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RESUMEN

Los astrocitos son el tipo celular mas abundante de la glia en el Sistema
Nervioso Central y cuando son expuestos a factores sanguineos durante un dafio
cerebral, éstos se vuelven “reactivos”, cambiando su forma estrellada a una de
tipo fibroblasto. Los astrocitos “reactivos” también proliferan y migran al sitio
dafiado para formar la cicatriz glial, constituyendo uno de los mayores
impedimentos para que ocurra la regeneracion neuronal. Se piensa que estos
cambios morfolégicos que sufren los astrocitos in vivo, podrian tener una relacion

con los gatillados in vitro por Thy-1, una glicoproteina neuronal muy abundante,
que se une a la Integrina o PB; en la membrana de astrocitos provocando
cambios dramaticos en la forma de estas células. Con estos antecedentes se
plante6 la hipétesis de que la estimulacion sostenida de la Integrina a,[3; por

Thy-1 provoca la migracion y/o proliferacion de astrocitos, activando vias de
transduccion de sefiales que involucran a las proteinas quinasa PI3-K y Erk,

respectivamente.

Para poner a prueba esta hipétesis, se utilizaron ensayos in vitro de
cicatrizacion de herida, la cual consiste en la remocion de una porcién de células
desde una monocapa de astrocitos en cultivo de la linea celular de rata DI-TNC1
con punta de pipeta y el subsecuente monitoreo de la migracion de éstos al area
libre de células después de la estimulacién con el complejo soluble de Thy-1-
Fc/Proteina-A. Adicionalmente, se realizaron en paralelo, andlisis de
Inmunofluorescencia indirecta a diferentes tiempos para la visualizacion de
estructuras de avance como filopodios y lamelipodios en los astrocitos del borde

de la herida estimulados con el complejo soluble de Thy-1-Fc/Proteina-A.

Para demostrar la participacion de la enzima PI3-K, los ensayos de
cicatrizacion de herida se realizaron en presencia de inhibidores especificos de

esta quinasa como son LY294002 y Wortmanina y mediante técnica de Inmunoblot
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se determinaron los niveles de fosforilacion de un sustrato de esta enzima, la

proteina Akt, en los astrocitos estimulados con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A.

Para determinar si el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A inducia cambios en la
proliferacion y viabilidad de los astrocitos, se utilizaron técnicas de MTS y de
exclusion de azul de tripan, asi como también se analiz6 el ciclo proliferativo de

éstas células por citometria de flujo.

Los resultados demuestran que Thy-1: 1) Induce la migracion de los
astrocitos DI-TNC1 al sitio de la herida; 2) Induce una mayor formacion de
estructuras de avance y migracion como filopodios y lamelipodios, en los
astrocitos del borde de la herida; 3) No induce proliferacién ni aumento de la
viabilidad de los astrocitos como tampoco cambios significativos en el ciclo
proliferativo de éstas células; y 4) La quinasa PI3-K esta implicada en la migracién

de los astrocitos estimulados por Thy-1.

En conjunto, estos datos sugieren que la interaccion de Thy-1 con la
Integrina o,,3; en la membrana de los astrocitos estimula cambios morfolégicos

llevando a estas células a una mayor adhesion celular para luego inducir su
migracion. Cabe destacar que la secuencia de eventos observados in vitro en
este trabajo es similar a lo que ocurre en el proceso de astrogliosis, en el cual
luego de un dafio cerebral, los astrocitos se tornan reactivos, migran al sitio

dafiado y producen la cicatrizacion de la herida.
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SUMMARY

Astrocytes, the most numerous glial cells in the central nervous system convert to
fibroblast- like morphology when exposed to blood borne factors upon brain injury.
These so called “reactive astrocytes” also proliferate and migrate to the site of
damage to form the glial scar, which constitutes a major impediment to neuronal
regeneration. Such morphological changes observed in astrocytes in vivo may be

related to those triggered in vitro by Thy-1, an abundant neuronal glycoprotein that

binds to a3, Integrin in astrocytes inducing dramatic changes in cell shape. Thus,

in this study we hypothesized that sustained Thy-1 engagement of o.,[3; Integrin

stimulates astrocyte migration and/or proliferation, activating signaling pathways
that involve both PI3-K and Erk kinases, respectively.

To test this hypothesis, we used an in vitro wound healing assay, where a DI-
TNC1 astrocyte monolayer was scratched with a pipette tip and migration into the
cell-free zone was monitored after treating the cells with soluble Thy-1-Fc/Protein-
A complexes. In parallel, astrocytes at the cell border were monitored by indirect
immunofluorescence at different time points in order to see typical migratory
structures, such as lamellipodia and filopodia after the stimulation with Thy-1-
Fc/Protein-A complexes. Wound healing assays were also performed in the
presence of specific PI3-K inhibitors, such as LY294002 and Wortmanin to
demonstrate the participation of this enzyme. Additionally, the phosphorylation of a
PI13-K substrate, Akt, was analyzed by immunoblots to confirm whether activation
of PI3-K was required for astrocyte migration. Moreover, astrocyte viability,
proliferation and cell cycle were also tested using MTS, trypan blue exclusion
assays and cell cytometry, respectively.

Results obtained indicated that: 1) Thy-1 induced the migration of DI-TNC1

astrocytes; 2) Typical migratory structures, such as filopodia and lamellipodia, were
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formed at the cell border; 3) According to the results obtained with the viability,
proliferation and cell cycle assays, Thy-1 had no effect on cell proliferation; and 4)

P13-K was implicated in Thy-1 induced astrocyte migration.

The data indicate that binding of Thy-1 to a.,f3; Integrin initially stimulates cell

adhesion and changes in cell shape of astrocytes and subsequently cell migration

in a sequence similar to that described for glial scar formation.
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1. INTRODUCCION

Las células gliales del sistema nervioso de vertebrados se pueden dividir en
dos grandes grupos: microglia y macroglia. La microglia corresponde a los
fagocitos del cerebro. La macroglia incluye: oligodendrocitos, células de Schwann

y astrocitos (Figura 1).

oligodendrocitos células de Schwann

Figura 1: Tipos de células gliales en el Sistema Nervioso. Los astrocitos, microglia y
oligodendrocitos conforman la glia del sistema nervioso central y las células de Schwann, la del
sistema nervioso periférico. Para cada tipo celular se muestra una foto de contraste de fases
(izquierda) y un dibujo de la organizacion ultraestructural (derecha). N: nacleo. Imagen compuesta
de fotografias encontradas en la péagina web [IUPS Physiome project-image Map
(http://www.bioeng.auckland.ac.nz/physiome/images/images _map.php).

Los oligodendrocitos estan a cargo de la formacion de la vaina de mielina, la
cual forma una barrera alrededor de las fibras nerviosas, permitiendo la

transmision eléctrica eficiente en el cerebro. En el sistema nervioso periférico, las


http://www.bioeng.auckland.ac.nz/physiome/images/images_map.php
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principales células gliales son las células de Schwann, algunas de las cuales
forman una vaina de mielina en los nervios periféricos. Aquellas células de
Schwann que no forman una vaina de mielina se asemejan a los astrocitos y

tendrian funciones de soporte metabdlico y mecanico (Jessen, 2004).

Los astrocitos son el tipo celular mas numeroso de las células gliales en el
sistema nervioso central (SNC) y participan en multiples funciones. Hasta hace
algun tiempo, se pensaba que los astrocitos solo brindaban soporte estructural,
nutrientes y proteccién a las células neuronales, pero en la actualidad se les
asigna un papel mas activo en el cerebro, como la inhibicion del crecimiento de
neuritas y la regeneracion neuronal. Los astrocitos presentan una forma de
excitabilidad y comunicacién basada en variaciones del Ca®* intracelular que
pueden ser gatilladas por neurotransmisores liberados desde terminales
sinapticos activos (Porter y McCarthy, 1996; Pasti et al, 1997). Este aumento de
Ca?" produce a su vez la liberacién del neurotransmisor excitatorio glutamato
desde los astrocitos (Parpura et al, 1994), por lo cual éstos pueden modular
neuronas vecinas y asi regular la excitabilidad neuronal y la transmisién sinaptica
(Perea y Araque, 2002; Fellin y Carmignoto, 2004). Estas y otras evidencias mas
recientes indican que, existe una sefializacion bi-direccional entre neuronas y
astrocitos, confirmandose que estos Ultimos son componentes mas dinamicos de
lo que se pensé inicialmente (Hansson y Ronnback, 2003; Volterra y Meldolsi,
2005; Leyton et al., 2001 y Avalos et al., 2002, 2004).

Cuando los astrocitos son expuestos a factores sanguineos durante un dafio
cerebral, éstos se adhieren, expanden, migran, dividen y cambian de una forma
estrellada a una tipo fibroblasto, en un proceso conocido como gliosis reactiva o
astrogliosis. Este proceso se requiere para la formacién de la cicatriz glial, la cual
es necesaria para la proteccion del cerebro de lesiones secundarias (Ridet et al.,
1997).
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El proceso de astrogliosis ha sido considerado durante largo tiempo el mayor
impedimento de la regeneracion neuronal en el SNC, debido a que los astrocitos
dejan de apoyar la diferenciacion neuronal y secretan factores que impiden el
crecimiento de axones frente a un dafio cerebral. Esta falta de regeneracion de
neuronas en el tejido adulto dafiado se debe también a la presencia de un gran
namero proteinas inhibitorias presentes en los oligodendrocitos y neuronas que
bloquean el crecimiento de axones. Ejemplo de esto son las glicoproteinas
asociada a mielina (MAG) (Mukhopadhyay, et al., 1994; McKeiracher, 1994),
semaforinas 4D (Moreau-Fauvarque, 2003), EphrinB3 (Benson, 2003), Nogo
(Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000) y Omgp (Kottis et al., 2002; Wang et al.,
2002), producidas por los oligodendrocitos y la glicoproteina neuronal Thy-1
(Tiveron et al., 1992).

Thy-1 es una la glicoproteina que se encuentra asociada a la cara externa de la
membrana de las neuronas a través de un modificacion lipidica denominada tallo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Tiveron et al.,, 1994). Se ha demostrado que un
receptor de Thy-1 en los astrocitos es la Integrina a3 (Leyton et al., 2001). La
interaccion de Thy-1 con esta Integrina aumenta la fosforilacion en tirosina de
diversas proteinas en los astrocitos. Este aumento de fosforilacién, sumado a la
activacion de proteinas G pequefias de la familia Rho induce cambios
morfologicos en las células llevandolas a una mayor adhesion y expansion sobre

su sustrato (Avalos et al., 2004).

Este estudio pretende entender si estos cambios morfol6gicos inducidos
por Thy-1 preceden a la induccién de migracion y proliferacibn de astrocitos,
eventos importantes y necesarios para la astrogliosis y formacién de la cicatriz

glial.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Lamolécula de Thy-1.

Thy-1 pertenece a la super familia de inmunoglobulinas (Figura 2). Se ha
demostrado que estas proteinas participan en diversos procesos durante el
desarrollo del cerebro, como por ejemplo, migraciébn neuronal, extension de los
axones, reconocimiento de los blancos y formacién de las sinapsis, como también
en la mantencion y funcion de los circuitos neuronales en el adulto (Rougon y
Hobert, 2003). Otros miembros de esta familia, como L1 y N-CAM, presentan una
expresion regulada durante el desarrollo y pueden promover el crecimiento axonal
(Kiryushko et al, 2004).

