro factor, durante dos horas previas a la adiciéon de los
complejos. La concentracion de ARNi final fue 10 nM y el ratio entre ARNi y
lipofectamina a la hora de formar los complejos fue de 6 pmoles por cada ul de

Lipofectamina RNAimax.

Se dejaron las células con los complejos durante seis horas sin suero, para después
afiadir suero hasta una concentracion de 10%. Los complejos se retiraron al dia

siguiente, sustituyéndose por medio completo de cultivo.

Los experimentos se realizaron normalmente a las 72 horas de transfeccion, salvo en
algunos casos excepcionales, como en el ensayo con cytodex3 o en los ensayos de

proliferacion en los que se realizaron incluso a 168 horas post-transfeccion,
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comprobando siempre que el silenciamiento se seguia produciendo en ese tiempo

final por expresion de proteina mediante la técnica de Western Blot.

A la hora de realizar tratamientos en varios pocillos, se realizo el silenciamiento en
placas de gran tamafio, para después de la sustitucion del medio tras la transfeccion,
despegar las células de las placas, contarlas con una camara de Neubauer, y

sembrarla la misma cantidad en pocillos de menor tamano.

Las secuencias de ARNI1 utilizadas se muestran en la Tabla 2. Fueron producidas por

Thermo Fisher Scientific.

Tabla 2. Secuencias ARNi.

Dianas Referencia o secuencia
Control
células Silencer™ Select Negative Control No. 1 siRNA
Control
raton Ambion™ In Vivo Negative Control #1 siRNA
PKM2 5" CCAUAAUCGUCCUCACCAA dTdT 3" Silencer™
humana Select
PKM2 5" GUGCGAGCCUCCAGUCACU dTdT 3" Ambion™ In
ratén Vivo

2.3. Transfeccion de plasmidos.

La transfeccion de plasmidos para inducir la expresiéon de una proteina se
realizd mediante liposomas. Para la formacion de los complejos de liposomas se

utilizé Lipofectamina 2000 (ThermoFisher).

En el momento de la transfeccion las células se encontraban entre un 70-90 % de
confluencia. Preincubamos las células con medio de cultivo Optimem (Lonza) sin
antibioticos, sin suero, y sin ningun otro factor, durante dos horas previas a la adicién

de los complejos. La concentracion final de plasmido fue 17 ng por ul y el ratio entre
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plasmido y lipofectamina a la hora de formar los complejos fue de 3 microgramos

por cada pl de Lipofectamina 2000.

Tabla 3. Plasmidos utilizados

Constru
Referencia
ccion
PKM2- Cedido por Axel Ullrich (Department of Molecular Biology,
GFP Max-Planck-Institute for Biochemistry, Martinsried,
Germany).

Se dejaron las células tratadas con los complejos durante cuatro o cinco horas sin
suero, para después retirar el medio de transfeccion y sustituirlo por medio EGM2,
para después ser reemplazado al dia siguiente por medio 199. El paso previo por
EGM2 mejora sustancialmente la supervivencia de las células al proceso de

transfeccion. Los plasmidos utilizados se muestran en la Tabla 3.

2.4. Transduccion con lentivirus.

La transducciéon de lentivirus para inducir la expresiéon de una proteina se
realizd a una MOI (particulas virales por célula) de 10. Los lentivirus fueron
producidos por la unidad de vectores virales de la Fundacion Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares Carlos III (CNIC). Las particulas virales fueron
mezcladas con medio completo de cultivo sin antibioticos, para después ser afiadidas

a las células. Al dia siguiente se sustituyd por medio de cultivo completo (Tabla 4).

Tabla 4. Lentivirus utilizados

Constru
Referencia
ccion
Go- Cedido por Esteban Veiga Chacén del Centro Nacional de
aTeaml Biotecnologia (CNB), Madrid. Agradecimiento a Hiroyuki
-LV Noji (Institute of Scientific and Industrial Research, Osaka

University, Japan)
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3. Ensayos “in vitro”

3.1. Ensayo de migracion mediante cierre de heridas en monocapas

de HUVECSs.

El ensayo de cierre de herida permite determinar la capacidad de las células
de migrar, cuando se desplazan a través de una regién de la placa de cultivo que no

tiene células.

Previamente al ensayo, las células sembradas en dias anteriores, se cultivaron en
medio sin factores ni suero durante al menos tres horas. Después se practicO una
herida en la monocapa confluente de células endoteliales con una punta de pipeta de
0,2- 10 ul, recorriendo el pocillo de arriba a abajo. Se lavo el pocillo con medio
tamponado de fosfato y sodio (PBS) tres veces, para después afiadir medio de cultivo

con 5% de suero, para generar el estimulo que provoque que comiencen a migrar.

Los tratamientos fueron afiadidos al medio de cultivo en ese momento. En algunos
ensayos se bloqueo la proliferacion celular preincubando con mitomicina C, una
molécula que inhibe la division celular (Schoors and Bruning et al 2015) a una
concentracion de 2 ug por ml, al mismo tiempo que eran depleccionadas de suero, y

manteniéndola durante todo el ensayo.

Se realizaron fotos mediante microscopia de campo claro al momento de realizar la
herida, y posteriormente a las 16 horas. Para estudios de imagen, tras la realizacién
de las fotos, se procedio a fijar las células en paraformaldehido. Para cuantificar la
capacidad migratoria de las células, se midi6 el area sin células en los tiempos
iniciales y finales del ensayo, mediante la realizacion de ROIs (Areas o regiones de
interés), utilizando el software Fiji, siendo la diferencia entre el area final e inicial fue

el parametro a comparar entre las diferentes muestras.
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3.2. Ensayos de proliferacion celular.

3.2.1. Recuento directo del numero de células

Analizamos el crecimiento de las células a lo largo de los dias. Para ello se
sembrd el mismo numero de células de cada tipo a analizar. Durante los dias
sucesivos se procedid a levantar las células de las placas de cultivo, y a contar el
numero de células mediante la camara de Neubauer. El medio de cultivo se

reemplazdé todos los dias que durd el experimento.

Este ensayo se realizd en placas de 96 pocillos, por lo que el numero de células
iniciales sembradas fue de 3000, alcanzando la confluencia entre 25000-30000 células

a los cuatro-cinco dias.
3.2.2. Cuantificacion de células positivas para Ki67.

Realizamos tinciones con el marcador nuclear de proliferacion Ki67
(Scholzen and Gerdes, 2000). Se cuantifico el porcentaje de células positivas para
esta proteina, en comparaciéon con el nimero de células totales presentes en ese

campo, gracias al marcaje de nucleos celulares mediante la tincion con Hoechst.

3.3. Ensayos de formacion de estructuras tipo capilares en geles de

fibrina.

3.3.1. Ensayos con esferoides formados por células.

La formaciéon de esferoides se realizd6 mediante la técnica de la “gota que
cuelga” (Korff et al 1999). Consiste en la colocacion de células en gotitas distribuidas
por toda la tapa de la placa de cultivo. Posteriormente se coloca la tapa sobre la placa,
de tal forma que las células quedan colgando. Por gravedad, las células se acumulan

en la parte distal de la gota, formando agregados celulares, denominados esferoides.
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Las células se levantaron y se contaron, para asi sembrar 650 células por cada gota.
Cada gota contenia 20 pl de medio EGM2, con un 20% de metilcelulosa, que
controla la agregacion de las células. Las gotas se dejaron durante toda la noche, para
que los agregados se formasen. Al dia siguiente se recogieron los esferoides y se
centrifugaron a 150 g (numero de veces la fuerza de la gravedad) durante cinco

minutos sin freno.

Los esferoides fueron resuspendidos en medio de formacién de esferoides al que se
le afiadi6 fibrindgeno (Merk-Millipore) a una concentracion final de 2,5 mg por ml.
A continuacion se combinaron con trombina (Merk-Millipore) a una concentracion
de 1 unidad de actividad enzimatica por ml final, que procesa el fibrindgeno en forma

de fibrina, que polimeriza formando un gel.

Las células que forman los esferoides son capaces de avanzar a través del gel,
formando estructuras que se asemejan a capilares. Para estimular la formacion de
estos tubulos, se afiadi6 medio EGM2 que contiene VEGF y FGF2 entre otros

factores. Los tratamientos se afladieron en este medio.

Al dia siguiente se tomaron fotos en microscopia de campo claro, analizando el
numero y la longitud de las estructuras mediante el software Fiji, y los geles fueron
fijados en paraformaldehido para posteriormente realizar analisis de imagen por

fluorescencia.

3.4. Ensayos con esferoides recubiertos por células.

Las estructuras tubulares formadas son mas complejas en este ensayo que las
obtenidas con la técnica anterior, por lo que se puede estudiar con mayor detalle los
procesos reguladores de la angiogénesis, como por ejemplo, las dinamicas de las

uniones celulares.

Para realizar este método, utilizamos microesferas de dextrano recubiertas de
colageno, denominadas Cytodex3 (Amersham). Incubamos las bolas con 400

HUVEC:s por bola, durante al menos 4 horas en medio EGM2. Después se dejaron
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durante toda la noche en un pocillo para que las células que han formado agregados
se peguen a la placa, quedando las microesferas recubiertas por una monocapa de

HUVEC:sS, situacion similar a la que ocurre en un vaso sanguineo.

Al dia siguiente se recogieron los esferoides y se incluyeron en geles de fibrina como
en el ensayo anterior. Tras una breve incubacion con medio EGM2, sobre los geles
se sembraron fibroblastos. Los fibroblastos son necesarios para que los tabulos se
estabilicen (Nakatsu et al, 2003) En nuestros ensayos usamos CAFs ya que tienen
una proliferacion lenta, lo que nos permite realizar el ensayo durante todos los dias
que necesitan las estructuras para formarse correctamente, y a la vez, permite que la

mayoria de los nutrientes alcancen las células endoteliales de los esferoides.

Durante los cuatro primeros dias, los procesos principales que ocurren son los
procesos de seleccidon de las células de la punta y la migracion de las mismas. A partir
del dia quinto se producen los fendbmenos de proliferacion de las células, y la
maduracidon de las estructuras nacientes. Nosotros desarrollamos nuestro ensayo
durante siete dias, momento en el que realizamos fotos de microscopia de campo
claro, que después analizamos mediante el software Fiji, cuantificando el numero de
tabulos, y su longitud. Los geles fueron posteriormente fijados para la realizacion de

analisis de imagen.

3.5. Analisis de la integridad de la barrera endotelial. Resistencia

eléctrica transendotelial.

La resistencia eléctrica transendotelial es un valor que indica la resistencia que
ofrecen las células al paso de la corriente por unos electrodos que estan situados en
el fondo del pocillo. Segun sea la fortaleza de las uniones entre las células, asi serd la
resistencia que presenten al paso de la corriente. Cuanto mayor sea la integridad de

la unién, mayor sera la resistencia.

Para hacer el analisis, se utilizan unas placas especiales con electrodos de oro
repartidos por la base, donde estdn sembradas las células. Al aplicar el campo

eléctrico, se recogen medidas en 10 electrodos distribuidos por el pocillo, y el
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software realiza una media de los valores de esos electrodos. Las medidas se realizan

a lo largo del tiempo, por lo que se puede analizar la resistencia de forma dindmica.

4. Ensayos in vivo: Desarrollo vascular en retinas de ratones

€n neonatos.

La vascularizacion de la retina es un proceso angiogénico que tiene lugar
durante los 8 primeros dias postnatales (Stahl et al, 2010), aunque posteriormente se
produce la reorganizacion de los vasos nacientes hasta que es adulto para la

formacion de un plexo vascular maduro.

En nuestros ensayos utilizamos ratones C57/BL6. Los animales fueron alimentados
ad libitum con una dieta estdndar (2018 Teklad global, Harlan Interfauna Ibérica
S.L.). El mantenimiento de los animales se realizd siguiendo la normativa
internacional. Se realizaron periddicamente informes de seguimiento sanitario, en
los que consta la ausencia de organismos patdogenos de acuerdo a las
recomendaciones de FELASA (Federacion of European Laboratory Animal Science

Associations).
4.1. Inyeccion intravitreal

Las inyecciones de ARNI1 se realizaron a en dia 3 postnatal (P3), inyectando
1 pg de ARNI con Lipofectamina RNAimax en una proporcién 1:1. En el caso de la
administracion de otras moléculas, las inyecciones se realizaron a dia 5 (P5). El
volumen en ambos casos fue de 1 ul. Posteriormente se sacrificaron los ratones a dia

6 (P6).

Para realizar las inyecciones, se anestesio a los ratones en frio, para después proceder
a la apertura de los parpados, ya que en ese dia ain permanecen cerrados. Después
se realizaron las inyecciones con una aguja Hamilton. Como controles, siempre se

inyectaba el ojo izquierdo con un ARNi control, o con el vehiculo en el que iba
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disuelta la molécula, mientras que los ojos derechos siempre eran inyectados con el

tratamiento.
4.2. Aislamiento de las retinas

Los ojos se enuclearon a P6, y se fijaron en Paraformaldehido (PFA) 2%
durante toda la noche. Después de 3 lavados de 10 minutos con PBS con triton X-
100 0,1%, se procedio a la extraccion de las retinas. Para ello se realiz6é una incisién
en la pupila con una aguja de tamano 20G, procediendo después a retirar el epitelio
pigmentario de retina y las demas capas exteriores del ojo. Se extrajo posteriormente
el cristalino, y se realizaron incisiones en la retina para formar 4 pétalos. Finalmente,

con los pétalos extendidos, se procedio a eliminar los vasos sanguineos hialinos.

Para la extraccidén de proteinas de retina, esta se realizd sobre ojos sin fijar, con lo
que directamente se procedio al aislamiento de la retina tras la enucleacidn, y se
lisaron en solucion de lisado RIPA (Tris 50mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1 % Na-

deoxicolato 0.5 %, NP40 1%) al que se afadieron inhibidores de fosfatasas y

proteasas (Roche).

5. Técnicas de microscopia de fluorescencia.

5.1. Tinciones de inmunofluorescencia.

5.1.1. En células.
Las células fueron fijadas en una solucion de PFA al 4% y Sacarosa al 2% en

PBS durante 15 minutos, y lavadas tres veces en PBS. Se bloquearon con albimina

sérica de bovino (BSA) al 2% en PBS durante 10 minutos. Después, las células fueron
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permeabilizadas durante 10 min con triton X100 al 0,1% en PBS, para volver a ser
bloqueadas durante otros 20 minutos. Todo esto se realizo a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios dirigidos contra las

proteinas de interés, diluidos en la solucion de bloqueo, durante toda la noche a 4°C.

Después de 3 lavados de 5min en PBS, las células se incubaron con el anticuerpo
secundario diluido en solucion de bloqueo durante 1h a 37°C en cdmara humeda. A
continuacién se realizaron tres lavados de Smin en PBS y finalmente los cristales
fueron montados sobre portaobjetos con medio de montaje FluoromontG

(SouthernBiotech).

5.1.2. En geles de fibrina

Los geles fueron fijados en una solucién de PFA al 1% con 0,5% de sacarosa
en PBS durante 30 minutos, y después lavados en PBS con tritén X100 al 0,1%. Se
permeabilizaron y bloquearon durante dos horas a temperatura ambiente en una
solucion que contenia 2% de BSA, 0,3% de triton X100, 0,3 M de glicina, 0,2 % de

azida sodica, y 1% de suero de cabra en PBS.

Posteriormente, los anticuerpos primarios fueron incubados durante toda la noche a
4°C en solucién de permeabilizacion-bloqueo. Al dia siguiente, los geles fueron
lavados con PBS Triton X100 0,1% durante 3 veces de 30 minutos cada una. Se
procedio6 a continuacion a realizar una postfijacion en PFA 4% con 2% de sacarosa
en PBS durante 15 minutos. Tras un lavado, y 30 minutos de incubacién con la
solucion de permeabilizacidén-bloqueo, se incubaron con los anticuerpos secundarios

diluidos en esa solucidén durante toda la noche.

Después de 3 lavados de 30 minutos, los geles fueron montados afiadiendo

FluoromontG en los pocillos.
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5.1.3. En retinas de ratones.

Tras el aislamiento de las retinas, estas fueron bloqueadas-permeabilizadas
durante toda la noche a 4°C en una solucién compuesta por BSA 2%, suero de cabra
al 1%, triton X100 0,5%, 0,2% deoxicolato, y 0,2% de azida sodica en PBS.

Al dia siguiente, fueron anadidos los anticuerpos primarios diluidos en la solucién

de bloqueo-permeabilizacion de retinas, e incubados durante toda la noche a 4°C.

A continuacion fueron lavadas durante 5 veces de 10 minutos cada una con PBS
triton X100 0,1%, para después ser incubadas con isolectina-B4 de Griffonia
simplicifolia. Esta molécula se une a las células endoteliales gracias a la elevada
expresion de residuos de a-D-galactosa en su membrana, con los que isolectina
reacciona especificamente (Laitinen, 1987). La isolectina se diluyé en solucién
PBLEC, que consiste en ImM de MgCI**, ImM de CaCl** y 0,1 mM de MnCI** en
PBS-Tween20 1% con un PH de 6,8, e incubada durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, las retinas fueron lavadas 3 veces durante 10 minutos cada vez, e
incubadas con los anticuerpos secundarios diluidos en solucién de permeabilizacidon-
bloqueo de retinas, durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron 5 veces durante 10 minutos cada vez, para proceder a su montaje en

portaobjetos de microscopia con FluoromontG.

5.2. Microscopia de célula viva.

Para poder visualizar las dinamicas de ciertos procesos celulares, realizamos
videos en microscopia de fluorescencia de célula viva Zeiss Z7000 (Carl Zeiss).
Durante toda la grabacion se mantuvo una temperatura constante de 37°C y 5% de

CO2.

Las imégenes del video fueron tomadas en secciones confocales en el menor tiempo
posible entre una y otra. Las longitudes de onda de excitacidén y emisidon se muestran

en la Tabla 5 para cada una de las construcciones fluorescentes.
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Tabla 5. Longitudes de onda de fluorescencia en microscopia de célula viva.

Exc Emision
Constru
itac
ccion
ion
Go- 488 510y 560
aTeaml
PKM2- 510
GFP 488

6. Técnicas Bioquimicas

6.1. Subfraccionamiento de membranas de células endoteliales.

Realizamos esta técnica para separar los distintos compartimentos celulares,

y analizar su composicidn proteica.

En primer lugar se recogieron las células en PBS-EDTA 20mM para luego ser
centrifugadas. A continuacion, se resuspendieron en una solucién hipotonica de
10mM de hepes, ImM EDTA y 0,25M de sacarosa, en PBS a 7,4 pH. Tras la
homogenizacién de las células mediante una aguja de 16G, el homogenizado
resultante se centrifug6 a 800g durante 5 minutos, para separar los nucleos y células
intactas, que bajan al fondo del tubo, mientras que el resto de compartimentos

celulares quedan en el sobrenadante.

