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RESUMEN

Introduccion: La saliva es un fluido oral rico en factores que han sido asociados

con la reparacion de heridas en mucosa oral. Histatina-1 es un péptido pequefio,
considerado como uno de los principales factores salivales que contribuyen a la
re-epitelializacién de heridas. Sin embargo, su participacion en otras fases de la
reparacion de heridas, como la angiogénesis, no ha sido establecida. En este
trabajo investigamos el efecto de Histatina-1 salival y sintética sobre la adhesion y
migracion de células endoteliales, asi como en el potencial angiogénico de células
endoteliales, y la activacion del eje de sefalizacion RIN2/Rab5/Racl.

Materiales y métodos: Se usé la linea celular EA.hy 926, y el cultivo primario de

células endoteliales de cordon umbilical humano, HUVEC. La migracion celular fue
evaluada en ensayos de cierre de heridas y de transmigracion en Camara Boyden.
La adhesion celular sobre matriz de fibronectina fue determinada por tincion con
cristal violeta, y mediante video-microscopia de células vivas. Los niveles de Rab5-
GTP y Racl-GTP fueron evaluados por medio de ensayos de precipitacion por
afinidad (pull-down). La participacion de las proteinas de sefializacion RIN2, Rab5
y Racl, fue evaluada por inmunofluorescencia y microscopia confocal, ensayos de
migracién en Camara Boyden y en experimentos de transfeccion con las mutantes
inactivas de Rab5 y Racl, GFP-Rab5/S34N y GFP-Racl/T17N, respectivamente.
La morfogénesis vascular fue valorada por medio de ensayo de formacion de
capilares in vitro. Finalmente, la relevancia de Histatina-1 salival en la migracion
endotelial fue evaluada por medio de una inmunodeplecion de Histatina-1 salival.
Resultados: Los resultados expuestos en este trabajo indican que Histatina-1
promueve la adhesion y migracion de células endoteliales a través del eje
RIN2/Rab5/Racl, y mas aun, que Histatina-1 actia como un factor promotor de la
morfogénesis vascular in vitro. Finalmente, observamos que la saliva humana por
medio de Histatina-1, es capaz de promover la migracién celular endotelial.
Conclusion: Estos resultados establecen a Histatina-1 como un nuevo factor
pro-angiogénico. Lo anterior, sumado a estudios previos, permitiria proyectar a
Histatina-1 como un posible coadyuvante en el tratamiento de patologias con

alteracion en la reparacion de heridas.



MARCO TEORICO

I.- Bases bioldgicas de la reparacion de heridas

El cuerpo humano normalmente se encuentra expuesto a injurias del
medioambiente, las cuales pueden repercutir en la perdida de integridad del tejido
afectado. Frente a esto, es que el cuerpo desencadena una serie de eventos que
en su conjunto buscan la reparacion de la herida por medio del reemplazo del tejido

dafnado, recuperando asi la estructura y funcion tisular (Orsted y col. 2011).

La reparaciéon de heridas se sustenta sobre cuatro eventos principales
distintos, pero interrelacionados, los cuales han de tener una secuencia temporal
correcta, en conjunto con una duracion especifica y 6ptima intensidad (Guon y

DiPietro 2010). Estos eventos o etapas son los siguientes (Figura 1):

a) Hemostasia

d) Remodelacién ¢) Proliferacion

Figura 1| Fases de lareparacion de heridas. A) Posterior a una herida el primer objetivo es limitar la pérdida
sanguinea y ofrecer una matriz provisoria (coagulo sanguineo) para las siguientes etapas. B) Inmediatamente
se inicia la migracion de células del sistema inmune que limpiaran el sitio de patdgenos oportunistas y elementos
tisulares dafados. C) Una vez activadas las células residentes, estas comienzan a migrar, proliferar y secretar
matriz extracelular, para llevar al sellado definitivo de la herida. D) Ya sellada la herida, comienza la
remodelacion del sitio que permitira el recuperar la funcionalidad del tejido lesionado (modificado de Torres y
col. 2017a).




A. Hemostasia:

La hemostasia es el proceso fisioldgico por el cual el cuerpo busca limitar la
pérdida sanguinea de los vasos, permitiendo la perfusion tisular y el proceso de
reparacion local (Dahlback 2005). Frente a una injuria que conlleve dafio vascular,
comienza el proceso hemostatico por medio de la vasoconstriccion refleja de los
vasos dafiados. A su vez se inicia la activacion de las plaquetas, las cuales
bloguearéan las brechas del vaso sanguineo, actuando como un tapén. De manera
simultdnea se lleva a cabo la activacion de la cascada de coagulacion, lo cual
conlleva a la conversion del fibrinbgeno en fibrina, y posterior polimerizacion de la
fibrina, proceso que culmina con la formacion del coagulo sanguineo (Versteeg y
col. 2013).

La importancia de la hemostasia en la reparacion de heridas radica en la
activacion de las plaquetas, las que liberan un conjunto de citoquinas, como el factor
de crecimiento transformante B1 (TGF-B1) y el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), los cuales actian como agentes quimiotacticos para células del
sistema inmune, células endoteliales y fibroblastos, los cuales seran necesarios
para las siguientes etapas. Ademas, el coagulo formado en esta etapa actia como
matriz extracelular provisoria, y como reservorio de factores de crecimiento,
destacando el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de

crecimiento de fibroblastos (FGF-2) (Laurens y col 2006).

B. Inflamacién:

Inmediatamente después de la injuria, células residentes, como los
mastocitos, son activados e inician la respuesta inflamatoria (Shaw y Martin 2009).
La activacion de mastocitos es acompafiada de la liberacidon de granulos con
elementos proinflamatorios y vasodilatadores, facilitando la llegada de elementos
celulares inmunitarios (Puxeddu y col. 2003). Entre las primeras células inmunes
gue llegan al sitio, se encuentran los neutrdfilos, los cuales comienzan con la
limpieza del sitio dafiado, por medio de la fagocitosis de patégenos oportunistas y
elementos celulares dafiados (Broughton y col. 2006). Por otro lado, ademas de
neutrofilos, comienza la llegada de macrofagos, los cuales tienen un rol fundamental

en la regulacién de la inflamacién. Esta regulacién es fundamental, ya que una



respuesta inflamatoria exacerbada conlleva a una reparacion retrasada, y la
presencia de cicatrices hipertroficas (Shaw y Martin 2009). Por lo tanto, debe existir
una respuesta inflamatoria minima y controlada, que asegure la limpieza del sitio

afectado (Szpaderska y col. 2003).

C. Proliferacion:

Esta fase es caracterizada por la proliferacion y migracion de distintos tipos
celulares, y tiene como objetivo principal el cierre definitivo de la herida. La fase
proliferativa se sustenta en 3 eventos principales: re-epitelializacion, formacién de
tejido de granulacion y angiogénesis (Hannu Larjava, Oral Wound Healing, Primera
Edicion, 2012).

La re-epitelializacion conlleva al re-establecimiento de la barrera epitelial, por

medio de la migracién y proliferacién de los queratinocitos que se encuentran en el
borde de la herida (Turabelidze y col. 2014). Este proceso es de gran importancia,
puesto que fallas en la re-epitelializacion, sea incompleta o incorrecta, estan
asociadas a cronificacion y persistencia de heridas (Richard y col. 1996; Usui y col.
2008). Dado lo anterior, es que, una vez ocurrido el trauma sobre esta barrera, los
queratinocitos adyacentes a la herida se activan inmediatamente (Larjava y col.
1993), disolviendo tanto sus contactos hemidesmosomales con la membrana basal,
como sus uniones intercelulares (Beaudry y col. 2010). Posterior a su activacion, los
gueratinocitos comienzan a migrar sobre la matriz extracelular provisoria. Una vez
que los frentes epiteliales se han unido y la herida es cubierta, la migracion celular
culmina debido a inhibicidbn por contacto celular, y a su vez, se da inicio a la
generacion de la membrana basal subyacente en mdultiples sitios (Larjava y col.
1993). En esta etapa, los queratinocitos comienzan a proliferar y a diferenciarse

para asi poner término a la re-epitelializacion (Garlick y col. 1996).

Laformacion de tejido de granulacion lleva al reemplazo de la matriz extracelular

provisoria (dada por el coagulo), por un tejido conectivo inmaduro y desordenado,
secretado por fibroblastos residentes en el sitio dafiado (Shaw y Martin 2009). En
este punto, los fibroblastos cercanos a la herida son activados de diferentes
maneras, entre ellas, por su exposicién a factores de crecimientos liberados en el

sitio de la herida, y por contacto a una matriz extracelular diferente (coagulo rico en
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fibrina y fibronectina) (Barrientos y col. 2008). Una vez activados, los fibroblastos
migran a través de la matriz extracelular provisoria y comienzan su proliferacion y la
sintesis de matriz extracelular (Hannu Larjava, Oral Wound Healing, 1° edicién,
2012). Ya establecido el tejido de granulacion, una parte de la poblacién de
fibroblastos comienzan su diferenciacién a miofibroblastos, los cuales participan en

la contraccion de la herida, acercando los bordes de ésta (Gurtner y col. 2008).

La angiogénesis corresponde, en otras palabras, a la formacion de nuevos vasos

sanguineos a partir de otros ya existentes. Lo anterior sustenta la reparacion de
heridas por medio de la llegada de nutrientes, oxigeno y elementos celulares al sitio
dafiado (Carmeliet 2003). Cabe destacar que los fendmenos que componen la etapa
de proliferacion interactian mutuamente y tienen un inicio simultaneo (Guon y Di
Pietro 2010).

D. Remodelacion:

Esta etapa puede tomar desde meses a afios, dependiendo del tamafio de la
herida. Su principal objetivo es la maduracién y reordenamiento de la matriz
extracelular secretada en la fase de proliferacion. El resultado final de la fase de
remodelacion depende de la duracién de la respuesta inflamatoria, el desarrollo de
la infeccidén y la calidad del tejido de granulacién formado previamente (Hannu
Larjava, Oral Wound Healing, 1° edicién, 2012).



Il.- Reparacion de heridas en mucosa oral

El proceso de reparacion de heridas involucra las mismas etapas en los tejidos
blandos, como por ejemplo en piel y mucosa oral (Sciubba y col. 1978 — Walsh y
col. 1996), de tal manera que seria razonable pensar que este proceso fuese
equivalente y con eficiencias similares en ambos tejidos. Sin embargo, desde hace
décadas se sabe que la reparacién de heridas en mucosa oral es mas rapida,
eficiente e involucra una menor presencia de inflamacion y cicatrices (Hennicke
1950). Lo anterior ha sido sustentado, no tan sélo en modelos experimentales
murinos, comparando incisiones realizadas en mucosa palatina y en piel dorsal
(Sciubba y col. 1978; Spaderska y col. 2003), sino ademas usando modelos
porcinos, especificamente analizando incisiones en mucosa palatina y piel dorsal
en Cerdos Duroc (Figura 2), y por ultimo en humanos, analizando incisiones en

mucosa palatina (Wong y col. 2009).

Figura 2 | Diferencias de reparacion entre piel y mucosa oral. A) y B) Imagenes de heridas estandarizadas
(dia 0) realizadas en piel dorsal y mucosa palatina, respectivamente. C) y D) Imagenes de heridas al dia 7 de
realizadas, en piel dorsal y mucosa palatina respectivamente. Como se puede ver, existe una diferencia en la
rapidez con la que se lleva a cabo la reparacion de heridas entre la piel y la mucosa oral. En este caso se
utilizaron cerdos Red Duroc como modelo experimental. (Modificado de Wong y col. 2009).




Los estudios anteriormente citados ponen en evidencia que hay una
diferencia en la velocidad de reparacion entre piel y mucosa oral, por lo que es
relevante comprender los mecanismos subyacentes a aquellas diferencias. Al
respecto, se ha propuesto que factores, tanto intrinsecos y propios de la arquitectura
de la mucosa oral, como extrinsecos y factores ambientales, contribuyen a estas
diferencias. Entre los factores intrinsecos, se ha demostrado que los queratinocitos
orales migran con mayor rapidez y proliferan mas rapidamente que los
queratinocitos de piel (Drukala y col. 2005 - Turabelidze y col. 2014). Ademas, los
queratinocitos orales poseen una mayor reserva de glicégeno y acido palmitico que
los queratinocitos de piel, lo cual indicaria que son metabdlicamente mas activos
(Kuroki y col. 2009). A lo anterior se suman diferencias importantes a nivel de los
fibroblastos orales y especificamente gingivales, en relacion a los fibroblastos de
piel, donde destaca una mayor capacidad proliferativa, contractil y una produccion

incrementada de elementos mitdgenos (Glim y col. 2013).

Por otro lado, los factores ambientales y locales también contribuyen a la
reparacion mas eficiente en heridas orales, entre ellos la respuesta inflamatoria leve
en mucosa oral versus piel, segun se ha evidenciado en modelos de incisién en
ratas (Szpaderska y col. 2003) y cerdos Duroc (Mak y col. 2009), y la alta
vascularizaciéon a nivel de mucosa oral (Cannady y col. 1993). Un factor importante
por considerar en este contexto es la presencia de saliva en la cavidad oral, la cual
no tan solo cumple un rol masticatorio y digestivo, sino ademas en la mantencién

de la integridad en la mucosa oral (Brand y col. 2014).



lll.- Rol de la saliva en la reparacién de heridas orales

La saliva es un fluido biolégico procedente de las secreciones de glandulas
salivales mayores, menores y el fluido gingival crevicular (surco gingivo-dentario),
las cuales al ser excretadas a la cavidad oral se mezclan, y constituyen la saliva,
también denominada saliva total. Sus funciones pueden ser divididas en 3 ejes
principales: procesamiento de alimentos, funcion regulatoria y funcion protectora.
Dentro de esta ultima funcion destaca la capacidad de la saliva de fomentar la
reparacion de heridas en la mucosa oral (Maria Elsa Gomez de Ferraris. Histologia,
embriologia e ingenieria tisular bucodental, 3° edicion, 2009; Brand y col. 2014; Glim
y col 2013).