Thy-1 es una glicoproteina pequefia de 25 a 37 kDa constituida por 110
aminoéacidos y que se localiza en microdominios de membrana tipo balsas lipidicas
(Fujimoto, 1996). Thy-1 fue caracterizada en 1964 como uno de los principales
antigenos de superficie de los linfocitos T de raton y como una de las proteinas
mas abundantes en el cerebro adulto de rata (Reif y Allen, 1964), constituyendo
entre un 2,5% a un 7,5% del contenido proteico total de la superficie neuronal
(Beech et al, 1983). Aunque se han descrito homologos de Thy-1 en varios
organismos, tales como calamar, rana, pollo, perro, raton, rata y humano (Haeryfar
y Hoskin, 2004), su distribucion en el sistema inmune varia segun la especie y el
estado de diferenciacion de las células. Por ejemplo en raton, Thy-1 presenta una
alta expresion tanto en timocitos como en células T periféricas maduras (Killeen,
1997); en rata se expresa en timocitos inmaduros (Crawford y Barton, 1986) y en
humanos practicamente no se expresa en células T, y sb6lo se encuentra en una
pequefia poblacion de timocitos corticales (McKenzie y Fabre, 1981). En
contraste, Thy-1 presenta patrones de expresion comun en el sistema nervioso de
varias especies, lo que sugiere que tiene una funcion altamente conservada en

este sistema, especialmente en mamiferos (Mahanthappa y Patterson, 1992).
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A diferencia de lo observado en neuronas, Thy-1 se expresa en bajos
niveles en otros tipos celulares. Esta presente en fibroblastos, mioblastos, células
epidermales y keratinocitos de raton y todas la especies antes mencionadas (Reif
y Allen, 1964). En humanos, Thy-1 se expresa en células endoteliales activadas,
células musculares lisas, una subpoblacion de células de la médula 6sea (CD34")
y células hematopoyéticas derivadas de la sangre del cordon umbilical y de higado
fetal (Dalchau et al., 1989).

La expresion de Thy-1 en el cerebro comienza después del nacimiento y se
regula durante el desarrollo (Morris, 1985). Los niveles de Thy-1 en el cerebro de
rata neonata (Barclay, 1979), al igual que en el cerebro humano en desarrollo, son
bajos en comparacion con el cerebro adulto (Seeger et al., 1982). En cerebro de
ratbn se demostr6 que los niveles de Thy-1 aumentan draméaticamente
(aproximadamente 100 veces), durante las primeras semanas de desarrollo
postnatal (Reif y Allen, 1964). Esto fue confirmado posteriormente en rata, perro y
pollo (Morris, 1985). La expresion tardia de Thy-1 en los axones, sugiere que Thy-
1 participaria en la estabilizacion de las redes neuronales, inhibiendo el

crecimiento axonal (Chen et al., 2005).
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Figura 2: Modelo de Thy-1. Esta basado en la region variable de las inmunoglobulinas y la
estructura determinada para el grupo Glicosilfosfatidilinositol de Thy-1. Las flechas indican las
hebras de hojas plisadas beta presentes en la estructura de Thy-1. Los residuos de asparragina a
los cuales se unen cadenas de carbohidratos (en ratén y rata) se indican como una banda oscura a
continuacion de las hojas B y E, y como una banda blanca en la hoja G. Grandes cadenas de
azlcar cubren la parte izquierda, delantera y trasera de la molécula. El residuo 89 (indicado con
lineas diagonales en la hoja F) es arginina o glutamina en ratén y le confiere el determinante
antigénico alélico a la molécula (Thy-1.1/1.2). La mayoria de los residuos que se encuentran
uniendo las distintas hojas tienen pocas restricciones estructurales y aquellos que se proyectan
hacia la cara izquierda de la molécula presentan una variabilidad considerable entre las especies
de vertebrados. En cambio, los residuos que se proyectan hacia la cara derecha y superior de la
molécula son bastante conservados. (Adaptado de Morris, 1992).

2.2 Funciones de Thy-1.

En las ultimas décadas se han estudiado varias funciones de Thy-1 tanto
inmunoldgicas como no inmunoldgicas. En raton por ejemplo, Thy-1 promueve la
adhesion de los timocitos a células epiteliales del timo (He et al, 1991), unién que
puede ser bloqueada con glicanos sulfatados ya que Thy-1 puede interactuar
directamente con éstos (Hueber et al, 1992). Por otro lado, Thy-1 regula la
apoptosis de timocitos de ratén (Hueber et al, 1994), media la adhesion de clones

de linfocitos T citotoxicos a células L (Johnson et al, 1993) y la adhesion entre
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astrocitos y linfomas transfectados con Thy-1 (Dreyer et al, 1995). Se ha
demostrado que la Integrina a.[3; presente en la superficie de astrocitos, es la

molécula que interactia directamente con Thy-1 (Leyton et al., 2001). Estudios
recientes, demuestran que Thy-1 humano también media la adhesion entre

células endoteliales activadas y neutréfilos/monocitos a través de la interaccion
con la Integrina owf3,. Esta interaccion cumple una funcién en la adhesion y

transmigracion de estas células a través del endotelio, hecho importante en el

proceso de inflamacién (Wetzel et al, 2004). Las células endoteliales activadas
expresan grandes cantidades de Thy-1, que interactia con la Integrina o3,

presente en células de melanoma, mediando la progresion y metastasis en este
tipo de cancer (Saalbach et al, 2002 y 2005).

Adicionalmente, se ha demostrado la interaccion directa entre Thy-1 y la
Integrina oxf3,, lo que podria jugar un papel en la homeostasis de las células T a

través de la regulacion de su proliferacion y produccion de citoquinas (Choi et al,
.2005). Otras evidencias indican que Thy-1 puede promover la activacion de las
células T (Gunter et al, 1984; Leyton et al, 1999), y que la sefalizacion por Thy-1
promueve la generacion de linfocitos T citotoxicos in vitro, aunque no es capaz de

inducir la funcién citolitica (Haeryfar, 2003).

También se le ha otorgado una funcién en la inhibicion del crecimiento de
neuritas en neuronas inducidas a diferenciar (Tiveron et al., 1992). La interaccion
entre Thy-1 de neuronas adultas con astrocitos maduros inhibe la extension de
neuritas, lo que no ocurre cuando Thy-1 interactia con otros tipos de células
gliales, como por ejemplo las células de Schwann, que incluso mantienen y
promueven el crecimiento axonal in vitro (Tiveron et al., 1992). Evidencias
seflalan que al bloquear Thy-1 se elimina la inhibiciobn que esta proteina
normalmente ejerce sobre el crecimiento de las neuritas. Por ejemplo, al tratar
células cromafines y PC12 con anticuerpos especificos anti-Thy-1 se genera un

aumento del crecimiento de las neuritas. Si células cromafines son tratadas con
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Fosfolipasa C especifica para Fosfatidilinositol (PI-PLC, enzima que remueve el
dominio proteico extracelular de Thy-1 de la superficie celular), se induce el
crecimiento de las neuritas y, ademas, células PC12 deficientes en Thy-1 emiten
y extienden neuritas a una frecuencia muy alta (Mahanthappa y Patterson, 1992).
La linea neuronal NG115/401L, la cual normalmente no expresa Thy-1 en su
superficie, extiende sus neuritas aun cuando esta creciendo sobre astrocitos
maduros. Sin embargo, ésto no ocurre al transfectar el cDNA de Thy-1 en estas
células (Tiveron et al., 1992), apoyando la funcion inhibitoria del crecimiento de
neuritas sugerida para Thy-1. Estos antecedentes sugieren que Thy-1 tiene un

papel importante en la inhibicién del crecimiento de neuritas.

La generacion de ratones “knock-out” para Thy-1, no aporté mayores
evidencias a su funcion pues éstos presentan un fenotipo normal, sin alteraciones
reproductivas, neuroanatémicas y de comportamiento general (Nosten-Bertrand
et al., 1996). Sin embargo, estos ratones manifiestan anomalias a nivel de la
respuesta LTP (Long Term Potentiation), siendo ésta fuertemente inhibida en el
giro dentado del hipocampo, aunque el aprendizaje espacial no se ve afectado
(Nosten-Bertrand et al., 1996). También presentan cierto grado de déficit
cognitivo selectivo que les impide utilizar sefiales transmitidas socialmente para
elegir correctamente su alimento (Mayeux-Portas et al.,, 2000). Los ratones
“knockout” también presentan alteraciones en la respuesta inmune cutdnea y en

el desarrollo normal de la retina (Beissert et al., 1998; Simon et al., 1999)

2.3 Gliosis reactiva o Astrogliosis.

La capacidad del Sistema Nervioso (SN) para reparar axones dafiados se
conoce como “regeneracion neuronal” y es un proceso que se inicia con la
sobrevivencia de las neuronas dafiadas, la elongacion del axén lesionado hasta su
blanco inicial, la mielinizacion de este nuevo axdn y el establecimiento de la

sinapsis perdida (Horner y Gage, 2000). La efectividad del proceso depende de la
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localizacion de la zona lesionada y se describen diferencias sustanciales entre el

SNC y el Sistema Nervioso Periférico (SNP).

Las lesiones en el SNP presentan un tipo de degeneracion conocida como
“Walleriana” (Fawcett y Keynes, 1990). La degeneracion Walleriana se inicia con
la ruptura de los axones y de la mielina, pero esta Ultima, a diferencia de lo que
ocurre en el SNC, es rapidamente removida por macrofagos y las células de
Schwann que invaden la zona. Las células de Schwann activadas se encargan de
reducir la expresion de distintas proteinas inhibitorias presentes en la mielina y de
aumentar la expresiéon de p75 un receptor de baja afinidad para el factor de
crecimiento neuronal (Hall, 2001). Luego estas células se diferencian y proliferan
formando verdaderos cordones distales a los axones lesionados, generando vias y
sustrato para los axones en regeneracion (Dezawa, 2002). En la parte proximal a
la lesién se induce la activacion de una serie de genes relacionados con
sobrevivencia como son c-Fos y c-Jun (Soares et al., 2001). Paralelamente, se
induce la formacion de 1 6 2 conos de crecimiento gue comienzan a crecer por las
rutas formadas por las células de Schwann. Entonces, en la lesion del SNP no
existe la formacion de una cicatriz glial como en el SNC, sino la formacién de una
especie de ruta nodriza para los axones en reparacion. Las células de Schwann
gue rodean a estos axones secretan una serie de factores neurotroficos que

favorecen el crecimiento de estas fibras (Dezawa et al., 2001).

A diferencia del SNP, el SNC se caracteriza por su escasa capacidad
regenerativa, fundamentalmente asociada a la falta de factores neurotroficos, a
presencia de moléculas inhibitorias (mayoritariamente presentes en la mielina), la
falla en la activacién de genes necesarios para sobrevivencia y regeneracion y a la

formacion de la cicatriz glial (Abankwa y Kury, 2004).