Este sobrenadante se centrifugo a 8000g durante 10 minutos para separar las
mitocondrias del resto de compartimentos membranales y el citoplasma. Tras recoger
el sobrenadante, se procedié a una ultracentrifugacion a 200000g para separar las
membranas del citoplasma. Retiramos el sobrenadante que contenia el citoplasma, y
las membranas totales, en el fondo, fueron resuspendidas en solucion de

homogenizacion.
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A continuacién, se separaron las membranas por densidad en un gradiente de
Optiprep (AxisShield). Para ello, se desarrolld6 un gradiente discontinuo de
concentraciones decrecientes de Optiprep, al 30%, 20% y 10% en la solucion de
homogenizacion, afiadiendo las membranas resuspendidas en la parte superior y

ultracentrifugando durante 3 horas a 360000g.

Se recogieron 12 fracciones de menor a mayor densidad, para proceder a la
precipitacion de proteinas mediante acetona durante toda la noche. Al dia siguiente,

se centrifugaron y resuspendieron en solucion de homogenizacion.

6.2. Analisis de la expresion de proteinas mediante Western Blot.

El método del Western Blot permite la identificacion de proteinas de un
extracto celular o tejido, basandose en la separacion de las proteinas de una muestra
en funcion de su tamaio, para posteriormente ser reconocidas mediante la utilizacién

de anticuerpos especificos.

6.2.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas.

Para la extraccion de muestras de forma rutinaria, en células y en tejidos, se
utilizo la solucion de lisado RIPA (Tris 50mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1 % Na-
deoxicolato 0.5 %, NP40 1%) a la que se afadieron inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Roche) utilizando el volumen adecuado dependiendo del tamafio del
pocillo. En el caso de los lisados de células, estas fueron previamente lavadas dos
veces con PBS a 4°C. Posteriormente se centrifugaron a 13000g a 4°C durante 10
minutos, se recogieron los sobrenadantes y se procedidé a la cuantificaciéon de

proteinas.

Para ello se utilizO un método colorimétrico basado en el método de BCA
(ThermoFisher), en el que los iones de cobre son quelados por la accion de acido
bicinconico en presencia de proteinas, formando complejos de color purpura. Se

midio la absorbancia del producto de reaccién a 570 nm en un lector de placas. Los
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valores de absorbancia de las muestras se compararon con los valores de soluciones
de concentracion conocida de BSA disuelto en la solucion de lisado, con los que

desarroll6 una recta patron de concentraciones.

6.2.2. Electroforesis y transferencia.

Se prepararon las muestras para que todas tuvieran la misma cantidad de
proteina, para asi poder comparar la mayor o menor presencia de nuestra proteina
de interés de forma correcta. Las muestras se desnaturalizaron y redujeron en 4% de
B-mercaptoetanol, hirviéndolas durante 4 minutos en medio Laemmli (Laemmli
1970), para a continuacion, proceder a su separacion mediante electroforesis en gel
de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) durante 90 minutos a
130V.

La desnaturalizacion permite que las proteinas se extiendan, mientras que la
reduccién rompe los puentes de disulfuro. Ademas, la solucion Laemmli carga
negativamente las proteinas, lo que permite que avancen en un campo eléctrico hacia
el polo positivo. La velocidad de avance a través de los poros del gel dependera del
tamafo de la proteina, lo que permite que obtengamos un gradiente de proteinas
separadas segun sus pesos moleculares. Se utiliz6é un marcador de pesos moleculares
(ThermoFisher), consistente en proteinas de peso molecular conocido, marcadas con

color azul y rojo, lo que permite identificar las bandas de pesos moleculares en el gel.

Las proteinas se pasaron a una membrana de nitrocelulosa (Biorad), mediante una
transferencia en humedo durante 90 minutos a 390mA. Las membranas se activaron
en solucion de transferencia con metanol, para permitir que las proteinas se unieran
a ellas. Durante la transferencia, las proteinas abandonan el gel siguiendo el campo

eléctrico, quedando retenidas en la membrana de nitrocelulosa.

6.2.3. Bloqueo, incubacion y revelado.

Las membranas se bloquearon en BSA al 5% durante 1 hora en solucion de

lavado, para asi evitar uniones inespecificas de los anticuerpos con la membrana.

69



Los anticuerpos primarios se diluyeron en la solucion de bloqueo a la concentracién

deseada y se incubaron las membranas con ellos durante toda la noche a 4°C.

El dia siguiente, se lavaron las membranas en solucion de lavado, para retirar el
exceso de anticuerpo unido inespecificamente. Tras tres lavados de 10 minutos, se
incubaron las membranas con anticuerpos secundarios durante 90 minutos a
temperatura ambiente. Este anticuerpo esta dirigido contra la especie en la que el
anticuerpo primario se ha desarrollado, lo que permite aumentar la sefial de
deteccion. Tras la incubacidn, se lavaron las membranas 3 veces 10 minutos en

solucién de lavado.

A continuacién, se revelaron las membranas. El anticuerpo secundario estd
conjugado con HRP (peroxidasa de rabano), por lo que al afiadir un sustrato de esa
enzima, luminol, éste es procesado emitiendo luz. Esta luz se visualiza como una
banda de color negro a la altura del peso molecular de la proteina que recogemos en
el aparato LAS4000. Cuanta mayor sea la cantidad de esa proteina, mas intensa sera
la luz, y mas negra e intensa serd la banda. Esto nos permite realizar una

semicuantificacion de la cantidad de nuestra proteina de interés en cada muestra.

7. Técnicas metabolicas.

7.1. Medidas del flujo de la glucolisis por acidificacion del medio de

cultivo.

La glucolisis se mide mediante la acidificacién del medio de cultivo o ECAR,
que viene determinado por la excrecion de lactato que es producido desde el piruvato
de la glucolisis. Otros factores pueden influir en la medida de ECAR, como son la
produccion de bicarbonato y CO2 en el ciclo de Krebs en la mitocondria, o incluso
el pH mismo del medio puede afectar a la glucolisis. Para evitar que las medidas sean

erroneas a consecuencia de esos factores, se anaden inhibidores quimicos.
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El experimento consiste en someter a las células a un estrés glucolitico, utilizando
glucosa, oligomicina y 2-deoxiglucosa (2-DG). La glucosa es el sustrato de la
glucolisis, por lo que la diferencia entre la medida del ECAR antes y después de la
adicion, se considera el ratio de glucolisis. La oligomicina inhibe la ATP sintasa de
la mitocondria, haciendo que aumente la glucolisis, por lo que la medida del ECAR
en este caso es considerada la reserva glicolitica de las células. Por ultimo 2-DG
inhibe la glucolisis, por lo que su adicion determina el ECAR no glucolitico. (Teslaa
and Teitel 2014). Con todos estos valores, se puede hallar el ECAR resultante. Estos

experimentos se realizaron en un instrumento Seahorse XF96.

7.2. Medida de la actividad de 1a mitocondria mediante el analisis del

consumo de oxigeno celular.

La medida del consumo de oxigeno nos indica el funcionamiento de la
mitocondria, y su capacidad de producir energia como consecuencia del estrés

metabdlico celular.

Se estudian dos valores. En un primer lugar analizamos el consumo basal, que es el
valor de la respiracion en la mitocondria en condiciones normales. Para determinar
este valor, hay que eliminar la respiracidén basal no mitocondrial. Este pardmetro se
obtiene utilizando el inhibidor de produccién de ATP mitocondrial oligomicina,

midiendo el consumo de oxigeno tras su adicion.

En segundo lugar, se analiza el maximo consumo de oxigeno. Para ello, se anade al
medio FCCP (cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon), un protonéforo que
colapsa el gradiente de la membrana interna de la mitocondria, haciendo que ésta
funcione a su capacidad maxima. Sustrayendo de este valor la respiracion no
mitocondrial obtenida anteriormente, se halla el valor del maximo consumo de
oxigeno. Por ultimo, la capacidad de reserva mitocondrial se determina sustrayendo

la respiracion basal de la respiracion maxima (Rose et al, 2014).
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7.3. Medida de ATP.

7.3.1. ATP en fracciones celulares

Decidimos estudiar la energia producida en forma de ATP por las células.
Para ello extrajimos fracciones proteicas de tres compartimentos, el total celular, el

citoplasma, y una fraccion citoesquelética-membranal.

Para extraer el citoplasma, permeabilizamos las células con saponina al 0,01%. Este,
es un detergente suave, que a dicha concentracion permite que el contenido del
citoplasma de las células se libere al medio, quedando unicamente el citoesqueleto y
las membranas. Esta fraccion fue extraida con saponina al 0,1% tras la extraccion del

citoplasma. La fraccidn total fue obtenida al afiadir directamente saponina al 0,1 %.

El ATP fue medido por luminiscencia, con luciferina-luciferasa. La luciferina es
procesada por la luciferasa en presencia de ATP, generandose en este proceso luz,
que es recogida por un lumindémetro. Las medidas fueron corregidas segun la

concentracion de proteinas de cada muestra.

7.3.2. Visualizacion de ATP a nivel subcelular.

Para analizar el ATP a nivel subcelular, utilizamos la sonda fluorescente GO-
aTeaml (Nakano et al, 2011). Esta sonda utiliza un sistema FRET (Transferencia
Resonante de Energia en Fluorescencia), mediante el cual, al excitar un fluoréforo
en una longitud de onda, la emisién de ese fluordéforo excita a otro fluoroforo.
Dependiendo de lo cercanos que estén los dos fluoroforo, asi sera la intensidad de la

emision del segundo fluoréforo (también denominado fluoréforo FRET).

En el sistema GO-aTeam1, el primer fluoréforo es GFP (proteina fluorescente verde),
que es excitado a una longitud de onda de 488nm, y emite a 510-516 nm. Esta es la
longitud de onda de excitacion del segundo fluoréforo del sistema, OFP (proteina
fluorescente naranja), que emite en 560 nm aproximadamente. La sonda tiene la

particularidad de que al unirsele ATP, la estructura se cierra, por lo que los dos
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fluordforos se acercan. Cuanto mas ATP, menor sera la longitud que los separe, por
lo que mayor sera la excitacién de la OFP, y mayor sera la intensidad emitida por el
FRET. Para normalizar el ATP con este método, la medida que se utiliza es el ratio

OFP/GFP.

La sonda fue introducida en las células endoteliales mediante la transduccion de un

lentivirus que contenia esta construccion.
7.3.3. Medida de la actividad de la piruvato quinasa.

La actividad de piruvato quinasa fue medida mediante un kit comercial
(Biovision). Este método es colorimétrico, acoplando la produccion de piruvato y
lactato a la oxidacién de un compuesto, que produce color. La intensidad de este
color se recoge a 590 nm en un espectrofotbmetro.

Las medidas realizadas se hicieron en las fracciones citoplasmaticas y

citoesqueléticas-membranales, extraidas como se indica en el punto anterior. La

cuantificacion fue normalizada con la concentracion de proteinas de cada muestra.

8. Técnicas de analisis de imagen.

8.1. Analisis en células en monocapa

Estas cuantificaciones fueron realizadas con el software de libre acceso
imageJ (https://imagej.nth.gov/ij/) en maximas proyecciones de imagenes
confocales realizadas con el objetivo de 40X en el microscopio confocal Zeiss7000.

8.2. Intensidad media de florescencia.

Para analizar la intensidad de fluorescencia media de una proteina a lo largo

de la unidn, se seleccionaron regiones de interés rectangulares (ROI) en la unién
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celular, utilizando como referencia la sefial de fluorescencia de alguna proteina de
unién, como Ve-cadherina o gamma catenina. La intensidad se calculé como la
media de la intensidad de fluorescencia dentro de esa region. Cuando se calculaba la
intensidad media total de la célula, se seleccionaba una region de interés alrededor

de su perimetro.

8.3. Analisis de las morfologias de uniones endoteliales.

Utilizamos como criterio de morfologia la diferenciacién entre uniones
discontinuas y continuas (Millan et al 2010). Las uniones discontinuas presentan un
patron de Ve-cadherina perpendicular. Es el tipo de uniones que aparecen en el
momento inicial en el que se estdn formando, por lo que representan uniones
inmaduras, y activas. Se puede observar que entre los diferentes actimulos
perpendiculares de Ve-cadherina hay un espacio, e incluso en ocasiones las
membranas de las células estan separadas. Como uniones continuas, establecimos
como criterio que las membranas de las células no estuvieran separadas, y que el
patron de Ve-cadherina fuera paralelo a las membranas de las células. Dentro de esta

clasificacion se encuentran las uniones lineales y las uniones reticulares.

La cuantificacion mostrada fue el porcentaje de uniones discontinuas frente al

nuamero total de uniones cuantificadas en un campo o foto.

8.4. Anadlisis en ensayos in vitro de angiogénesis.

8.4.1. Longitud y nimero de capilares.

El nimero de estructuras tipo capilares fue cuantificado en imagenes de
campo claro de esferoides. Para la cuantificacion de la longitud, se selecciond
mediante una linea curva la trayectoria desde el cuerpo del esferoide en el punto

desde que sale la estructura, hasta el final de la misma.
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8.4.2. Numero de filopodias.
Los filopodias fueron cuantificados en fotos confocales realizadas con el

objetivo de 63X mediante la tincion de faloidina, que marca F-actina. El nimero de

filopodias fue normalizado frente a la longitud de célula analizada.

8.5. Analisis en retinas

8.5.1. Crecimiento radial.

Los vasos de la retina, crecen desde el nervio Optico hacia la pupila.
Cuantificamos la distancia desde el nervio Optico hacia el punto mas alejado de
crecimiento en cada uno de los 16bulos en los que dividimos la retina. La media entre
los valores de distancias de todos los l6bulos analizados es representada como la

distancia media de crecimiento radial de esa retina.

8.5.2. Densidad vascular.
La densidad vascular representa el porcentaje de area ocupada por los vasos

sanguineos de la retina en una imagen. Para cuantificarlos se utiliz6 como referencia

la tincidn de IsolectinaB4 y se cuantificaron con respecto al area total.

8.5.3. Numero de células endoteliales por area vascular.

Se utiliz6 el marcador endotelial ERG, cuantificandose el numero de células

positivas por area ocupada por isolectinaB4.
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8.5.4. Numero de filopodias

El nimero de filopodias fue cuantificado en fotos confocales realizadas en el
objetivo de 63X utilizando el marcador isolectinaB4. Se normalizo el numero de

filopodias por 100 um de perimetro celular.

8.4. Analisis del patron de morfologia de uniones mediante el

algoritmo de regiones o ‘“Patching algorithm”.

Analizamos la distribucion de los tipos de uniones endoteliales, tanto en la
retina como en los ensayos de capilares in vitro en microesferas, gracias a este

algoritmo en el software Matlab (Mathworks).

Sobre imagenes confocales tomadas con el objetivo de 40X, el programa realiza un
umbral de intensidad en el canal de Ve-cadherina. Después, descompone las partes
de la imagen que superan el umbral en decenas de pequefias imagenes. Estas,

muestran una pequefia region con uniones endoteliales.

A continuacion se clasifican las imagenes presentadas en dos categorias, uniones
activas o inactivas, con tres subcategorias segun el grado de uno u otro factor. En
total son 6 categorias que van de mads activo a menos activo. Las uniones
denominadas como activas, son uniones discontinuas, desordenadas, con
predominancia de acimulos de Ve-cadherina incluso dentro de las células. Por el
contrario las uniones inactivas son las denominadas como uniones lineales. Las
uniones reticulares, en caso de presentarse, al ser una morfologia intermedia entre
activas e inactivas, fueron clasificadas en las dos categorias centrales, diferenciando

entre una u otra dependiendo de las uniones que las acompafiaban.

El resultado final es un histograma en el que se representa el porcentaje de imagenes
que han sido clasificadas de cada tipo. Ademas el programa te presenta la imagen

original en la que se ha superpuesto sobre la tinciéon de Ve-cadherina diferentes
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colores dependiendo de la categoria asignada a esa porcién de imagen; de mas a
menos inactivo, rojo, naranja, verde claro, verde oscuro, azul claro y azul oscuro.
Esta representacion permite observar como estan distribuidas las diferentes regiones

de la imagen.

Para concluir, se agrupan las tres categorias activas y las tres categorias inactivas,

creando un ratio activo/inactivo, que se compara entre las diferentes muestras.

9. Analisis estadistico.

Cuando se compararon dos grupos de muestras, se utilizé el test de la t de
Student de dos colas. Si la varianza entre las muestras era diferente, se realizaba el
test de Welch.

En el caso de haber mas de dos grupos de muestras se usé el analisis de ANOVA,

utilizando el post-test de Sidak para comparar entre parejas.

Sila comparacion de grupos de muestras se realizaba en conjuntos agrupados, en los

que hay varios tipos de muestra, se realizo el analisis de ANOVA de dos vias.

Los resultados en todos los casos se expresaron como la media * el error estandar de

la media (EEM). El software utilizado fue Microsoft Excel y Graph Pad Prisma 7.0.

Para que las diferencias entre muestras fueran consideradas significativas, el p valor
del analisis elegido debia de ser < 0,05. Los diferentes grados de significacién se
representaban con diferente namero de asteriscos: * p<0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001,
*x¥% < 0,0001.
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10. Anticuerpos y tinciones utilizados

Tabla 6. Anticuerpos y tinciones utilizados

Anticuerpo/tincion
WB Referencia
primaria IF
Cell signaling
PKM2 1:1000 1:100
4053
Cell signaling
PKM1 1:1000
7067
B-actina 1:5000 SigmaA5441
Santa cruz:sc-
Ve-cadherina 1:500 1:100
6458
Cedido por el

' laboratorio de
Ve-cadherina

1:1 Francisco
(TEA1/31)
Sanchez-Madrid
(CNIC)
BD
Ve-cadherina 1:25 Pharmingen:5552
89
BD Pharmingen
Plakoglobina 1:2000 1:100
610254
BD Pharmingen
GM130 1:1000 1:100
610605
Cell signaling
Calreticulina 1:1000
2891
Santa Cruz
Rho-GDI 1:1000
Biotec. Sc-360
BD Pharmingen
EEA1 1:1000
610685
GAPDH 1:5000 Sigma:G9545
Isolectina B4 1:100 Vector: B-1205
Ki67 1:10 DAKO 1IR626
Ki67 1:100 Abcam ab16667
Faloidina
FITC,Texas Red, 1:100 Life Technologies
Alexa Fluor 647
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Anticuerpo/tincion

WB IF Referencia
secundaria
Streptavidina 488 1:200 Life Technologies
Alexa Fluor 488, 568,
1:400 Life Technologies
594, 647.
Hoechst 1:5000 Life Technologies
Anti- conejo/raton/
Jackson
cabra
) 1:5000 Immunoresearch
conjugado con )
Laboratories

peroxidasa
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1. Caracterizacion de la expresion de las isoformas de

piruvato quinasa en células endoteliales.

Debido a las diferencias en la expresion de una u otra de las isoformas de
piruvato quinasa de musculo (PKM) dependiendo del 6rgano o tipo celular,
procedimos a analizar los niveles de ambas proteinas en lisados proteicos de
monocapas confluentes de HUVECs mediante la técnica de Western Blot, ya que va
a ser el modelo celular endotelial que vamos a utilizar durante todo el estudio.
Utilizamos como controles positivos lisados de 6rganos de ratones que expresan
preminentemente una u otra isoforma, pulmoén para PKM?2 y cerebro para PKMI,

para asi poder realizar una comparacion de la expresion en nuestras células.