El rol de la saliva en la reparacion de heridas ha sido demostrado
principalmente en modelos animales, en donde ratones desalivados presentan
alteraciones y disminucion en la reparacion de heridas en el paladar (Bodner y col.
1992; Bodner y col. 1993). A lo anterior se suma la respuesta acelerada en la
reparacion de heridas en piel de ratones, cuando estos aplican saliva al lamer sus
heridas (Hutson y col. 1979). Estas observaciones son ademas sustentadas por el
antecedente de que pacientes con diagndéstico de Sindrome de Sjogren’s destacan
por tener una mucosa oral mas fragil, la cual requiere de mas tiempo para reparar
frente a una injuria y la persistencia de ulceraciones prolongadas (Mathews y col.
2008).

Entre los mecanismos asociados a estas propiedades de la saliva, se ha
descrito el propio ambiente himedo que proporciona, evitando la desecacion celular
(Winter y Scales 1963), mientras que por otro lado se ha destacado la presencia de
una gran variedad de factores solubles en saliva, los que juegan un rol importante
en las diferentes etapas de la reparacion de heridas (Brand y col. 2014). Entre estos
factores solubles, destaca un conjunto de péptidos de bajo peso molecular,

conocidos como Histatinas.
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IV.- Histatinas y su rol en la fisiologia oral

Las Histatinas son un grupo de proteinas ricas en histidina, cuyo tamafio no
supera los 38 aminoacidos (Figura 3), y que han sido estudiadas principalmente por
su accion antifungica (Oppenheim y col. 1988). Se expresan exclusivamente en la
saliva de humanos y primates superiores (Padovan y col. 2010), aunque estudios
mas recientes han documentado su expresion también en epitelio lacrimal humano
(Shahy col. 2016). Dentro de esta familia de proteinas, Histatina-1 e Histatina-3 son
productos de los genes HIS1 e HIS2 (también conocidos como htnl y htn3),
respectivamente (vanderSpek y col. 1989; Sabatini y col. 1989; Azen y col. 1973).
Las otras Histatinas de este grupo de proteinas (es decir, Histatina-2, -4, -5, -6, -7,
-8, -9, -10, -11y -12) son productos de protedlisis a partir de Histatina-1 e Histatina-3
(Sabatini y Azen 1989; vanDerspek y col. 1989; Troxler y col. 1990; Xu y col. 1992;
Messana y col. 2008; Messana y col. 2015). Particularmente, por su accion
antimicrobiana, se ha descrito mas detalle sobre el mecanismo de produccién de
Histatina-5, la cual se origina por protedlisis de Histatina-3 a nivel intracelular
(Messana y col. 2008), mientras que la Histatina-2 es también generada por ruptura
proteolitica, pero en este caso, a partir de Histatina-1, una vez que ésta ya ha sido

secretada hacia la saliva (Xu y col. 1992).

Como se mencioné anteriormente, las Histatinas han sido estudiadas
principalmente en el contexto de accidn antifungica, funcion que es llevada a cabo
principalmente por las Histatinas -3 y -5 (Melino y col. 2014). Lo anterior no quiere
decir que Histatina-1 no posea actividad antifungica, sino que tiene menos potencia
en relacion a sus homodlogas, situacion que ha sido asociada a diferencias
estructurales y en su secuencia aminoacidica (Oudhoff y col. 2008) (Figura 3). Por
otro lado, Histatina-1 presenta una modificaciéon post-traduccional Unica dentro de
este grupo de proteinas, correspondiente a una fosforilacibn en Serina2
(Oppenheim y col. 1986). En consecuencia, y por sus caracteristicas estructurales
Unicas, Histatina-1 ha sido principalmente asociada a la generacion de la pelicula
salival adquirida del esmalte, y por lo tanto, a la mantencion de la integridad del
esmalte dental (Vitorino y col. 2005). Lo anterior cobra relevancia al analizar

pacientes con diagnostico de caries temprana de la infancia, quienes
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posteriormente al tratamiento, presentaron un aumento en la concentracién de

Histatina-1 en saliva total (Suny col. 2016).

Histatina-1 DpSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN

Histatina-2 RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN

Histatina-3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLDYN

Histatina-5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Figura 3 | Secuencia de aminoacidos de los principales constituyentes del grupo de las Histatinas. Como
se puede ver, estas proteinas son ricas en el aminoacido histidina. Ademas, Histatina-1 es la Unica proteina que
presenta un grupo fosfato, en el aminoacido Ser-2, caracteristica que favoreceria su funcion en la formacion de
la pelicula salival adquirida. (Modificado de Torres y col. 2017a)

Histatina-1 es un péptido de 38 aminoacidos, sintetizado y secretado por los
acinos serosos presentes en las glandulas parétida, submandibular, sublingual y de
von Ebner (Sabatini y Azen 1989; vanDerspek y col. 1989; Azen y col. 1990; Takano
y col. 1993; Ahmad y col. 2004; Piludu y col. 2006), aunque estudios recientes la
han detectado también en epitelio lacrimal humano (Shah y col. 2016) y en lesiones
metastasicas de pacientes con diagnéstico de melanoma (Yagushi y Kawakami
2010). Una vez secretada hacia la cavidad oral, Histatina-1 se acumula en la saliva,
donde sus concentraciones fluctian entre 5uM y 15uM, dependiendo del ciclo
circadiano (Castagnola y col. 2002), las enzimas proteoliticas presentes en la saliva
(Suny col. 2009; Campese y col. 2009) y su adsorcion en la pelicula salival adquirida
(Siqueira y col. 2010).

Ademas de las funciones que cumple Histatina-1 en la generacion de la
pelicula salival adquirida y en su accion antifingica, estudios mas recientes han
indicado que Histatina-1 es un factor que promueve la migracién y adhesiéon de

queratinocitos orales (Oudhoff y col. 2008) y fibroblastos gingivales (Oudhoff y col.



2009a). Algo mas intrigante adn, es el hallazgo de que los efectos de Histatina-1 no
son restringidos a células derivadas de la cavidad oral, sino ademas a células
humanas no orales, como queratinocitos de piel, fibroblastos dermales y células
epiteliales derivadas de adenocarcinoma de pulmon (Oudhoff y col. 2009a; Oudhoff
y col. 2009b), asi como también en células de otras especies, como células de
epitelio canino y pre-osteoblastos de ratén (vanDijk y col. 2017a). Esta novedosa
habilidad pro-migratoria de Histatina-1 sobre los queratinocitos (orales y no orales)
sugiere la relevancia de este péptido en la fase de re-epitelializacion de la
reparacion de heridas. Lo anterior se sustenta en un estudio realizado el afio 2009
por Oudhoff y col.2, quienes, mediante ingenieria tisular, generaron un tejido
sintético de “tipo epidermis”, al cual se le realizaron heridas para medir su respuesta
reparativa frente a injuria in vitro (Figura 4). Asi se demostré que el epitelio sintético
expuesto a Histatina-1 presenta un cierre de herida mas répido y eficiente, con
respecto a su contraparte control no expuesto. Este hallazgo ha llevado a proponer
a la Histatina-1 como un factor clave en la saliva que contribuye a la fase de re-
epitelializacion de la reparacion de heridas en mucosa oral. No obstante, la posible
participacion de Histatina-1 en otras fases de la reparacion de heridas no ha sido
investigada.
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Figura 4 | Efecto In vitro de Histatina-1 en la re-epitelializacion de heridas: A) Corte histologico de piel
humana. B) Corte histoldgico de tejido epidermal obtenido por ingenieria tisular, nétese la similitud entre A) y
B). C) y D) Imagenes a los 6 dias, de tejidos sometidos a una herida (herida realizada desde la flecha hacia la
derecha). En C) el tejido fue tratado con el enantiomero D-Histatina-1 (forma sin efecto pro-migratorio (Oudhoff
y col. 2008), y en D) el tejido fue tratado con Histatina-1. La linea “b” representa la porcion re-epitelializada de
la herida. Todos los cortes histolégicos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. (Modificado de Oudhoff y col.
2009a).
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V.- Mecanismos celulares y moleculares de la angiogénesis en reparacion de
heridas

Como se menciond anteriormente, la angiogénesis es un proceso crucial
durante la reparacion de heridas, asi como también en el contexto de otros eventos,
tanto fisiolégicos como patolégicos (Carmeliet 2003). La angiogénesis se inicia con
la vasodilatacion y la salida de proteinas plasmaticas, las cuales actian como
proteinas de andamio (Bryan y D’Amore 2007), eventos que preceden la
degradacion localizada de la membrana basal por parte de las células endoteliales,
gracias a la secrecion de metaloproteinasas de matriz (MMP) (Carmeliet 2000). Una
vez situadas sobre la matriz extracelular, las células endoteliales establecen un
frente de avance hacia donde proliferan y migran para establecer contactos con
vasos sanguineos adyacentes. Cuando se establecen las nuevas uniones entre
células endoteliales, comienza la formacion del lumen del vaso sanguineo, y si
corresponde, la maduracion del vaso sanguineo por medio de la aposicion de
células perivasculares (Carmeliet 2000) (Figura 5). Este proceso es coordinado por
un conjunto de citoquinas, enzimas proteoliticas y factores de crecimiento, dentro
de los cuales destaca el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Eming y
col 2007). Se sabe que VEGF es capaz de activar un conjunto de vias de
sefalizacion intracelular en células endoteliales, las cuales serian responsables de
iniciar y sustentar el proceso de angiogénesis. Algunas de estas vias de
sefalizacion conducen a la activacion de la GTPasa pequefia Racl (Garrett y col.
2007), la cual es esencial en la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la

migracion de las células endoteliales (Conolly y col. 2002).

Estudios mas recientes y llevados a cabo en cultivos primarios de células
endoteliales humanas han identificado una cascada de sefalizacion que involucra
a un conjunto de GTPasas pequefias, culminando en la migracion celular endotelial
y la morfogénesis vascular (Fernandez-Borja 2012; Sandri y col. 2012).
Especificamente, la adhesion de células endoteliales a la matriz extracelular
conduce a la activacion de la GTPasa endosomal Rab5, a través de su factor
intercambiador de nucledtidos (GEF) RIN2; evento que causa el reclutamiento del
GEF de Racl, TIAM1, hacia endosomas tempranos. La acumulacion de TIAM1 en

endosomas tempranos lleva a la activacion espaciotemporal de Racl, y en
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consecuencia, a la reorganizacion polarizada de filamentos de actina, formando
estructuras tipo lamellipodios, llevando a la migracion direccional de células

endoteliales y la morfogénesis vascular in vitro (Sandri y col. 2012).

Vascular 7~ 4%
permeability %ii Basement membrane
, degradation

rowth

Stable

Migration/
proliferation

E

Morphogenesis

Figura 5 | Etapas del proceso de angiogénesis: A) Vaso sanguineo estable. B) Aumento de la permeabilidad.
C) Degradacion de membrana basal. D) Migracion/ Proliferacion. E) Morfogenesis. (Bryan y DAmore 2007). Ver
texto para mas detalles.
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VI.- Saliva y angiogénesis

Como se ha indicado previamente, la saliva humana contiene un conjunto de
factores que potencialmente podrian facilitar la reparacion de heridas, entre los
cuales destaca el VEGF (Pammer y col. 1998). Por lo anterior, se podria pensar que
la saliva humana promueve la angiogénesis por medio de VEGF. Lo anterior fue
evaluado en ratones C57BL/6, a los cuales se les realiz6 una sialoadenectomia de
las glandulas submandibulares (las principales productoras de VEGF salival), para
posteriormente realizar una herida en el paladar. Estos estudios indicaron una fuerte
correlacion entre la disminucion de la concentracion de VEGF en el medio oral, con
la angiogénesis observada en la herida (Keswani y col. 2013). En vista de los
resultados obtenidos en estos modelos, sumado a la presencia de VEGF en saliva,
es que se propuso gue la saliva humana es capaz de promover la angiogénesis por
medio de VEGF (Keswani y col. 2013). El problema con esta conclusién es que la
saliva humana no presenta la misma composicion, ni la misma concentracion de
factores de crecimiento que la saliva de modelos murinos (Brand y Veerman 2013);
ademas, la temporalidad y caracteristicas del cierre de heridas entre humanos y
ratones tiende a diferir (Wong y col. 2009; Sullivan y col. 2001). Por ultimo, no
existen estudios que demuestren de manera directa el efecto de la saliva
humana sobre las células endoteliales, protagonistas del proceso de
angiogénesis, de tal manera que los resultados obtenidos por Keswani y col. deben

ser cuidadosamente interpretados.

Las observaciones que indican que Histatina-1 contribuye positivamente en
la re-epitelializacion de heridas (Oudhoff y col. 2009a), y que promueve la migracion
celular, no tan sélo en queratinocitos orales (Oudhoff y col. 2008), sino ademas en
fibroblastos orales, células no orales (Oudhoff y col. 2009b), y células no humanas
(vanDjik y col. 2015), llaman la atencién por su multifuncionalidad hacia distintos
tipos celulares. Lo anterior toma valor, ya que no se ha evaluado el efecto de
Histatina-1 en células endoteliales, aun cuando estas son fundamentales en la
reparacion de heridas. Por lo tanto, es relevante considerar si la saliva humana
induce algun tipo de respuesta en células endoteliales, y especificamente, si su

potencial efecto sobre la angiogénesis se deba a Histatina-1.
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RESUMEN DE ANTECEDENTES
1) La reparacion de heridas es llevada a cabo mediante diferentes etapas

interrelacionadas.

2) Aun cuando las etapas sean las mismas, la reparacién de heridas en mucosa oral

es mucho mas rapida que la reparacion de heridas en piel.

3) Hay tanto factores intrinsecos de la mucosa oral como locales y ambientales en
la cavidad oral que podrian explicar esta caracteristica.

4) La saliva, tanto por su composicion, como caracteristicas fisicoquimicas, es
considerada un factor relevante en la contribucién de la reparacion de heridas

orales.