Inicialmente, las neuronas lesionadas del SNC, responden intentando

reparar los axones lesionados pero prontamente se produce el colapso de los
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conos de crecimiento, con la muerte o atrofia de las neuronas. Sin embargo, estas
mismas neuronas en un ambiente del SNP (basados en injertos de células
Schwann), son capaces de regenerar sus axones en gran medida (Richardson et
al., 1980). Esto significa que las neuronas del SNC no carecen de la propiedad de
regenerar sus axones, sino que su entorno enriquecido en moléculas inhibitorias y
la falta de factores neurotréficos se conjugan en su contra impidiendo la
reparacion de los axones dafiados. En efecto, proteinas inhibitorias como Nogo,
Mag y Omgp encontradas en la mielina son producidas por los oligodendrocitos
(Domeniconi y Filbin, 2005).

Sin embargo, el principal impedimento de la regeneracion neuronal en el
SNC es la cicatriz glial, estructura que forma una verdadera barrera fisica
impidiendo el paso de los axones en regeneracion (Davies et al., 1999). Frente a
un dafio cerebral, los astrocitos "reactivos” migran a la zona de la herida para

formar esta cicatriz. Su reactividad se refleja también en cambios de expresiéon de
proteinas, como se ha observado para la Integrina o3 cuya expresion es
inducida por astrocitos activados a consecuencia de la oclusién de una arteria
cerebral (Ellison et al., 1998). Otro ejemplo similar existe para paladina, una
proteina asociada al citoesqueleto, cuya expresion en astrocitos se ve aumentada

a consecuencia de una herida cerebral (Boukhelifa et al., 2003).

2.4 Receptor de Thy-1 en los astrocitos.

Se ha postulado la existencia de un ligando para Thy-1 en varios tipos
celulares, tales como células epiteliales (Hueber et al., 1992), fibroblastos de raton
(Johnson et al., 1993) y astrocitos (Dreyer et al., 1995). Las propiedades de
interaccion de Thy-1 con los astrocitos maduros sugirieron que la union de Thy-1 a
un ligando putativo en estas célula gatillaba sefales que inhibian el crecimiento
de neuritas en células neuronales (Tiveron et al.,, 1992 y 1994). Por lo tanto, la

basqueda de un ligando para Thy-1 en astrocitos fue importante como punto de
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partida para dilucidar la funcién de Thy-1 en el SNC.

Comparando las secuencias de Thy-1 humano, ratén y rata se observo que
éstas poseian una secuencia de tipo RLD (Arg-Leu-Asp), dentro de un grupo
altamente conservado de aminoéacidos (Leyton et al, 2001). Esta secuencia resultd

ser analoga al péptido RGD de reconocimiento de las Integrinas. Dado que el

péptido RLD se habia descrito como un sitio de unién para las Integrinas o3y
omPB2 (Rouslahti, 1996), se postulé que Thy-1 podria ser un ligando heterofilico

para miembros de la familia de las Integrinas, especialmente la Integrina o33
(Leyton et al, 2001), la cual se encuentra presente en la superficie de los astrocitos
(Tawil et al, 1994), a diferencia de la Integrina o2, que se expresa soélo en

leucocitos (Gille y Swerlick, 1996).

2.5 Integrinas y sefalizacion intracelular.

Las Integrinas son glicoproteicas transmembrana que estan constituidas por
dos subunidades denominadas oy B3 las cuales estan unidas no covalentemente
entre si. Hasta la fecha se han descrito 24 Integrinas diferentes en mamiferos,
conformadas por distintas combinaciones de 18 cadenas a y 8 cadenas 3 (Figura
3) (Hynes, 2002). Esta diversidad es mayor aun debido a la existencia de una
serie de productos de “splicing” alternativos tanto en las cadenas o. como en las 3

(De Melker y Sonnenberg, 1999).

Las Integrinas permiten la interaccion entre proteinas de otras células y el
citoesqueleto, asi como también entre proteinas de la matriz extracelular (MEC) y
el citoesqueleto. Estas interacciones favorecen la adhesion celular producto de la
activacion de una cascada de sefiales intracelulares con la consecuente formacién
de las adhesiones focales, reorganizacion del citoesqueleto, polimerizacion de los

filamentos de actina y la formacion de las fibras de estrés, lo que finalmente lleva a
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la alteracion del comportamiento celular vy la induccién de la migracion y
proliferacion celular (Figura 4), (Burridge y Chrzanowska-Wodnicka, 1996).

Modificado de Hynes R (2002) Cell

Figura 3: Estructura e isoformas de las Integrinas: Las Integrinas estan formadas por
heterodimeros que poseen cadenas o y B. Juntas forman el sitio de unién al ligando (A). En B se

muestran los heterodimeros existentes vy los diferentes receptores que pueden unir estos dimeros.
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Figura 4: Vias de sefializacion celular gatilladas en respuesta a la activacion de las
Integrinas por su ligando. Se ha demostrado que cuando las Integrinas se unen a sus ligandos
se activa la via de las MAP quinasas (Ras/Raf/MEK/Erk) con el consecuente aumento de la
proliferacion celular. Otra enzima importante activada en respuesta a la activacion de Integrinas es
la PI3-K. Productos de esta quinasa son capaces de activar la proteina G pequefia (Rac) con el
consecuente aumento en la migracion celular. Por otro lado se ha demostrado que el complejo
formado o FAK/paxilina/p130**/Crk también activa Rac a través del GEF DOCK180. La unién de
ligando a los receptores integrina también activa la proteina Rho, ésta a su efector ROCK
induciendo la formacion de adhesiones focales y fibras de estrés. Estas distintas cascadas que
emanan de integrinas agregadas por sus ligandos ocurren con una temporalidad y localizacion
diferente.

2.6 Migracion celular.

La migracién celular es un proceso altamente dinamico, fundamental en la
embriogénesis asi como también en la reparacion y regeneracion de tejidos. Este
proceso, esta altamente regulado a nivel molecular y ,operacionalmente, se
puede dividir en cinco grandes pasos: 1) Polarizacién celular, 2) Extension de
filopodios y formacion de lamelipodios, 3) Formacién de nuevas adhesiones, 4)

Contraccion celular y 5) Desensamblaje y despegue de la cola (Figura 5).
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Figura 5: Etapas de la migracion celular: Las células se polarizan (1) extendiendo filopodios y
lamelipodios (2) en el frente de avance de éstas. Las extensiones son estabilizadas a través de la
formacién de nuevas adhesiones (3) a la matriz extracelular. La contraccién es mediada por la
actinomiosina, la cual mueve el cuerpo celular hacia adelante. Finalmente, se produce el
despegue de la parte posterior de la célula de su sustrato y posteriormente se produce su
retraccion. MTOC corresponde al Centro organizador de microtibulos que se ubica entre el nicleo
y el frente de avance de la célula en migracion (Adaptado de Etienne-Manneville y Hall, 2002).

2.6.1 Polarizacién celular

La migracion celular es normalmente dirigida y controlada por sefales
extracelulares. En cultivos celulares, muchas células adoptan una morfologia
polarizada, en la cual se logra distinguir un frente de avance y una cola. Durante el
proceso de migracion celular el citoesqueleto de microtubulos esta altamente
polarizado y se caracteriza por la acumulacion de vesiculas y microtubulos en el
frente de avance de la célula. A su vez, se ve un aumento en el crecimiento de los
microtubulos también en el frente de la célula y, finalmente, una reorientacion del
Centro organizador de Microtubulos (MTOC) y el Aparato de Golgi, los cuales se
localizan entre el nucleo y el frente de avance de la célula (Etienne-Manneville y
Hall, 2002).
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2.6.2 Extension de filopodios y formacion de Lamelipodios.

Los filopodios son pequefias extensiones de la célula en el frente de avance
de ésta. La disposicion de los filamentos de actina en los filopodios es en forma de
haces paralelos y la fimbrina es la proteina responsable de mantener la forma de
estas extensiones. Los filopodios son estructuras que sirven de sensor para

explorar el ambiente local donde la célula se encuentra.

Una vez establecido el frente de avance de una célula, ésta extiende
regularmente protuberancias laminares delgadas conocidas como lamelipodios,
los que poseen una capa densa de filamentos de actina estructurados en forma de
red. Los lamelipodios se comportan como una unidad estructural, si se pierde su
adhesion al sustrato normalmente se retraen rapidamente hacia atras y se enrollan

de nuevo sobre la célula como un “rizo” (ruffle) (Alberts et al., 2002).

2.6.3 Formacién de nuevas adhesiones.

Los lamelipodios establecen una estrecha union entre la célula y la MEC a
través de los complejos focales, los que a su vez establecen un enlace estructural
con el citoesqueleto de actina. Una vez formados, éstos “maduran” y forman
estructuras mas grandes y complejas llamadas adhesiones focales. Las
adhesiones focales sirven de puntos de traccion para el movimiento celular y para
poder transmitir la fuerza de propulsion. Estas estructuras contienen proteinas
como talina, vinculina y a-actinina, moléculas adaptadoras como paxilina, tensina
y plSOcaS

Focales) y quinasas de la familia Src y en su conjunto representan sitios

, tirosina quinasas no receptoras como FAK (Quinasa de Adhesiones

intracelulares donde hay altos niveles de fosforilacion en residuos de tirosina.
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Dentro de las proteinas que son mas fosforiladas en residuos de tirosina
estan FAK, paxilina y p130®. El principal sitio de fosforilacion de FAK es la
tirosina 397, esta fosforilacion es de tipo sostenida en células adherentes y se ha
reportado que esta fosforilacion de FAK es capaz de unir y activar a c-Src y PI3-K
(Schaller et al., 1994; Xing et al., 1994; Chen et al., 1996). Esta cascada de
eventos moleculares es esencial puesto que la actividad de PI13-K y sus productos
lipidicos han sido ampliamente implicados en el control de polaridad y migracion
celular (Stephens et al., 2002). La produccion de fosfatidilinositol trisfosfato [Pl
(3,4,5) P3] por parte de esta enzima lleva a la activacibn de Factores
Intercambiadores de nucleétidos de Guanina (GEFs) como son DOCK180, VAV?2,
TIAM-1 y PIX, los cuales permiten la activacién de la proteina G pequefia Rac en
muchos tipos celulares. (Cheresh et al., 1999; Yoshii et al., 1999; Marignani y
Carpenter, 2001; Hamelers et al., 2005) (Figuras 4y 6).

2.6.4 Contraccion Celular.

La contraccion celular es dependiente de la actina asociada a miosina
(Mitchison y Cramer, 1996). En muchos casos se cree que la fuerza para la
locomocion celular se genera cerca del extremo anterior de la célula y que el
nucleo y el citoplasma son arrastrados pasivamente en este movimiento (Alberts et
al., 2002).

El aumento en la contractibilidad se produce por el agrupamiento de los
filamentos de actina que generan las fibras de estrés (Burridge et al, 1997). Las
adhesiones focales cumplen una funcién estructural importante al conectar los
extremos de las fibras de estrés con la MEC a través de las Integrinas.
Aparentemente, esta conexién proporciona la traccién que se requiere para la
migracion (Huttenlocher et al, 1995), lo que explica la importancia de las
adhesiones focales para los procesos de motilidad y expansion celular (Burridge y

Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Rho a través de su efector Rho quinasa (ROCK),
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induce la fosforilacion de la cadena liviana de miosina (MLC), para posteriormente
inducir contractibilidad celular. Estos antecedentes no explican completamente
los efectos de Rho sobre el citoesqueleto de actina y existen otros blancos de
Rho que también cumplen una funcion importante en la formacion de las fibras de
estrés (Ridley, 1999). La importancia de cada blanco de Rho probablemente
difiere dependiendo de las condiciones y del tipo celular (Ridley, 2001b).