A

HUVECs Pulmén, Cerebro,
PKM1 - 58Kda
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Figura 12. PKM2 es la isoforma expresada preferentemente en HUVECs. A) Western Blot en el
que se analiza PKM1 y PKM2. B-actina es usado como control de carga. B) Cuantificaciéon del ratio

entre las dos isoformas, expresado en logaritmos.
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La isoforma preminentemente expresada en HUVECs es PKM2, como se puede
observar en la Figura 12, en la que analizamos el ratio PKM2/PKM]1 normalizado

a la expresion de B-actina, que utilizamos como control de carga.

2. Regulacion de los parametros celulares que regulan la

angiogénesis por parte de PKM2.

2.1. Analisis de la proliferacion de células endoteliales.

2.1.1. Analisis de la expresion de PKM2 durante los dias de cultivo.

Ya que la expresion de muchas proteinas varia dependiendo del momento del
cultivo o de la confluencia, procedimos a analizar la expresién de ambas isoformas a
lo largo de los dias de cultivo, en las diferentes fases de crecimiento que se han
descrito en el apartado anterior. Para ello cultivamos las células durante 7 dias,
extrayendo lisados a dia dos, momento en el que las células se encuentran en la fase
de crecimiento exponencial, a dia cinco en el que el crecimiento ya se ha ralentizado,

y adia 7, en el que las células se encuentran practicamente en estado quiescente.

Dias de cultivo

o

5 7

PKM1 58Kda

PKM2 P S e | S8Kda

GAPDIT | S — | S

Figura 13. La expresion de PKM2 y PKMI1 no varia a lo largo de los dias de cultivo. A) Western
Blot representativo de expresion de PKM1 y PKM2 en HUVECs a dias 2, 5y 7 de cultivo. GAPDH

es utilizado como control de carga.
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Analizamos tanto la expresion de PKM1, como de PKM?2 mediante Western Blot,

utilizando GAPDH como control de carga (Figura 13).

La expresion de PKM1 y PKM2 no varia a lo largo de los dias. PKIM2, por lo tanto,
se mantiene constante sin que la fase de crecimiento en la que se encuentran las

células endoteliales afecte a su expresion.

2.1.2. Estudio del niimero de células en cultivo a lo largo de los dias.

Estudiamos entonces el efecto que tiene la expresion de PKM2 en la division
de células endoteliales. Para ello interferimos células con un ARN de interferencia
especifico contra la isoforma M2 de piruvato quinasa. Gran parte de los métodos
para medir proliferacidon celular se basan en la medida de la actividad celular, de tal
forma que a mayor actividad, mayor namero de células. Debido a que PKM2 es una

enzima metabolica, decidimos no utilizar ningin método de este tipo.

Por ello, analizamos la cantidad de HUVECs a lo largo de los dias, contando el
namero presente de células mediante microscopia Optica de campo claro.
Simultaneamente, comprobamos que la interferencia se mantenia en el ultimo dia de
ensayo mediante Western Blot en lisados proteicos de esas células. Ademas de
analizar la eficiencia de interferencia de PKIM2, comprobamos que la expresion de

PKM1 no variaba (Figura 144).

La grafica representa la dindmica tipica de proliferacion de células. Durante el primer
dia el crecimiento es lento debido a la aclimatacion de las células a las nuevas
condiciones. A continuacidn las células pasan a una fase de crecimiento exponencial,
hasta que alcanzan una confluencia adecuada, momento en el que el crecimiento se
ralentiza debido a la inhibicién por contacto célula-célula. La interferencia de PKM2
no parece producir efectos en proliferacion, ya que no encontramos diferencias entre

el namero de células a 1o largo de los dias de cultivo tras la interferencia (Figura 14B).
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Figura 14. La expresion de PKM2 no influye en la proliferacion de células endoteliales. A) Ntimero
de HUVECs durante cada uno de los 6 dias que durd el experimento. n=4. B) Western Blot
representativo de la interferencia de HUVECs con un ARN de interferencia especifico contra la
isoforma M2 de piruvato quinasa. Se analiza la expresiéon de PKM1 y PKM2, utilizando como control
de carga P-actina. Los lisados pertenecen a pocillos de células endoteliales interferidas que se
mantuvieron durante todo el tiempo del experimento de proliferacion en las mismas condiciones que

las células usadas para el recuento a lo largo de los dias.

2.1.3. Analisis de la proliferacion mediante el marcador de proliferacion Ki67.

Quisimos comprobar si las células con reducida expresion de PKM2
proliferan realmente igual que las células interferidas con el ARNi control. Para ello
procedimos a realizar tinciones de inmunofluorescencia en HUVECs subconfluentes

interferidas para PKM2, ya que en ese momento aun se encuentran proliferando de
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forma exponencial. Utilizamos el marcador de proliferacion Ki67, una proteina que
se encuentra en el nucleo cuando la cromatina esta condensada (Scholzen and
Gerdes, 2000), permitiendo diferenciar las células que estan en las fases del ciclo de

division celular G1, S,G2 o M, en ese momento, las cuales son denominadas células

Ki67 positivas (Ki67+).

Como se puede ver en las imagenes, si observamos las células que presentan una
menor intensidad de fluorescencia de PKIM2, éstas continuan proliferando, (Figura
15A). De hecho al cuantificar el porcentaje de células positivas, era el mismo que en

las células interferidas control, como se observa en la Figura 15B.
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% Células Ki67+ comparado con el control

Control PKM2
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Ki67 PKM?2 Ho

Figura 15. El porcentaje de células positivas para Ki67 no cambia con la interferencia de PKM2.
A) Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal de HUVECs interferidas para PKM2.
Ki67 (rojo), PKM2 (verde) y Hoechst (azul) son las proteinas analizadas. B) Cuantificacion del
porcentaje de células positivas para Ki67 comparado con el porcentaje en las células interferidas

controles. Se realiza el test estadistico “t de student” de dos vias. ns: no significativo. n=3.
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2.2. Estudio de la funcion de PKM2 en la regulacion de la capacidad

migratoria de las células endoteliales.

Para analizar la capacidad que tienen las células endoteliales para avanzar en
una placa de cultivo, utilizamos el ensayo de cierre de herida; esto es, cultivar las
células hasta que alcancen la confluencia, para después practicar una incisién con
una punta de pipeta en el pocillo. Estimulamos el avance de las HUVECs con 5% de

suero, que van ocupando a lo largo de las horas el espacio de la herida hasta cerrarla.
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Figura 16. La interferencia de PKM2 provoca defectos en la migracion de células endoteliales. A)
Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal del ensayo de cierre de herida, a tiempo
final del experimento. En amarillo se delimita el area ocupada por la herida. Ve-cadherina (verde),
Plakoglobina (rojo), Hoechst (azul). B) Cuantificacion del porcentaje de area de la herida que ha sido
ocupado debido a la migracion de las células endoteliales, normalizado frente al ARNi control. Se

utilizo el analisis por t de student pareado. *** p< 0,001. n=7.
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Tomamos fotos en el momento inicial y tras 16 horas de incubacion, cuantificando
el porcentaje de area de la herida que ha desaparecido a ese tiempo. Como se observa
en la grafica de resultados, las células interferidas para PKM2 migraron

significativamente menos, cerrando menor porcentaje de herida (Figura 16).
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Figura 17. El porcentaje de células Ki67+ no varia en el ensayo de cierre de herida con la
interferencia de PKM2. A) Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal realizadas
en el ensayo de cierre de herida a tiempo final. Ki67 (rojo), PKM2 (verde), Hoechst (azul). B)
Cuantificacion del porcentaje de células Ki67+. Se realiza el test estadistico t de student de dos vias.

ns: no significativo. n=3.

Quisimos excluir la posibilidad de que en este modelo la proliferacion de las células
estuviera afectando al resultado del ensayo. En primer lugar, analizamos el
porcentaje de células proliferando, mediante la tinciéon por inmunofluorescencia de
Ki67 (Figura 17A). No se aprecian diferencias en el porcentaje de células positivas
para Ki67 como resultado de la interferencia de la expresion de PKM2 en este ensayo
(Figura 17B).
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Figura 18. Los defectos en proliferacion se mantienen aunque la division de las células endoteliales
sea inhibida. A) Imagenes de microscopia Optica de campo claro del ensayo de cierre de herida, a
tiempo inicial (Ti) y al tiempo final del experimento (Tf). En amarillo se delimita el area ocupada por
la herida. B) Resultado de la cuantificacion del porcentaje de area de la herida que ha sido ocupado
debido a la migracion de las células endoteliales, normalizado frente al ARNi control. Se utilizé el

analisis de ANOVA con postest de Sidak. * p< 0,05; *** p< 0,001. n=4.

Por otro lado, inhibimos la proliferacién celular mediante el pretratamiento de las
HUVECs con mitomicina C (2 pg/ml), una droga que evita que las células puedan
dividirse, para asi excluir del ensayo el efecto que pudiera estar teniendo la
proliferacion de las células. La estimulacion con mitomicina C se mantuvo durante

todo el ensayo.
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El tratamiento con mitomicina C reduce el porcentaje de cierre de herida en ambos
tipos de muestra, pero manteniéndose las diferencias en migracién entre el grupo

control y el grupo interferido para PKM2 (Figura 18).

2.3. Estudio del papel de PKM2 en la regulacion de uniones

endoteliales.

2.3.1. En células confluentes en condiciones basales.

Analizamos la localizacién y el patron de la proteina de uniones adherentes
endoteliales Ve-cadherina mediante inmunofluorescencias en células confluentes
interferidas con un ARN de interferencia especifico de la isoforma M2 de piruvato
quinasa. Utilizamos también un anticuerpo especifico contra PKM?2 para poder

discriminar las células interferidas (Figura 19A).

Analizamos la intensidad media a lo largo de las uniones entre células interferidas.
Como se puede comprobar en el grafico, la intensidad de Ve-cadherina era menor
cuando PKM2 era interferida (figura 19B). Mediante Western Blot comprobamos
que la interferencia de PKM2 no afectaba a los niveles totales de Ve-cadherina, y que
la diferencia en intensidad se debe a una menor localizacién de esta proteina en las

uniones endoteliales (Figura 19C y D).

Al analizar la morfologia de las uniones celulares de Ve-cadherina, hallamos que el
porcentaje de uniones discontinuas en las células interferidas para PKM?2, era mayor
que en las células interferidas con un ARN de interferencia control. Por lo tanto, la
interferencia de PKM2 afecta a la morfologia de las uniones endoteliales,

presentando una mayor cantidad de uniones inmaduras (Figura 19E).
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Figura 19. La interferencia de PKM2 afecta a la intensidad en la union y al patron de Ve-cadherina
en condiciones basales. A) Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal en las que
se muestra la tincion de Ve-cadherina (verde) y PKM2 (rojo). B) Cuantificacion de la intensidad media
de fluorescencia (I.M.F) Ve-cadherina en la union. Se realizo la estadistica mediante t de student
pareado. * p<0,05. n=5. C) Western Blot de la expresion de Ve-cadherina en células interferidas para
PKM2. GAPDH fue utilizado como control de carga. D) Cuantificaciéon del Western Blot de Ve-
cadherina. Se analizo6 estadisticamente con el test de t de student de dos colas. n=4. E) Cuantificacién
del porcentaje de uniones discontinuas. Se analiz6 estadisticamente con el test de t de student de dos

colas. * p<0,05. n=3.
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2.3.2. En condiciones de remodelado de uniones.

Estudiamos ademds la morfologia e intensidad de Ve-cadherina de las
uniones celulares tras el estimulo con esfingosina 1-fosfato. Se ha descrito que este
estimulo produce protrusiones de la membrana plasmatica y remodelado de las
uniones de forma que se reduzcan los espacios entre las células, aumentando el
porcentaje de uniones de tipo reticular, que finalmente se transforman en uniones

continuas reforzadas (Xu et al, 2007).

A

Ve-cadherina PKM2 Combinado

ARNIi
Control

PKM2

™
@)

2 100 3
: : £
2 804 E=Is)
s * 25
g 60 - = v
3 S §
% 401 o ©
= > 9
.2 204 Mo
5 = &
= 0 —~ £
Control PKM2 S Control PKM2
ARNIi ARNIi

Figura 20. La interferencia de PKM2 afecta a la intensidad y patron de Ve-cadherina cuando las
uniones se remodelan. A) Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal en las que se
muestra la tincion de Ve-cadherina (verde), PKM2 (rojo). B) Cuantificacién del efecto del tratamiento
con S1P (1 uM, 15 minutos) en el porcentaje de uniones discontinuas. Se analizé estadisticamente
con el test de t de student de dos colas. * p<0,05. n=4. C) Cuantificacién de la intensidad media de
Ve-cadherina en la union en células interferidas para PKM?2. Se realiz6é mediante t de student pareado.
* p<0,05. n=5
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Para estudiar el efecto de S1P en la morfologia de las uniones endoteliales de las
células interferidas para PKM2, tratamos las células durante 15 minutos con 1 uM
de S1P (Figura 20A). Cuantificamos el porcentaje de uniones discontinuas, y
hallamos que habia un mayor porcentaje de uniones de este tipo en las células
interferidas (Figura 20B). De hecho, este porcentaje se encontraba en un porcentaje
similar a la situacién control (40%) (Figura 19D). Ademads, la intensidad de Ve-
cadherina también se encontraba disminuida con respecto a las células control

tratadas con S1P.

2.3.3. Analisis de otros marcadores de uniones endoteliales adherentes.

Quisimos comprobar si los defectos en uniones endoteliales afectaban
unicamente a Ve-cadherina, o si otras proteinas que se encuentran normalmente en
estos complejos también se encontraban afectadas. Plakoglobina, nombre por el que
también se conoce a y-catenina, es una proteina que se recluta a las uniones celulares
endoteliales después de que Ve-cadherina se localice alli, aunque puede localizarse
alli de forma temprana (Moreno et al, 2014). Una de sus funciones es conferir

estabilidad a las uniones que ya han sido formadas (Venkiteswaran et al, 2002).

Al estudiar la intensidad de la fluorescencia de plakoglobina en monocapas
confluentes de HUVECs (Figura 21A), observamos que las células interferidas para
PKM?2 presentaban una intensidad reducida de esta proteina en las uniones (Figura
21B arriba). Esta diferencia era significativa cuando las células eran tratadas con S1P,
cuando las uniones celulares se encontraban reorganizandose (Figura 21B abajo).
Los defectos en uniones provocados por la interferencia de PKIM2 parecen afectar a

todos sus componentes.
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Figura 21. La intensidad de y-catenina disminuye con la interferencia de PKM2. A) Imégenes de
maximas proyecciones de microscopia confocal en las que se muestra la tincién de Ve-cadherina
(verde), gamma catenina (rojo) y Hoechst (azul). B) Cuantificacién en células no tratadas o en células
tratadas en las que se analiza el efecto del tratamiento con S1P (1 pM 15 min) en la intensidad de
gamma catenina en las uniones endoteliales. Se analizo6 estadisticamente con el test de t de student de

dos colas. * p<0,05. n=3.
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2.3.4. Estudio de la funcion de PKM2 en la integridad de la barrera endotelial.

Dado que las células endoteliales presentan un mayor porcentaje de uniones
discontinuas, nos propusimos analizar cudl es el impacto funcional que provoca este
defecto. Para ello, analizamos la integridad de la barrera endotelial mediante el
estudio de la resistencia eléctrica transendotelial o TEER. Cuanto mayor es la
fortaleza de las uniones de la monocapa de HUVECs, mayor es la resistencia que
oponen al paso de la electricidad por los electrodos que se encuentran en el fondo del
pocillo donde estan sembradas las células. Por lo tanto, este es un parametro que nos
indica el estado en el que se encuentra la barrera que forman las células endoteliales,

una funcién fundamental de las mismas.

La morfologia de las uniones endoteliales afecta a esta resistencia, como se ha
explicado en la introduccion. Estimulos que favorecen un incremento en el
porcentaje de uniones discontinuas, disminuyen los valores del TEER. En cambio,
estimulos que favorecen la presencia de uniones continuas o reticulares, provocan un
aumento de este valor. Por ello, decidimos utilizar el tratamiento con esfingosina-1-
fosfato, dado que como esta descrito en la literatura, provoca un aumento del TEER

en células endoteliales cuando es usado en bajas concentraciones (1puM).

Para estudiar el efecto de la interferencia de PKM2 en la resistencia eléctrica
transendotelial, analizar los valores de TEER a lo largo del tiempo. Después de un
tiempo en el que la sefial se equilibra, afladimos S1P. Para cuantificar el efecto de
PKM2, medimos el cambio maximo de aumento en los valores del TEER con
respecto a la situacidn inicial antes de afadir el estimulo. Para explicar mejor los
resultados, denominaremos a las células interferidas con el ARNi control “células
control” y las interferidas “células interferidas para PKM2”, mientras que si han
recibido el estimulo de S1P se denominaran como “tratadas”, y si no, “no tratadas”.

Los resultados son normalizados al valor del tiempo inicial (Figura 22A).
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Figura 22. La expresion de PKM2 afecta a la regulacion de la barrera endotelial. A) Grafico en el
que se muestra la evolucion de la resistencia transendotelial a lo largo del tiempo. El momento en el
que se afiade el estimulo (S1P 1uM), se sefala con una flecha. Células control no tratadas (linea
negra), células control tratadas (linea gris), células interferidas para PKM2 (linea verde clara), células
interferidas para PKM?2 tratadas (linea verde oscura). El tiempo viene representado en horas en el eje
horizontal. B) Cuantificacion del porcentaje de cambio en los valores del TEER entre el valor del
momento en el que se afiadidé S1P, y el valor maximo. Se realizo6 el analisis de ANOVA, con postest

de Sidak para comparar parejas de muestras. * p<0,05. n=3.

Asi, las células no tratadas, tanto en los controles, como las interferidas para PKM?2,
no presentan apenas diferencia en el porcentaje de cambio del TEER con respecto al
tiempo inicial. Las células control, tratadas con SI1P presentaron un aumento
significativo del cambio en los valores del TEER desde el momento anterior tras

afiadir el estimulo al medio de cultivo, con respecto a las células controles no
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tratadas. Este cambio fue mucho menor en las células interferidas para PKM?2. De
hecho, en este caso las diferencias no resultaron significativas entre tratadas y no

tratadas (Figura 22B).

Al comparar las células control con las interferidas para PKM2, cuando eran tratadas
con S1P, hallamos que las diferencias en el porcentaje de cambio de la resistencia
eléctrica transendotelial era significativamente menor en las células interferidas para

PKM2.

Por lo tanto, concluimos que PKM2 afecta al funcionamiento de la barrera

endotelial.

2.3.5. Estudio de las uniones endoteliales en el ensayo de migracion por cierre de

herida en células interferidas para PKM2.