5) La proteina salival Histatina-1 ha sido descrita como uno de los principales
factores implicados en la reparacion de heridas en mucosa oral, estimulando la
migracion de queratinocitos y fibroblastos, entre otros tipos celulares. Su efecto
sobre células endoteliales no ha sido evaluado.

6) Pese a que la angiogénesis es un proceso fundamental en la reparacion de
heridas y que este proceso es estimulado por saliva, aun se desconocen los factores

moleculares que contribuyen a ella.

7) La angiogénesis requiere de la activacion de vias de sefializacion que llevan a la

adhesion y migracion de células endoteliales, asi como la morfogénesis vascular.
8) No existen estudios directos que establezcan el efecto preciso de la saliva
humana sobre las células endoteliales. Mas aun, se desconocen los factores

salivales implicados en este posible efecto.

Con lo anterior, es posible plantearse si Histatina-1 tiene un efecto sobre la

funcionalidad de células endoteliales.
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2. HIPOTESIS.

La proteina salival Histatina-1 estimula la adhesién y migracion de células

endoteliales, actuando como un factor pro-angiogénico

3. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de la Histatina-1 sobre la adhesion y migracion de células

endoteliales, asi como en su potencial pro-angiogénico in vitro.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Establecer el efecto de Histatina-1 en la migracién y adhesion de células

endoteliales in vitro.

2) Establecer el efecto de Histatina-1 en la proliferacién de células endoteliales

in vitro.

3) Establecer el efecto de Histatina-1 sobre la conformacion estructural de

células endoteliales in vitro.

4) Determinar el efecto de saliva humana sobre la migracién de células

endoteliales in vitro, y la dependencia de Histatina-1 en aquello.

5) Evaluar vias de sefializacion angiogénicas estimuladas por Histatina-1 en

células endoteliales.
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5. METODOLOGIA.

1) Tipo de estudio

Estudio prospectivo, experimental.

2) Materiales
LINEAS CELULARES Y CULTIVOS PRIMARIOS. En base a los objetivos

planteados es que se necesitaron de los siguientes tipos celulares:

1.

Células endoteliales: Se utilizé la linea celular endotelial EA.hy926 (ATCC) y
cultivos primarios de células endoteliales de vena umbilical humana
(HUVEC), obtenidas por colaboracion con el laboratorio del Dr. Gareth Owen
(Pontificia Universidad Catodlica de Chile). Estos modelos fueron usados para
establecer el efecto de saliva e Histatina-1 sobre células endoteliales.

Células de epitelio oral: Se utilizé la linea celular de queratinocitos orales
inmortalizados OKF6/Tert2 (ATCC). En esta linea celular se valido la

actividad biologica de Histatina-1.

ANTICUERPOS. Se utilizaron los siguientes anticuerpos:

1.

Anticuerpo policlonal anti-Histatina-1 (sc98945), anticuerpo monoclonal
anti-Rab5 (sc46692), anticuerpo monoclonal anti-FAK (sc1688), y anticuerpo
policlonal anti-EEA1 (sc33585), todos de Santa Cruz Biotechnology.
Anticuerpo anti-fosfo-Y397-FAK (Cat #3283), Anticuerpo anti-fosfo-ERK1/2,
Anticuerpo anti-ERK1/2, fueron de Cell Signaling Technology.

3. Anticuerpo anti-Racl (610651) fue obtenido de Transduction Laboratories.

4. Anticuerpos anti-ratdbn y anti-conejo acoplados a peroxidasa de rabano

(HRP), y anticuerpo anti-actina (#A5316) fueron de Bio-Rad Laboratories.

. Anticuerpos secundarios AlexaFluor-488 y AlexaFluor-568, asi como la

sonda falloidin-rodhamina, fueron obtenidas de Invitrogen.

MEDIO DE CULTIVO. Se utilizaron medios de cultivo, DMEM-rico en glucosa
(DMEM-HG, células EA.hy926), DMEM libre de suero (SFM, células HUVECS) y
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medio de queratinocitos libre de suero (KSFM-Gibco, células OKF6/Tert2),

antibioticos y suero bovino fetal (FBS).

OTRO MATERIAL ESPECIFICO. VEGF recombinante humano (GIBCO Life
Technologies), trombina de plasma humano (Calbiochem EMD) y sustrato
quimioluminiscente EZ-ECL (Pierce Chemical). Para ensayos de inmunodeplecion
y precipitacion por afinidad, se usaron perlas de sefarosa proteina A/G (Pierce

Chemical) y perlas de sefarosa-glutation (GE Healthcare), respectivamente.

3) Sujetos de estudio

En este estudio se reclutaron 5 donantes de saliva, los cuales se acercaron a la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile para realizar dicha donacion.
Los donantes fueron previamente informados de los procedimientos y firmaron el
consentimiento informado, aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile (CEC, documento anexo). Se aplicaron

los siguientes criterios para determinar la participacion de los sujetos:

Criterios de inclusion:

Personas de sexo masculino o femenino, entre los 18 y 40 afios de edad.

Criterios de exclusion:
Exposicion a radioterapia de cabeza y cuello.
Diagnostico de sindrome de Sjogren.
Consumo alguno de los siguientes farmacos:
a) Amitriptilina, Imipramina, Sertralina, Fluoxetina.

b) Furosemida, Hidroclorotiazida, Enalapril, Nifedipino, Losartan.
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4) Metodologia experimental

CULTIVO CELULAR. La linea celular endotelial EA.hy926 fue cultivada en medio
DMEM-rico en glucosa suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% vy
antibioticos, mientras que el cultivo primario de células HUVEC fueron cultivadas
con medio SFM suplementado con FBS al 10%, antibioticos y suplemento de
factores de crecimiento de células endoteliales. La linea celular inmortalizada de
queratinocitos orales OKF6/Tert2 fue cultivada en medio KSFM suplementado con
pituitaria de bovino y factor de crecimiento epitelial recombinante (rhEGF, Gibco).

Sintesis de Histatina-1y validacién de su actividad bioldgica.

SINTESIS DE HISTATINA-1. La sintesis quimica de Histatina-1 fue solicitada a la
compafiia Biomatik Corp (USA), en base a la secuencia aminoacidica
DpSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN, correspondiente al
fosfopéptido de 38 aminoacidos, fosforilado en Serina2, conforme a lo descrito
previamente (Oppenheim y col. 1988; Oudhoff y col. 2008). El péptido sintético, con
un 98,9% de pureza y certificado como libre de residuos de &cido trifluoroacético
(TFA), segun certificacion por HPLC y espectrometria de masas (certificacion
anexada al final de esta tesis), fue re-suspendido en agua miliQ, a una

concentracion stock de 1mM.

ANALISIS POR WESTERN BLOT. Una vez obtenida la Histatina-1, libre de residuos
de TFA, ésta fue sometida a una electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), para posteriormente ser transferida a una
membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con anticuerpo primario
policlonal (anti-Histatina-1). Los anticuerpos primarios unidos fueron detectados por
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) y el sistema de
qguimioluminiscencia EZ-ECL (Pierce Chemical). El procedimiento anterior buscé
validar efectivamente que el péptido sintetizado quimicamente correspondiese a
Histatina-1, y establecer con precision la ubicacion de la banda de Histatina-1 en la
membrana, esto pues se sabe que las proteinas ricas en histidina, como Histatina-1,

migran mas lentamente en un SDS-PAGE (Oppenheim y col. 1988).
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. Dado que Histatina-1 presenta actividad
antifangica (Oudhoff y col.2008), se considerd importante validar la actividad
biolégica de Histatina-1 sintética, a través de ensayos de inhibicion del crecimiento
de colonias de Candida albicans (Oudhoff y col. 2008). Lo anterior fue realizado en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Alfredo Molina, Laboratorio de Farmacologia,
del Instituto de Investigacion en Ciencias Odontoldgicas. Brevemente, las cepas
ATCC10231 y ATCC90029 de C. albicans fueron crecidas sobre placas de
agar-cloranfenicol Sabouraud (Biokar Diagnostics, Allonne, France) e incubadas a
37°C por 24 horas. Colonias unicas fueron crecidas en suspension, usando medio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en presencia 0 ausencia de
Histatina-1 20uM, por 24 horas a 37°C, para finalmente hacer lectura de la
absorbancia a 450nm en lector de microplacas (Infinite F50; Tecan, Zurich,

Switzerland).

VALIDACION EN CELULAS EPITELIALES ORALES. Dado que Histatina-1
estimula la migracion de queratinocitos orales en cultivo (Oudhoff y col. 2008), se
realiz6 un ensayo de cierre de heridas con la linea celular OKF6/Tert2, como método
alternativo de validacion de la actividad biol6gica de Histatina-1. Se sembraron
100.000 células/pocillo (se utilizaron placas de 24 pocillos), con el fin de generar
una monocapa de células a las 24 horas de cultivo. Una vez generadas las
monocapas, éstas fueron rasgadas con una punta de pipeta (p200), lo que generé
un area libre de células (herida), sobre la cual se capturaron imagenes. Una vez
realizado esto, las células se incubaron por 16 horas en ausencia o presencia de
Histatina-1 a concentracién de 10uM, estando en concordancia con la concentracion
fisiologica en saliva (Castagnola y col. 2002; Sun y col. 2009; Campese y col. 2009).
Al término del tiempo, las células se fijaron con una solucién de cristal violeta al
0,1% en etanol al 20%, para nuevamente capturar imagenes.

El porcentaje de cierre de heridas se calculd por medio de la siguiente formula:

A
/L Promedio tiempo final .

% cierre = 100 — 100

L Promedio tiempo inicial

En donde; A: ancho de la herida; L: largo de la herida
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Metodologia Objetivo Especifico 1: “Establecer el efecto de Histatina-1 en la
migracion y adhesion de células endoteliales in vitro”

1.- Ensayo de cierre de heridas en linea celular EA.hy926. Se utilizé el mismo
protocolo anteriormente indicado, utilizando esta vez la linea celular EA.hy926, y

cambiando el tiempo de incubacion por 24 horas

2.- Ensayo de transmigracion en cdmara Boyden en linea celular EA.hy926. Se
utilizaron pocillos de 6,5 mm de diametro y 8 ym de tamafio de poro (Transwell™
Costar). El fondo de los pocillos fue recubierto con fibronectina a una concentracion
de 2 upg/mL. Posteriormente, se agreg6é al interior del pocillo 100 pl de una
suspensién de células EA.hy926 (500.000 células/ml) y se evaluaron tres
condiciones: sin adicion de Histatina-1 (control agua miliQ), con adicién de
Histatina-1 (10 yM) en la camara inferior, y con adicién de Histatina-1 (10 uM), tanto
en la camara inferior, como superior, de acuerdo a lo indicado en el siguiente

esquema:

Cantrol Hist1l Hist1/Hist1
Suspension Suspension Suspension celular +
celular celular histating - 1
A A K
A hiedio sin suero + hedio sin suero +
Medio 5in suera histatina- 1 histatira-1

Una vez realizado lo anterior, las células fueron incubadas por 1 hora al interior de
estas camaras, para posteriormente ser fijadas con cristal violeta al 0,1% en metanol
al 20%. Una vez fijadas, las células que migraron fueron visualizadas y cuantificadas

en microscopio optico.
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3.- Ensayo de adhesion en linea celular EA.hy926. Células EA.hy926 fueron
recolectadas y puestas en suspension en medio de cultivo, sin suero bajo dos
condiciones, con Histatina-1 adicionada a una concentracion de 10 uM, o en
ausencia de Histatina-1 (condiciébn control, agua miliQ). Posteriormente se
adicionaron 100yl de cada suspensién (5x10° células/ml), a placas de 24 pocillos
recubiertas previamente con fibronectina (2ug/ml), permitiendo a las células
adherirse durante 5,10 ,15, 30, 45 y 60 minutos. Finalizado el periodo, se lavaron
los pocillos suavemente con medio sin suero para remover las células que no se
adhirieron, para después fijar las células adheridas con cristal violeta al 0,1% en
metanol al 20%. Por dltimo, el colorante se eluyd con metanol al 100%, y se

determind la absorbancia a 600 nm.

4.- Ensayo de expansion (“spreading”) en linea celular EA.hy926. Células EA.hy926
fueron recolectadas y puestas en suspension en medio de cultivo, bajo las mismas
condiciones indicadas en el punto anterior. Posteriormente se adicionaron 100ul de
cada suspension sefialada (5x10° células/ml), a placas de 24 pocillos recubiertas
con fibronectina 2ug/ml, permitiendo a las células adherirse y expandirse durante
30 minutos. Finalizado el periodo, se lavaron los pocillos con medio sin suero para
remover las células que no se adhirieron, para después fijarlas con cristal violeta al
0,1% en metanol al 20%. Por ultimo, se tomaron fotografias y se cuantificaron las

células que manifestaron extensiones de membrana usando el Software Image J.

5.- Video-microscopia de células EA.hy926. Para este ensayo, células EA.hy926
fueron dejadas en pocillos recubiertos por fibronectina (2 ug/mL) y se dividieron en
dos condiciones, una condicion sin tratamiento y otra bajo tratamiento de Histatina-
1 (10 uM). Posterior a esto se observaron por medio de un microscopio de
epifluorescencia en cdmara humidificada, y se obtuvieron imagenes a los siguientes
intervalos de tiempo: 0, 2, 6, 10, 16, 20, 40 y 60 minutos. Finalmente se cuantificd
el area de extension que presentaron las células, para lo cual se recurrio al software

Image J.
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Metodologia Objetivo Especifico 2: “Establecer el efecto de Histatina-1 en la
proliferacién de células endoteliales in vitro”

Células EA.hy926 fueron sembradas en placas de 96 pocillos (1x10* células/pocillo),
y se dejaron incubar bajo las siguientes condiciones: (a) presencia de Histatina-1
(10 uM) por 48 horas; (b) presencia de Histatina-1 (10 yM) por 24 horas; (c) control
ausencia de Histatina-1 (agua miliQ) por 48 horas. Una vez finalizados los periodos
establecidos, se cuantifico la proliferacion/viabilidad celular por medio del ensayo
de MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio], el cual corresponde a una prueba colorimétrica que permite evaluar la
actividad mitocondrial celular. Entonces a cada placa se le adicioné la solucion de
MTS, y se dejaron las placas en cultivo durante 1 hora, a 37°C, bajo una atmosfera
de 5% COz2. Una vez cumplido el tiempo se registré la absorbancia a 490 nm.