2.6.5 Desensamblaje y desprendimiento de la cola.

Este es considerado el Ultimo paso de la migracion celular. Los mecanismos
regulatorios del desprendimiento de la cola dependen tanto del tipo celular como
de qué tan fuerte es la adhesion celular a la MEC (Ridley, 2001b). Este proceso
se lleva cabo, principalmente, a través de diferentes proteasas, las cuales
degradan algunas de las proteinas que forman parte de las adhesiones focales.

2.7 Papel de las Rho GTPasas en la migracion celular.

Todos y cada uno de los pasos implicados en la migracién celular dependen
de la activacion de proteinas G pequefias de la familia Rho. Existen alrededor de
20 familias de proteinas Rho GTPasas que se han identificado en humanos y, de
éstas, las que mas se han estudiado son Rho A/B, Rac 1/2 y Cdc42 (Ridley,
2001a). Las Rho GTPasas juegan un papel primordial en la migracion y
proliferacion celular, debido a que estan implicadas en los cambios que sufren los
microfilamentos y microtdbulos en el interior de la célula, los cuales estan
determinados por la polimerizacion y despolimerizaciéon de actina y tubulina,

respectivamente.

Las proteinas Rho ciclan entre un estado activo unido a GTP y uno inactivo

unido a GDP. Estas proteinas pueden intercambiar el nucle6tido GDP por GTP,
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mediante factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs), y pueden
inactivarse al hidrolizar GTP mediante su actividad intrinseca de GTPasa, la cual
es facilitada por proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) (Ridley, 2001a y b).
Ademas, los inhibidores de la disociacion de nucleotidos de guanina (GDIs),
secuestran el tallo prenilado de las proteinas Rho, inactivandolas e impidiendo su
anclaje a la membrana. Las proteinas Rho activadas (Rho-GTP), son capaces de
unir de manera especifica a distintos efectores, y asi activar vias de sefializacion
importantes en procesos de migracion, polarizacion y proliferacion, entre otros
(Figura 6) (Burridge, 2005).

Las Rho GTPasas, son activadas en respuesta a sefales extracelulares que
incluyen citoquinas, factores de crecimiento y proteinas de MEC. Experimentos de
videomicroscopia muestran que cuando Rac es inhibida, la célula no puede migrar
(Albert et al., 2002). Una vez activadas, cada una de las Rho GTPasas tiene un
determinado rol en el proceso de migracién celular. Por ejemplo, la proteina
Cdc42, esta implicada en la formacion de filopodios y en el proceso de
polarizacion celular al coordinar la polimerizacion de los filamentos de actina en su
extremo (+) a través de una variada cascada de reacciones. Por otro lado, Rac es
la principal proteina G pequefa encargada de la formacion de los lamelipodios en

la célula que estd migrando.
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Figura 6. Ciclo de activacion de las GTPasas de la familia Rho. Las Rho GTPasas ciclan entre
su forma activa (unida a GTP) y su forma inactiva (unida a GDP). En su forma activa interactian
con diversas proteinas blanco (efectores). Este ciclo estd altamente regulado por tres tipos de
proteinas: i) los factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEFs), ii) las proteinas
activadoras de las GTPasas (GAPSs) y iii) los inhibidores del intercambio de nucleétidos de guanina
(GDIs). Ver texto para mayor detalle (Adaptado de Etienne-Manneville y Hall, 2002).

Primero, Rac estimula la nucleacién de actina globular activando el complejo
Arp2/3, el que inicia la formacion de nuevos filamentos de actina (secundarios), a
partir de filamentos de actina ya existentes (primarios), en un angulo de 70
grados, formando una red de filamentos que constituyen el frente de avance de la
célula en migracion (Ridley et al., 1992 y Pollard et al., 2000). En el proceso de
contraccion celular, la principal proteina G pequefa implicada es RhoA, la que
actia mediante su efector ROCK afectando la fosforilacion de la cadena liviana de
miosina (MLC), e inhibiendo la MLC fosfatasa. La fosforilacion de MLC también
estd regulada por MLC quinasa, que es activada por calcio y estimulada por
guinasas reguladas por sefiales extracelulares (Erk, de Extracellular Signal
Regulated Kinases), o también denominadas como las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPK, de Mitogen Activated Protein Kinases). También
Rho ha sido implicada en la formacion de adhesiones focales y fibras de estrés en

el frente de avance de la célula y en el proceso de desensamblaje y despegue de
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la célula, a través de la accion de una enzima llamada Calpaina, una proteasa
gue degrada componentes de las adhesiones focales en la parte posterior de la

célula en avance.

2.8 Funcion de la via Erk en la proliferacion celular.

Al activarse las Integrinas, FAK se autofosforila en Tyr397 generando un sitio
de unidn para las quinasas Src y Fyn. Estas quinasas son capaces de fosforilar a
FAK en otras tirosinas formando nuevos sitios de union para proteinas
adaptadoras como Grb2. Sos es capaz de unirse a Grb2 y a través de su actividad
de GEF para la proteina G pequefia Ras es capaz de activar Ras y la via
Raf/MEK/Erk implicada en proliferacion celular (Schlaepfer et al., 1994). La
activacion de esta via de sefalizacion permite la fosforilacion de otras proteinas
quinasas, componentes del citoesqueleto y una variada gama de factores de
trascripcion. A menudo, s6lo minutos después de que la célula ha sido estimulada
por un factor de crecimiento, se activa la trascripcion de un conjunto de genes
tempranos, como ciclinas, que participaran en el control del ciclo celular (Alberts et
al., 2002). Alguno de los factores de transcripcion activados por la ruta Erk son los
de la familia AP-1, estos consisten en homo y heterodimeros de proteinas que
pertenecen a las subfamilias Jun (c Jun, Jun B y Jun D) y Fos (c-Fos, Fos B, Fra-
1 y Fra-2) (Angel y Karin, 1991). Erk fosforila las subunidades de AP-1,
promoviendo la estabilidad del dimero y faciltando su unibn a secuencias
especificas en los promotores de genes implicados en la proliferacion. Respecto a
esto, Fos ha sido descrito como un sensor de la activacién de Erk y la respuesta

celular gatillada es proporcional a la activacion de Erk.

2.9 Resultados previos en el laboratorio.

Se ha demostrado que la Integrina a3 presente en la membrana de los

astrocitos interactla directamente con Thy-1 para inducir un cambio en la
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morfologia de los astrocitos (Leyton et al., 2001; Hermosilla et al., 2007). Al
estimular astrocitos con la proteina de fusiéon Thy-1-Fc unida a Proteina-A-
Sefarosa se produce la agregacion y activacion de las Integrinas en astrocitos, el
ensamblaje de adhesiones focales y la formacion de fibras de estrés, asi como
también, una mayor adhesion de la célula y la extensiéon de ésta sobre su
substrato (spreading). Dicha interaccidn gatilla cambios moleculares, tales como
un mayor grado de fosforilacion en tirosinas de las proteinas implicadas en la
formacién de adhesiones focales, p130“® y FAK. También se reclutan proteinas
como paxilina, vinculina y FAK a los sitios donde se forman las adhesiones focales
(Leyton et al., 2001). Estos cambios se observan también cuando se realiza la
estimulacién con la linea celular CAD derivada de neuronas catecolaminérgicas

gue expresan altos niveles de Thy-1 en su superficie y es inhibida por la

incubacion previa de las células con anticuerpos anti- Integrina oy, anti-Integrina

B3 o anti-Thy-1, indicando la participacién de la Integrina a3 y Thy-1 en la

comunicacién entre neuronas y astrocitos (Hermosilla et al., 2007).

Adicionalmente, utilizando la técnica de “Resonancia plasmatica superficial”

(SPR) se ha demostrado la interaccion directa entre las proteinas recombinantes
avBs-Fc y Thy-1(RLD)-Fc, lo que no ocurre con la proteina mutante Thy-1 (RLE)-

Fc. Esta ultima tampoco induce la formacién de adhesiones focales y fibras de
estrés, destacando la importancia del tripéptido RLD en las respuestas inducidas
por Thy-1 en astrocitos (Leyton et al., 2001). Por otro lado, se ha demostrado que
la proteina G pequefia RhoA y su efector ROCK se activan a consecuencia de la
interaccion Thy-1 con la Integrina en astrocitos, induciendo cambios en el

citoesqueleto de actina y una mayor adhesion celular (Avalos et al., 2002 y 2004).
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3. HIPOTESIS
La interaccion entre la glicoproteina Thy-1 de la membrana neuronal con la

Integrina o3, del astrosito, gatilla cambios morfolégicos en estos Ultimos que

llevaria a estas células a la migracion y/o proliferacion via activaciéon de PI3-
quinasa y Erk, respectivamente.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1. Demostrar si la interaccion de Thy-1 con la Integrina [Jo., 3, estimula la

migracion de los astrocitos.

4.2. Demostrar si la interaccién de Thy-1 con la Integrina o3, estimula la

proliferacion de los astrocitos.

4.3. Determinar si la enzima PI3-K esta implicada en la migracion de los

astrocitos inducida por Thy-1.

4.1. Demostrar si la enzima Erk estd implicada en la proliferacion de los
astrocitos inducida por Thy-1.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Células y medios de cultivo.

En esta tesis se utilizé la linea celular DI-TNC1 de astrocitos de rata, que
presenta varias caracteristicas tipicas de los astrocitos neonatos, como por
ejemplo, la expresion de moléculas de adhesién (Rahemtulla et al, 1994). Esta
linea celular se obtuvo mediante transfeccidén de astrocitos primarios de diencéfalo
de rata con un constructo de DNA que contiene la region temprana oncogénica del
virus 40 de simio (SV40), bajo el control transcripcional del promotor humano de la
proteina acidica fibrilar glial (GFAP). Esta linea celular se encuentra disponible en
la coleccion americana de lineas celulares (ATCC) con el niumero CRL-2005
(Rahemtulla et al, 1994).

Los astrocitos DI-TNC1 se mantuvieron en medio RPMI completo, compuesto
por medio RPMI 1640, 5% de suero fetal de bovino (SFB), 0,1 mM 2-B-

mercaptoetanol y antibiéticos (penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100 pg/ml).

Las células se mantuvieron a 37° C en atmésfera himeda y 5% de COa.

Para el pasaje de las células, éstas se lavaron dos veces en la placa con
tampon fosfato salino (PBS) y luego se les agregé tripsina /EDTA 0,25% (500
pl/placa de 10 cm), incubandolas posteriormente a 37° C durante
aproximadamente 5 min. Luego se agregd medio fresco, se resuspendieron las
células con pipeta de vidrio estéril y se diluyeron con medio fresco de acuerdo a la
cantidad requerida para cada experimento. Las células se contaron utilizando el

reactivo azul de Tripan en una camara de Neubauer.



38

5.2 Reactivos y materiales.

Se clasificaron de acuerdo a la marca, con su respectivo niumero de catalogo.

AGFA: Revelador radiografico (G-150), fijador (G-334).