2.3.5.1. Analisis de la morfologia de las uniones endoteliales.

Ya que habiamos observado que las células interferidas para PKM?2
presentaban defectos en su capacidad migratoria, quisimos comprobar si las uniones
endoteliales se encontraban afectadas en este tipo de ensayo, dado que es una
situacidon mas dindmica que las condiciones de cultivo de monocapas confluentes en

las que se realizaron los experimentos anteriores.

Realizamos inmunofluorescencias en las que analizamos el patron de Ve-cadherina
a tiempo final del ensayo (Figura 23A). La cuantificacion del porcentaje de uniones
endoteliales discontinuas revel6 que la interferencia de PKM2 aumentaba

significativamente su porcentaje en este ensayo (Figura 23B).
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Figura 23. Las células interferidas para PKM2 presentan defectos en la morfologia de la union
cuando estan migrando. A) Imagenes de microscopia confocal de maximas proyecciones de células
migrando en el ensayo de cierre de herida, en las que se muestra la tincién de Ve-cadherina (verde),
PKM?2 (rojo) y Hoechst (azul). Las flechas amarillas sefialan uniones irregulares entre células que
presentan una intensidad de fluorescencia muy baja correspondiente a la sefial de PKM2. B)
Cuantificacion del porcentaje de uniones discontinuas en este ensayo. Se analizé estadisticamente con

el test de t de student de dos colas. * p<0,05. n=4.

Realizamos ademas un estudio complementario de las uniones, mediante el andlisis
de la morfologia de Ve-cadherina con el algoritmo del patrén de morfologia de
regiones (Patching algorithm) (Bentley et al, 2014), que clasifica las uniones en 6
categorias, a las que se otorga un color diferente dependiendo de si son mas activas
o irregulares (Figura 24A y B), o mas continuas y regulares. Se puede observar que
la curva de clasificacién de patrones de morfologia de uniones se encuentra
desplazada hacia la izquierda, es decir, hacia un mayor porcentaje de uniones mas
irregulares (Figura 24C). Agrupamos las tres categorias activas, y las tres inactivas,
hallando el ratio activo/inactivo, comprobando que el efecto de la interferencia de
PKM?2 producia un incremento de este valor, aunque no llegaba a ser significativo

(Figura 24D).
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Figura 24. El patron de morfologia de Ve-cadherina en células interferidas para PKIM2 se encuentra
desplazado hacia las uniones activas. A) Imdgenes de microscopia confocal de maéximas
proyecciones de células migrando en el ensayo de cierre de herida, en las que se muestra la
representacion del patron de clasificacion. B) Cuantificacion de la clasificacion del tipo de patron de
Ve-cadherina. C) Cuantificaciébn del porcentaje de uniones activas/inactivas. Se analizo

estadisticamente con el test de t de student de dos colas. n=4.

2.3.5.2. Analisis de la orientacion de las células endoteliales durante la migracion

colectiva.

Recientemente se ha descrito la importancia de la morfologia de las uniones
endoteliales en la migracién colectiva, ya que las células endoteliales migran

colectivamente orientadas hacia la herida gracias a la diferente distribucion de la
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morfologia de sus uniones celulares (Hayer et al, 2016). Por ello, quisimos comprobar
si el hecho de que las uniones celulares estuvieran afectadas en las células interferidas
para PKM2, pudiera hacer que las HUVECs se orientasen de forma errénea en

direccion a la herida, y por tanto se movieran de forma equivocada en direccion a la

misma.
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Figura 25. Las células interferidas para PKM2 se orientan de forma equivocada en la migracion
colectiva. A) Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal de células migrando en el
ensayo de cierre de herida, en las que se muestra la tincion de Ve-cadherina (verde), PKM?2 (azul) y
GM130 (rojo). B) Cuantificacion del porcentaje células mal orientadas. Se analizé estadisticamente

con el test de t de student de dos colas. ** p<0,01. n=3.
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Para discriminar la orientacion de las células, utilizamos GM130, marcador del
aparato de Golgi, ya que se ha descrito que cuando las células en migracién se
orientan, este organulo se posiciona en la regidén anterior al nacleo. Asi, las células
se encuentran direccionadas hacia donde se localiza el Golgi (Millarte and Farhan,
2012).

Clasificamos las células que tenian configurado el Golgi en los 180° en direccién a
la herida, como células “bien orientadas”, marcando esa orientacién con flecha
amarilla. Por otro lado, las HUVECs en las que el Golgi se orientaba en los 180°
grados contrarios a la herida, o que no presentaban el organulo polarizado, fueron

calificadas como de “orientacion equivocada” y marcadas con flecha roja.

Como se observa en el grafico, hallamos que habia un porcentaje significativamente

mayor de células mal orientadas en las células interferidas para PKM2 (Figura 25).

Como resumen de este bloque, podemos observar que existe un papel de PKM?2 en
la regulacién de las uniones endoteliales y en la migracion de las células endoteliales,
proceso que puede estar afectado a su vez por la deficiencia en la regulacion de las

uniones. Por otro lado, no observamos que la proliferacion se encontrara afectada.

2.4. Estudio de 1a funcion de PKM2 en la formacion de estructuras

tipo capilares in vitro.

2.4.1. Formacion de estructuras tipo capilares en esferoides de HUVECs

embebidos en geles de fibrina.

Todas las funciones que hemos analizado en el apartado anterior se realizaron
en células endoteliales en cultivo. Sin embargo, es necesario el estudio de estas
funciones en un modelo que se asemeje a lo que ocurre en la angiogénesis. Utilizamos
en primer lugar un modelo sencillo, que permite realizar un estudio preliminar de la
capacidad de las células endoteliales de formar estructuras tubulares a partir de

esferoides embebidos en geles de fibrina.

104



Control PKM?2

por esferoide
normalizada al control

Numero de estructuras

Longitud media estructuras

Control PKM2 Control PKM?2

ARNIi ARNIi

Figura 26. La interferencia de PKM2 disminuye el numero y longitud de las estructuras tipo
capilares en el ensayo de esferoides. A) Imagen representativa de una proyecciéon maxima de
imagenes confocales de microesferas interferidas para un ARNi control (izquierda) o PKM2
(derecha). La expresiéon de PKM2 se observa en pseudocolor que va desde una intensidad baja en
morado, pasando por magenta, hasta una intensidad alta en naranja. B) Cuantificacion del nimero
de estructuras por esferoide (izquierda), y de su longitud media (derecha), esta ultima normalizada
frente a la longitud media en el esferoide control. Se realizaron analisis estadisticos mediante el test

de la t de student de dos colas y pareado para la longitud. * p<0,05; ***p>0,001. n= 3.

Interferimos la expresion de PKM2 mediante un ARN de interferencia (ARNi)
especifico. Después formamos esferoides mediante la técnica de la gota colgada, y

los embebimos en geles de fibrina (2,5 mg/ml). Al dia siguiente tomamos fotos de
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microscopia de campo claro de los esferoides, para después fijarlos para proceder a

analizar otros parametros por inmunofluorescencia.

En primer lugar, podemos observar por inmunofluorescencia como los esferoides
interferidos para PKM?2 presentan una menor intensidad de fluorescencia de PKM?2
que los controles (Figura 26A).

Posteriormente, analizamos el numero y la extension de las estructuras tipo capilares
formadas, hallando que las microesferas generadas a partir de células interferidas
para PKM2, presentaban menor numero de estas estructuras, y que eran de menor
extension que en microesferas provenientes de células interferidas con un ARNi

control (Figura 26B).

2.4.2. Formacion de estructuras tipo capilares en microesferas recubiertas de

HUVECSs embebidas en geles de fibrina.

Una vez que comprobamos que PKM?2 tiene un papel en la formacion de
estructuras tipo capilares, procedimos a utilizar un modelo mas sofisticado para
poder analizar en mas detalle los pardmetros celulares que afectan a la angiogénesis.
Este modelo consiste en bolas de dextrano, recubiertas de colageno, a las que las
células se adhieren formando una monocapa, que es una situacion similar a como se
encuentran las células endoteliales en los vasos. En cambio, en el modelo de
esferoides de células endoteliales, todas ellas se encontraban agrupadas en una bola,
situacién que no se produce fisioldégicamente. Por otro lado, es un modelo mucho
mas lento, ya que requiere de varios dias para conseguir que se seleccionen las células
de la punta, y que estas comiencen a migrar. Es a su vez mas complejo, ya que se dan
procesos como una correcta formacion de lumen, reestructuracién de uniones
endoteliales y proliferacion de las células de la estructura naciente (Nakatsu et al
2003).
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En primer lugar, comprobamos si la interferencia de PKIM2 afectaba en este modelo
de la misma manera que en el modelo de esferoides de células a la formacién de
estructuras tubulares. Asi, al cuantificar el numero y la longitud de estructuras tipo
capilares a los 7 dias, hallamos que habia un ntimero significativamente menor, y

que eran ademas de menor longitud media (Figura 27).
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Figura 27. Las microesferas recubiertas de HUVECs interferidas para PKM2 producen menos
estructuras tipo capilares y de menor longitud. A) Imagenes de microscopia de campo claro, en las
que se observan las estructuras tubulares (sefialadas con flechas), saliendo del esferoide. B)
Cuantificacion del numero de estructuras por esferoide (izquierda), y de su longitud media (derecha),
esta ultima normalizada frente a la longitud media en el esferoide control. Se realizaron analisis
estadisticos mediante el test de la t de student de dos colas y pareado para la longitud. * p<0,05;
**p>0,01. n=4.
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Al realizarse este ensayo durante 7 dias, comprobamos si la interferencia de PKIM?2
se mantenia durante todo este tiempo. Al final del ensayo extrajimos proteinas de
células que habian sobrado después de recubrir las cytodex3 con HUVECsS, y habian
sido resembradas, para analizar la expresion de PKIM2 mediante Western Blot. La
expresion de PKM2 seguia estando reducida en las células interferidas para PKIM2
(Figura 28A). Ademas, analizamos la interferencia mediante inmunofluorescencia.
Como se puede apreciar en la (Figura 28B), la intensidad de la fluorescencia en las
estructuras tipos capilares de las células interferidas para PKIM2 es menor que en las

células interferidas control.

ARNIi
Control PKM2

ARNIi
Control PKM2

PKM2 | S 58Kda

B-actinal 42Kda

PKM?2 Hoechst

Figura 28. La interferencia de PKM2 se conserva al final del ensayo en las microesferas. A)
Western Blot representativo de lisados de proteinas de HUVECs interferidas para PKIM2 que no se
usaron para generar las microesferas. Las proteinas analizadas fueron PKM2, y Bactina como control
de carga. B) Imagen representativa de una proyecciéon maxima de imagenes confocales de una
estructura saliente de microesferas recubiertas de HUVECs interferidas para un ARNi control
(izquierda) o PKM2 (derecha). La expresion de PKM2 se observa en verde, mientras que los nucleos,

en azul (Hoechst).
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2.4.3. Analisis de la proliferacion celular en el modelo esferoides recubiertos de

HUVECs

Estudiamos mediante el marcador de proliferacién Ki67 el porcentaje de
células que estaban dividiéndose. No se encontraron diferencias en proliferacion
entre las estructuras tipo capilares formadas por células interferidas para PKM?2, y

las células interferidas control (Figura 29).
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Figura 29. La expresion de PKM2 no varia el porcentaje de células proliferando en las células de
las estructuras tubulares de las microesferas. A) Imagen representativa de una proyeccién maxima
de imagenes confocales de una estructura saliente de microesferas recubiertas de HUVECS interferidas
para un ARNi control (izquierda) o PKM2 (derecha). Las células positivas para Ki67 (rojo) se
observan en contraste con los nucleos (azul). B) Cuantificacidn del porcentaje de células positivas para
Ki67 en las estructuras tubulares. Se analizdé mediante el test estadistico de la t de student de dos vias.

ns: no significativo. n=3.
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2.4.4. Analisis de 1a formacion de filopodias en las estructuras tubulares de

esferoides recubiertos de HUVECs embebidos en geles de fibrina.

Uno de los fendmenos que permite a las células migrar en la formacion de los
nuevos vasos es la capacidad de generar protusiones de citoesqueleto y membrana

denominadas filopodias.
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Figura 30. La interferencia de PKM2 regula que haya menos filopodia en las células de la punta de
las microesferas. A) Imagen representativa de una proyecciéon maxima de imagenes confocales de
una estructura saliente de microesferas recubiertas de HUVECs interferidas para un ARNi control
(izquierda) o PKM2 (derecha). F-actina se observa en pseudocolor, mientras que los nucleos, en azul
(Hoechst). B) Cuantificacion del porcentaje de filopodias por células de la punta en las estructuras
tubulares normalizado frente a las formadas en las células interferidas control. Se analiz6 mediante el

test estadistico de la t de student pareado. * p<0,05. n=>5.
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Cuantificamos el numero de filopodia por célula de la punta por
inmunofluorescencia, gracias a la tincion con faloidina (Figura 30A), que nos permite
visualizar el citoesqueleto de actina. Como se puede observar en el grafico, el numero
de filopodias era significativamente menor en las estructuras formadas por células

endoteliales interferidas para PKM?2 (Figura 30B).

2.4.5. Analisis de la formacion de lumen en las estructuras tipo capilares.

Analizamos si se producia algun defecto en la formacion del lumen como
consecuencia de la interferencia de PKM2 en HUVECs. La correcta generacion del
mismo es necesario para que en los nuevos vasos circulen los fluidos. Como se
observa en la (Figura 31A), tanto en las estructuras control, como en las interferidas

para PKM2, se puede apreciar el lumen como un espacio entre las células.

ARNI1
Control PKM2

PKM2 Ve-cadherina Hoechst

Figura 31. Las estructuras de las microesferas de células interferidas para PKM2 forman un lumen
bien estructurado. Imagen representativa de una seccion confocal de una estructura creciente de
células endoteliales interferidas con un ARNi control (izquierda) o PKM?2 (derecha). Ve-cadherina se

observa en verde, PKM2 en rojo, mientras que los nucleos, en azul (Hoechst).

111



2.4.6. Analisis de la complejidad de las uniones endoteliales mediante el

algoritmo de patrones de morfologia de Ve-cadherina.

Para estudiar la morfologia de las uniones celulares en este ensayo, en un
primer lugar realizamos inmunofluorescencias para detectar Ve-cadherina en las
estructuras tipo capilares (Figura 32A). Después de tomar imagenes confocales de
fluorescencia, procedimos a analizarlas con el algoritmo para la clasificacion de los
patrones de la morfologia de uniones celulares. Este algoritmo, en primer lugar nos
dividi6 la imagen en pequefias porciones, para después mostrarnos esas diferentes
imagenes de forma aleatoria. Calificamos la morfologia de las uniones entre
discontinuas e irregulares y mas continuas y regulares. Después, el programa realiza
una reconstruccion en la que las porciones de imagen han sido sustituidas por el color

correspondiente a la calificacion de morfologia que le ha sido otorgada (Figura 32B).

En las estructuras formadas a partir de las células interferidas control podemos
observar como las regiones discontinuas y continuas se van alternando formando un
mosaico de los diferentes colores. En cambio en las estructuras procedentes de células
interferidas para PKM2, vemos cOmo este mosaico es menos apreciable,
produciéndose una acumulacién de porciones con uniones mas irregulares de forma

consecutiva (Figura 32B).

Al representar la grafica del porcentaje de las diferentes clasificaciones de
morfologias, podemos observar como, de hecho, hay un desplazamiento de la curva
hacia el lado izquierdo cuando las células han sido interferidas para PKM?2 (Figura
32C). De hecho, al hallar el ratio entre regiones activas/inactivas encontramos que

es mayor cuando PKM?2 esta interferida (Figura 32D).
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Figura 32. El patron de clasificacion de morfologia de uniones endoteliales esta desplazado hacia
uniones activas en las estructuras tubulares de microesferas formadas por células interferidas para
PKM2. A y B) Imagenes de microscopia confocal de maximas proyecciones de células de las
estructuras similares a capilares, en las que se muestra la tincion de Ve-cadherina (verde) (izquierda),
y la representacion del mosaico de clasificacion (derecha). C) Cuantificacion de la clasificacion del
tipo de patron de Ve-cadherina. D) Cuantificacion del porcentaje de uniones activas/inactivas. Se

analizo estadisticamente con el test de t de student de dos colas. n=3. ** p<0,01.
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En definitiva, hemos descrito como en procesos angiogénicos, PKIM2 afecta tanto a
la produccién de filopodias por parte de células de la punta, como a la regulacion de
las dinamicas de Ve-cadherina en las uniones endoteliales. La proliferacion, al igual

que en las células en cultivo, no result6 afectada.

3. Localizacion de PKM2 en células endoteliales.

Ya que PKM2 parece regular ciertas funciones especificas en determinadas
regiones celulares, como los filopodias o las uniones endoteliales, decidimos analizar

donde se localiza PKM?2 para poder realizar estas funciones.

3.1. Monocapas confluentes de células endoteliales.

En primer lugar, analizamos en qué regiones de las células endoteliales se
localizaba en monocapas confluentes de HUVECs. En este momento el estado en el
que se encuentran las células es similar a cuando se encuentran en homeostasis en

los vasos sanguineos.

Realizamos inmunofluorescencias en las que utilizamos un anticuerpo especifico
contra la 1soforma M2 de la piruvato quinasa, combinando en la tincidon con un

anticuerpo contra la proteina de uniones adherentes Ve-cadherina.

Al analizar la localizacion de PKM?2, podemos observar una distribucidén perinuclear
en el citoplasma (Figura 33A). Sin embargo, al analizar en mayor resolucién, nos
percatamos de que hay una porcion de PKM?2 que se encuentra en regiones cerca de
la membrana y las uniones celulares, en los que hay un solapamiento con la tincion
de Ve-cadherina (Figura 33B). Confirmamos que se localizaban en los mismos

lugares mediante una vista del perfil de intensidades de pixeles (Figura 33C).
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Figura 33. Una porcion de PKM2 se localiza en las uniones endoteliales células endoteliales en
confluencia. A) Imagen de una proyecciéon maxima de imagenes confocales de HUVECs en estado
confluente. PKM2 (verde), Ve-cadherina (rojo). Las zonas en las que hay solapamiento se vislumbran
de color amarillo. B) Region aumentada de la imagen A, en la que se observa el solapamiento entre
las sefiales de PKM2 y Ve-cadherina en la union. C) Perfil de intensidad de pixeles de PKM2 (verde)

y Ve-cadherina (rojo) en la unién endotelial.

Ademas, al analizar la localizacion de PKM2 en referencia a la distribucion de la
actina que se encuentra asociada a las uniones endoteliales, observamos que existia
también un solapamiento (Figura 34A), confirmado en la vista del perfil de

intensidad de pixeles (Figura 34C).

115



PKM?2 F-actina Combinado

—= D
o O

Intensidad
de pixel (AU)
o

5 10 15 20 pixel

Figura 34. PKM2 se localiza junto a la F-actina que esta asociada a uniones en células endoteliales
en confluencia. A) Imagen de una proyeccion maxima de imagenes confocales de HUVECsS en estado
confluente. PKM2 (verde), F-actina (rojo). Las zonas que hay solapamiento se vislumbran de color

amarillo. B) Perfil de intensidad de pixeles de PKM2 (verde) y F-actina (rojo) en la unién endotelial.