Metodologia Objetivo Especifico 3: “Establecer el efecto de Histatina-1 sobre
la conformacion estructural de células endoteliales in vitro”.
Dada la capacidad de las células endoteliales para formar estructuras tipo capilares
in vitro, se realizé un ensayo de formacion de redes vasculares, segun lo descrito
por Aranda y Owen el afio 2009 (Aranda 2009). Este ensayo se realizd en
colaboracion con el Dr. Gareth Owen (PUC), y para ello, se suspendieron células
endoteliales HUVECs o EA.hy926 en medio sin suero, para posteriormente
sembrarlas en la parte superior de placas recubiertas con Matrigel reducido en
factores de crecimiento (BD Biosciences), durante 6-8 horas a 37°C. Se evaluaron
las siguientes condiciones, tanto para HUVECs, como para EA.hy926, ambas en
medio sin suero:

a) Condicion control vehiculo: agua miliQ.

b) Condicién control negativo: trombina 1 Ul/ml.

c) Condicion control positivo: VEGF 10 ng/ml.

d) Condicion Histatina-1: Histatina-1 a concentracion 10 pM.
Una vez finalizado el periodo de incubacién, se fotografiaron los cultivos (5
imagenes por condicidn). Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software

Image J.
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Metodologia Objetivo Especifico 4: “Determinar el efecto de saliva humana

sobre células endoteliales in vitro, y laimplicancia de Histatina-1 en aquello”

RECOLECCION DE SALIVA COMPLETA. Se reclutaron 5 donantes, de acuerdo
con los criterios mencionados anteriormente, los cuales fueron citados entre las
8:00h y 10:00h. Se pidi6 a los donantes reunir 2 ml de saliva en un tubo eppendorf,
al menos 30 minutos después de la ultima comida y cepillado. Inmediatamente
después de recolectada la saliva, ésta se centrifug6 a 13.000xg, durante 15 minutos
a 4°C. Se obtuvo un sobrenadante, al cual se afiadié un cocktail de inhibidores de
proteasas (PMSF y BAL) e inhibidor de fosfatasa (ortovanadato de sodio).

Posteriormente, cada muestra fue ajustada a pH 7,4.

INMUNODEPLECION DE HISTATINA-1. Histatina-1 fue inmunodepletada desde
muestras de saliva mediante precipitacion con anticuerpo especifico. Se
pre-cubrieron perlas de proteina A sefarosa con 4 ug de anticuerpo policlonal anti-
Histatina-1 6 anti-HSP90 (IgG irrelevante), por 2 horas a 4°C en agitador rotatorio.
Una tercera condicién consistié en perlas no fueron pre-cubiertas con anticuerpo e
igualmente incubadas por 2 horas a 4°C. Posteriormente, las perlas fueron lavadas
con PBS y agregadas a 500ul de sobrenadante de saliva o tampon de saliva
(Na2CO3 30 mM, KCI 10 mM, K2HPO4 6 mM, KSCN 3 mM, CaCl: 1 mM, MgCl:
0,1 mM, pH 7,4) (Oudhoff y col. 2008), de la siguiente manera:

) 500 pl 500 pl 500 ul
500 pl Tampon Sobrenadante Sobrenadante Sobrenadante
de saliva . . )
>0ul Perlas sin de saliva de saliva de saliva
MY 20 Perlas sin 20ul Perlas 20yl Perlas
anticuerpo . ) . )
anticuerpo anticuerpo 1gG anticuerpo histl

Una vez agregadas las perlas, el conjunto de muestras se dejaron por 2 horas a 4°C
en agitador rotatorio. Posteriormente, el material inmunoprecipitado (perlas) fue
analizado por Western blot, mientras que sobrenadante fue utilizado para ensayos
de transmigracion en Camara Boyden (cada sobrenadante fue diluido 1:3 en medio

libre de suero), y para analisis por Western blot.
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Metodologia Objetivo Especifico 5: “Evaluar vias de sefalizacion
angiogeénicas estimuladas por Histatina-1”

Es sabido que la angiogénesis depende de la migracion y adhesion de las células
endoteliales a la matriz extracelular (Carmeliet 2000), y que este proceso depende
de la activacion de Racl y su efecto sobre la reorganizacién del citoesqueleto de
actina (Conolly y col. 2002). Recientemente se establecié que la adhesién celular
endotelial a la matriz extracelular conduce a la activacion de la GTPasa Rab5 a
través de su activador RIN2, un evento que es seguido por el reclutamiento de
TIAM1 dentro de endosomas tempranos, lo cual lleva a la activaciéon de Racl,
estimulando la migraciéon celular y morfogénesis vascular (Sandri y col. 2012).

Teniendo en cuenta lo anterior es que se plantearon los siguientes procedimientos:

MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE RAC1 Y RABS5. Para evaluar el efecto de
Histatina-1 sobre la activacion de Rab5 y Racl, se realizaron ensayos de
precipitacion por afinidad (o pull-down) GST-R5BD y GST-PBD, respectivamente,
de acuerdo con lo descrito por Mendoza y col. 2013, y por Silva y col. 2016. Estos
ensayos permiten identificar y cuantificar las fracciones de Rab5 activo (unido a
GTP) y Racl activo (unido a GTP), y el efecto de Histatina-1. Para ello, células
EA.hy926 fueron cultivadas por 24 horas, para luego ser tratadas con medio sin
suero conteniendo o no Histatina-1 (10 yM), por 60 minutos. Las células fueron
homogenizadas, y los extractos fueron incubados por 5 minutos en hielo, para
posteriormente ser centrifugados a 10.000xg durante 1 minuto a 4°C. Los
sobrenadantes fueron incubados con perlas de glutatidn-sefarosa precubiertos con
GST-R5BD (Glutatién-S-tranferasa Rab5-Binding-domain) o GST-PBD (Glutation-
S-transferasa Racl-Binding-domain) por condicién, durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, las perlas fueron recolectadas y lavadas con buffer NP-40 al 0,01%,

para posteriormente ser analizadas mediante Western blot.

TRANSFECCION DE MUTANTES DE RAB5 Y RACL1. Segun lo demostrado por
Sandri y col. el afio 2012, la activacion de Racl dependeria de la activacion previa
de Rabb5, para asi tener como efecto final la migracién celular endotelial. Es por lo

anterior que se realiz6 una transfeccidn transitoria, con el objetivo de evaluar el
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efecto de la inactivaciéon de Rab5 sobre Racl, en el contexto de la presencia de
Histatina-1. Ademas, esta estrategia permite evaluar la migraciéon endotelial en
presencia de Histatina-1, frente a la expresion de cada una de estas mutantes.

Para ello, células EA.hy926 fueron cultivadas por 24 horas en medio completo hasta
alcanzar una confluencia de entre 50%-70%. La transfeccion se realiz6 con 2 ug de
los siguientes plasmidios: pEGFP-CL1 (vector vacio, EV), pPEGFP-Rab5/S34N (Rab5
mutante inactiva, S34N) o pEGFP-Racl/T17N (Racl mutante inactiva, T17N). Para
transfectar, se utilizé el sistema de lipofectamina 2000. Las células transfectadas
fueron utilizadas tanto para ensayos de precipitacion por afinidad GST-R5BD y
GST-PBD, como para ensayos de transmigracion en Camara Boyden, en presencia

0 ausencia de Histatina-1 (10 uM).

LOCALIZACION DE COMPONENTES DEL EJE RAB5-RAC1. Segun lo establecido
por Sandri y col. el afio 2012, el “eje Rab5-Rac1” involucra el reclutamiento de la
GEF-Rab5, RIN2, hacia endosomas tempranos. Por lo anterior, se evalud el efecto
de Histatina-1 sobre la localizacion de RIN2 en células endoteliales EA.hy926,
mediante inmunofluorescencia indirecta. Los endosomas tempranos fueron
visualizados marcando contra el antigeno de endosomas tempranos 1 (EEA1)
(Mendoza y col. 2013). Para llevar a cabo este ensayo, células EA.hy926 se
dividieron en dos condiciones, una no tratada, y otra tratada con Histatina-1 (10 uM)
durante 30 minutos, para posteriormente ser fijadas y tefiidas con anticuerpo
monoclonal anti-RIN2 y anticuerpo policlonal anti-EEA-1. A continuacion estos
anticuerpos fueron identificados por anticuerpos secundarios conjugados a
AlexaFluor-568 o AlexaFluor-488 respectivamente. Las muestras fueron analizadas

con un microscopio confocal.

DETECCION DE ERK y FAK FOSFORILADOS. Ademés del “eje Rab5-Rac1”, se
sabe que las moléculas de sefializacién ERK y FAK son relevantes para la migraciéon
endotelial y la angiogénesis (Lamalice y col. 2007). Por ello se evalud la activacion
de estas proteinas frente al tratamiento de Histatina-1. Para realizar este ensayo,
células EA.hy926 fueron tratadas con Histatina-1 (10 yM) durante 0, 5, 10, 15, 30 y

60 minutos en medio sin suero. Como control positivo se trataron células EA.hy926
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expuestas a suero al 10% por 30 minutos. Una vez finalizado el periodo, se
homogenizaron las células, y el extracto fue sometido a SDS-PAGE, para
posteriormente realizar un ensayo de Western blot, utilizando anticuerpos primarios
dirigidos hacia las siguientes proteinas: FAK total, FAK fosforilado en Tirosina 397,
ERKZ1/2 total, ERK1/2 activo (fosforilado), y actina.

5) Andlisis estadistico

Cuando fue pertinente, los resultados se compararon usando prueba t de muestra
Gnica, prueba t de muestra pareada, pruebat no apareada con correccion de Welch,
o ANOVA de dos vias, utilizando el software GraphPad Prism 5 (San Diego, CA).
Se compararon los valores promediados de al menos tres experimentos

independientes. Un valor de p <0.05 se consideroé significativo.
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5. RESULTADOS
SINTESIS DE HISTATINA-1 Y VALIDACION DE SU ACTIVIDAD
Sintesis de Histatina-1 e identificacion

El péptido DpSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN, con una
fosforilacién en Serina2, correspondiente a Histatina-1 (Figura 3), fue obtenido por
sintesis quimica desde la Compaiiia Biomatik Corp (USA), con un 98,9% de pureza
y libre de residuos de acido trifluoroacético (TFA), segun certificacion por HPLC y
espectrometria de masas (certificado anexo Biomatik Corp, USA). La identidad de
este péptido fue demostrada por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), tanto por tincién de Rojo Ponceau (Figura 6A), como por Western

Blot, usando un anticuerpo especifico contra Histatina-1 (Figura 6B).
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Figura 6 | Identificacion de Histatina-1: (A) Separacion de Histatina-1 sintética mediante electroforesis
(SDS-PAGE al 15%) y tincion de Rojo Ponceau. Cantidades crecientes del péptido fueron cargadas a cada carril
(0,5; 1,0; 2,5; y 5,0 ug, respectivamente). (B) Analisis de Western blot de Histatina-1 sintética, usando anticuerpo
policlonal anti-Histatina-1 (Santa Cruz Biotechnology). Cantidades crecientes del péptido fueron cargadas a
cada carril (0,5; 1,0; 2,5; y 5,0 ug, respectivamente).

Posteriormente, para todos los experimentos reportados en esta tesis, y a excepcion
de donde se explicite, la concentracion de Histatina-1 usada fue de 10 uM, valor

correspondiente a la concentracion encontrada en saliva (Castagnola y col. 2002).
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Validaciéon de la actividad de Histatina-1

Debido a que Histatina-1 actua, tanto como agente antifingico, como pro-migratorio
(Oudhoff y col. 2008), se optd por usar ambos parametros, como validacion de la
actividad de Histatina-1 sintética, primeramente, en un ensayo de inhibicion de
crecimiento de Céandida albicans y posteriormente, evaluando su capacidad de

estimular la migracion de queratinocitos orales en cultivo.

Para el ensayo de inhibicion de crecimiento de C. albicans, 2 cepas comerciales
(ATCC90029 y ATCC10231) fueron cultivadas en ausencia o presencia de
Histatina-1 (20 uM). Luego de 24 horas (37°C), se evalud la absorbancia a 450nm,
observandose que Histatina-1 inhibe significativamente el crecimiento de C.

albicans (Figura 7A).

Posteriormente, se evalu6 la capacidad pro-migratoria de Histatina-1 en
queratinocitos orales (OKF6/Tert2), mediante ensayo de cierre de herida
(Figura 7B). Para ello, las células fueron cultivadas en placas de 24 pocillos hasta
alcanzar una monocapa, las cuales fueron rasgadas con una punta de pipeta.
Realizado esto, se dejaron incubando por 16 horas en ausencia y presencia de
Histatina-1 (10 uM). El porcentaje de cierre de herida se determind mediante analisis
de imagenes a tiempo 0y 16 horas. Como se puede ver en la Figura 7C, Histatina-1

promueve el cierre de heridas en queratinocitos orales OKF6/Tert2.
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Figura 7 | Validacion de actividad de Histatina-1: (A) Ensayo de inhibicién de crecimiento de C. albicans. Los
resultados son expresados como porcentaje de crecimiento respecto a la situacién control (sin Histatina-1, sélo
vehiculo agua miliQ). (B) Esquema del ensayo de cierre de heridas. (C) Determinaciéon de la migracion de
células OKF6/Tert2 mediante ensayo de cierre de heridas. Imagenes representativas de 3 experimentos
independientes, en donde los valores numéricos corresponden al porcentaje de cierre de heridas (promedio +
error estandar). *P<0,05, **P<0,01.