Bio-rad: Estandar pretefiido de proteinas de bajo (161-0305) y alto (161-
0373) peso molecular, solucién acrilamida/bisacrilamida (29:1) al 40% (161-
0156).

Calbiochem: Antipaina (178220), benzamidina (199001), leupeptina
(108975), mowiol (475904), PMSF (52332).

Chemicon International: Sistema de deteccion quimioluminiscente ECL
(2600).

Falcon: Placas de cultivo de 10 cm, tubos de 15 y 50 mL y placas de cultivo

de 24 y 96 pocillos.

Fluka: Azul de bromofenol (18030), azul de Coomasie (27816), cloruro de
calcio (21101), cloruro de magnesio (63072), cloruro de potasio (60129),
EDTA (3609), EGTA (3780), glicerol 87% (49782), hidroxido de potasio
(60369), hidréxido de sodio (71691), isobutanol (58450), SDS (71729).

GIBCO: 2-B-mercaptoetanol para cultivo celular (21985-023), medio RPMI

1640 (23400-021), PBS 10X para cultivo celular (70013-073), penicilina-
estreptomicina (15140-1229), tripsina-EDTA (25200-056).

Hyclone: Suero fetal de bovino caracterizado (16777-014).

Kodak: Peliculas autoradiograficas BioMax MR (1314219).

Merck: Metanol para analisis (1.06009.2500), Temed (1.10732.0100), Triton
X-100 (1.08603.1000).

Perkin-Elmer: Nitrocelulosa Protran (NBAO85C).

Promega:CellTiter 96 AQueous NoONn-Radioactive Cell Proliferation Assay
(G5421).

Riedel de Haen: Azul de Tripan (32700).

Scharlau: Cloruro de sodio (S00227); Na;HPO, (SO0337).

Sigma: Azida de sodio (S8032), BSA (A2153), bicarbonato de sodio
(S7795), dimetilsulféxido para cultivo celular (D2438), DABCO (D2522),
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faloidina conjugada a rodamina (P1951), gelatina (G7765), glicina (G7126),
ortovanadato de sodio (O6508), paraformaldehido (P6148), PIPES (P1851),
rojo Ponceau (P3504), Tris-HCI (T3253), Tween 20 (P1379).

- TCL: Metanol y etanol, grado técnico.

- US Biological: Dimetilsulféxido (D8050).
- Winkler: Persulfato de amonio (BM-0250), 2-3-mercaptoetanol (BM-1200),

isopropanol para analisis (BM-0210).

5.3 Equipamiento.

Incubador de CO, para cultivo celular (SHEL LAB Modelo TC2323), cAmara
de flujo laminar para cultivo celular (FACTO MET), micro-centrifuga (SANYO
modelo Micro Centaur MSB010.CX2), centrifugas (SANYO Modelo Centaur 2
MSB020.CX1.5) y Eppendorf (Modelo 5415R), lector de ELISA (Bio-Rad modelo
3550), medidor de pH (Hanna Iris modelo HI8417) y microscopio invertido
(Fisher modelo XDS-1B). Los ensayos de Inmunofluorescencia indirecta se
visualizaron utilizando el microscopio confocal Carl Zeiss LSM-410 Axiovert-100
de la UACI-ICBM o el microscopio confocal Carl Zeiss LSM-Pascal 5 del CEMC
perteneciente a FONDAP. Los ensayos de medicion del ciclo proliferativo celular
se realizaron utilizando el citometro FACSCanto BD perteneciente al CEMC de
FONDAP. Los ensayos de migracién se visualizaron usando el microscopio
Axiovert-135 (Zeiss) de la UACI-ICBM.

5.4 Anticuerpos.

Primarios: Anticuerpos monoclonales anti-paxilina (610620, Transduction
Laboratories). Anticuerpos policlonales anti-Akt (9271, Cell Signaling), anti-p-Akt

Ser 473 (9272, Cell Signaling) y anti -B-actina (Sigma A5060).
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Secundarios: Anti-IgG de conejo-HRPO (170-6515), Biorad; anti-lgG de
raton-FITC (115-095-062) y anti-lgG de raton-Alexa Fluor 488 (A-11029),

Molecular Probes.

5.5 Formacion del complejo proteina de fusién con Proteina-A.

Para estimular los astrocitos se prepar6 una mezcla del complejo Thy-1-Fc o
Trail-R2-Fc (Control), unido a Proteina-A soluble. Las concentracién stock de las
proteinas de fusion y de Proteina-A son de 1 ug /ul y estan almacenados a una T°
de — 20° C. Las proteinas de fusion y la Proteina—A se mezclaron en una
proporcién de 10:1, respectivamente. La mezcla se incub6 por 30 min a 4° C, con
agitaciéon cada 10 min. Posteriormente, para probar la concentracion éptima se
ensay0 distintas concentraciones de la mezcla mediante la técnica de
Inmunofluorescencia indirecta, en la que se observd cual era la que inducia una
mayor formacion de adhesiones focales. Las concentraciones del complejo Thy-1-
Fc/Proteina-A que se utilizaron en estos ensayos fueron de 2 ug/0,2 ug; 4 ug/0,4
Mg; 8 ng/ 0,8 ng y 12 pg/ 1,2 g, respectivamente. La concentracion del complejo
utilizado fue calculada proporcionalmente al area de cada placa de cultivo

utilizada.

5.6 Ensayo de migracion por herida.

Se sembraron alrededor de 100.000 astrocitos de rata DI-TNC1 por pocillo
en placas de 24 pocillos con 500 pl de medio RPMI completo y se incubaron por
24 hrs. Cuando los astrocitos llegaban a una confluencia de 80% (200.000
células/ pocillo) se hizo la herida en cada pocillo con la punta de una pipeta
amarilla no biselada apoyandose con una regla previamente desinfectada para
gue la herida fuera recta. Los pocillos se lavaron dos veces con PBS, suavemente
para que las células no se despegaran y la herida quedara intacta. Posterior a los

lavados, se retir6 el PBS y se agrego6 500 ul de medio RPMI sin suero. Se sacaron
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alrededor de 5 fotografias de cada herida para registrar el tiempo 0 de los distintos
pocillos en el microscopio Axiovert 135 con objetivo 5X. Los astrocitos luego
fueron estimulados con los complejos Thy-1-Fc/Proteina-A (4 ug / 0,4 pug) en
500 pl de medio RPMI sin suero. Como controles negativos se utilizaron Trail-R2-
Fc/Proteina-A (4 ug / 0,4 ug) en 500 ul de medio RPMI sin suero, RPMI sin suero
(500 wl por pocillo), mientras que RPMI con 3% suero se us6é como control
positivo (500 ul por pocillo). Luego de la estimulacién, se sacaron fotografias a
las heridas a distintos tiempos como por ejemplo 16, 19, y 24 hrs, El area
promedio de cada herida se estim6 usando el programa Image J/Plugins/Area

calculator, tomando 5 fotografias por pocillo.

En los ensayos en que se utilizaron inhibidores especificos de la enzima
PI3-K, éstos se agregaron junto con el medio RPMI sin suero a concentraciones
de 305 uM de LY294002 y 2 6 4 nM de Wortmanina (Figura 7). Estos inhibidores
se agregaron después de hacer la herida y de lavar cada pocillo 2 veces con PBS,
por lo que su efecto fue por alrededor de 30 min antes de hacer las distintas
estimulaciones. Los inhibidores se mantuvieron todo el tiempo en que las células
fueron estimuladas y fotografiadas. Alternativamente, para estudiar la formacion
de estructuras de avance de las células, éstas fueron sembradas en cubreobjetos
y, luego de realizar las heridas, fueron fijadas a los 15, 30 y 60 min post
estimulacién y tratadas para Inmunofluorescencia indirecta como se indica mas

adelante.
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Figura 7: Ensayo de estimulacién de astrocitos en presencia de inhibidores de la enzima
PI3-K. Se muestra un esquema de una placa de 24 pocillos donde en las columnas se detallan las
distintas concentraciones de los inhibidores utilizados y los pocillos controles (Sin Inhibidores, S/I).
En las filas se detallan los distintos estimulos ensayados.

5.7 Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta.

Después de la estimulacion de los astrocitos, se removié el medio con
estimuladores y se realiz6 2 lavados suaves con PBS. Las células se fijaron
durante 20 min con una solucion de paraformaldehido al 4%, KOH 0,04 M, y
solucion tampén PIPES 100 mM, EGTA 2 mM y MgCl, 2 mM, pH 6,8.
Posteriormente, se lavaron tres veces con una solucion tampén Tris-HCI 150 mM
pH 7,5 para remover los restos de paraformaldehido y dos veces con PBS. Las
células se permeabilizaron durante 10 min con una solucién de Triton X-100 0,1%
en PBS. Luego se lavaron dos veces con PBS y se bloquearon durante 30 min
con albumina de suero de bovino (BSA) 2% en PBS. Los cubreobjetos se
incubaron invertidos sobre gotas conteniendo el anticuerpo anti-paxilina (1/200, en
solucion de bloqueo) durante 1 hr a 37° C en atmdsfera humeda. Las células se
lavaron cuatro veces con PBS (5 min cada lavado) y luego se incubaron durante 1
hr con anticuerpos secundarios acoplados a FITC o Alexa Fluor 488 (1/200), en
solucion de bloqueo, junto con faloidina conjugada a rodamina (1/1.000), ésta
Gltima para detectar actina polimerizada. Las células se lavaron nuevamente con
PBS (de la misma manera que para el anticuerpo primario) y luego una vez con
agua nanopura para eliminar el exceso de sales. Finalmente, se montaron los

cubreobjetos en portaobjetos con 6 ul de una solucién de Mowiol-DABCO (Mowiol
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10%, glicerol 25%, DABCO 25 mg/ml, en Tris-HCI 100 mM pH 8,5). Las proteinas
marcadas se visualizaron mediante microscopia confocal y para su representacion
en tres dimensiones se grabaron imagenes de secciones oOpticas seriadas en eje z
y se reconstituyeron las imagenes usando el software Imaris (Bitplane, Zuerich,

Suiza).

5.8 Cuantificacion de las adhesiones focales.

El ndmero de adhesiones focales por célula se cuantificé con el programa
ImageJ de dominio publico en el NIH (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Se ultiliz6 la
funcién “analizar particulas” y el namero de adhesiones focales se estimoé
seleccionando estructuras dentro de un rango determinado de pixeles que
estuviesen por sobre un valor umbral determinado para discriminar entre el fondo

y las adhesiones focales.