3.2. Monocapas de células endoteliales que se encuentran

remodelando sus uniones endoteliales.

Ya que en el punto anterior se analiz6 la localizacion en una situacion de
confluencia, quisimos estudiar si la proteina se localizaba también en esas regiones
de uniones celulares en otras situaciones mas activas, como las que ocurren tras un

estimulo que remodelase las uniones celulares.

Para ello utilizamos en primer lugar un estimulo que provocase un reforzamiento de
las uniones celulares. Cuando analizamos la localizacion de PKM?2 en las células
endoteliales tras el estimulo con S1P (1uM 15 min), encontramos que también se
encuentra localizada en las uniones. PKIM2 por lo tanto estd presente en esas regiones
celulares, tanto en condiciones estables, como en situaciones en las que se remodelan
las uniones (Figura 35A y B). Ademas, en esta situacién también se localizan junto

a la F-actina que se asocia a las uniones endoteliales (Figura 35C).
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Figura 35. PKM2 se localiza en las uniones endoteliales en células endoteliales que han sido
estimuladas para que se remodelen las uniones endoteliales. A) Imagen de una proyecciéon maxima
de imagenes confocales de HUVECs tratadas con S1P 1 uM durante 15 min. PKM2 (verde), Ve-
cadherina (rojo). Las zonas que hay solapamiento se vislumbran de color amarillo. B) Se acompana
de una vista ortogonal de las secciones de la imagen confocal en las que se ve el eje xz. C) Imagen de
una proyeccion maxima de imagenes confocales de HUVECs en estado confluente. PKM2 (verde),

F-actina (rojo). Las zonas que hay solapamiento se vislumbran de color amarillo.

Analizamos también la localizacion con la actina en zonas de gran actividad del
citoesqueleto de actina, como los lamelipodias. Asi, comprobamos la localizacion de
PKM2 en células que se encuentran migrando, observando que PKM2 se localiza en

las uniones celulares, en las regiones ricas en citoesqueleto de F-actina (Figura 36).
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Figura 36. PKM2 se localiza en los lamelipodias en células endoteliales que migran. Imagen de una
proyeccion maxima de imagenes confocales de HUVECs. PKM2 (verde), F-actina (rojo). Las zonas

que hay solapamiento se vislumbran de color amarillo.

3.3. Analisis de las dinamicas de PKM2 en células endoteliales.

Quisimos analizar las dindmicas de PKM?2 durante la remodelacion de las
uniones endoteliales. Para ello transfectamos en HUVECs un vector con una
construccion de la proteina PKIM?2 fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP).
Mediante la realizacion de capturas en microscopia de célula viva en un microscopio
confocal, se puede seguir el transito de PKM2-GFP. Tras el estimulo con S1P
observamos como aumenta el trafico alrededor de la union entre las dos células
endoteliales, y como multiples vesiculas de PKM?2 se encuentran presentes en esa

zona (Figura 37).
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Figura 37. PKM2-GFP presenta una gran dinamica en regiones de uniones endoteliales que se
remodelan. Maxima proyeccion de imagenes confocales que han sido transfectadas con PKM2-
GFP, y tratadas con S1P 1uM durante 15 minutos. Se muestra en pseudocolor que va desde una

intensidad baja en morado, pasando por magenta, hasta una intensidad alta en naranja.

Ademas, fijamos células transfectadas con PKM2-GFP, y comprobamos mediante
inmunofluorescencia en células fijadas que la construccion fluorescente de PKM?2 se
encuentra colocalizando en las mismas regiones que las proteinas de uniones

celulares endoteliales como Plakoglobina y alpha catenina (Figura 38).
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Figura 38. PKM2-GFP se localiza en las mismas regiones que otras proteinas de uniones
endoteliales en HUVECs. Maxima proyecciéon de imagenes confocales que han sido transfectadas

con PKM2-GFP (verde), mostrando su colocalizacion con alpha catenina (rojo) y plakoglobina (azul).

3.4. Analisis de la localizacion de PKM2 en HUVECs mediante el
subfraccionamiento celular de los diferentes compartimentos

celulares.

Quisimos comprobar la presencia de esa porciéon de PKM?2 en las uniones
endoteliales mediante una aproximacion bioquimica. Para ello quisimos analizar la
distribucién de expresion de PKIM2 en el citosol y las membranas celulares. Después
de homogenizar las células en una solucién hipotonica y eliminar los nucleos y las
mitocondrias, separamos por ultracentrifugacion el citosol de los compartimentos

membranales. Recogimos las dos fracciones y las analizamos mediante Western Blot.

120



Como marcador de citosol utilizamos la proteina Rho-GDI y como marcador
membranal utilizamos la proteina de uniones celulares en endotelio, Ve-cadherina.
Rho-GDI no se encuentra en la fraccion membranal, mientras que la proteina de
unién no se localiza en el citosol. En cuanto a la localizacion de PKM2, hallamos
que se encuentra en la fraccion de citosol, al igual que en la de las membranas totales

de las celulas (Figura 39).

Homogenizado _ Membranas
celular Citosol celulares
Frie | | S— — | 58Kda
Ve-cadherina ‘ 130Kda
‘!‘ TR —
Rho-GDI —-——. T | 25Kda
- + - + : +  SIP

Figura 39. Expresion citosolica y membranal de PKM2. Western Blot representativo de la presencia
de PKM?2 en fracciones de citosol y en la correspondiente a las membranas totales. Rho-GDI usado
como marcador de citosol, Ve-cadherina como marcador de membrana, y PKM2 como la proteina a

estudiar. El tratamiento con S1P se maca con un signo + y los controles no tratados con un -.

Una vez que confirmamos la presencia de PKM2 en la fraccion de membranas
celulares, quisimos profundizar un poco mas, y analizar en qué compartimentos
membranales se localizaba PKM?2, con el objetivo de estudiar su presencia en las
regiones correspondientes a las uniones endoteliales. Tras eliminar el citosol, el
nucleo y las mitocondrias, gracias a sus diferentes velocidades de sedimentacion,
tomamos las membranas totales, y realizamos una separacion de los diferentes
compartimentos membranales segiin su densidad, mediante la ultracentrifugacion en
un gradiente de concentracidén de optiprep, para después analizar mediante Western

Blot las distintas fracciones recogidas.
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Figura 40. Expresion de PKM2 en la membrana plasmatica en células endoteliales. Western Blot

representativo de la presencia de PKM?2 en fracciones de citosol y en la correspondiente a las

membranas totales. MP (membrana plasmatica),

proteina a estudiar. Células no tratadas (Control) y células tratadas con S1P 1 uM durante 15 minutos.

Como podemos comprobar en la (Figura 40), los diferentes compartimentos se hallan
distribuidos segin su densidad a lo largo de la membrana. Los compartimentos
menos densos, situados a la izquierda, se encuentran enriquecidos en proteinas de
uniones endoteliales, que se encuentran localizadas en la membrana plasmatica.

Como marcador de esta fraccién utilizamos las proteinas de uniones celulares

plakoglobina y Ve-cadherina.
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Los demds compartimentos membranales celulares, como el reticulo
endoplasmatico, el complejo de endosomas y el aparato de Golgi, se encuentran
dispuestos en los siguientes carriles hacia las fracciones de mayor densidad del
gradiente. Los marcadores usados para cada una de las fracciones fueron: el
marcador de endosomas tempranos EEA1 para el compartimento del complejo de
endosomas, y la proteina GM130, como marcador del Golgi.

PKM?2 se localiza a lo largo de los carriles del gradiente, con una porcion localizada
en las fracciones correspondientes a la membrana plasmética, donde se encuentran
las uniones celulares (Figura 40).

Analizamos ademas la localizacion de PKM2 en presencia de un estimulo
remodelador de uniones endoteliales. Comprobamos como tras el tratamiento de las
células endoteliales con esfingosina 1-fosfato, ocurre un desplazamiento de las
fracciones en las que se localiza la proteina EEA1 de los endosomas, como
consecuencia de un aumento del trafico de proteinas en la membrana, caracteristico
de la respuesta celular a S1IP. PKM?2 también estd presente en las fracciones de

membrana plasmatica en las células estimuladas con este tratamiento (Figura 40).

3.5. Localizacion de PKM2 en las células endoteliales en las

estructuras tipo capilares.

Decidimos analizar si en las estructuras tipo capilares del ensayo de
angiogénesis in vitro, PKM2 se localizaba también en las regiones que habiamos
observado en células en cultivo en dos dimensiones.

Mediante inmunofluorescencia comprobamos que PKM2 se encontraba
colocalizando con Ve-cadherina en las uniones de las células de la estructura tipo
capilar (Figura 41A y B). Ademdas pudimos comprobar que también se encuentran
agregados de PKM2 en los filopodias de las células de la punta de las estructuras tipo

capilares (Figura 41C).
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Figura 41. Localizacion de PKM2 en las uniones y en los filopodia de estructuras tubulares de los
ensayos de angiogénesis in vitro. A) Imagen de una proyeccién maxima de imagenes confocales de
una estructura tipo capilar. PKM2 (verde), Ve-cadherina (rojo), Hoechst (azul). B) Seccion confocal
de la célula de la punta en la que se analiza la unidén endotelial. C) Analisis de la presencia de PKM2

en regiones ricas en F-actina como los filopodias (derecha).

4. Mecanismo de accion de PKM2 en la regulacion de las

funciones celulares endoteliales.

4.1. Funcion de PKM2 en el metabolismo endotelial.

Ya que PKM2 es una enzima de la glucolisis, quisimos estudiar a qué procesos
metabolicos pudiera estar afectando. Realizamos el estudio de la acidificacion del
medio (ECAR), mediante el que se realiza una medicion indirecta de la actividad de
la glucolisis. Ademas, analizamos la actividad de la mitocondria mediante el ensayo
del consumo de oxigeno, en el que obtenemos los valores en condiciones basales

(OCRD) y en la maxima capacidad de actividad de la mitocondria (OCRm).
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Figura 42. La interferencia de PKM2 reduce el metabolismo de la glucosa pero no afecta al
metabolismo mitocondrial. A) Cuantificacion de la acidificacién del medio o ECAR. B)
Cuantificacion del consumo de oxigeno basal (OCRD). C) Cuantificacion del consumo de oxigeno

maxima (OCRm). Se realizo el test estadistico de t de student paredado. ns: no significativo. * p<0,05.

n=3.

Al analizar los valores de acidificacion del medio, hallamos que se encontraban
reducidos en las células endoteliales interferidas para PKIM2 (Figura 42A). En cuanto
a la actividad de la mitocondria, no hallamos que la interferencia tuviera efecto ni en

condiciones basales, ni en condiciones de maxima capacidad (Figura 42B y C).

Por lo tanto, la reduccidn de la expresidon de PKM2 afecta al ratio de actividad de la

glucolisis, mientras que la actividad de la mitocondria permanece intacta.

4.2. Actividad de la piruvato quinasa en células endoteliales

interferidas para PKM2.

El siguiente paso a la hora de analizar el metabolismo afectado por PKM2 es
comprobar si la actividad de la enzima esta afectada o existe algun tipo de

compensacion por parte de la porcidon de proteina que aun se expresa, ya que PKM?2
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podria regular su actividad para adaptarse a las circunstancias y requerimientos

celulares.

En primer lugar, quisimos comparar la actividad de la piruvato quinasa en fracciones
celulares que distinguieran la PKM2 que se encuentra en el citosol, de la porcion que
se encuentra asociada a regiones de membrana y citoesqueleto. Existen métodos de
permeabilizacion que permiten retirar el contenido del citosol y asi separar esta
porcion del resto de la célula, es decir, de las estructuras membranales y el
citoesqueleto. En un estudio sobre GAPDH en las vesiculas asociadas a microtibulos
en axones de neuronas, se utilizaba esta permeabilizacion para observar mejor esas
vesiculas (Zala et al, 2013). En otro estudio analizaban la actividad de otra enzima
de la glucolisis, la aldolasa, asociada o no a citoesqueleto, para lo que realizaban una

permeabilizacidon extrayendo el citosol (Hu et al, 2016).

En nuestro caso decidimos utilizar una permeabilizacién suave con saponina en PBS
a una concentracion de 0,01%, para asi extraer el citosol. Comprobamos por Western
Blot el resultado de la permeabilizacion. Para extraer el resto de los compartimentos
celulares tras retirar el citosol, permeabilizamos con una concentracion de saponina
en PBS del 0,1 %. Al comprobar la distribucién de proteinas como Ve-cadherina y F-
actina, observamos que solamente se encuentra en la fraccién
citoesquelética/membranal, mientras que en la fraccién citosdlica estan ausentes

(Figura 43A).

Analizamos ademds la localizacion de PKM2 en la fraccion
citoesquelética/membranal por inmunofluorescencia. Las células tratadas con
saponina sblo conservan la cobertura celular, mientras que han liberado todo el
contenido del citosol, como se puede observar en la tincidon de Ve-cadherina (Figura
43B). En cuanto a PKM2, podemos observar cobmo hay acumulos en zonas en las

que el citoesqueleto se encuentra cerca de la union entre las células (Figura 43C).
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Figura 43. La permeabilizacion con saponina permite extraer fracciones citosolica y
citoesqueléticas/membranales proteicas de células endoteliales. A) Western Blot representativo de
la permeabilizacidén con saponina, en las que se analiza Ve-cadherina, PKM2, B-actina. B) Imagenes
de maximas proyecciones confocales de inmunofluorescencia, en las que se observa el resultado de la
permeabilizacion con saponina 0,01%. Ve-cadherina (blanco). C) Iméagenes de maximas proyecciones
confocales de inmunofluorescencia, en las que se observa el resultado de la permeabilizacion con

saponina 0,01%. PKM2 (verde), Actina (r0jo).

Al analizar la actividad de la piruvato quinasa en estas fracciones, encontramos que
era mayor en la fraccion citoesquelética/membranal. Comparando la actividad en
células interferidas para PKM2, comprobamos que en ambas fracciones se

encontraba disminuida (Figura 44).
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Figura 44. La actividad de la piruvato quinasa es mayor en la fraccion citoesquelética-membranal,
y en células endoteliales interferidas para PKM?2 se encuentra reducida en ambas fracciones. A)
Comparacion de la actividad en HUVECs control en ambas fracciones. B) Efecto de la interferencia
de PKM2 en la fraccion citosoélica (izquierda), y en la citoesquelética/membranal (derecha), en la
actividad de la piruvato quinasa. Los datos estan normalizados a la concentracion de proteina de cada
muestra. Se realizd el analisis mediante la t de student de dos colas.; ** p<0,01;
***p<(0,001;****p<0,0001. n=4.

4.3. Niveles de ATP en células endoteliales interferidas para PKM2.

Una vez que hemos determinado que la interferencia de PKM2 disminuye la
actividad de piruvato quinasa, quisimos comprobar si eso producia algun efecto en
los niveles de ATP, ya que, si hubiera menores cantidades de ATP en las uniones

endoteliales y en las regiones membranales, podrian ser las responsables de los
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defectos que hemos observado en células endoteliales interferidas para PKM2. Para
medir esta molécula utilizamos el método de la luciferina/luciferasa. La luciferasa
procesa luciferina en presencia de ATP produciendo en ese proceso luz, por lo que a
mayor cantidad de ATP se produce mas luz, que podemos cuantificar por

luminiscencia en un lumindémetro.

Al analizar el ATP en células endoteliales interferidas para PKM2, hallamos que la
cantidad de esta molécula era menor, en comparacién con las células control (Figura

45A).

Quisimos profundizar en este estudio, y determinar si esta diferencia se confirmaba
en las fracciones anteriormente estudiadas para hallar la actividad de la piruvato
quinasa. En ambas fracciones encontramos una disminucion de la cantidad de ATP

(Figura 45B y C).

Decidimos realizar un estudio mas exhaustivo en el analisis de ATP, cuantificandolo
en compartimentos subcelulares. Para ello utilizamos una sonda fluorescente que
permite medir el ATP, y que analizando a gran magnificacién en imagenes
confocales, nos permite cuantificarlo en las diferentes regiones celulares. GO-
aTeaml es una construccidén formada por dos proteinas fluorescentes, GFP (proteina
fluorescente verde) y OFP (proteina fluorescente naranja). Funciona como un
sistema FRET, en el que la emision producida por GFP excita OFP, produciendo

una emisién de este fluordforo.

Esta construccion tiene la peculiaridad de que al unirsele ATP, los dos fluoréforos se
acercan, por lo que a mayor cantidad de ATP, se encontrardn a menor distancia, y
por tanto la trasferencia de fluorescencia desde GFP a OFP sera mayor, permitiendo
cuantificarlo. La fluorescencia de GFP se utiliza para normalizar entre células con
diferente expresion del sensor. Por ello los resultados se presentan en el ratio
OFP/GFP (Figura 45D).
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Figura 45. Los niveles de ATP en células endoteliales interferidas para PKM2 estan reducidos. A)
Cuantificacion en extractos totales de HUVECs. B y C) Cuantificaciéon en las fracciones
permeabilizadas con saponina. Se realizo el analisis estadistico con la t de student y con el método de
ANOVA para mas de dos muestras, con el postest de Sidak. ***p<0,001; **** p<0,0001. n=8. D)
Imagenes de maximas proyecciones de microscopia confocal de la construccién OFP/GFP en células
confluentes E) Grafica de evolucion del ratio OFP/GFP en células confluentes tratadas. Se analizaron
unas 20 células por experimento, en tres experimentos independientes. F) Descenso del ratio
OFP/GFP en células tratadas con 2-Deoxiglucosa (2mM). Se analizaron unas 20 células por
experimento, en tres experimentos independientes. Se realizé el analisis estadistico con la t de student

de dos colas. *p<0,01. n=3.

Analizando el efecto de la interferencia de PKM2 en células confluentes, hallamos
que el ratio OFP/GFP era ligeramente menor en las regiones membranales en las

células interferidas (Figura 45E).

Comparamos la reduccion basal con lo que ocurre con la inhibicion general de la

glucolisis, mediante la administracion de 2-Deoxyglucosa, para saber en qué rangos
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de reduccion afectaba la interferencia de PKM2. Como se observa en el grafico, la
inhibiciéon con 2-DG reduce el ratio OFP/GFP en menor proporcion en células
interferidas para PKM2 (Figura 45F), por lo que esa diferencia se debe a la
interferencia de PKM2, la cual es similar a los valores obtenidos en la figura 45E.

Combinando esos resultados con los obtenidos en la prueba de la actividad de la
piruvato quinasa, y en los niveles de ATP en las fracciones citoesquelética-
membranales, podemos afirmar que hay una reduccion de ATP en las regiones donde

se encuentran las uniones endoteliales.

4.4. Analisis del efecto de 1a inhibicion de la actividad de PKM2 en los

parametros celulares endoteliales.