Los resultados anteriormente expuestos nos permiten validar la funcionalidad de
Histatina-1 sintética, dandonos paso para continuar con los objetivos planteados en
esta tesis.
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OBJETIVO ESPECIFICO 1. ESTABLECER EL EFECTO DE HISTATINA-1 EN LA
MIGRACION Y ADHESION DE CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO

Histatina-1 promueve la migracién de células endoteliales

Histatina-1 es uno de los principales factores presentes en saliva que promueve la
reparacion de heridas, ya que estimula la migracién de células epiteliales orales y
acelera el proceso de re-epitelializacion (Oudhoff y col. 2008; Oudhoff y col. 2009a).
En vista que estudios posteriores demostraron el mismo efecto promotor de la
migracion en otros tipos celulares, como fibroblastos orales y de piel, asi como en
células epiteliales de colon y tumorales (Oudhoff y col. 2009b), es intrigante el hecho
gue no existan estudios que evallen el efecto de Histatina-1 en células endoteliales,
aun cuando éstas son fundamentales para la angiogénesis durante la reparacion de
heridas. Por lo tanto, este objetivo se enfocd en evaluar el efecto de Histatina-1
sobre la migracibn de células endoteliales, usando 2 aproximaciones
complementarias: el ensayo de cierre de heridas y el ensayo de transmigracion en

Camara Boyden.

El ensayo de cierre de heridas fue llevado a cabo con la linea celular endotelial
EA.hy926, siguiendo el protocolo empleado en la linea celular epitelial OKF6/Tert2,
modificando solo el tiempo de incubacién (24 horas, en lugar de 16 horas). En la
Figura 8A se muestran imagenes representativas del ensayo, en el cual Histatina-1
indujo un aumento sustancial en el porcentaje de cierre de heridas (Control 31,4%
v/s Histatina-1 46,1%).

Para complementar el ensayo de cierre de heridas, sobre el cual pueden influir otras
variables, como la proliferacion celular, se realizo el ensayo de transmigracion en
Camara Boyden, usando como sustrato haptotactico fibronectina y permitiendo la
migracion por 1 hora a 37°C, evaluando las siguientes condiciones: Control,
Histatina-1 en el exterior del inserto, e Histatina-1, tanto en el interior, como en el
exterior del inserto (esquema detallado en la seccion metodologia). En la Figura 8B
es posible ver imagenes representativas del ensayo, y en la Figura 8C la
cuantificacion correspondiente, donde se observa que Histatina-1 promueve un

aumento de 5 veces en la migracion celular.
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Figura 8 | Histatina-1 promueve la migracion de células endoteliales: (A) Ensayo de cierre de heridas en
células endoteliales EA.hy926. Imagenes representativas de 3 experimentos independientes, en donde los
valores numéricos corresponden al porcentaje de cierre de herida (promedio + error estandar). (B) Ensayo de
transmigracion en Camara Boyden de células EA.hy926. Imagenes representativas de 3 experimentos
independientes, para cada una de las condiciones, Control, Histatina-1 presente en el exterior de la camara
(Ext), e Histatina-1 presente, tanto en el exterior, como en el interior de la camara (Int/Ext). (C) Grafica de
cuantificacion del ensayo de transmigracion detallado en (B). Los datos son expresados como ndmero de células

por campo (3 experimentos independientes). *P<0,05
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Histatina-1 promueve la adhesion de células endoteliales

Debido a que la migracién celular depende de la adhesion a la matriz extracelular,
se evalud el efecto de Histatina-1 en la adhesion de células EA.hy926 sobre
fibronectina, un ligando de la integrina asB1 ampliamente expresada en células
endoteliales (Macarak y Howard 1983). Para tal efecto, se realizaron 3 tipos de
ensayos: adhesion celular propiamente tal, “spreading” o expansion celular, y

video-microscopia.

Para el ensayo de adhesion, las células fueron puestas en suspension y se les
permitié adherirse en pocillos recubiertos con fibronectina (2 pg/ml), en ausencia o
presencia de Histatina-1, durante distintos intervalos de tiempo. Finalizado el
periodo, las muestras fueron fijadas y tefiidas con cristal violeta, para medir la
adhesion celular por absorbancia a 600 nm. En la Figura 9A se muestran imagenes
representativas del ensayo, y en la Figura 9B, la cuantificacién correspondiente,
donde se observa que Histatina-1 acelera la cinética de adhesién a fibronectina.

El ensayo de “spreading” permite evaluar la expansion del area celular frente a un
ligando como la fibronectina, imitando las etapas iniciales de la migracion celular
(Ridley y col. 2003; Bryan y DAmore 2007). Para ello, células EA.hy926 en
suspension fueron sembradas sobre pocillos recubiertos con fibronectina (2 pg/ml)
por 30 minutos, en ausencia o presencia de Histatina-1. Luego, las células fueron
tefiidas con cristal violeta y registradas al microscopio Optico, contabilizando como
positivas aquellas que presentaron extensiones de membrana. En la Figura 9C se
muestran imagenes representativas, mientras que en la grafica de la Figura 9D se
muestra una cuantificacién, en donde Histatina-1 produjo un aumento en el

porcentaje de células expandidas (Control, 18% v/s Histatina-1, 35%).

Finalmente, se evaluo la cinética de expansion celular durante 60 minutos, en
ausencia y presencia de Histatina-1, mediante video-microscopia. Como se puede
ver en la Figura 9E y su grafico correspondiente (Figura 9F), Histatina-1 aumenta
la cinética con la cual las células endoteliales aumentan su area de expansion, como

producto del incremento en sus extensiones de membrana.
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Figura 9 | Histatina-1 promueve la adhesion de células
EA.hy926. (A) Ensayo de adhesion celular sobre fibronectina (2
pg/ml) y tincién por cristal violeta. Imagenes representativas de 3
experimentos independientes. (B) Cuantificacién del ensayo de
adhesion mostrado en (A), (promedio + error estandar). *P<0,05
(ANOVA de 2 vias). (C) Ensayo de spreading celular sobre
fibronectina por 30 minutos y tincién por cristal violeta. Imagenes
representativas de 3 experimentos independientes. (D)
Cuantificacion del ensayo de spreading mostrado en (C), (promedio
+ error estandar). *P<0,05. (E), (F) Analisis de video-microscopia
en células vivas por 60 minutos. (E) Imagenes representativas en a
diferentes tiempos. (F) Cuantificacion del area de expansion
celular, mediante Software ImageJ. Los datos corresponden al area
relativa (veces de incremento respecto al “tiempo 0”), calculada
como el promedio de 3 experimentos independientes (promedio +
error estandar). *P<0,05 (ANOVA de 2 vias).




OBJETIVO ESPECIFICO 2. ESTABLECER EL EFECTO DE HISTATINA-1 EN LA
PROLIFERACION DE CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO

Los resultados anteriormente expuestos nos permiten concluir que Histatina-1
promueve la migracion y adhesion endotelial, ambos fenémenos cruciales para que
se produzcan cambios sustanciales en el proceso de angiogénesis (Carmeliet
2000). Sin embargo, estos eventos no son los Unicos asociados a la angiogénesis.
Por lo anterior, nos propusimos determinar el efecto que pudiese tener Histatina-1
sobre la proliferaciéon celular endotelial. Con este fin, se utilizé en primera instancia
por su simplicidad, el ensayo de MTS (Promega), el cual permite estimar de manera
general cambios en la viabilidad celular, como consecuencia de fluctuaciones, ya
sea en la proliferacion, en la muerte celular, o en ambas, entre otros eventos. Como
es posible ver en la Figura 10, Histatina-1 no afect6 la viabilidad de células
metabdlicamente activas, lo que nos permitiria reforzar la idea de que Histatina-1
influye principalmente en los fendmenos de migracion celular (Oudhoff y col. 2008;
Oudhoff y col. 2009a).

0,6
-] Figura 10 | Histatina-1 no afecta la viabilidad de células
% 014 endoteliales EA.hy926. La viabilidad de células
= metabdlicamente activas fue evaluada por ensayo de MTS.
L Células EA.hy926 fueron cultivadas durante 24 y 48 horas en
[+ . K . .
= ausencia o presencia de Histatina-1 (10 pM), para
=S 0,2 . ! s L
posteriormente realizar el andlisis de metabolizacion del
sustrato MTS, segun protocolo del proveedor (ver materiales
y métodos para mas detalles), midiendo la absorbancia a 490
0 nm. Los datos presentados corresponden al promedio de 3
. experimentos independientes (promedio + error estandar).
Hist-1 - + - +

24 H 48 H
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OBJETIVO ESPECIFICO 3. ESTABLECER EL EFECTO DE HISTATINA-1
SOBRE LA CONFORMACION ESTRUCTURAL DE CELULAS ENDOTELIALES
IN VITRO

Una vez establecidos los efectos de Histatina-1 sobre la adhesion y migracion
celular endotelial, evaluamos si es que estos efectos inciden en un fendmeno mas
complejo, la reestructuracion endotelial. Lo anterior basado en la propiedad
intrinseca de las células endoteliales para formar estructuras poligonales tipo
capilares en Matrigel (Aranda y Owen 2009). Para llevar a cabo este objetivo, se
utilizé el ensayo de formacion de redes vasculares in vitro, usando 2 modelos
celulares, la linea celular endotelial EA.hy926 y el cultivo primario de células
endoteliales de cordon umbilical humano, HUVECs.

Primeramente, se observo que ambos tipos celulares tienen la capacidad de formar
espontaneamente estructuras capilares en condiciones no estimuladas (control).
Ademas, como control positivo para la induccion de la formacion de estructuras
capilares, se utilizé6 VEGF, el cual aumentd de manera significativa la formacion de
estas estructuras, mientras que la presencia de trombina disminuy6é la
estructuracion celular, hacia niveles aun por debajo de lo observado en la situacion
control sin estimulacion (Figura 11A y 11B). De manera interesante, se observo
que la presencia de Histatina-1, en ambos tipos celulares, incrementdé de manera
sustancial la formacién de estructuras capilares, incluso a niveles similares a lo
observado con VEGF (Figura 11A y 11B). La cuantificacion de la formacion de
estructuras capilares en células EA.hy926 (Figura 11C) y HUVECs (Figura 11D),
obtenida de 3 experimentos independientes, indic6é que ambos casos, Histatina-1

produce un aumento significativo en la formacién de este tipo de estructuras.
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Figura 11 | Histatina-1 promueve la morfogénesis vascular in vitro. (A) y (B) Ensayo de formacion de redes
vasculares in vitro. Imagenes representativas obtenidas en células HUVEC (A) y EA.hy926 (B), a partir de 3
experimentos independientes. En (C) y (D) se muestra la cuantificacion del nimero de estructuras tipos
capilares, obtenidos mediante el Software Image J, tanto para células HUVEC (A), como para células EA.hy926
(B), a partir de 3 experimentos independientes (promedio + error estandar). *P<0,05.
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OBJETIVO ESPECIFICO 4. DETERMINAR EL EFECTO DE LA SALIVA HUMANA
SOBRE CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO, Y LA IMPLICANCIA DE
HISTATINA-1 EN AQUELLO

Es reconocido que la saliva humana, por su contenido, tiene efectos benéficos en
la reparacion de heridas por medio de la estimulacion migratoria sobre
queratinocitos orales (Brand y col. 2014). Sin embargo, no hay pruebas directas de
que la saliva humana estimule la migracion de células endoteliales, ni mucho menos
gue estimule el proceso de angiogénesis. Lo mas cercano es un trabajo en el cual
correlacionan VEGF salival con la angiogénesis inducida por una incision en
mucosa palatina de ratones C57BL/6 (Keswani y col. 2013). Lo anterior es critico,
pues la secrecion salival y concentracion de factores de crecimiento, como VEGF,
difiere considerablemente entre la saliva humana y en modelos murinos (Brand y
Veerman 2013). Todo esto, sumado a los hallazgos descritos en este presente
trabajo de investigacion, donde Histatina-1 sintética promueve la migracion de
células endoteliales, nos llevan a plantear la posibilidad de que la saliva humana
como tal, es capaz de promover la migracion de células endotelial, e
importantemente, que este potencial efecto sea debido a la presencia de Histatina-

1 en este fluido.

La saliva humana promueve la migracion celular endotelial

Para evaluar el efecto de la saliva humana en la migracion de células endoteliales
EA.hy926, se realizaron ensayos de transmigracion en Camara Boyden, ya sea en
presencia de saliva humana o en presencia de un tampén saliva (analogo a la saliva
humana, tanto en pH, como composicion idénica y mineral; Oudhoff y col. 2008). De
manera impactante, se observo que en las 5 condiciones examinadas (5 donantes
de saliva) la exposicion a saliva humana produjo un aumento sustancial en la
migracion celular endotelial, comparado con las respectivas condiciones control
(Figura 12).
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Figura 12 | La saliva humana promueve la migracion
celular endotelial. Muestras de saliva completa fueron
obtenidas de 5 donantes sanos (N°1, N°2, N°3, N°4, N°5).
Cada muestra de saliva fue tratada para ajuste de pH 'y
remocion de material particulado, de acuerdo a lo descrito
en los materiales y métodos, para ser utilizada en ensayos
de transmigracion en Camara Boyden. Para cada
condicion experimental, se utilizé buffer saliva (Na2COz 30
mM, KCI 10 mM, KzHPO4 6 mM, KSCN 3 mM, CaClz
1 mM, MgClz 0,1 mM, pH 7,4). Los datos son mostrados
como veces de incremento (respecto al control buffer
saliva) y corresponden a experimentos independientes,
realizados por donante, en cuadruplicado.

Histatina-1 es requerida para el efecto pro-migratorio de la saliva humana

sobre células endoteliales

Para determinar la participacion de Histatina-1 en la migracion celular endotelial

inducida por saliva, se plante6 como estrategia la “inmunodeplecion” de Histatina-1,

realizandose ensayos de inmunoprecipitacion de Histatina-1, desde cada una de las

muestras de saliva, como se indica en la Figura 13:
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Figura 13 | Obtencion vy
tratamiento de la saliva, e
inmunoprecipitacion de
Histatina-1: (A) En primera
instancia se tomaron muestras
de saliva total de 5 donantes
sanos. Las muestras fueron
centrifugadas, se ajusté pHy se
afadio inhibidores de proteasas
y fosfatasas. (B)
Posteriormente, las muestras
fueron incubadas por 2 horas a
4°C con beads de proteina
A-sefarosa precubiertos con
anticuerpos, ya sea contra
Histatina-1 o contra HSP90 (IgG
control). (C) Terminado el
periodo de incubacion, el
material fue centrifugado para
separar un pellet
(inmunoprecipitado, IPP) y un
sobrenadante inmunodepletado
(SUP), los cuales fueron
analizados por Western blot, o

utilizados en los ensayos de
+ — transmigracion en Camara

—— ALIV Boyden.