5.9 Ensayo de viabilidad celular.

Se utiliz6 un ensayo no radioactivo Cell Titer ®Aqueous (Promega) que
consiste en un método colorimétrico para determinar el nimero de células viables
con actividad metabdlica. Este ensayo consiste en dos soluciones MTS y PMS, la
primera de las cuales es bioreducida por las mitocondrias de la célula a un
compuesto llamado formazan, el cual es soluble en el medio de cultivo. El
formazan es un indicador colorimétrico de color rojo y la intensidad de éste puede
ser medida en un lector de microplaca a una absorbancia de 490 nm. La
cuantificacion de la produccion de formazan es directamente proporcional al
namero de células vivas en cultivo y, por lo tanto, a mayor produccién de formazan
mayor cantidad de células viables lo que indica el nivel de proliferaciéon

determinado a la respectiva condicion experimental.
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Para realizar este ensayo se sembraron alrededor de 3.000 astrocitos DI-
TNC1 por pocillo en placas de 96 pocillos en 100 yl de medio RPMI sin suero los
cuales se dejaron incubando por 24 hrs a 37° C. Luego se removié el medio, se
lavé con PBS una vez y se agreg6é nuevamente RPMI sin suero. Los astrocitos se
estimularon con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A (1 ug / 0,1 ug) en 100 ul de
medio RPMI sin suero. Como controles negativos se utilizaron Trail-R2-
Fc/Proteina-A (1 ng / 0,1 ug) en 100 ul de medio RPMI sin suero y RPMI sin suero
(100 ul por pocillo), mientras que como control positivo se utilizé medio RPMI 3%
suero (100 ul por pocillo) durante 16, 24 y 48 hrs. Inmediatamente después de
terminada la estimulacién, se agreg6 20 ul de una mezcla 20:1 de MTS:PMS a
cada pocillo, luego se incubé la placa en una estufa de cultivo a 37° C, 70% de
humedad y una concentracion de 5% de CO, durante 2 a 4 hrs. La reaccion se
visualizé en un lector de microplaca a una absorbancia de 490 nm. Dado que las
células estimuladas con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A estan adheridas a una
superficie con un area determinada, la estimacion de la cantidad de estimulo a

utilizar se calcul6é de acuerdo al area de la placa.

5.10 Medicion del ciclo proliferativo de astrocitos mediante

citometria de flujo.

Se sembraron alrededor de 50.000 astrocitos DI-TNC1 por pocillo en placas
de 24 pocillos con 500 pl de medio RPMI solo y se incubaron por 24 hrs. Luego,
la estimulacion de los astrocitos se realizo con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A
(4 ng / 0,4 ng) en 500 pul de medio RPMI sin suero y como controles negativos se
utilizaron Trail-R2-Fc/Proteina-A (4 ug / 0,4 ug) en 500 ul de medio RPMI sin suero
y RPMI sin suero (500 ul por pocillo) mientras que como control positivo se utilizo
medio RPMI con 3% suero (500 ul por pocillo). El tiempo de estimulacion fue de 24
hrs. Luego de la estimulacion, se lavo 3 veces cada pocillo con PBS (500 pul por

pocillo), para luego agregar 120 ul de Tripsina/EDTA 0,25% por pocillo y las
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células se mantuvieron durante 5 min en incubadora a 37° C vy, finalmente, para
neutralizar la accion de la tripsina se agregé 500 ul de medio RPMI completo. Las
células se traspasaron a tubos eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron a 3.000 rpm
por 7 min. Terminada la centrifugacion se eliminé el sobrenadante y las células
precipitadas fueron permeabilizadas durante 10 min a -20° C, utilizando 190 pl de
metanol para analisis previamente frio enfriado (-20° C). Luego los tubos se
centrifugaron a 3.000 rpm por 7 min a 4° C, terminada la centrifugacion los
sobrenadantes fueron eliminados y el precipitado celular fue resuspendido en PBS
de citbmetro junto con RNAasa (100 ug/ml) utilizando una jeringa de insulina.
Finalmente, las células se traspasaron a tubos de citbmetro donde se les agregé
un compuesto capaz de intercalarse en la hebra de ADN denominado yoduro de
propidio (10 pg/ml). El yoduro de propidio posee un peak de excitacion de 550 nm
y un peak de emision a 620 nm, el cual puede ser detectado en un Citdmetro de
flujo FACSCanto BD. La fluorescencia detectada nos entrega una estimacion de la
cantidad de ADN de las células. Se utiliz6 el programa computacional WinMDI

para realizar los distintos analisis.

5.11 Ensayo de proliferacion de astrocitos por azul de tripan.

Se sembraron alrededor de 3.000 astrocitos DI-TNC1 por pocillo en placas
de 96 pocillos junto con 100 pl de medio RPMI sin suero y se dejo incubando por
24 hrs para que las células se adhieran a la placa. Al dia siguiente se estimularon
las células con los complejos Thy-1-Fc/Proteina-A (1 pug / 0,1 ug) en 100 ul de
medio RPMI sin suero y como controles negativos se utilizaron Trail-R2-
Fc/Proteina-A (1 png / 0,1 ug) en 100 ul de medio RPMI sin suero y RPMI sin suero
(100 wl por pocillo) mientras que como control positivo se utilizd6 y RPMI con 3%
suero (100 ul por pocillo). Luego de la estimulacion las células se soltaron
incubandolas con 50 ul de tripsina /EDTA 0.25% por pocillo durante 3 min a 37°
C. Para neutralizar la tripsina se agregé 150 ul de medio RPMI completo. Las

células se traspasaron a tubos eppendorf de 1,5 ml los cuales se centrifugaron a
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1000 rpm por 5 min. Posteriormente se eliminé 190 ul del sobrenadante, dejando
el precipitado celular en 10 ul de medio, al cual se le agregd 10 ul de azul de tripan
y se mezclo para homogeneizar. De esta mezcla se sacaron 10 ul y se pusieron
en la camara de Neubauer para contar el nimero de células vivas totales por

pocillo mediante microscopia de luz con un aumento de 10X.

5.12 Extraccion de muestras para Western blot.

Se sembraron alrededor de 100.000 astrocitos DI-TNC1 por pocillo en
placas de 24 pocillos junto a 500 pl de medio RPMI completo durante 24 hrs.
Pasado este tiempo se reemplazé el medio por uno sin suero. Los astrocitos se
estimularon con los complejos Thy-1-Fc/Proteina-A (4 ug / 0,4 ug) en 500 ul de
medio RPMI sin suero luego de una deprivacion de 30 min. Como controles
negativos se utilizaron Trail-R2-Fc/Proteina-A (4 ug / 0,4 ng) en 500 ul de medio
RPMI sin suero y RPMI sin suero (500 pl por pocillo), mientras que como control
positivo se utilizd RPMI 3% suero (500 pl por pocillo). Los tiempos de estimulacion
fueron de 1 hr, 45, 30, 20, 10 min y tiempo 0 (Figura 8).

1h 45 30' 20° 10’ SIE
4 \

— | 4 ug Thy-1-Fc +0, 4 ug Proteina A + 500 uL RPMI

— | 4 ug Trail-R2-Fc +0, 4 pg Proteina A + 500 pL RPMI

— | 500 pL RPMI con 3% suero

— | 500 pL RPMI

Figura 8: Esquema de estimulacion de astrocitos para la obtencion de extracto celular. Se
muestra un esquema de una placa de 24 pocillos donde en las columnas se detallan los distintas
tiempos de estimulacion utilizados. En las filas se detallan los distintos estimulos ensayados.
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Pasado el tiempo de estimulacion con la placa sobre hielo se retir6 el medio
y se lavo con PBS frio (500 ul por pocillo). Para preparar el extracto se agregd 50
uL por pocillo de tampon de lisis Laemmli (SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HCI (pH
6,8) 62,5 mM, DTT 100 mM y azul de bromofenol 0,01%) para SDS-PAGE
conteniendo inhibidores de proteasas y fosfatasas y con la misma punta las
células se homogenizaron en la solucion, la cual se recuperé en un tubo

eppendorf. Los inhibidores de proteasas y de fosfatasas que contiene el tampdn
de lisis son: Benzamidina (10 pg/ml) Antipaina (2 ng/ml), Leupeptina (1 pg/ml),
PMSF (1 mM), NasVO, (1 mM) y Caliculina-A (50 pg/ml). Luego de obtener el

extracto, este se hierve por 5 min y se analizaron por Western blot.

5.13 SDS-PAGE y Western blot.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en minigeles
denaturantes de poliacrilamida al 12% durante aproximadamente 2 hrs a 100 V,
utilizando el tampon de corrida Tris 25 mM pH 8,3; glicina 0,23 M, SDS al 0,1%.
Después de la separacién, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana
de nitrocelulosa durante 75 min a 110 Volts y 4° C en tampoén de transferencia
(Tris 25 mM pH 8,3; glicina 0,23 M y metanol al 20%). Posteriormente las
membranas se tifieron con una solucién de rojo Ponceau al 0,1% en acido acético
0,5%, para verificar la transferencia de las proteinas a la membrana. A
continuacion, se lavaron las membranas con PBS y se bloquearon durante 1 hr a
T° ambiente con gelatina al 5%, en una solucion de PBS-Tween 20 al 0,01%. Las
membranas se incubaron toda la noche a 4° C o durante 1 hr a T° ambiente con
los siguientes anticuerpos primarios diluidos en gelatina 5%/PBS-Tween 0,01%:
anti-p-Akt de conejo (1:1.000) y anti-Akt de conejo (1:1.000. Posteriormente, las
membranas se lavaron 5 veces con una solucion de PBS-Tween 0,01% por 5 min
cada vez y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo
acoplado a HRPO (1:2.500 en PBS-Tween 0,01%) durante 1 hr a T° ambiente.

Las membranas se lavaron 4 veces con PBS-Tween 0,01%, durante 5 min cada
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vez, y una vez con PBS durante 5 min. La presencia de HRPO se detectd
utilizando un sistema quimioluminiscente EZ-ECL, de acuerdo a las instrucciones

del fabricante. Finalmente, la sefial se captur6 en una pelicula radiografica.

5.14 Analisis densitométrico.

El andlisis densitométrico de las bandas obtenidas en los Western blot se
realiz6 utilizando el programa de digitalizacion de geles UN-SCAN-IT (Silk
Scientific Corporation). Los niveles de proteinas observados por condicién
ensayada se estandarizaron por la cantidad de actina de la misma muestra y

respecto a la condicion control (sin estimulo).

5.15 Analisis estadistico

Se muestran los valores promedios de al menos tres experimentos
independientes. Para comparar una condicion experimental con su control, se
utilizé el analisis no-paramétrico de Mann-Whitney y para realizar comparaciones
multiples entre los distintos grupos experimentales se utilizé el test no-paramétrico
de Kruskal-Wallis. Se utilizd el programa computacional GB-STAT School pak,
desarrollado por Dynamic Microsystem.Inc (1997) para los distintos andlisis

estadisticos. Se consideré como significativo un valor de p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Objetivo especifico 1: Demostrar que la interaccion de Thy-1
con laIntegrina [la,B; estimula la migracion de astrocitos.

Por razones técnicas, el modo de estimulacién usado (Leyton et al., 2001,
Avalos et al., 2004), no fue util para los ensayos requeridos en esta tesis. Por lo
tanto, la primera parte de este objetivo consisti6 en estandarizar una forma de
estimulacién utilizando complejos solubles de Thy-1-Fc/Proteina-A y no unido a
esferas de sefarosa como se solia hacer. Se buscé entonces la concentracion del
complejo Thy-1-Fc/Proteina-A que estimula una mayor formacion de adhesiones
focales en astrocitos DI-TNC1. Para esto, se probaron 4 concentraciones y se
observé la formacion de estas estructuras mediante un ensayo de
Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpo primario dirigido contra una proteina

que forma parte de estos complejos denominada paxilina (Fotografia 1).

La segunda parte fue estudiar si el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A, estimula la
migracion de estos astrocitos (Fotografia 2), mediante el ensayo de herida en la
monocapa de astrocitos. En paralelo, se realizaron ensayos de
Inmunofluorescencia indirecta para ver si el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A era
capaz de inducir una mayor formaciébn de estructuras de avance como

lamelipodios y filopodios.