Ya que las células interferidas para PKM2 poseen menor actividad de
piruvato quinasa y menor producciéon de ATP, decidimos estudiar la disminucion de
la actividad de PKM2 en células endoteliales. Para poder estudiarlo, utilizamos el
inhibidor de su actividad Shikonina. Usamos una concentracion de 2 uM, ya que a
esos niveles es especifico de la actividad de PKM2, y ademés no disminuye la
viabilidad de las células (Chen et al, 2011). Las células controles fueron tratadas con

el vehiculo en el que se disuelve Shikonina, DMSO.

4.4.1. Analisis del efecto de 1a inhibicion de la actividad de PKM2 en células en
cultivo.

4.4.1.1. Estudio de la proliferacion y la migracion.

Realizamos el ensayo de proliferacion cultivando las células a lo largo de los
dias con Shikonina, para testar si reduciendo la actividad catalitica de PKM2 se
produce algun efecto en la proliferacion. El tratamiento no alter6é el nimero de
células a lo largo de los dias en comparacién con las células tratadas con DMSO
(Figura 46A).
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Figura 46. Los efectos de la interferencia de PKM2 en proliferacion y migracion, se reproducen
con el tratamiento con shikonina. A) Grafica de crecimiento a lo largo de los dias. Linea negra es
control tratado con DMSO, mientras que linea naranja es shikonina 2 uM. B) Resultado de la
cuantificacion del porcentaje de area de la herida que ha desaparecido debido a la migracion de las
células endoteliales, normalizado frente a las células control tratadas con DMSO. Se utiliz6 el analisis

de t de student pareado. * p< 0,05. n=3.

Realizamos el ensayo de cierre herida inhibiendo la capacidad catalitica de
PKM?2, mediante el tratamiento durante todo el experimento con Shikonina. Las

células tratadas migraron menos (Figura 46B).

4.4.1.2. Andlisis de la funcion de la actividad de PKM?2 en la regulacion de las

dindmicas de las uniones endoteliales.

Analizamos si el cambio de morfologia de Ve-cadherina se debia a la actividad

que estuviera realizando PKM?2 en esa regién. Para ello tratamos monocapas
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confluentes de HUVECs con shikonina durante una hora, y después analizamos la
morfologia de las uniones, tanto en condiciones basales como en células tratadas con

S1P.
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Figura 47. La inhibicion de actividad de PKM2 provoca defectos en las uniones endoteliales. A)
Imagenes de microscopia confocal de maximas proyecciones en las que se muestra la tinciéon de Ve-
cadherina (verde), PKM2 (rojo), en células control, y en células tratadas con S1P (1uM 15 min). B)
Cuantificacion del porcentaje de uniones discontinuas en ambas condiciones. Se normalizo frente al
control tratado con DMSO en ambos casos. Se analizo estadisticamente con el test de t de student

pareado. * p<0,05. n=4.
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En ambos casos, a pesar de que no se observa un descenso en la intensidad de Ve-
cadherina, hallamos que el porcentaje de uniones endoteliales discontinuas se
encontraba aumentado tras el pretratamiento con shikonina, en ambas condiciones,

tanto basales, como tras el tratamiento con esfingosina 1-fosfato (Figura 47).

4.4.2. Estudio de la inhibicion de la actividad de PKM2 en los ensayos de

angiogénesis in vitro.

Quisimos comprobar si los efectos que afectan a la formacidén de vasos se
debian a la actividad catalitica de PKIM2. Para testarlo, realizamos el mismo ensayo

de formacidn de estructuras, afiadiendo al medio de cultivo shikonina (2 uM) (Figura
48A).

Numero de estructuras
por esferoide
normalizado al control
Longitud media (uum)

Control Shikonina Control Shikonina

Figura 48. La inhibicion de PKM2 reduce la formacion de estructuras tipo capilares en esferoides
de células tratadas con Shikonina. A) Imagenes de microscopia de campo claro, en las que se
observan las estructuras tubulares saliendo del esferoide. B) Cuantificacién del nimero de estructuras
por esferoide (izquierda), y de su longitud media (derecha), ésta, normalizada frente a la longitud
media en el esferoide control. Se realizaron analisis estadisticos mediante el test de la t de student de
dos colas. ***p>0,001. n= 3
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Al realizar el ensayo, pudimos determinar que la longitud y el nimero de estructuras
tipo capilares estaban reducidos con el tratamiento con shikonina, aunque en el caso
del niimero de tabulos, las diferencias no fueron significativas (p=0,09) (Figura 48B).
Realizamos el mismo experimento en el ensayo de esferoides recubiertos de células,
tratando las células desde el primer dia del ensayo con shikonina. La cuantificaciéon
de las estructuras por microscopia de campo claro reveld que la inhibicion de la
actividad de PKM2 reducia tanto el numero, como la longitud de dichas estructuras
(Figura 49).

Control Shikonina

Numero de estructuras
por esferoide
normalizado al control
»
*
*

Control Shikonina Control  Shikonina

Figura 49. La inhibicion de PKM2 reduce la formacion de estructuras tipo capilares en esferoides
recubiertos de células tratadas con Shikonina, embebidas en geles de fibrina. A) Imagenes de
microscopia de campo claro, en las que se observan las estructuras tubulares saliendo del esferoide.
B) Cuantificacién del ntimero de estructuras por esferoide (izquierda), y de su longitud media
(derecha), normalizado en el caso del nimero frente la media en el esferoide control. Se realizaron

analisis estadisticos mediante el test de la t de student de dos colas. **p>0,01. *** p<0,001. n= 3.
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4.5. Analisis de los parametros celulares endoteliales con un

inhibidor global de la glucolisis.

Estudiamos si las funciones controladas por PKM2 resultaban exclusivas de
su regulacion. Por ello decidimos inhibir la glucolisis desde sus primeras etapas,
mediante el tratamiento con 2-DG (2-deoxiglucosa), un competidor de la glucosa en
la unién con la Hexoquinasa, que ha sido demostrado que inhibe la formacion de

estructuras tubulares in vitro.

4.5.1. Estudio de la proliferacion de células tratadas con el inhibidor de la

glucolisis 2-DG.

Ya que la inhibicion de la actividad de PKIM2 no tiene efectos en proliferacion,
quisimos analizar qué ocurriria en el caso de una inhibicion general de la glicolisis.
Para ello tratamos con 2-DG a una concentracion de 2mM durante 24 horas, en las
que analizamos el porcentaje de células positivas para el marcador Ki67. Durante el
ensayo analizamos paralelamente células interferidas para PKM2 para comprobar la
diferencia entre ambos tipos de células. Al cuantificar, observamos que el porcentaje

de células positivas era menor unicamente con el tratamiento con 2-DG (Figura 50).

40 -

ns

0% Células Ki67+

+ - 2-DG
Control Control PKM2

ARNi
Figura 50. La inhibicion de la glucolisis con 2-DG reduce la proliferacion de las células
endoteliales. Cuantificacion del porcentaje de células positivas para Ki67 comparado con las células

interferidas controles. Se realiza el test estadistico ANOVA con el postest Sidak para comparar parejas

de muestras. ns: no significativo, ** p <0,01. n=3.
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4.5.2. Estudio de la migracion en células tratadas con el inhibidor de la glucolisis

2-DG.

Realizamos el ensayo de cierre de herida tratando las células con 2-DG a una
concentracion de 2mM durante todo el ensayo. Tomamos fotos de microscopia de
campo claro a tiempo inicial y al cabo de 16 horas. Al igual que cuando estudiamos
la proliferacion, paralelamente analizamos células interferidas para PKM?2 para

comprobar la diferencia entre ambos tipos de células.
Al cuantificar, observamos que las células habian migrado menos tanto en el caso de

las celulas interferidas, como con el tratamiento con 2-DG. Entre los dos

tratamientos no encontramos diferencias significativas (p=0,57) (Figura51).
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Figura 53. La inhibicion de la glucolisis con 2-DG reduce la migracion de células endoteliales.
Resultado de la cuantificacion del porcentaje de area de la herida que ha desaparecido debido a la
migracion de las células endoteliales, normalizado frente a las células control. Se utiliz6 el analisis de

la t de student de dos colas. * p< 0,05. ** p<0,01. n=4.
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4.5.3. Estudio de las uniones endoteliales en células tratadas con el inhibidor de

la glucolisis 2-DG.

Analizamos la morfologia de Ve-cadherina con el tratamiento con 2-DG.
Tratamos con el inhibidor durante 24 horas y fijamos las células para analizar por
inmunofluorescencia el patrén de las uniones endoteliales, en condiciones basales, y

en células tratadas con S1P (1 uM 15 min

A

Control

Control

S1P

80 S1P *

% uniones discontinuas
% uniones discontinuas

Control 2-DG

Control 2-DG

Figura 52. La inhibicion de la glucolisis con 2-DG afecta a las uniones endoteliales. A) Imagenes
de microscopia confocal de maximas proyecciones en las que se muestra la tincién de Ve-cadherina
(verde), PKM2 (rojo), en células control, y en células tratadas con S1P (1uM 15 min). B)

Cuantificaciéon del porcentaje de uniones discontinuas en ambas condiciones. Se normalizé frente al
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control en ambos casos. Se analizo estadisticamente con el test de t de student pareado. * p<0,05.

**p<0,01 n=3.

En la imagen mostrada en la Figura 52 se puede observar como las uniones
endoteliales se encuentran afectadas con el tratamiento con el inhibidor, lo que se

refleja en el aumento del porcentaje de uniones discontinuas.

Por lo tanto, podemos concluir que existen diferencias dependiendo de la altura a la
que se inhiba la glucolisis. Al inhibir PKM?2, afectamos a la migracion y a la
regulacion de las dindmicas de las uniones endoteliales, mientras que al inhibir en la
parte alta de la via, afectamos, ademas de a esos dos procesos, a la proliferacién de

las células endoteliales.

5. Papel de PKM2 en la angiogénesis in vivo.

5.1. Interferencia de PKM2 en el modelo de desarrollo vascular en la

retina neonatal de ratones.

Para comprobar que los defectos en las funciones de las células endoteliales
observados tras el silenciamiento de PKM?2 eran reproducibles en un modelo animal,
decidimos usar el modelo de desarrollo del plexo vascular de la retina en ratones
neonatos. Utilizamos para ello la inyeccion intraocular de ARNi, para analizar
posteriormente el desarrollo de la angiogénesis. El ojo izquierdo fue inyectado con

un ARN de interferencia control, y el ojo derecho con el ARNi contra PKM?2.

En primer lugar analizamos el silenciamiento mediante Western Blot. Extrajimos
lisados proteicos de retinas inyectadas con ARNI1 especifico contra la isoforma PKM2
de raton y sus respectivos controles, para asi poder analizar la expresion de PKIM2
comprobando la eficiencia de la interferencia. Las retinas fueron inyectadas

intravitreamente a dia 3 (P3), y analizadas a dia 6 (P6).
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Las retinas de los ojos inyectados con el ARNi contra la isoforma de piruvato
quinasa M2 presentan menor expresion que los ojos inyectados con el ARNi control.

La expresion de PKM1, por su parte, no vario (Figura 53).

Por otra parte, estudiamos por inmunofluorescencia la disminucion de la expresién
de PKM2. Para excluir la expresion de PKM2 en el resto de células de la retina,
realizamos en cada una de las secciones confocales una mascara en la sefial de
IsolectinaB4. Al analizar la expresion de PKM2 que esta dentro de la sefial del
marcador de endotelio vascular isolectina, podemos observar cOmo en las retinas que
han sido inyectadas con el ARNi contra PKM?2 la intensidad de fluorescencia es

mucho menor.

ARNIi
Control PKM2

ARNi
Control PKM2

PKM?2 - = | 58Kda

PKM1 W - [ 58K da

GAPDH 36K da

PKM2 IsolectinaB4 Hoechst

Figura 53. La interferencia de PKM2 en retinas de ratones neonatal a dia 6 reduce la expresion de
PKM2 .A) Western Blot representativo en el que se analiza la interferencia de PKM2. Se analizo la
expresion de las proteinas PKM2, PKM1 y GAPDH como control de carga. B) Maximas
proyecciones de microscopia confocal en las que se muestra la expresiéon de PKM2 (verde), en los
vasos sanguineos, mediante la realizacién de una mascara en la sefial de Isolectina (rojo). Los nicleos

aparecen tefiiddos con Hoechst (azul).
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5.1.1. Estudio de parametros vasculares en las retinas interferidas para PKM2.

Analizamos diferentes parametros para estudiar si la expresion de PKM2
afectaba al desarrollo vascular de la retina. En primer lugar analizamos el
crecimiento radial de los vasos, es decir, la distancia que han avanzado desde el

nervio optico
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Figura 54. El crecimiento radial vascular de las retinas interferidas para PKM2 es menor, pero la
complejidad vascular no varia. A) Méaximas proyecciones de microscopia confocal de retinas, en las
que se observan los vasos sanguineos mediante la sefial de IsolectinaB4 (verde). B) Maximas
proyecciones confocales de retinas, en las que se observan las células endoteliales mediante el
marcador ERG. C) Cuantificacion del crecimiento radial vascular en la retina. ** p<0,01. n=8
ratones. D) Cuantificacion de la densidad vascular en la retina. Ns: no signfificativo n=4 ratones E)

Cuantificacion del namero de células ERG+ por area vascular. Ns: no signfificativo. n=4 ratones.
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Las retinas interferidas para PKM2 presentaron una disminucién en el crecimiento

radial vascular, en comparacion con las retinas controles (Figura 54A y C).

Estudiamos también otros valores, como la densidad vascular, es decir, el porcentaje
ocupado por vasos sanguineos en la retina, asi como las células endoteliales por area
vascular mediante el marcador ERG. Todos estos parametros nos proporcionan

informacioén sobre la complejidad del plexo vascular desarrollado y la proliferacién.

Las retinas interferidas para PKM2 no presentaron diferencias en todos esos valores
con respecto a las retinas control. Tanto la densidad como el nimero de células

ERG+ no eran diferentes a las retinas control (Figura 54 B, D y E).

5.1.2. Estudio de los filopodias en los vasos sanguineos de retinas interferidas

para PKM2.

Analizamos el numero de filopodias de las células de la punta en el frente del
plexo vascular en desarrollo de la retina. Para cuantificarlos, contamos las filopodias,
normalizando por cada 100 um, que es el perimetro medio de las células de la punta

(Wilhelm et al, 2016).
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Figura 55. Reducido niumero de filopodia de las células endoteliales en retinas interferidas para
PKM2. A) Maximas proyecciones de microscopia confocal de retinas, en las que se observan los vasos
sanguineos mediante la sefal de IsolectinaB4 (verde). B) Cuantificacién del numero de filopodia por

cada 100 um. * p<0,05. n=4

Las retinas de los ojos inyectados con el ARNi1 para PKM?2 presentaban

menor numero de filopodias que las retinas control (Figura 55).

5.1.3. Estudio de la morfologia de las uniones endoteliales en los vasos

sanguineos de retinas interferidas para PKM2.

Para poder realizar el andlisis de la morfologia de las uniones endoteliales del
plexo vascular de la retina, utilizamos el algoritmo de la clasificacion del tipo de
patron de Ve-cadherina, de la misma forma que lo habiamos usado en el andlisis de
las uniones celulares de los ensayos de microesferas, o en el ensayo de migracion

(Figura 56A y B).
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Figura 56. El patron de morfologia de Ve-cadherina en vasos sanguineos de retinas interferidas
para PKM?2 refleja un aumento de uniones activas. A) Reconstruccién con la clasificacion del patron
de uniones a partir de inmunfluorescencias de Ve-cadherina en retinas. B) Clave de clasificacion. C)
Gréfico de la cuantificacidn del porcentaje de regiones de cada tipo de morfologia. D) Cuantificacion

del ratio activo/inactivo. Se realizo el test t de student de dos vias. *p< 0,05.n=8
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La clasificacion reveld que las retinas procedentes de ojos inyectados con el ARNi
para PKM2, presentaban un mayor porcentaje de uniones irregulares que las retinas

controles, y que de hecho el ratio uniones activas/inactivas era mayor (Figura 56 C

y D).

Como hemos podido observar, los resultados de los ensayos in vitro se reproducen
en el modelo in vivo, en el que la interferencia de PKM2 afecta al desarrollo vascular,

en la remodelacion de las uniones endoteliales, y en el numero de filopodias.

5.2. Estudio de la inhibicion de la actividad de PKM2 en el modelo

de desarrollo vascular en la retina neonatal de ratones.

Ya que en las células endoteliales la inhibiciéon de la actividad de PKM2
reproducia los defectos de su interferencia, quisimos comprobar si asi ocurria
también en el desarrollo vascular neonatal en las retinas de los ratones. Para ello
inyectamos shikonina 40 uM uM a dia 5, y analizamos las retinas a dia 6. En los ojos

1zquierdos, utilizados como controles, inyectamos DMSO.

5.2.1. Estudio de los parametros vasculares en los vasos sanguineos de retinas de

ojos inyectados intravitreamente con shikonina.

El andlisis de plexo vascular revel6 que el tratamiento con shikonina
disminuia el crecimiento radial (Figura 57A y C). Por otro lado la densidad vascular
y el nimero de células ERG+ por area vascular se encontraban al mismo nivel que

las retinas tratadas con DMSO (Figura 57B, D y E).
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Figura 57. El crecimiento radial vascular de las retinas tratadas con shikonina es menor. A)
Maximas proyecciones de microscopia confocal de retinas, en las que se observan los vasos sanguineos
mediante la sefial de IsolectinaB4 (verde). B) Maximas proyecciones de microscopia confocal de
retinas, en las que se observan las células endoteliales mediante el marcador ERG en rojo, contrastado
con isolectina en azul. C) Cuantificacién del crecimiento radial vascular. D) Cuantificacion de la
densidad vascular en los vasos sanguineos de las retinas tratadas con Shikonina y sus controles
tratados con DMSO.E) Cuantificacion del numero de células ERG positivas por area vascular. *

p<0,05. ns: no significativo. n=6.
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5.2.2. Estudio de los filopodias en los vasos sanguineos de retinas de ojos

inyectados intravitreamente con shikonina.

Analizamos el efecto que produce el tratamiento con el inhibidor de la actividad de
PKM?2 en el desarrollo de protrusiones en las células de la punta de la retina. El
numero de filopodias por cada 100 um resulté afectado en las retinas tratadas con

shikonina (Figura 58).
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Figura 58. Reducido numero de filopodias de las células endoteliales en retinas tratadas con
shikonina. A) Méaximas proyecciones de microscopia confocal de retinas, en las que se observan los
vasos sanguineos mediante la sefial de IsolectinaB4 (verde). B) Cuantificacion del numero de filopodia

por cada 100 um. *p<0,05.n=3.

5.2.3. Estudio de las uniones endoteliales en los vasos sanguineos de retinas de

ojos inyectados intravitreamente con shikonina.