De acuerdo con el protocolo descrito, en la mayoria de los casos, Histatina-1 se
encontré enriquecida en la fraccion pellet (inmunoprecipitado, IPP), mientras que su
contenido se encontré disminuido en la fraccion sobrenadante inmunodepletado
(SUP, Figura 14).

Donador 1 Donador 2 Donador 3 Donador 4 Donador 5
IgG HIST1 IgG HIST1 IgG HIST1 IgG HIST1 IgG HIST1
Hist-1 IPP - o — -
. - ~ v ag >y
ist- . R -0
Hist-1 SUP - 4 na

Figura 14 | Analisis por Western blot del ensayo de inmunoprecipitacion. Las fracciones pellet
inmunoprecipitado (IPP) y sobrenadante inmunodepletado (SUP), obtenidas de 5 donantes, segun lo descrito
en la Figura 13 fueron analizadas por Western blot, usando un anticuerpo policlonal anti-Histatina-1
(estandarizado en la Figura 6). La figura muestra imagenes representativas para cada una de las condiciones.

De esta forma, las fracciones sobrenadante inmunodepletado de Histatina-1, y
sobrenadante control (IgG) fueron utilizadas para los ensayos de transmigracion de
células EA.hy926 en Camara Boyden (Tabla 1). En base a estos ensayos, se
observd que el sobrenadante control (IgG) estimulé la migracion celular en
comparacion al buffer saliva, con una fluctuacion de entre 2 y 8 veces, segun la
procedencia de la muestra del donante de saliva. Importantemente, en 4 de los 5
casos se observé una disminucion de la migracion celular inducida por saliva,

cuando ésta fue inmunodepletada de Histatina-1 (Tabla 1).

Saliva total + anti-Hist1

Saliva total + Control IgG

Donador | Buffer Saliva

1 1.0+0.6 3.3+05 1.7+1.3
2 1.0+1.0 20+£0.9 1.5+0.6
3 1.0+06 55+24 3.5+13
4 1.0x06 84+13 0.8+04
5 1.0x+0.7 /70+11 1.0+0.5

Tabla 1 | Efecto de la inmunodeplecién de Histatina-1 en la migracion celular inducida por saliva. Los
sobrenadantes inmunodepletados descritos en la Figura 14 fueron utilizados en ensayos de transmigracion en
Camara Boyden, segun lo esquematizado en la Figura 13. Los datos numéricos representan las veces de
aumento de la migracion celular, con respecto al control buffer saliva, realizado para cada condicién “donante”.
Los datos corresponden a experimentos independientes, realizados por donante, en cuadruplicado.
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OBJETIVO ESPECIFICO 5. EVALUAR VIAS DE SENALIZACION
ANGIOGENICAS ESTIMULADAS POR HISTATINA-1 EN CELULAS
ENDOTELIALES

Evaluacion del eje RIN2/Rab5/Racl

Estudios recientes han demostrado que el eje de sefalizacion intracelular
“‘RIN2/Rab5/Rac1” es fundamental para la adhesion, migracion y reorganizacion
estructural de células endoteliales, eventos esenciales en la angiogénesis (Sandri y
col. 2012; Fernandez-Borja 2012). En vista de los resultados obtenidos en este
trabajo de investigacion, quisimos evaluar la participacion de esta via de
sefalizacion en los efectos inducidos por Histatina-1, como se indica en la Figura
15:

RIN2
RIN2

a) Ensayo de inmuno-fluorescencia

Rab5 Rab5 Rab5
a) Rab5-GTP Pull Down

b) Transfeccién transitoria Rab5
mutante inactivo

Racl
Racl Racl a) Racl-GTP Pull Down
b) Transfeccidén transitoria Racl
mutante inactivo

Figura 15 | Esquema de trabajo para la evaluacién del eje de sefializacion “RIN2/Rab5/Rac1”. El esquema
indica las diferentes estrategias experimentales para evaluar la localizacion del activador de Rab5, RIN2
(inmunofluorescencia), la activacién de Rab5 (niveles de Rab5-GTP mediante pull-down y transfeccién con la
mutante inactiva Rab5/S34N), y la activacion de Racl (niveles de Rac1-GTP mediante pull-down y transfeccién
con la mutante inactiva Rab5/T17N).
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Evaluacién de RIN2

RIN2 es un factor intercambiador de nucleétido de guanina (GEF), que promueve la
activacion funcional de Rab5, evento que se ha visto asociado a su acumulacion en
endosomas tempranos, como evento inicial en la migracién de células endoteliales
(Sandri y col. 2012). De esta forma, evaluamos la localizacion de RIN2 en células
EA.hy926, ya sea en condiciones no tratadas o estimuladas con Histatina-1,
mediante ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal. Como se puede
ver en la Figura 16, la presencia de Histatina-1 aumento la localizacion de RIN2
hacia endosomas tempranos, dado por el aumento en la co-localizacion con el
marcador de endosomas tempranos EEA1 (coeficientes de Mander’s de 0,39 v/s
0,56, para las condiciones control e Histatina-1, respectivamente). Lo anterior

sugiere que RIN2 podria estar involucrado en las respuestas inducidas por

Histatina-1.

Hist-1

Figura 16 | Histatina-1 aumenta la localizacion
endosomal de RIN2 en células EA.hy926. Células
EA.hy926 fueron crecidas en cubreobjetos y tratadas con
Histatina-1 por una hora, para posteriormente ser fijadas y
tratadas para inmunofluorescencia, usando anticuerpos
especificos contra RIN2 y EEA1, asi como la sonda
falloidin para detectar filamentos de actina. Las imagenes
son representativas de 3 experimentos independientes, en
donde los paneles superiores corresponden a la imagen
de superposicion de colores, y los paneles inferiores
corresponden a un aumento digital de la region de interés
demarcada con un cuadro en los paneles superiores. Los
datos numéricos corresponden a los coeficientes de

Mander’'s coeff. Mander’'s coeff. Mander’s, obtenidos de 3 experimentos independientes
* (promedio + error estandar). *P<0,05.
0.39%0.03 0.56 £0.02
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Evaluacion de Rab5

Ya evaluado RIN2 como potencial mediador de la via de sefalizacién
desencadenada por Histatina-1, se prosiguié a evaluar la participacion de Rab5,
como principal efecto de Rab5 (Figura 15). Para ello, se realizé un ensayo de
precipitacion por afinidad (pull-down), el cual permite estimar los niveles relativos de
Rab5-GTP, comparando células endoteliales EA.hy926 no tratadas o estimuladas
con Histatina-1. Como se puede ver en la Figura 17A, Histatina-1 produjo un
aumento de 2 veces en la fraccion activa de Rab5 (unida a GTP), sin alterar la
expresion total de la proteina. Este resultado sugiere que Rab5 participa en los
efectos mediados por Histatina-1. Para evaluar esta posibilidad, se transfectaron
células EA.hy926 con una mutante inactiva de Rab5 (pEGFP-Rab5/S34N) o un
vector vacio como control (pEGFP-C1, EV), para posteriormente someterlas a un
ensayo de transmigracion en Camara Boyden, en ausencia o presencia de
Histatina-1. Los resultados indican que la condicion transfeccion control (EV) no
presentan una alteracion en su capacidad migratoria, de tal manera que Histatina-1
produjo un aumento sustancial de la migracion. Sin embargo, en las células
transfectadas con la mutante inactiva de Rab5, se observé un menor aumento en la

migracion celular frente a la exposicion a Histatina-1 (Figura 17B).
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Figura 17 | Histatina-1 y Rab5: (A) Medicion de la actividad de Rab5 en células EA.hy926 tratadas con
Histatina-1, mediante ensayo de pull-down. EI Western blot corresponde a una imagen representativa para la
deteccion de Rab5 activo y total, mientras que la grafica corresponde los niveles relativos de Rab5-GTP
normalizados con Rab5 total, obtenidos por analisis densitométrico. (B) La participacién de Rab5 en los efectos
mediados por Histatina-1 fue evaluada por transfeccién del vector vacio (pEGFP-C1) o la mutante inactiva de
Rab5 (pEGFP-Rab5/S34N) y posterior ensayo de transmigracion en Camara Boyden, en presencia o ausencia
de Histatina-1. Se muestra un Western blot representativo para la expresion de GFP-Rab5 y la grafica
corresponde a la migracion celular (células por campo) en cada condicion. Tanto para las graficas de (A) y (B),
los datos corresponden al promedio de 4 experimentos independientes (promedio + error estandar). *P<0,05.
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Evaluacién de Racl

Dado que la activacion de Rab5 conlleva a la activacion consecuente de otra
GTPasa pequefia, Racl (Sandriy col. 2012; Figura 15), se prosiguio con el analisis
de los niveles de Racl-GTP frente a la estimulacion con Histatina-1. Mediante
ensayos de pull-down para Racl, se observo que Histatina-1 indujo un aumento de
mas de 4 veces en la fraccion activa de Racl, en comparacion a la condicion control
EA.hy926 no tratadas (Figura 18A). Con una estrategia similar a la descrita para
Rabb5, a continuacién, se procedié a evaluar la relevancia de Racl en los efectos
mediados por Histatina-1, en ensayos de transfeccion con una mutante inactiva de
Racl (pEGFP-Racl/T17N). Los resultados indicaron que la transfeccion con la
mutante inactiva de Racl inhibié por completo la migracién celular inducida por
Histatina-1, situacion contraria a lo que ocurrié en la condicién control vector vacio,
en donde Histatina-1 indujo un aumento significativo en la migracion celular
(Figura 18B).
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Figura 18 | Histatina-1 y Racl: (A) Medicion de la actividad de Racl en células EA.hy926 tratadas con
Histatina-1, mediante ensayo de pull-down. El Western blot corresponde a una imagen representativa para la
deteccién de Racl activo y total, mientras que la grafica corresponde los niveles relativos de Racl-GTP
normalizados con Racl total, obtenidos por analisis densitométrico. (B) La participacion de Racl en los efectos
mediados por Histatina-1 fue evaluada por transfeccién del vector vacio (pEGFP-C1) o la mutante inactiva de
Racl (pEGFP-Rac1/T17N) y posterior ensayo de transmigracion en Camara Boyden, en presencia o ausencia
de Histatina-1. Se muestra un Western blot representativo para la expresion de GFP-Racl y la grafica
corresponde a la migracion celular (células por campo) en cada condicion. Tanto para las graficas de (A) y (B),
los datos corresponden al promedio de 4 experimentos independientes (promedio + error estandar). *P<0,05.
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Relacion entre Rab5 y Racl frente al tratamiento con Histatina-1

Ya establecida la participacion de Rab5 y Racl en los efectos mediados por
Histatina-1, se procedi6 a determinar la secuencialidad entre Rab5 y Racl, tal como
se plantea en el eje “RIN2-Rab5-Rac1” (Sandri y col. 2012; Figura 15). Para ello,
se procedio a transfectar células EA.hy926 con una mutante inactiva de Rab5
(PEGFP-Rab5/S34N) o un vector vacio (pEGFP-C1, EV), para posteriormente
evaluar la fraccion activa de Racl, en ausencia o presencia de Histatina-1. Los
resultados expuestos en la Figura 19 muestran que el tratamiento con Histatina-1
aumenta de manera significativa los niveles de Racl-GTP en células EA.hy926
control (EV), mientras que la transfeccion con la mutante inactiva de Rab5, inhibio
el aumento en la fraccion activa de Racl inducida por Histatina-1. Lo anterior
establece una linea secuencial entre Rab5-Rac1l, frente a la exposicién de células
endoteliales a Histatina-1.
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e o 1, Figura 19 | Secuencialidad entre Rab5 y Racl: La
b participacion de Rab5 en la activacion de Racl inducida por
2 Histatina-1 fue evaluada por transfeccion del vector vacio
0 (PEGFP-C1) o la mutante inactiva de Rab5
r -~ (PEGFP-Rab5/S34N) y posterior ensayo de pull-down para
Racl activo o5 : Racl-GTP, en presencia o ausencia de Histatina-1. Se

muestra un Western blot representativo para los niveles de
Rac1 activo (Rac1-GTP) y total, y la grafica corresponde a los
Racl total — niveles relativos de Racl-GTP en relacién a Racl total,
obtenidos por andlisis densitométrico de 6 experimentos
independientes (promedio + error estandar). *P<0,05.
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Evaluacion de ERK1/2 y FAK

Las moléculas de sefializacion ERK1/2 y FAK han sido descritas como esenciales
para la migracion de células endoteliales y el proceso de angiogénesis (Lamalice y
col. 2007). Por esta razon, se decidio evaluar la actividad de ambas proteinas en
células endoteliales expuestas a Histatina-1. En ambos casos se estimularon
células EA.hy926 con Histatina-1 por distintos periodos de tiempo, y posteriormente
se homogenizaron las células y se realizaron analisis de Western blot con
anticuerpos primarios dirigidos contra ERK1/2, ERK1/2 activo (fosforilado), FAK, y
FAK activo (fosforilado en Y-397). Como se puede observar en la Figura 20, el
tratamiento con Histatina-1 produjo una activaciébn bifasica de ERK1/2,
observandose un peak temprano (5 minutos) y un peak tardio (60 minutos).
Contrariamente a ERK1/2, el tratamiento de células EA.hy926 no produjo
fluctuaciones en la activacion de FAK en ninguna de las ventanas de tiempo

evaluadas (Figura 21).
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o Figura 20 | Histatina-1 y ERK1/2. Células EA.hy926 fueron expuestas

a Histatina-1 por diferentes periodos de tiempo en medio libre de suero
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Figura 21 | Histatina-1 y FAK. Células EA.hy926 fueron expuestas a
Histatina-1 por diferentes periodos de tiempo en medio libre de suero
(0, 5, 15, 30 y 60 minutos), y posteriormente se obtuvieron

) 0O 5 15 30 60 C+ homogenizados de cada muestra. Como control positivo (C+), se

FAK R —— utilizé un extracto de células EA.hy926 tratadas por 60 minutos con
P suero. Los niveles de FAK total y FAK fosforilado, asi como de actina
EAK — —— — — (control de carga) fueron evaluados por Western blot. La imagen es
representativa de 3 experimentos independientes (promedio + error

Actina . —— estandar). *P<0,05.