6.1.1 Efecto de distintas concentraciones del complejo Thy-1- Fc/Proteina-A

en la formaciéon de adhesiones focales y fibras de estrés.

Se demostr6é que Thy-1-Fc unido a esferas de Proteina-A- Sefarosa inducen
la formacion de adhesiones focales y fibras de estrés en astrocitos de rata de la
linea DI-TNC1. Como para los ensayos de migracion por herida se requiere sacar

fotografias en el tiempo, este medio de estimulacién no sirvié dado que las esferas
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de Proteina-A-Sefarosa son alrededor de 10 veces mas grandes que las células,
por lo que impiden observar y fotografiar las células. Por lo tanto, hubo que probar
otro medio de estimulacion sin esferas. Para esto, se sembraron astrocitos DI-
TNC1 en placas de 24 pocillos y después de un periodo de deprivacién de suero
de 30 min, fueron estimulados con concentraciones crecientes del complejo Thy-1-
Fc/Proteina-A durante 30 min. Como control negativo se utilizé astrocitos sin
estimulo. Se observé que el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A a una concentracion de
4 ug/ 0,4 ug, indujé una mayor formacion de adhesiones focales y fibras de estrés

en estos astrocitos (Fotografial y Gréfico 1).

La cuantificacion de las adhesiones focales se realiz6 utilizando el programa
ImageJ y como se observa en el gréfico 1, a una concentracion de 4 ug de Thy-1-
Fc + 0,4 ug de Proteina- A se indujo una mayor formacién de adhesiones focales
en los astrocitos DI TNC1 comparado con su control negativo sin estimulo. Por lo
tanto, esta fue la concentracion que se utilizé en los distintos ensayos para esta

tesis.



o1

Fotografia 1: Inmunofluorescencia de astrocitos estimulados con distintas concentraciones
del complejo Thy-1-Fc/Proteina-A. A) No estimulados B) Astrocitos estimulados con una
concentracién del complejo de Thy-1 -Fc (2 pg/pocillo en placas de 24 pocillos) unida a Proteina-A
(0.2 pg/pocillo), C) de Thy-1 -Fc (4 pg/pocillo) unida a Proteina-A (0.4 ug/pocillo) y D) de Thy-1 -Fc
(8 ug/pocillo) unida a Proteina-A (0.8 pg/pocillo) por 30 min. Luego, las células fueron fijadas y
marcadas con un anticuerpo monoclonal anti- paxillina (verde), faloidina conjugada a rodamina
(rojo). En algunos casos se incluyo el reactivo SYTOBLUE (Azul) para teir el nacleo.
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Graficol: Cuantificacién del niumero de adhesiones focales por astrocito estimulados con
distintas concentraciones del complejo Thy-1-Fc/Proteina-A. Los resultados demuestran que
una concentracion de 4 ug de Thy-1-Fc + 0,4 ug de Proteina-A es suficiente para inducir una
méaxima formacion de adhesiones focales en astrocitos DI TNC1. El nimero de adhesiones focales
es significativamente mayor que su control negativo sin estimulo. La cuantificacion de las
adhesiones focales se realizd utilizando el programa Image J. Este resultado corresponde al
promedio + SEM de 3 experimentos independientes.* p< 0,05.

6.1.2 Ensayo de migracion por herida.

Conociendo la concentracién Optima para la estimulacién de los astrocitos
se paso a la segunda parte de este objetivo que era estudiar si la estimulaciéon con
Thy-1 induce migraciéon de estas células. Para ello se realiz6 el ensayo de

migracion por herida descrito en Materiales y Métodos.

Como se observa en la fotografia 2, el ancho de la herida a tiempo O es de
alrededor de 200 um y en el caso de los astrocitos estimulados con 3% suero la
herida es de alrededor de 30-40 um luego de 24 hrs de estimulacion. Se observa
también que el ancho de la herida no es el mismo en todos lados, por lo que se

decidié medir el area de toda la herida para su cuantificacion.
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Una vez tomadas las fotografias a distintos tiempos, se calcul6 el area de
cada herida. El promedio de éstas areas sacadas a tiempo 0 se estandariz6 como
100%. Como demuestran los resultados de la cuantificacion de las distintas
heridas, los astrocitos estimulados con suero son los que migran MAas
eficientemente al &rea libre de células (Zona de la herida), seguido de los
astrocitos estimulados con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A (4 ug/ 0,4 ug). Esta
diferencia fue significativa también entre los astrocitos estimulados con el complejo
Thy-1-Fc/Proteina-A comparada con los controles negativos los cuales cubren un
20% menos el area libre de células (Gréafico 2A). Esta diferencia se observa mejor
a las 24 hrs donde las diferentes condiciones se compararon con respecto a los
astrocitos tratados con medio RPMI sin suero. Lo que se pudo observar es que las
células estimuladas con Thy-1-Fc/Proteina-A (4 ng/0, 4 ugl]) migran un 70% mas
qgue el medio sin suero. También se observd que los astrocitos estimulados con
3% suero son los que mas migran (alrededor del doble), comparado con los

astrocitos sin estimulo (Grafico 2B).
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Fotografia 2: Ensayo de migracion por herida a las 24 hrs de estimulacién. En una monocapa
confluente de astrocitos se le hizo una herida con la punta de una pipeta amarilla para luego
monitorear la migracién de estos astrocitos hacia el area libre de células usando un microscopio
invertido luego que las células fueron tratadas con el complejo soluble Thy-1-Fc/Proteina-A o Trail-
R2-Fc/Proteina-A, RPMI sin suero o con 3% suero. La migracion no fue la misma en todos los
lugares de la herida. En el mismo pocillo hay zonas en que la herida esta cerrada y en otras
todavia mide alrededor de 30 um por lo que se decidid6 medir el area de cada herida como se
representa con la linea punteada negra.



55

A
110%
100% o
90% ﬁ
S 80% -
?U/ % \\\ If e —o—Thy-1 -Fc
o \!\’*’ — —=— Trail-R2-Fc
5 60% %
< 50% —— —i— 3% suero
« *i ¢
o 40% RPMI
< 30% \
20%
10%
0%
0 16 19 24
Tiempo (hrs)
B
*
2.4 2.13
2.27 !
C>U 2 1.71
4(_35 1.8:
< 161 .
— 1.4 1.19
C i l
) 1.2
o 17
© 0.8
2 06
= 04
0.2
0 . T
RPMI Trail-R2-Fc Thy-1-Fc 3% suero
Estimulacién por 24 hrs

Grafico 2: Cuantificacion del ensayo de migracion por herida. A) Cuantificacion temporal del
area de las heridas con distintos estimulos. El promedio de la cuantificacién del

area de cada herida bajo las distintas condiciones fue evaluada a distintos tiempos y el tiempo 0 se
estandariz6 como el 100%. B) Comparacion de las diferentes condiciones con respecto a los
astrocitos tratados con medio RPMI sin suero a las 24 hrs. Se observé que las células estimuladas
con Thy-1-Fc/Proteina-A (4 pg/0, 4 ugll) migran un 70% mas que el medio sin suero. Estos
resultados corresponden al promedio + SEM de 8 experimentos independientes y * indica p< 0,05
comparado con el control negativo RPMI sin suero y los estimulados con Trail-R2-Fc/Proteina-A.
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6.1.3 Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta del borde de la herida

Para corroborar los resultados donde Thy-1 induce la migracion de los
astrocitos, se realiz6 un ensayo de Inmunofluorescencia indirecta de la monocapa
de astrocitos con la herida después de 1 hr de estimulacion con Thy-1-
Fc/Proteina-A. Las células fueron fijadas y tratadas con un anticuerpo anti-paxilina,
una proteina que esta presente en las adhesiones focales. El citoesqueleto de
actina fue tefiido con faloidina conjugada a rodamina, la que se une fuertemente a
la actina polimerizada. Los resultados demuestran que la estimulacion con Thy-1-
Fc/Proteina-A inducen la formacion de lamelipodios (flechas) y filopodios (cabeza
de flechas), en las células y ademas una menor cantidad de adhesiones focales
comparado con los controles sin suero o tratados con Trail-R2-Fc/Proteina-A, en
las cuales las fibras de estrés se localizaron cortilcalmente bajo la membrana
plasmatica (Fotografia 3A y 4). En las células estimuladas con suero se observé
una menor formacion de lamelipodios y filopodios y adhesiones focales, pero las
fibras de estrés son mas robustas (Fotografia 3B). En el caso de los controles
negativos, éstos presentan una menor cantidad de actina polimerizada y ademas
los astrocitos se encuentran mas adheridos a su sustrato a través de grandes

adhesiones focales (Fotografia 3C y 3D).
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Fotografia 3: Visualizacion 3D de astrocitos en el borde de las heridas. A una monocapa
confluente de astrocitos se le hizo una herida con la punta de una pipeta amarilla, luego las células
fueron estimuladas durante 1 hr. Posteriormente, las células fueron fijadas y tefiidas con un
anticuerpo anti- paxilina y el citoesqueleto de actina fue tefiido con faloidina conjugada a rodamina.
A) Células estimuladas con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A. (B) RPMI con 3% suero como control
positivo. Los controles negativos incluyen medio RPMI sin suero (C) y células tratadas con Trail-
R2-Fc/Proteina-A (D). Linea punteada denota el borde de la herida al tiempo 0. Barra de
Magnificacion=20 um. La visualizacion en 3D se realizo con el programa de imagenes Imaris.



Fotografia 4: Zoom digital aplicado a la fotografia 3A. Esta fotografia obtuvo 2° lugar en el
concurso “premio a las mejores imagenes” otorgado por Nikon en la XX Reunién Anual de la
Sociedad de Biologia Celular de Chile, Pucén 2006.
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6.2 Objetivo especifico 2: Demostrar si la interaccién de Thy-1 con

[la Integrina af, estimula la proliferacion de astrocitos.

6.2.1 Ensayo de viabilidad MTS (Promega)

Los resultados obtenidos por el ensayo de MTS indican que no hay una
diferencia significativa en el nimero de células entre los astrocitos estimulados
con los complejo Thy-1-Fc/ Proteina-A (1 pg/0.1 pg), Trail-R2-Fc/ Proteina-A (1
ug/0.1 ug) y medio RPMI a los tiempos de 16, 24 y 48 hrs (Gréafico 3). So6lo se
observd que hay 2 a 3 veces mayor viabilidad de las células tratadas con medio

RPMI 3% suero (Control positivo) comparado con las otras condiciones.

0O RPMI
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0,7
- 0,6
g 0.5 * * mThy-1-Fc/Proteina-A
v o4 O Trail-R2-Fc/Proteina-A
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<

24
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Gréfico 3: Ensayo de viabilidad por MTS .Se sembraron alrededor de 3.000 astrocitos DI-TNC1
por pocillo en placas de 96 pocillos en 100 pl de medio RPMI sin suero y se dejé incubando por 24
hrs a 37° C. Los astrocitos fueron estimulados con los complejos Thy-1-Fc/Proteina-A (1 pg /
0,1 pg), Trail-R2-Fc/Proteina-A (1ug / 0,1 pg), RPMI sin suero y medio RPMI con 3% suero como
control positivo (100 ul por pocillo). Los tiempos de estimulacién fueron de 16, 24 y 48 hrs. La
cuantificacion de la reaccion se realiza a 490 nm en lector de micro placas. S6lo se observé que
hay una mayor viabilidad de las células tratadas con medio RPMI 3% suero a los distintos
tiempos. Los resultados corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos independientes en
triplicadoy * indica p< 0.05 comparado con el control positivo (RPMI 3% suero).
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6.2.2 Ensayo de proliferacion de astrocitos por azul de tripan.