Finalmente estudiamos si el patron de las uniones endoteliales se veria
afectado por el tratamiento con shikonina. Para ello, utilizamos el algoritmo de la
clasificacion del tipo de patrén de Ve-cadherina, de la misma forma que lo habiamos

usado anteriormente (Figura 59A vy B).
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Figura 59. El patron de morfologia de Ve-cadherina en vasos sanguineos de retinas tratadas con
shikonina refleja un aumento de uniones activas. A) Reconstruccién con la clasificacion del patron
de uniones a partir de inmunfluorescencias de Ve-cadherina en retinas. B) Clave de clasificacion. C)
Grafico de la cuantificacion del porcentaje de regiones de cada tipo de morfologia. D) Cuantificacidén

del ratio activo/inactivo. * p<0,05. n=4;

La clasificacion reveld que las retinas procedentes de ojos inyectados con Shikonina,
presentaban un mayor porcentaje de uniones irregulares que las retinas controles, ya
que la curva de clasificaciéon se encontraba desviada hacia la izquierda.
Comprobamos ademds que el porcentaje que de hecho el ratio uniones

activas/1inactivas era mayor (Figura 59 C y D).
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Por lo tanto, el tratamiento con Shikonina, el inhibidor de la actividad de PKM2,
compromete la formacién de filopodias y la dindmica de uniones endoteliales, sin
que la proliferacion se vea afectada, tal como se deduce del hecho de que no existan
diferencias en el numero de células positivas para el marcador endotelial ERG, ni en

la densidad vascular. Estos datos coinciden con el efecto de la interferencia de PKIM?2.
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En este trabajo hemos descrito la importancia de la expresion y actividad de
PKM2 en el endotelio para el desarrollo de una angiogénesis correcta. Ademas se ha
desentrafiado qué procesos celulares implicados en la formacion de vasos sanguineos
son regulados por esta proteina en células endoteliales, y como la forma de regularlo
es mediante la aportacién de energia en forma de ATP en las regiones celulares
proximas a las uniones endoteliales. Ahora procederemos a realizar una sintesis de
los resultados, discutiendo su concordancia, discordancia y relevancia con respecto

a lo que esta descrito en la literatura.

1. Expresion de PKM2 en células endoteliales.

Hemos hallado que las células endoteliales expresan la isoforma 2 de PKM
(PKM2) preferentemente en comparacion con PKM1 (Figura 12). En la literatura
menos reciente siempre se habia descrito que PKM2 se expresa fundamentalmente
en el embridn y en células cancerigenas, mientras que en el organismo adulto la
expresion predominante era de PKM1 (Kumar et al, 2007; Mazurek 2011). Incluso
en muchos trabajos no tan lejanos en el tiempo se argumenta en este sentido, pero,

sin embargo, estudios recientes han concluido que esa afirmacién era equivocada.

Analisis en diferentes 6rganos han determinado que existe un patrén de expresion de
1soformas de PKM propio de cada uno de ellos (Taniguchi et al, 2015), de tal forma
que el cerebro, el corazén y el musculo esquelético expresan fundamentalmente la
isoforma M1, mientras que 6rganos como el pulmon, el bazo, el rinén o el intestino
delgado expresan la isoforma M2. En otros 6érganos, como el estbmago o el colon,
no parece que haya una predominancia de ninguna de ambas isoformas, y en otros,
como el higado, ni siquiera es una isoforma M. ;A qué se debe esta diferente
expresion de una u otra isoforma dependiendo del 6rgano? El mecanismo ya ha sido
descrito, ya que represores y micro ARN que regulan la expresion de uno u otro exén
del gen tienen una expresion caracteristica dependiendo del 6rgano que tratemos
(Taniguchi et al, 2015). Sin embargo, queda por desentrafiar cudl es la razén y las

consecuencias de la expresion de una u otra isoforma.

155



Ya que la principal diferencia entre PKM1 y PKM2 es la capacidad de regular su
actividad catalitica, todo apunta a que la explicacion de esa diferente expresion debe
estar relacionada con ello. El corazén y el musculo son érganos en los que se produce
un gasto de energia constante, por lo que la expresion de la isoforma M1, que es
constantemente activa, podria explicarse por esa circunstancia. En los cardiomiocitos
del corazén la forma de obtencion de energia en forma de ATP es mediante la
oxidacion fosforilativa en la mitocondria, que obtiene sus sustratos de la oxidacion
de acidos grasos (Lopaschuk and Jaswal, 2010). La preferencia por la expresioén de

PKM1 podria contribuir a que tengan ese tipo de metabolismo.

El cerebro es un 6rgano metabolicamente peculiar, en el que el destino metabdlico
de la glucosa depende del tipo celular. Las neuronas degradan activamente la enzima
activadora de la glucolisis PFKFB3, mientras que es expresada en los astrocitos
(Herrero-Méndez et al, 2009). La expresidén de las isoformas de PKM también es
diferente en estos dos tipos celulares, ya que, mientras que las neuronas expresan
preferentemente PKMI1, los astrocitos expresan PKM2 (Zheng et al, 2016). Estos
cambios provocan dos cosas, la primera, que la expresion de PKM1 hace que las
neuronas presenten una preferencia por la oxidacion fosforilativa en la mitocondria,
y la segunda, que la menor expresion de PFKFB3 permita que el flujo de metabolitos
de la glucolisis sean utilizados para producir poder reductor para combatir el estrés
oxidativo. Los astrocitos, que expresan PKM?2, por su parte, son altamente

glucoliticos (Turner and Adamson, 2011).

Las células endoteliales obtienen su energia en forma de ATP fundamentalmente de
la glucolisis anaerdbica a pesar de la alta disponibilidad que tienen de oxigeno, lo que
se conoce como el “efecto Warburg“(deBock et al, 2013), mientras que la
fosforilacion oxidativa es reducida, y la funcién de las mitocondrias es producir
metabolitos para la sintesis de nucledtidos a fin de favorecer la proliferacion

endotelial en el contexto de angiogénesis (Schoors and Bruning et al, 2015).
La mayor expresion de PKM2 que hemos encontrado en HUVECS parece estar en

concordancia con esos hallazgos, ya que, como se ha visto, en neuronas la

preferencia por PKM1 hace que el flujo de ATP se desvie a la fosforilacion oxidativa
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en la mitocondria. Asi, las células endoteliales expresando PKM2 producen su
energia mediante la ruta de la glucolisis anaerobia, mientras que la actividad de la
mitocondria serviria como surtidor de metabolitos para la proliferacion endotelial.
De hecho, el consumo de oxigeno no varia con la interferencia de la expresion de
PKM?2 (Figura 42). Es de sefalar, en referencia con estos datos, que en nuestro
modelo de interferencia no tenemos variaciones en la expresion de PKM1 (Figura
14), por lo que ese cambio entre una y otra isoforma que se produce en las neuronas
(Zheng et al, 2016) y que provoca la preferencia de ese tipo celular por la fosforilacion

oxidativa no ocurre en nuestras células.

Por lo tanto, la expresion de PKM?2 en células endoteliales contribuye a que la fuente
de energia de estas células sea la glucolisis anaerobia, y que la mitocondria no
contribuya practicamente a esta produccion, proveyendo unicamente de metabolitos

para la proliferacién.

Queda por determinar si la expresion de las isoformas de PKM en células endoteliales
es comun a todo el organismo, o varia dependiendo del tipo de érgano, ya que el
estudio en el que se determind la expresion diferente se realizo6 sin profundizar en los
diversos tipos celulares que forman parte de los 6rganos. El endotelio es muy
heterogéneo (Aird, 2012), presentando un alto grado de diferenciacion en el cerebro
(barrera hematoencefalica), o en el higado, en el que el endotelio es sinusoidal
(Koudelkova et al, 2015), por lo que no seria del todo sorprendente que hubiera un
patron diferente de expresion de las isoformas de PKM en el endotelio dependiendo

del 6rgano de estudio.

Atn queda por determinar qué ocurre en quiescencia y angiogénesis con la
regulacion de la expresion de PKM2. SIRT1 es una molécula que funciona como una
lisina desacetilasa que regula multiples proteinas, entre ellas FOXO1, un factor de
transcripcion que modula la expresion de diversos genes que afectan al desarrollo
vascular, entre los cuales se encuentran proteinas del metabolismo (Oellerich and
Potente, 2012). FOXO-1 promueve la quiescencia de las células endoteliales,
disminuyendo la expresién de enzimas metabolicas, entre las que se encuentra

PKM?2, provocando la reduccién del metabolismo tanto de la glucolisis como de la
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mitocondria (Wilhelm et al, 2016). SIRT1 reprime la acciéon de FOXO-1 durante el
desarrollo vascular (Potente et al, 2007). En neoplasias de pancreas, SIRT1 estimula

la expresion de PKM2, lo que provoca un aumento en proliferaciéon (Pinho et al,

2016).

No esta demasiado claro como es la regulacion en el contexto angiogénico. Myc es
un factor de transcripcion esencial para el desarrollo vascular (Baudino et al 2002).
Entre sus multiples funciones, se encuentra la activacion del metabolismo endotelial
promoviendo la sintesis de diferentes enzimas, entre las que se encuentra PKM?2
(Wilhelm et al, 2016). Por otra parte, Myc media las respuestas de ciertas moléculas
que estimulan la angiogénesis, como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-
2), incrementando la expresion de enzimas de la glucolisis como HK-2 en HUVECsS,
aunque no PKM2 (Yu et al, 2017). PFKFB3, por otro lado, incrementa su expresion
con el tratamiento con VEGF-A (deBock et al, 2013). Aunque nosotros no hemos
encontrado variaciones en los cultivos de HUVECs de la expresion de PKM2, no
habria que descartar que pueda verse afectada en un contexto angiogénico en el que

las células se encuentran en otro ambiente y circunstancias.

2. La expresion y actividad de PKM2 no influye en la

proliferacion de las células endoteliales.

Las células endoteliales se encuentran en un estado menos activo durante la
homeostasis del organismo. Solamente cuando reciben un estimulo o experimentan
algtin tipo de estrés, se activan y responden con cambios en su fisiologia, mecanismos
celulares y en su metabolismo, que les permiten entre otras cosas comenzar a
dividirse. Con respecto a este ultimo punto, como se ha descrito en la introduccion,
condiciones tipicas de homeostasis, como el flujo laminar, provocan una reduccién
de ciertas enzimas del metabolismo como PFK1, HK2 o PFKFB3 (Doddaballapur
et al, 2015). Todas estas enzimas pertenecen al curso alto de la glucolisis, cuando los
metabolitos procesados tienen aun seis carbonos. Si se encontraron diferencias en la

expresion de PKM2, se desconoce.
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No hemos hallado diferencias en la expresion de PKIM2 o PKM1 a lo largo de las
diferentes fases celulares de proliferacion (Figura 13). Se ha descrito que la expresion
de PKM1 reduce la proliferacion (Lunt et al, 2015) o que en el cerebro las partes
proliferativas durante el desarrollo expresan PKM2 y que su expresion cambia a
PKM1 durante la diferenciaciéon y que esto se acompafia con la reducciéon en
proliferacion (Zheng et al, 2016; Tech et al 2017). Sin embargo este cambio de
expresion, que se creia que ocurria también en la transformacion de una célula en
célula tumoral, y que provocaba que, entre otras cosas, comenzase a proliferar, ha
sido discutido (Zhan et al, 2015). Ademas, en muchos 6rganos celulares la isoforma
expresada de forma predominante es PKM?2 (Bluemlein et al, 2011; Taniguchi et al,
2015), lo cual no quiere decir que las células de ese tejido estén proliferando
constantemente. De hecho, nosotros no hemos observado defectos en proliferacion
asociados con la interferencia de la expresion de PKM2, ni en células en cultivo
(Figuras 14 y 15), ni en el ensayo de cierre de herida (Figura 17), ni en estudios
angiogénicos “in vitro” o “in vivo” (Figuras 29 y 54). Ademas, no hemos observado
una compensacion con la expresion de PKM1, por lo que podemos excluir estos

efectos del fenotipo de proliferacion asociado a PKM?2.

Una explicacion para que la expresion de las isoformas no afecte a la proliferacion es
que la regulacion de la actividad de PKM2 sea responsable de ese fenotipo, ya que la
inhibicion de la actividad de PKM2 contribuye a la proliferacion en células tumorales
(Hitosugi et al, 2009), mientras que el incremento de la actividad mediante la
promociodn de la forma tetramérica de PKM2 inhibe la proliferacion celular tumoral
(Anastasiou et al, 2012). Nosotros hemos observado que la inhibicién de la actividad
de PKM2 no afecta a la proliferacidon de las células endoteliales con el tratamiento
con shikonina, tanto en células en cultivo (Figura 46), como en la angiogénesis “in
vivo” (Figura 57). Ademas, en concordancia con estos resultados, encontramos que
la actividad de piruvato quinasa estd reducida en la fraccion citosoélica de las células
endoteliales, en comparacion con la actividad en las regiones citoesqueléticas-
membranales (Figura 44), lo que podria reflejar que la reducida actividad en el
citosol permite el flujo de metabolitos intermediarios de la glucolisis hacia la
formacion de macromoléculas necesarias para la proliferacion celular. Asi, la
inhibicion de la actividad, o la interferencia, no afectaria en exceso a ese flujo de

metabolitos, lo que permitiria que las células endoteliales continuasen dividiéndose.
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Se ha descrito que células endoteliales deficientes en enzimas del metabolismo, como
PFKFB3 o HK?2, presentan defectos en proliferacion (deBock et al, 2013; Yu et al,
2017), ademas de que la inhibicion general de la glucolisis con 2-deoxiglucosa
también produce defectos en este proceso (Figura 50), lo que pone de relieve, junto
con nuestros resultados acerca de PKM?2, que la regulacion de una u otra enzima de

la glucolisis puede alterar diferentes procesos o no, como en este caso la proliferacion.

3. PKM2 en la regulacion de la migracion de las células

endoteliales.

Hemos descrito como las células endoteliales interferidas para PKM2, o en las
que su actividad se encontraba inhibida, presentaban defectos en su capacidad
migratoria (Figuras 16 y 46). No es la primera enzima en la que se observa que tiene
un papel en la migracién de las células. La expresion de PGK1, otra enzima de la
glucolisis que genera ATP directamente como la piruvato quinasa, es importante
para la migracion de células tumorales (Li and Xiang et al, 2016). El silenciamiento
de GAPDH en fibroblastos de cérnea, por su parte, disminuye el porcentaje de area

ocupada en el ensayo de cierre de herida (Joseph et al, 2014).

En células endoteliales se habian descrito defectos en ratones deficientes para
PFKFB3 (deBock et al, 2013) o en células endoteliales linfaticas de ratones
deficientes para HK2 (Yu et al, 2017).

En el caso de PKIM2 se habia descrito su papel favoreciendo la migracion en células
de cancer de colon (Yang et al, 2015) o en células de cancer de estbmago (Wang et
al, 2017), aunque también se ha observado que en células de hepatocarcinomas puede
inhibirla (Chen et al, 2015). El papel de esta isoforma en ese 6rgano en concreto
parece peculiar, ya que a pesar de que la deplecion de PKM2 estd ampliamente
relacionada con un descenso en el crecimiento tumoral, en un ratén deficiente en
PKM2 se generan mas cantidad de carcinomas de células hepaticas (Dayton et al,

2016). Hay que sefialar que ese modelo de deficiencia de PKM?2 presenta una
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compensacion de expresion de PKM1 (Israelsen et al, 2013), lo que podria estar
condicionando las respuestas observadas en ese ratén. El papel de PKMI1 en la
migracion celular ha sido apenas descrito, ya que debido a que la mayoria de trabajos
se han desarrollado en células tumorales, se ha enfocado la investigacién en la
1soforma M2. Sin embargo, en uno de los estudios antes mencionados (Yang et al,
2015), PKMI1 no promovia la migracién de células de cancer de colon. En células
endoteliales no existen datos previos al respecto de la funcién de PKM2 o PKMI1 en

la migracion celular.

El mecanismo por el que puede afectar a este proceso podria ser la produccion de
ATP en las regiones de membrana donde se generan las protrusiones en células
endoteliales. Hemos descrito la presencia de PKM2 en los lamelipodias de células en
cultivo (Figura 36), en los filopodias de las estructuras tubulares “in vitro” (Figura
41), y en los de las células de la punta de las retinas (Figura 53). Ademas, la
interferencia de PKM2 afecta al numero de filopodias en las retinas, reduciéndolos
(Figura 55). Sin embargo podria deberse también a que la regulacion de las uniones
endoteliales se encontrase afectada, como hemos observado en este trabajo (Figuras
23,24y 25). Las dinamicas de las uniones es importante para una correcta migracion
colectiva (Hayer et al, 2016), por lo que PKM2 podria estar afectando en parte a la
migracion a través de este proceso. De la funcién de PKIM?2 en las uniones se discutird

mas adelante.

La formacion de protrusiones es fundamental para el correcto desarrollo vascular
(Wakayama et al, 2015; Fantin et al, 2015), y en multitud de trabajos en los que hay
defectos en la angiogénesis en la retina, hay defectos en el numero de filopodias. Las
funciones de los filopodias son: ayudar a la direccion de la migracion (Phng et al,
2013), la interaccion con otros tipos celulares en el proceso de avance de los vasos y
la formacién de anastomosis entre la célula de la punta de diferentes vasos (Gerhardt
et al, 2003), proceso en el cual es importante la funcién de Miosina X transportando
agregados de Ve-cadherina para iniciar los contactos entre las células, mecanismo
que requiere de ATP para viajar a través del filopodia (Almagro et al, 2010). La
formacion de filopodias requiere ademds de la disponibilidad de actina unida a ATP,

que es un factor limitante para su longitud y estabilidad (Zhang et al, 2004).
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PKM?2 podria proveer ATP para las dindmicas del citoesqueleto que son necesarias
para la migracion. El descenso de actividad de la piruvato quinasa por la interferencia
de PKM2 (Figura 43) provoca una reduccion en los niveles de ATP en la fraccidon
citoesquelética-membranal (Figura 45), lo que podria contribuir a los defectos
observados en migracion, y en los filopodia de las retinas. Ademas, este defecto
ocurre también en las retinas tratadas con un inhibidor de la actividad de PKM2
(Figura 58). La asociacion descrita entre PKIM2 y la F-actina (Puchulu-Campanella
et al, 2013) podria ser la responsable de que se encuentre en esas regiones
produciendo ATP. De hecho, solamente se ha descrito la asociacidon directa de PFK,
Aldolasa, GAPDH, piruvato quinasa (Menard et al, 2014) y PFKFB3 (deBock et al
2013) con F-actina. Las otras proteinas de la glucolisis podrian asociarse uniéndose
a adaptadores o a otras enzimas que se pueden unir a estructuras citoesqueléticas,
como es el caso de PGK que se une a GAPDH, que si tiene esa capacidad (Zala et
al, 2013). Por otra parte, se ha demostrado la asociacion entre PKM?2 y la cadena
ligera de la miosina 2 (MLC2) en otro contexto, por lo que habria que determinar si

pudiera ocurrir en otras circunstancias (Jiang et al, 2014).

Otra posibilidad que podria contribuir a la regulacién de la migracion por parte de
PKM?2, es que ésta contribuyese con ATP para la fosforilacién de proteinas
implicadas en este proceso celular. PI3K es una quinasa que tiene un papel
fundamental en la respuesta migratoria celular (Cain and Ridley, 2009). Para realizar
su funcion, proteinas como AKT son reclutadas a la membrana celular (Gao and
Zhang, 2009); Huang et al, 2011). AKT puede fosforilar actina (Xue and Hemmings,
2013), por lo que el ATP necesario para ello podria ser producido por PKM2.