49



6. DISCUSION

La reparacion de heridas es un proceso de capital importancia para la mantencién
de la integridad de nuestros tejidos (Orsted y col. 2011). Por lo mismo es un proceso
altamente regulado en su secuencialidad y duracion (Guon y Di Pietro 2010);
secuencialidad que es mantenida en la totalidad del cuerpo (Sciubba y col. 1978 —
Walshy col. 1996), aunque eso no significa que el proceso de reparacion de heridas
se presente con igual rapidez y calidad a lo largo de todo el cuerpo. Lo anterior ha
sido demostrado principalmente al comparar la reparacion de piel y mucosa oral
(Glim y col. 2013). Esta Gltima ha demostrado poseer una capacidad de reparacion
mucho mas rapida y con un resultado de mejor calidad (Hennicke 1950). Responder
al como de estas diferencias no ha sido facil, ya que responde a muchos factores,
tales como: mayor rapidez en la migracion y proliferacion celular oral (Drukala y col.
2005 -Turabelidze y col. 2014 - Gilm y col. 2013), menor respuesta inflamatoria en
mucosa oral (Spaderzka y col. 2003), mejor vascularizacibn en mucosa oral
(Cannady y col. 1993) y presencia de saliva (Brand y Veerman 2013). En referencia
a ésta ultima, se asumia que la saliva influia de manera positiva en la reparacion de
heridas al aportar un ambiente himedo que evitaria la desecacion celular (Winter y
Scales 1963), sin embargo y posteriormente se dio paso a un paradigma distinto,
en donde se establecia a un conjunto de factores de crecimiento (EGF, NGF, FGF,
VEGF) como los principales responsables de la propiedad estimuladora de la saliva
en el cierre de heridas (Hutson y col. 1979). Sin embargo, el paradigma anterior
presentaba ciertos inconvenientes: la principal evidencia que lo apoyaba derivaba
de modelos murinos, modelos en los cuales se sabe que la concentracion de estos
factores sobrepasa por mucho a la concentracidbn de éstos mismos en saliva
humana (Brand y Veerman 2013). Ademdas, no hay una correlacion entre la
concentracion de algunos de estos factores, como EGF en saliva humana y la
capacidad de ésta para estimular células en el ensayo de cierre de heridas in vitro
(Oudhoff y col. 2008).

No obstante, el trabajo de Oudhoff y col. derrib6 aspectos de este paradigma, al

demostar que Histatina-1, un péptido implicado hasta ese entonces en la
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homeostasis mineral (Oudhoff y col. 2008), actta como uno de los principales
factores salivales que promueve el cierre de heridas. Especificamente, Histatina-1
favorece la migracién y adhesion de queratinocitos orales (Oudhoff y col. 2008), lo
cual impacta en la re-epitelializacion de las heridas (Oudhoff y col. 2009a). Lo mas
intrigante, es que este péptido también tiene efectos bioldgicos -al menos a nivel
celular- en otros modelos, como fibroblastos (Oudhoff y col. 2009a). A pesar de esto,
al iniciar este trabajo de tesis, no se disponia de evidencia que estableciera algun
efecto de Histatina-1 sobre células endoteliales, y su posible impacto en el proceso
de angiogénesis, como fase importante en la reparacion de heridas. En el presente
trabajo de tesis se demuestra por primera vez que Histatina-1 actia como un
factor pro-angiogénico, estimulando la migracién, adhesion y estructuracion
de células endoteliales, todos fendmenos que descansan en la activaciéon de
vias de sefializacion, como ERK y del eje “RIN2/Rab5/Rac1”. Lo anterior se

resume en el siguiente modelo (Figura 22, adaptado de Torres y col. 2017a).

Adhesion
Spreading
Migration

endothelial cell

Figura 22 | Modelo propuesto para la adhesion, expansidn, migracion y morfogénesis vascular inducida
por Histatina-1. Adaptado de Torres y col. 20172,
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Sin embargo, este no es el Unico trabajo que demuestra que Histatina-1 puede tener
un efecto sobre células endoteliales. En paralelo a la ejecucion de este trabajo de
tesis, van Dijk y col., demostraron en un articulo que Histatina-1 promueve la
expansion de células endoteliales, y ademas estimula la adhesion célula-célula,
disminuyendo la permeabilidad de la barrera endotelial (van Dijk y col. 2017). Los
hallazgos encontrados en este trabajo de tesis, sumados a los estudios de van Dijk,
llevan a plantear las siguientes interrogantes, ¢como puede Histatina-1 promover la
adhesién célula-célula, célula-matriz extracelular y la migracion celular endotelial,
siendo todos estos procesos de alguna manera diferentes? La verdad es que
actualmente se sabe que estos procesos comparten muchas vias de sefializacion
(crosstalk), las cuales se regulan de manera precisa entre si, impactando de manera
contexto-especifico las diferentes respuestas celulares (Weber y col. 2011).
Tentativamente, podriamos plantear un modelo por el cual se podria responder, al
menos parcialmente a esta pregunta. Nuestros hallazgos indican que los efectos de
Histatina-1 descansan en un eje que culmina en la activacion de Racl. Esta GTPasa
tiene un rol fundamental en la polimerizacion de los filamentos de actina, lo cual se
traduce en la formacion de protrusiones de membrana, como lamellipodios (Ehrlich
y col. 2002). Estas estructuras son necesarias en la formacién de un frente de
avance y de nuevas adhesiones célula-matriz, mediadas por integrinas (Ridley y col.
2003). Sin embargo, estas protrusiones iniciadas por Racl, también podrian
promover la formacién de adhesiones célula-célula, lo cual es sustentado por el
hallazgo de un aumento local de cadherina endotelial (VE-cadherina, proteina de

adhesion celular (van Dijk y col. 2017 ).

Otra GTPasa descrita en este trabajo de tesis es Rab5, un regulador maestro en la
dindmica de endosomas tempranos (Torres 2014), la cual al ser activada por
Histatina-1, permite plantear la posibilidad de que impacte en el trafico intracelular
de VE-cadherina, algo propuesto previamente por otros autores (Yang y col. 2015)
regulando la ubicacion superficial de esta proteina de adhesion e impactando en la
adhesion célula-célula. Por otra parte, respecto a la adhesion célula-matriz, la
activacion de Rab5 por Histatina-1 también podria tener un sustento mecanistico,

en donde trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que Rab5 regula
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la adhesion mediada por integrinas y adhesiones focales, acelerando su recambio
(Mendozay col. 2013; Mendoza y col. 2017). Sin embargo, estudios adicionales son
necesarios para evaluar estas posibilidades. Por ultimo, en este estudio se mostré
una activacion de ERK1/2 frente a Histatina-1, y esto podria también tener
relevancia en el contexto de la migracién celular endotelial, ya que se ha
demostrado que esta kinasa promueve el desensamble de las adhesiones focales,

efecto mediado por la proteasa calpaina (Huang y col. 2004)

Como se puede ver, responder en profundidad la pregunta anterior no es simple, de
tal manera que se necesitan mas estudios para diseccionar de manera certera los
mecanismos de accion de Histatina-1; pero de momento se puede concluir que
Histatina-1 desencadena un subconjunto de vias que posiblemente se intersectan,
las cuales llevan a un aumento de la adhesion, extension y migracion celular
endotelial, teniendo ademas, un efecto nulo en la proliferacion, hallazgo que
concuerda con lo observado en otros modelos celulares, como queratinocitos y
fibroblastos (Oudhoff y col. 2008; Oudhoff y col. 2009 )

Una vez determinados los efectos mediados por Histatina-1 en la adhesion,
extension y migracion endotelial, se evaludé un paso mas alla en la cascada de
eventos que llevan a la angiogénesis, especificamente en la re-estructuracion de
las células endoteliales (morfogénesis vascular en la Figura 5). Para tal caso,
evaluamos in vitro la formacién de estructuras poligonales, que asemejan a los
capilares. En este caso, Histatina-1 fue capaz de aumentar la formacién de estas
estructuras tipo capilares, de manera similar a como lo hizo VEGF, un reconocido
factor pro-angiogénico. De cierta manera este resultado era esperable, teniendo en
cuenta los efectos de Histatina-1 sobre la adhesion célula-célula (van Dijk y col.
2017b), celula-matriz y migracion endotelial (Torres y col. 2017b). Lo sorpresivo
radica en la similitud de los resultados obtenidos con Histatina-1 y VEGF.

Lamentablemente, el ensayo anterior tiene limitaciones propias de un modelo en
ambiente controlado in vitro, de tal manera que no permite asegurar que Histatina-1

tenga un efecto real a nivel fisiologico. Por ende, el siguiente paso seria avanzar

53



hacia un modelo in vivo. Aln cuando no fue un objetivo de este trabajo evaluar los
efectos de Histatina-1 en un modelo in vivo, de igual manera quisiera mostrar en
este apartado los resultados, obtenidos por nuestro laboratorio, en el contexto de
una colaboracion con el laboratorio de la Dra. Verbénica Palma (Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile). Especificamente, esta colaboracion busco
establecer el efecto in vivo de Histatina-1 en el modelo de Membrana
Corioalantoidea de Pollo (Chick CAM), de tal manera que este relato sea contado

de manera mas integra (Figura 23).
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Figura 23 | Efecto in vivo de Histatina-1: Para evaluar el efecto de Histatina-1 en un modelo in vivo, se utilizé
el ensayo de la Membrana Corioalantoidea de Pollo (Chick-CAM assay). En (A), se muestran imagenes
representativas del ensayo realizado en embriones de pollo de 7dias (definido como condicién “dia 0”), y su
medicion posterior frente a las siguientes condiciones por 4 dias adicionales: control vehiculo (agua Sander’s),
VEGF 10ng/ml (control positivo), Histatina-1 5 y 10 uM. (B) Cuantificacion del nUmero de vasos sanguineos
formados. Se realizaron 3 experimentos independientes (promedio + error estandar). *P<0,05; **P<0,01.
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Como se puede ver en la Figura 23, Histatina-1 tiene la capacidad de fomentar la
formacion de vasos sanguineos, de manera similar a como lo hace VEGF, un
potente factor pro-angiogénico. Lo anterior, sumado a los datos aportados por este
trabajo de investigacion, permite establecer a Histatina-1 como un nuevo factor pro-

angiogénico.

En consecuencia, la evidencia actual permite la proyeccion de Histatina-1 como un
coadyuvante en la reparacion de heridas de diferente indole, debido a la capacidad
que tiene de promover el fendmeno de re-epitelializacion (Oudhoff y col. 2009a) y
angiogénesis, todo esto a concentraciones fisiologicas (10 pM) (Castagnola y col.
2002). A lo anterior se suma la inocuidad del péptido (Oudhoff y col. 2009a) ,
estabilidad frente a ambientes inflamatorios (en especifico, su forma quimica
sintética y ciclada) (Boink y col. 2016) y capacidad de ser enlazado con otros

agentes antimicrobianos sin perder sus funciones pro-migratorias (Pal y col. 2014)

Por ultimo, es importante destacar que el presente trabajo de tesis entrega, por
primera vez, evidencia directa de que la saliva humana ejerce un efecto
pro-migratorio en células endoteliales, y mas aun, que este efecto depende de
Histatina-1. Si se mira con mayor detencion, este es el primer trabajo que utiliza
saliva humana total no estimulada, a diferencia de la mayoria de los estudios, que
utilizan saliva estéril obtenida de la glandula parétida para evaluar migracion
(Oudhoff y col. 2008; Oudhoff y col. 2009b ) Teniendo en cuenta la presencia de
proteasas en la saliva humana que afectan a Histatina-1 (Sun y col. 2009; Campese
y col. 2009) es posible preguntarse ¢como es posible llegar a tener actividad
bioldgica frente a estas condiciones? Un estudio realizado por Suny col. 2009, por
medio de diferentes aproximaciones, demostré que las proteasas presentes en la
saliva humana proteolizan a Histatina-1 sin afectar al dominio responsable de su
actividad pro-migratoria (usando queratinocitos orales). Ademas, en este mismo
estudio, se estableci6 de manera tedrica que la degradacion de Histatina-1 (por
parte de las proteasas salivales) lleva a una estabilizaciéon de su concentracion en
“estado estacionario” de 5.1 uM (Suny col. 2009) concentracion capaz de promover

la angiogénesis en el modelo in vivo (Figura 23). Toda esta evidencia permite
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explicar, en parte cdmo la saliva humana total puede ejercer un efecto pro-migratorio
potente en células endoteliales. Finalmente, y a pesar de la evidencia mostrada en
este estudio, no podemos establecer a ciencia cierta que Histatina-1 participe
efectivamente y de manera fisiologica en el proceso de angiogénesis a nivel de
mucosa oral. Lo anterior no quita que este péptido tenga un gran potencial en el
campo de la ingenieria y reparacion tisular, para posteriormente impactar en la
practica clinica. De hecho, son muchas las aplicaciones potenciales que han sido
propuestas para este péptido (resumidas en la Figura 24), en areas como la
farmacologia antimicrobiana, implantologia, terapias de integracién 0Osea, y los
hallazgos recientes en el contexto de la angiogénesis (Torres y col. 2017b; van Dijk

y col. 2017a) y como factor de prondstico tumoral (Yagushi y Kawakami 2012)

Therapeutics

Wound Healing

Figura 24 | Histatina-1, actividades bioldgicas y aplicaciones potenciales. La figura entrega un resumen de
las funciones definidas como “candnicas”, entre las cuales se cuentan su actividad antimicrobiana, homeostasis
de la pelicula salival adquirida y estructura del esmalte. Mas alla de estas funciones, Histatina-1 ha sido
documentada como un factor pro-migratorio, mejorando la reparacion de heridas, asi como la adhesién celular
en implantes de titanio (van Dijk y col. 2017a). Por otro lado, Histatina-1 también ha sido postulada como un
posible marcador tumoral (Yagushi y Kawakami 2012), aumentando sus posibilidades en aplicaciones de
diagnostico y terapéuticas.
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7. CONCLUSION

En el presente estudio, el péptido Histatina-1 ha demostrado favorables resultados
en la estimulacion de la adhesion y migracion endotelial, eventos que son cruciales
para proceso de re-estructuracion endotelial, teniendo un fuerte impacto a su vez
en el fenbmeno de la angiogénesis. Toda esta evidencia permite plantear a
Histatina-1 como un factor pro-angiogénico con proyecciones en el campo de la

reparacion tisular.

Ademas, se mostro por primera vez evidencia directa de que la saliva humana tiene
un efecto pro-migratorio en células endoteliales, y que este efecto depende en parte
de Histatina-1. No obstante, se necesitan mas investigaciones para poder
establecer la participacion fisiologica de Histatina-1 en la angiogénesis a nivel de

mucosa oral.

Por dltimo, se pudo establecer la mediacibn del eje de sefalizacion
“‘RIN2/Rab5/Rac1” y ERK1/2 en los efectos desencadenados por Histatina-1. Sin
embargo, todavia falta investigacion para diseccionar de mejor manera los
mecanismos de accion de este péptido, de tal manera que su potencial pueda

explotarse mejor.
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INFORME N°:2017/05

Acta de Aprobacion de Proyecto “La molécula salival histatina-1 promueve la migracion
celular”, adscrito al Proyecto FONDECYT 1140907 “Elucidation of the Mechanisms
Underlying Rab5 Mediated Focal Adhesion Disassembly, Cancer Cell Migration and Invasion”

1. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Alfredo Molina
Dr. Eduardo Fernandez Godoy Dr. Rodrigo Cabello Miembro permanente

Presidente CEC Miembro permanente CEC CEC

Dra. Viviana Toro Dra. Paola Llanos
Sr. Roberto La Rosa

Miembro permanente CEC Miembro alterno CEC Miembro alterno CEC

Sra. Rebeca Galarce
Miembro permanente CEC

2. Fecha de Aprobacion: 23/05/2017

Titulo completo del proyecto: “La molécula salival histatina-1 promueve la migracion
celular”, adscrito al Proyecto FONDECYT 1140907 “Elucidation of the Mechanisms
Underlying Rab5 Mediated Focal Adhesion Disassembly, Cancer Cell

Migrationand Invasion”

3. Investigador responsable: Dr. Vicente Torres
4. Institucion Patrocinante: Facultad de Odontologia — Universidad de Chile
5. Documentacion Revisada:

O Proyecto FONDECYT 1140907

O Curriculo del investigador responsable

O Carta de Compromiso de IP

O Consentimiento Informado

O Declaracion de conflictos de interés



6.- Fundamentacion de la aprobacion

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las modificaciones en relacion a los siguientes
aspectos metodoldgicos y éticos:

Enviar el proyecto (hipotesis, material y método, etc) correspondiente al nuevo estudio, ademas de
la autorizacién de CONICYT si procede para agregar el nuevo estudio al proyecto FONDECYT.

Especificar el criterio de inclusion, de manera que el estudio sea replicable.

Realizar las siguientes modificaciones al C.1.:
- Agregar que el estudio se encuentra en el marco del proyecto FONDECYT 1140907 (y su titulo).

- En la seccion “Justificacion de la Investigacion”, cambiar “moléculas” por “sustancias quimicas”
(simplificacion del lenguaje). Ademas en “... entre ellas proteinas que influirian...” agregar “por
ejemplo histatina-1”.

- Especificar los criterios de inclusion y exclusion, y hacerlos generales.

- En la seccion “Confidencialidad y difusion de datos” agregar que los resultados podran ser
difundidos en reuniones cientificas y a la comunidad.

- En la carta de consentimiento informado, modificar el punto 2 a “Sé que no tendré beneficios
directos por participar en la Investigacion”. Eliminar el punto 6 ya que no se realizara un registro, y
eliminar la oracién “PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO

INTERES”
- Agregar el nombre del director del establecimiento donde se realiza la investigacion (Nora Silva o

Alexandra Angulo, o bien carta de ellas delegando el poder de autorizar). - Enviar alguna
notificacién, visto bueno o al menos un e-mail el coordinador de Grupo de Estudio de CONICYT

manifieste que la elaboracion del estudio esta en regla.

- En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, ha aprobado el Protocolo del estudio titulado “La molécula salival histatina-1 promueve
la migracion celular”, adscrito al Proyecto FONDECYT 1140907 “Elucidation of the Mechanisms

Underlying Rab5 Mediated Focal Adhesion Disassembly, Cancer Cell Migration and Invasion”
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c/c.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C. (=
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2) Consentimiento informado
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FONDECYT

Fondo Nacional de Desarrollo

ODONTOLOGIA . pmeel Cientifico y Tecnolégico

= [ UNIVERSIDAD DE CHILE

Consentimiento Informado Para Participacidn en Proyecto de Investigacidn
Dirigido a personas de entre 18 v 40 afios

Titulo del Proyecto: Influencia de la proteina salival histatina-1 en la migracion y
adhesion de células endoteliales.
(Influence of the salivary protein histatin-1 on endotelial cell
migration and adhesién)

Investigador Principal: Vicente Armando Torres Gémez

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile
Calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago

Nombre del Participante:

Este documento de Consentimiento Informado se aplicard a ...........ccocoiiiiiiiiiiiiiiiii e ,
y consta de dos partes:

* Informacién (proporciona informacién sobre el estudio para usted).

» Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).

Ud. recibira una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es Vicente Torres GOmez y soy académico del Instituto de Investigacion Odontol6gicas
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Estoy realizando una investigacién de la
cual le proporcionaré informacién y a la que lo invitaré a participar. No tiene que decidir hoy si lo hara
0 no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de la investigacion con cualquier persona de
su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado y puede que contenga
términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la
Investigacion y si desea participar, se le solicitara que firme este formulario.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificacion de la Investigacion,
Obijetivo, Beneficios, Tipo de Intervencién y procedimiento, Riesgos, Confidencialidad y Difusién de
datos, Criterios para seleccién de los participantes en el estudio y Aclaraciones.

Justificacion de la Investigacion

Actualmente se sabe que las heridas en boca sanan més rapidamente y de mejor manera que en la
piel. Se ha planteado que la saliva ayudaria en esta caracteristica, debido a que presenta multiples
sustancias quimicas, entre ellas proteinas que influirian sobre las estructuras orales, como por
ejemplo histatina-1. Aln no se conoce la funcion de todas las sustancias quimicas presentes en
saliva, y, por lo tanto, identificar su relevancia en la proteccion de la cavidad oral, asi como el
mecanismo por el cual lo realizan, conllevara a un beneficio en el tratamiento de heridas, tanto en la
boca, como en otras areas del cuerpo.

Objetivo

En este estudio se propone demostrar si es que la proteina salival histatina-1 estimula la migracion
de células endoteliales (es decir, aquellas células responsables de la formacién de nuevos vasos
sanguineos), lo cual constituiria un evento clave en la formacion de nuevos vasos sanguineos,
explicando asi el efecto reparador de la saliva. El estudio serd realizado con saliva, la cual sera
posteriormente aplicada a células disponibles en el Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, de
la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Este estudio se realiza en marco del proyecto FONDECYT 1140907 “Dilucidaciéon de los Mecanismos
Asociados al Desensamble de Adhesiones Focales, Migracién e Invasion Celular Mediados por
Rab5” (titulo original inglés “Elucidation of Mechanisms Underlying Rab5 Mediated Focal Adhesion
Disassembly, Cancer Cell Migration and Invasion”).

Beneficios

Usted no recibird ningln beneficio directo por participar en este estudio, sin embargo los resultados
seran de gran importancia en el area de la medicina.

Tipo de Intervencién y Procedimiento
Si decide participar, se le solicitar4 donar una muestra de 2 ml de saliva. Para esto debera haberse
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lavado los dientes por lo menos 30 minutos antes de la toma de muestra.

Riesgos

No hay riesgos asociados ni durante, ni posterior al procedimiento.
Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Criterios de inclusion:

Personas entre los 18 y 40 afios de edad.

Sin exposicién a radioterapia de cabeza y cuello.

Que no haya sido diagnosticada con sindrome de Sjégren.

Que no consuma alguno de los siguientes farmacos:

a) Amitriptilina, Imipramina, Sertralina, Fluoxetina.

b) Furosemida, Hidroclorotiazida, Enalapril, Nifedipino, Losartan.
Criterios de exclusion:

Personas que no cumplan el rango etario propuesto.

Que hayan sido expuestas a radioterapia de cabeza y cuello
Con diagndstico de sindrome de Sjogren.

Que consuma alguno de los siguientes farmacos:

a) Amitriptilina, Imipramina, Sertralina, Fluoxetina.

b) Furosemida, Hidroclorotiazida, Enalapril, Nifedipino, Losartan.
Confidencialidad y difusién

de datos.

La informacion obtenida de la investigacion, respecto de la identificacion de participantes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por el investigador. Los resultados emanados de este
estudio podrén ser difundidos en revistas y reuniones cientificas, como también en la comunidad,

siempre utilizando los datos de manera encriptada.
Aclaraciones
e La participacién es completamente voluntaria.

¢ No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la

intervencion.
e Siusted decide puede retirarse cuando lo desee.

¢ No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

e No recibird pago por su participacion.

e Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.
e Lainformacion obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de pacientes, sera

mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores.

e Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacién puede, si lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento.
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Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontaneamente y en consecuencia acepto
que:

1. He leido y comprendido la informacion anteriormente entregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria.

Sé que no tendré beneficios directos por participar en la investigacion
Conozco los beneficios de participar en la Investigacion.

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

o~ 0N

Ademas de esta informacién que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucién de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria
y al criterio del investigador.

6. En caso de cualquier duda puede acudir al Dr. Vicente Armando Torres Gomez, cuya oficina
y laboratorio se encuentran ubicados en el 4to piso del Edificio Administrativo de la Facultad
de Odontologia, Universidad de Chile. Su direccién es Calle Sergio Livingstone 943,
Independencia, Santiago. El Dr. Vicente Torres se encontrara disponible de Lunes a Viernes
de 8:00h a 17:00h en la direccion indicada, o via telefonica al 22 978 1757, o bien dirigirse
al Dr. Eduardo Fernandez, Presidente del Comité Etico Cientifico de la Facultad de

Odontologia, Universidad de Chile (E-mail: cec.fouch@odontologia.uchile.cl).

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento
pertinente.

Nombre del participante:

Fecha:

Seccion allenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la
investigacion, le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la hormativa
vigente para la realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Vicente Torres Gémez

Investigador principal

Firma:

Fecha:

Nora Silva Steffens

Directora de la escuela de pregrado de la facultad de odontologia de la Universidad de Chile

Firma:

Fecha:
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3) Certificacién Histatina-1
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Date:
Order Number:
Catalog Number:

Peptide Name:
Sequence:

Lot Number:
Molecular Formula:
Molecular Weight:
Mass Spectral Analysis:
Purity (by HPLC):

Salt Form:

Quantity:

Appearance:

Reconstitution Condition
Used in Purification:

Acetate content:
TFA content:

Solubility Test:

Q

uality Control Report

2017-05-24
#SP150567

204795

VT peptide (DN-38P)

D{pSER}HEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGD
YGSNYLYDN

P150609-WF204795
Ca17H208Ng9Og4P1

4928.19

Consistent - See attached

98.89% (98% Requested) - see attached
Acetate Salt

10.0mg

White to off White Powder

1.0mg peptide soluble in 1.0ml H20

1.020%

0.166%

1.0mg peptide soluble in 1.0ml H20.
For Reconstitution Guideline, please visit:
http://biomatik.com/linkfiles/PeptideHandlingGuideline.pdf

Storage, Reconstitution Condition and Handling

-20°C Upon Arrival. Please refer to the Peptide Handling Guideline for reconstitution condition and
storage information. It is not recommended that peptides be stored in solution. The shelf life of peptides
in solution is rather limited, especially for sequences containing Cysteine, Methionine, Tryptophan,
Asparagine and Glutamine. Generally, the best approach is to reconstitute sufficient peptide for immediate
usage only. For long-term storage please store at -20°C.

Limited Usage and Warranty

This product is for laboratory research use only. Not for diagnostic or in vivo use. Not for human or drug
use.

Biomatik warrants material of said quality at the time of delivery. It is the sole responsibility of the
customers to determine the adequacy of all materials for any intended or specific purpose or use.
Biomatik’ sole obligation shall be the replacement of the material without charge or refund of purchase
price. This warranty does not apply to a product which has been tampered with or altered in any way or
which has been misused or damaged by accident or negligence. All claims must be received in writing
(by fax or email) within 30 days upon successful delivery and failure to do so shall constitute a waiver by
customers for any and all such claims.
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Positive

Mass Spectrometry Report

MS Spectrum
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HPLC Report

Structure: VT peptide

DN-38P Lot NO :P150609-WF204795
Column :250*4.6mm,Kromasil-C18-5um
Solvent A:0.1%TFA in 100%water
Solvent B:0.1%TFA in 100%acetonitrile
Gradient : A B

0.1min 83% 17%

25.0min  35% 65%

25.1min 0%  100%

30.0min stop

Flow rate:1.0ml/min Wavelength
Volume :10ul

210

-

Peak No Ret Time Height Area Conc.
1 11.175 1723.560 12245.908 0.5230
2 12.293 1962.323 13558.776 0.5791
3 12.508 246268.906 2315724.000 98.8979
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