Una ruta que PKM2 podria estar regulando es la de la proteina RAP1, ya que se ha
demostrado recientemente su asociacién (Onodera et al, 2014). Dado que RAPI1
puede regular las dinamicas del citoesqueleto, afectando tanto a la migracion
(Genova et al, 2017), como a las dinamicas de las uniones endoteliales (Pannekoek

et al, 2014), podria ser un mecanismo a explorar.

Por otro lado, podria ser que la actividad como proteina quinasa de PKM?2 fuera la
que regulase estas funciones en migracion, fosforilando proteinas directamente a

partir de PEP. Sin embargo, el hecho de que esta funcion esté discutida (Hosios et al,
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2015), y que cuando se ha descrito esta capacidad como proteina quinasa haya sido
cuando PKM?2 se encontraba localizada en el nucleo (Yang et al 2012; Jiang et al,
2014), hace que sea improbable que pueda tener alguna funcién directa en este
proceso en ese sentido. En concordancia, no hemos detectado apenas células

endoteliales con una clara localizacion de PKIM2 en el nucleo en nuestros estudios.

4. PKM2 en la regulacion de las uniones endoteliales.

Se ha descrito a lo largo de este trabajo que PKM2 regula las dinamicas de las
uniones endoteliales. La interferencia de esta isoforma provoca un aumento del
porcentaje de uniones discontinuas (Figura 19). Este tipo de union se caracteriza por
ser uniones inmaduras que no son capaces de estabilizarse, y que ademas provocan
que la funcion del endotelio como barrera se vea comprometida (Millan et al, 2010;
Dejana, 2009). Este mayor porcentaje de uniones discontinuas se mantiene cuando
estimulamos las células con una molécula que favorece la remodelacion de estas
estructuras celulares, como esfingosina 1-fosfato (Figura 20). El hecho de que las
células interferidas posean estas deficiencias podria deberse a que sean incapaz de
remodelar sus uniones de forma adecuada. En linea con esta afirmacidn, se encuentra
el hecho de que en los ensayos del estudio de la resistencia eléctrica transendotelial,
las células interferidas tratadas con S1P incrementaban sus valores de resistencia,
pero en unos niveles mucho mas reducidos que las células interferidas control (Figura

22).

Mediante una observacién mas detallada del fenotipo morfolégico de las células
interferidas tratadas para PKM2 tratadas con S1P (Figura 20), podemos vislumbrar
como a pesar de que las células adquieren una morfologia tipica del tratamiento con
S1P, los defectos en Ve-cadherina seguian manteniéndose. La respuesta a S1P
implica muchos procesos, que se producen de forma encadenada y que finalmente
componen el fenotipo observado (Xu et al, 2007). En nuestro modelo no estamos
intentando demostrar que PKM2 bloquea todas las respuestas celulares a S1P, sino
que el hecho de que PKM2 esté provocando un defecto en las uniones, implica que

no respondan correctamente al estimulo de S1P. Una confirmaciéon de que son los
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defectos en las uniones los que provocan ese fenotipo, es que la localizacion de otra
proteina de ese complejo, como es gamma-catenina, también se encuentra afectada

tanto en condiciones basales, como con en el tratamiento con S1P (Figura 21).

Elegimos el tratamiento con S1P, ya que nos parecia mas interesante que, si PKIM2
producia defectos en las uniones, analizar si se reducian con un estimulo que
reforzase la integridad de esas estructuras. De hecho, aunque no se muestre en los
resultados, en células tratadas con VEGF-A (50 ng por ml durante 15 minutos), que
promueve la aparicion de uniones discontinuas (Dejana et al, 2009), la intensidad de
Ve-cadherina y el porcentaje de este tipo de unidn se encontraban afectados, aunque
en menor proporcion, ya que de por si en las células interferidas ya presentaban esos

defectos sin ese tratamiento (Figura 19).

Esta regulacion deficiente de las uniones endoteliales sucedia también en el ensayo
de migracion por cierre de herida (Figura 23 y 24). Ademas de los defectos que
producia PKM2 en la regulacion de las protrusiones del citoesqueleto, como los
filopodias, que podrian contribuir a estos resultados en la migracidn, el hecho de que
las uniones se encuentren también afectadas podria ser responsable del fenotipo
observado en migracién. De hecho, se ha descrito la necesidad de una correcta
regulacidon de Ve-cadherina en la migracion colectiva de las células endoteliales para
que éstas se encuentren bien orientadas hacia el lugar al que deben de migrar (Hayer
et al, 2016). En este trabajo explican ademas que estimulos que provocan aumentos
de uniones discontinuas, como la trombina, provocan defectos en esta migracion
colectiva. En nuestro modelo, analizamos las células interferidas para PKM2,
hallando que habia un mayor porcentaje de células que se encontraban mal
orientadas (Figura 25). Este defecto podria estar causado por el defecto en las uniones

endoteliales observado en nuestros experimentos.

A pesar de que no hemos encontrado diferencias en la proliferaciéon en nuestros
ensayos de migracién a consecuencia de la interferencia de PKM2 (Figura 17 y 18),
los defectos en las uniones endoteliales podrian estar afectando a ese proceso de otra
forma. Recientemente se ha descrito la importancia de la division asimétrica para la
migracion colectiva de las células endoteliales. Este fendmeno consiste en que las dos

células procedentes de la division de la misma célula, se reparten los componentes
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de la originaria en una proporcién diferente quedando polarizadas, lo que influye en
la migracion (Costa et al, 2016). La division asimétrica esta regulada por la adhesion
celular, mediante la asociacion de adaptadores de este proceso a las proteinas de la
unioén, como E-cadherina (Le Borgne et al, 2002; Gloerich et al, 2017). Por todo eso,
no podemos descartar un papel de la deficiente regulacién de las uniones por parte
de PKM2 en este fendmeno, que contribuiria, junto a los defectos en las uniones, en

la migracion colectiva y al efecto en las protrusiones del citoesqueleto.

Hemos visto que PKM2 se localiza en las uniones celulares, tanto en condiciones
basales (Figura 33), como en condiciones de remodelamiento de uniones en el
tratamiento con S1P (Figura 35). Ademas, hemos confirmado la presencia en las
regiones de las uniones endoteliales mediante el subfraccionamiento de los
compartimentos membranales de las células (Figura 40). También, tras el
tratamiento con S1P, podemos observar una mayor presencia en las fracciones de
menor densidad de la proteina EEA1, caracteristica a los endosomas tempranos, lo
que indica un aumento en el trafico de proteinas en la membrana plasmatica. En los
ensayos con la construccion fluorescente de PKIM2 (PKM2-GFP), observamos como
se produce un aumento del trafico de vesiculas de PKM?2 en las regiones cercanas a
la membrana plasmatica (Figura 37). Esto podria indicar una funciéon de PKM2 en
el transporte que se produce en la region, o simplemente que es transportada hacia

esa zona para regular alguna funcion localmente.

Todos estos resultados confirman la presencia de PKIM2 en situaciones basales, como
en modelos dindmicos en los que se remodelan uniones con mayor intensidad.
Ademas, el hecho de que los defectos en las uniones se presenten en ambas
situaciones implica un papel de la proteina en la remodelacién constante de uniones

endoteliales.

Hemos observado que estos defectos en la regulacion de uniones endoteliales se
reproducen en los ensayos angiogénicos, tanto “in vitro” (Figura 32), como “in vivo”
(Figura 56 y 59). En ambos modelos, la interferencia de PKM2 produce una
reduccion en la formacion de nuevas estructuras vasculares. Como se ha comentado
en la introduccién, ain quedan nociones que aclarar sobre el papel de las uniones

endoteliales en la angiogénesis. Parece establecido la necesidad de un mosaico de
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patrones de uniones activas e inactivas para una correcta angiogénesis (Bentley et al,
2014). No esta claro sin embargo que un aumento de la proporciéon de uniones
endoteliales inactivas se acompafie de defectos en angiogénesis (Li et al. 2016),
aunque es cierto que en este modelo, aunque el patron se derivaba hacia las uniones
inactivas, el mosaico entre regiones de Ve-cadherina activas e inactivas se mantenia.
El incremento de la proporcién de uniones inactivas parece impedir sin embargo

otros procesos, como la metastasis, en ese estudio.

Por otro lado, si que se ha descrito que un incremento de uniones discontinuas
provoque defectos en angiogénesis (Wimmer et al, 2012; Yoshioka et al, 2012;
Fraccaroli et al, 2015). En estos estudios realizados en diferentes proteinas, como
RAF-1, o una proteina de adhesiones focales (alpha-parvin) se correlacionaba los
defectos en angiogénesis con una regulacion comprometida de las uniones

endoteliales.

Otro modelo en el que se produce un aumento en el porcentaje de uniones activas es
el tratamiento con el inhibidor del procesamiento de Notch, DAPT (Bentley et al,
2014). En este caso, esta descrito que este tratamiento provoca un fenotipo de
hipervascularizacion en el desarrollo vascular de las retinas de ratones (Hu et al
2014), sin embargo, debido a la multitud de cambios celulares que se producen a
través del tratamiento de DAPT, no resulta prudente responsabilizar unicamente a
la morfologia de las uniones celulares de este fenotipo.

El mecanismo propuesto por el que PKM2 podria regular las dinamicas de las
uniones es por la produccion de ATP de forma local. El hecho de que las uniones
tratadas con shikonina, el inhibidor de la actividad de PKM2, sean mas inestables
corrobora esta hipoétesis (Figura 47). Ademas hemos encontrado menores niveles de
ATP en las fracciones citoesqueléticas-membranales de las células interferidas para

PKM?2 (Figura 45).

En recientes estudios, se ha descrito el papel de la proteina reguladora de la glucolisis
PFKFB3 en la normalizacion de las uniones endoteliales y los filopodias en procesos
de angiogénesis patologica. El tratamiento con VEGF en altas concentraciones
produce un aumento en las uniones de tipo discontinuo (Bentley et al, 2014; Cruys

et al, 2016), que a su vez provoca defectos en la formacidén de vasos nacientes, que
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son reducidos (Ubezio et al, 2016). Al tratar con un inhibidor de la actividad de la
proteina PFKFB3, se producia una reduccion en el porcentaje de uniones
discontinuas, aunque no se describia qué ocurria con el desarrollo vascular en si

(Cruys et al, 2016).

En otro articulo, se ha descrito como la inhibicién de la actividad de PFKFB3 en
células endoteliales tumorales, contribuia a la normalizacién de las uniones
endoteliales, haciendo que fueran menos discontinuas (Cantelmo et al, 2016). Es
curioso, porque en un estudio del mismo grupo, las células endoteliales en las que se
silenciaba esa proteina establecian uniones de forma temporal y mas inestable
(movieS1 en deBock et al, 2013). Esas células no experimentan cambios en sus
niveles de ATP celulares, ya que adaptan su metabolismo reduciendo su consumo,
disminuyendo entre otras rutas, la sintesis de proteinas, de forma que se reduce el
ratio ADP/ATP (deBock et al, 2013). La explicacién mas plausible a ese posible
fenotipo dual en la regulacion de uniones endoteliales, es que las dindmicas en las
uniones requieran unos niveles adecuados de energia para su correcta morfologia y
estabilidad. De ese modo, un exceso de energia, como ocurre en las células
endoteliales provenientes de tumores, que producen mas ATP y tienen una mayor
expresion de PFKFB3 (Cantelmo et al, 2016), podria producir un exceso de
remodelacion en las uniones impidiendo que se estabilizasen, y en el caso opuesto,
que una reduccién del metabolismo impida que las uniones puedan remodelarse y
tampoco puedan estabilizarse. En ese sentido nosotros hemos testado la respuesta a
la inhibicién general de la glucolisis en las uniones endoteliales mediante el
tratamiento de HUVECSs con 2-deoxiglucosa. El tratamiento generé un aumento de
uniones discontinuas e inestables (Figura 52). Ademas, en otro estudio, la reduccion
de niveles de ATP en las uniones endoteliales generada por la interferencia de
Emmprin, una proteina que forma un complejo junto a plakoglobina en la unioén,
provocaba que las uniones endoteliales fueran mas inestables (Moreno et al, 2014).
Ademas, las células interferidas de este trabajo presentaban defectos a la hora de
establecer contactos iniciales entre las células, al igual que se habia observado con la

interferencia de PFKFB3 (deBock et al, 2013).

En células epiteliales se ha caracterizado qué ocurre con la deplecion de ATP en las

uniones estrechas. Dos articulos exponen resultados complementarios, que podrian
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estar en concordancia con nuestra hipétesis. En el primero de ellos, el tratamiento de
las células con 2-DG, el inhibidor de la glucolisis, producia la separacion de las
células a pesar de que las proteinas de las uniones se mantenian con una intensidad
intacta. Ademas, la resistencia eléctrica transepitelial disminuia con la deplecién de
ATP, verificando que la regulacién del epitelio como barrera se encontraba
comprometida. Por otra parte, el citoesqueleto de actina se veia afectado
retrayéndose de la union (Tsukamoto and Nigam, 1997). En el otro trabajo,
realizaban una inhibicién atin mas severa del metabolismo, bloqueando la glucolisis
y la fosforilacion oxidativa. El resultado era la desorganizacion del esqueleto de
actina, la formacion de interrupciones en las uniones entre las células epiteliales
(similar a las uniones discontinuas de las células endoteliales) y un marcado descenso

en los valores del TEER (Bacallao et al, 1994).

Por otro lado, la adicién de ATP extracelular a concentraciones minimolares produce
un descenso en los valores del TEER tanto en células epiteliales, como en
endoteliales (McClenahan et al, 2009). En ese trabajo indican que es probable que
fisiologicamente no se den unas concentraciones tan altas de ATP. Un efecto similar

ha sido observado en células endoteliales de cerebro (Maeda et al, 2016).

La explicacion del papel del ATP en la regulacion de las uniones endoteliales es por
tanto compleja. Como se ha indicado anteriormente, las dinamicas del citoesqueleto,
y el transporte de Ve-cadherina por parte de miosina X a través de los filopodias
requiere ATP (Almagro et al, 2010). La fosforilacién de Ve-cadherina, necesaria para
la internalizacion, requiere de ATP como sustrato (Orsenigo et al, 2012). En ese
sentido, la endocitosis de E-cadherina es mediada por ATP (Troyanovsky et al,
2006). En el caso del transporte o el reciclaje de Ve-cadherina a la unién, no ha sido
investigado profundamente el papel del ATP. Sin embargo, se ha observado que Ve-
cadherina parece seguir la ruta de los microtabulos (Hebda et al, 2013). De hecho, se
ha descrito la existencia de un complejo de reciclaje del que forman parte los
microtubulos, y que, al bloquearse, se impide el reciclaje de componentes de uniones
a la membrana (Gonzalez et al, 2016). El movimiento de vesiculas a través de los
microtubulos requiere de energia, que puede ser proveida por enzimas de la glucolisis
asociadas a esas vesiculas, como en el caso de GAPDH en el transporte a través de

los axones de las neuronas (Zala et al, 2013). Podria ser por tanto que una
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desregulacion en la produccion de ATP que produjera una descompensacioén de

alguno de estos mecanismos, y que esto comprometiera la integridad de las uniones.

5. Discusion final: PKM2 en angiogénesis.

Nuestro modelo final es que PKM?2 produce ATP a nivel local en dos regiones
de la célula endotelial durante el proceso de angiogénesis. En primer lugar, regulando
la producciéon de filopodias (Figuras 55 y 58), afectando a las dinamicas del
citoesqueleto. En segundo lugar, mediante la regulacién de las dinamicas de Ve-
cadherina en las uniones, favoreciendo su remodelamiento, pero de una forma
moderada, de manera que la estabilidad se mantenga (Figura 56 y 59). Ambos

procesos favorecerian el avance de los nuevos vasos sanguineos.

Por otro lado, debido a la menor actividad de piruvato quinasa en el citosol, PKIM2
permitiria el desvio de metabolitos a las rutas de sintesis de macromoléculas,
facilitando que la proliferacion de las células endoteliales para la extensién de los
vasos sanguineos (Figura 54 v 57). El hecho de que, a pesar de una mayor presencia
de PKM2 en las fracciones del citosol (Figura 43), la actividad de piruvato quinasa
sea menor que en la fraccidn citoesquelética-membranal (Figura 44), apunta en esa

direccion.

Estos hallazgos muestran como la regulacion de las funciones endoteliales por el
metabolismo depende particularmente de la enzima que se trate. Ademds debido a
la importancia de PKM2 en patologias, este trabajo contribuye aportando
informacion sobre el papel que tiene esta molécula en la angiogénesis, lo cual deberd
ser tenido en cuenta a la hora de realizar estrategias para desarrollar terapias efectivas

contra procesos patoldgicos como el cancer.
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Conclusiones
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1. La isoforma de piruvato quinasa expresada en mayor proporcion en células

endoteliales humanases PKIM?2.

2. La proliferacion celular endotelial no estd influida por los niveles de expresidon ni
por la actividad de PKM2.

3. PKM2 regula las dindmicas de las uniones endoteliales afectando a la migracion

celular y favoreciendo la formacion de tubos capilares “in vitro”

4. La actividad de piruvato quinasa es mayor en compartimentos subcelulares

citoesqueléticos y membranales que en el citosol.

5.La produccion de ATP dependiente de PKM2 también se encuentra
compartimentalizada en regiones asociadas a las uniones endoteliales y al
citoesqueleto, contribuyendo asi a la regulacion de las funciones que ocurren en esas

zonas.

6. El tratamiento con un inhibidor especifico de la isoforma M2 de piruvato quinasa
demuestra que la actividad de PKM2 es necesaria para el remodelado de las uniones
endoteliales, la migracion de células endoteliales y la formacion de tubos capilares

en modelos “in vitro”
7. PKM2 regula las dindmicas de las uniones endoteliales y la formacion de

protrusiones del citoesqueleto “in vivo” afectando al crecimiento vascular durante la

angiogénesis fisiologica, sin afectar a la proliferacion.
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1. The pyruvate kinase isoform that is more expressed in human endothelial cells is

PKM2.

2. The endothelial proliferation is not influenced by the expression levels neither by

the activity of PKM2.

3. PKM2 regulates the endothelial cells dynamics affecting collective cell migration

and the sprouting, “in vitro”.

4. The pyruvate kinase activity is higher in cytoskeletal and membranal subcellular

compartments than in cytosol.

5. PKM2 dependent ATP production is also compartmentalized at junctional and
cytoskeletal associated regions contributing to the regulation of the functions that

occur at that places.

6. The treatment with a specific inhibitor of the M2 pyruvate kinase isoform
demonstrates that the activity of PKIM?2 is necessary for the reorganization of

endothelial junctions, migration, and sprouting, “in vitro”.
7. PKM2 regulates the junction dynamics and the cytoskeletal protrusions in

endothelial cells affecting “in vivo” vascular development in physiological

angiogenesis, with no effects in endothelial proliferation.
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