Cabe destacar que el resultado obtenido en el ensayo de viabilidad por MTS
depende directamente de la actividad mitocondrial de las células y podria no
correlacionarse con la proliferacion de las mismas. Por esta razon, para
corroborar estos resultados, se realizd6 un ensayo de exclusion de azul de tripan
donde se conté manualmente el nUmero de células vivas. No se observé ninguna
diferencia significativa en la proliferacion entre los astrocitos estimulados durante
16, 24 y 48 hrs con los complejos Thy-1-Fc/ Proteina-A (1 ug/0.1 ug), Trail-R2-Fc/
Proteina-A (1pg/0.1 pg) y medio RPMI sin suero. Ademas, se observd que los
astrocitos estimulados con medio RPMI 3% suero (Control positivo) por 16, 24 y

48 hrs presentan una proliferacién significativamente mayor que en las otras

condiciones.
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Grafico 4: Ensayo de exclusion por azul de tripan. Se sembraron alrededor de 3.000 astrocitos
de rata DI-TNC1 por pocillo en placas de 96 pocillos junto a 100 pl de medio RPMI sin suero y se
incubaron por 24 hrs. Al dia siguiente, las células se estimularon con los complejos Thy-1-
Fc/Proteina-A (1pug / 0,117ug), Trail-R2-Fc/Proteina-A (1 pg / 0,10ug) en 100 pl de medio RPMI
sin suero, RPMI sin suero y RPMI con 3% suero como control positivo (100 pl por pocillo).Al igual
gue el ensayo de MTS solo se observo que hay una mayor proliferacion de las células tratadas
con medio RPMI con 3% suero en los distintos tiempos. Este resultado corresponde al promedio +
SEM de 4 experimentos independientes en triplicado y * indica p<0,05 comparado [con el control
positivo (RPMI 3% suero).
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Por lo tanto, en base a los resultados de estos dos ensayos se comprueba
que Thy-1 no induce la proliferacion de estos astrocitos a los diferentes tiempos

de estimulacién (Gréfico 3y 4).

6.2.3 Andlisis del ciclo proliferativo de astrocitos mediante citometria de

flujo.

Se analiz6 también si alguno de los tratamientos utilizados afectaban el ciclo
proliferativo de los astrocitos. El analisis por citometria de flujo de las células
estimuladas con Thy-1-Fc/ Proteina-A (4 pg/ 0,4 ug), Trail-R2-Fc/Proteina-A (4
ug/ 0,4 ug) y medio RPMI sin suero, muestran que no hay diferencia entre los
porcentajes de células que se encuentran en cada fase a las 24 hrs de
estimulacién. Esto concuerda con los ensayos anteriores donde se observa que
Thy-1 no afecta la proliferacion ni la viabilidad de los astrocitos. A su vez, los
astrocitos estimulados con medio RPMI con 3% suero presentan un aumento en el
porcentaje de células en la fase G2/M, lo que también concuerda con los
resultados de los ensayos anteriores, es decir, existe una mayor proliferacion y
viabilidad de los astrocitos en presencia de suero (Gréafico 5y Tabla 1 para datos

NUMEricos).
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Grafico 5; Andlisis de ciclo proliferativo de astrocitos mediante citometria de flujo. Se
sembraron alrededor de 50.000 astrocitos DI-TNC1 por pocillo en placas de 24 pocillos. Luego las
células fueron estimuladas durante 24 hrs con los complejos Thy-1-Fc/Proteina-A y Trail-R2-
Fc/Proteina-A, ademas las células se trataron con RPMI sin suero y RPMI 3% suero como control
positivo. Pasado este tiempo, las células fueron tripsinizadas, permeabilizadas y su ADN fue tefiido
con yoduro de propidio para luego ser analizadas por citometria de flujo. Los graficos muestran un
histograma representativo de tres experimentos distintos en el cual se logran diferenciar las
distintas fases de ciclo proliferativo de los astrocitos. El peak mas alto corresponde a las células
que se encuentran en la fase GO/G1l y se distinguen porque tienen menos intensidad de
fluorescencia, por lo tanto, menos cantidad de ADN (2n). La fase de sintesis (S) del ciclo
proliferativo se logra diferenciar como la zona entre los dos peak mayores y corresponde a las
células que poseen una cantidad de ADN mayor a 2n. Finalmente, las células que estan en la fase
de G2/M son aquellas que tiene una cantidad de ADN igual a 4n y se ve como un segundo peak en
el grafico (mayor nivel de fluorescencia).
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Tabla 1: Porcentaje de astrocitos en las distintas fases del ciclo proliferativo. Astrocitos bajo
distintos estimulos durante 24 hrs. Los resultados corresponden al promedio + SEM de 3

experimentos independientes en duplicado.

S G0/G1 G2/M
Thy-1-Fc/Prot-A 36.2+ 3.3 55.6 + 3.6 6,2+5.4
Trail-R2-Fc/Prot-A 37.9+54 56.3+4.9 6.6 + 3.7
RPMI 3% Suero 36.6 + 3.9 52.2+5.1 11.7+£ 2.3
RPMI 422 +4.3 51.0+4.2 7.0+3.9

6.3 Objetivo especifico 3: Estudiar si la enzima PI3-K esta

implicada en la migracion de los astrocitos inducida por Thy-1.

Como se demostrd en el objetivo anterior que Thy-1 es capaz de inducir

migracion de los astrocitos, fue de interés el investigar si la enzima PI3-K estaba

implicada en este proceso. Para esto, se utilizaron inhibidores farmacologicos

especificos de esta enzima, como son LY 294002 y Wortmanina, en un ensayo de

migracion por herida en astrocitos estimulados con Thy-1. Otra forma de

demostrar que se esta activando la PI3-K en los astrocitos estimulados con Thy-

1, fue midiendo los los niveles de fosforilaci6n de un sustrato de esta enzima, la

proteina Akt, mediante un ensayo de Western blot con un anticuerpo especifico

que reconoce a esta proteina

aminoacidica.

fosforilada en la serina 473 de su secuencia
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6.3.1 Ensayo de migracion por herida en presencia de inhibidores
farmacologicos de la enzima PI3-K.

Los resultados de la primera parte de este objetivo demuestran que cuando
se adiciona el inhibidor LY294002 a una concentracion de 3y 5 uM y Wortmanina
a 2y 4 nM, los astrocitos estimulados con Thy-1 no son capaces de migrar y cubrir
la zona libre de células después de 24 hrs. Es importante destacar que la
inhibicién de la migracién es completa debido a que los valores de la migracién
obtenidos cuando se utilizan los inhibidores y el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A,
son los mismos comparados a la migracion de los astrocitos sin estimulo (RPMI

sin suero) (Grafico 6).

100

Area herida (%)
PNWDUOOON OO
Ooooooqqoq

*
| -

LY294002 (uM) Wortmanina(nM)

5 2 4

Thy-1-Fe 4 + + o+ o+ -
/Proteina-A

Grafico 6: Cuantificacién de migracion de astrocitos estimulados con el complejo Thy-1-
Fc/Proteina-A, en presencia de inhibidores farmacolégicos de la PI3-K. A una monocapa
confluente de astrocitos se le hizo una herida con la punta de una pipeta amarilla, luego las células
fueron tratadas con inhibidores especificos de la enzima PI3-K como LY294002 a una
concentraciones de 3y 5 uM 6 2 y 4 nM de Wortmanina, para luego monitorear la migracién de
estos astrocitos hacia el area libre de células usando un microscopio invertido. Una vez sacadas
las fotografias al tiempo O las células fueron tratadas con el complejo soluble Thy-1-Fc/Proteina-A
en medio RPMI sin suero. Como control positivo de migracion, las células se trataron solo con el
complejo Thy-1-Fc/Proteina-A Como control negativo se utilizd6 medio RPMI sin suero. . Este
resultado corresponde al promedio + SEM de 3 experimentos independientes en duplicado y *
indica p< 0,05 con respecto al control positivo.
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6.3.2 Activacion de PI3-K analizada por Western blot.

Por otro lado, los resultados obtenidos del analisis por Western blot indican
que en los astrocitos estimulados con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A hay
fosforilacion de un sustrato de la enzima PI13-K denominado Akt. Este aumento en
la fosforilacion se ve aumentado a partir de los 10 minutos de estimulacion
llegando a un peak alrededor de 1 hr el cual es 6 a 7 veces mayor que lo

observado para astrocitos sin estimulo (RPMI sin suero) (Grafico 7).
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Grafico 7: Ensayo de fosforilacion de Akt en astrocitos estimulados con o sin el complejo
Thy-1-Fc/Proteina-A. A) Inmunoblots en el cual astrocitos fueron estimulados con el complejo Thy-
1-Fc/Proteina-A (4 ug/0, 4 ug) a distintos tiempos. Como control negativo se utilizaron astrocitos sin
estimulo y como control positivo astrocitos estimulados con 3% suero por 20 min. B) Cuantificacion
por densitometria de los Inmunoblots los cuales fueron estandarizados con respecto a la actina.
Los resultados demuestran que Thy-1 es capaz de inducir fosforilacién de Akt , lo que quiere decir
gue es capaz de activar la enzima PI3-K a partir de los 20 min de estimulacion aumentando
paulatinamente 6-7 veces mas que la condicién basal o astrocitos no estimulados a la hora de
estimulacién. Los datos representan un promedio * SEM obtenido de 4 experimentos
independientes y * indica p< 0,05 con respecto a los astrocitos no estimulados (N/E).
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6.4 Objetivo especifico 4: Demostrar si la enzima Erk esta

implicada en la proliferacion de los astrocitos inducida por Thy-1.

Dado que el objetivo 2 mostr6 que Thy-1 no afectaba la proliferacion de
astrocitos, este objetivo se omitié.
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7. DISCUSION

En esta tesis se investigé el papel que cumple la glicoproteina neuronal
Thy-1 en la migracion y proliferacion de los astrocitos. También se inici6 el estudio
de las vias de traduccidon de sefales implicadas en estos procesos, los que son
importantes en la astrogliosis gatillada después de un dafio cerebral.
Especificamente, se estudié si la proteina quinasa PI3-K estaba implicada en el
proceso de migracion de los astrocitos.

7.1 Estandarizacién del método de estimulacion con el complejo Thy-1-
Fc/Proteina-A.

Se ha demostrado que la Integrina o3 de los astrocitos interactia

directamente con Thy-1 para inducir un cambio en su morfologia (Leyton et al.,
2001 y Hermosilla et al., 2007). Al estimular los astrocitos con la proteina de fusion
Thy-1-Fc unida a Proteina-A-Sefarosa se produce la agregacion de las Integrinas,
activacion de la proteina G pequefia RhoA y su efector ROCK (Avalos et al., 2002,
2004), a la vez un mayor grado de forforilacién en tirosinas de las proteinas
implicadas en la formacién de adhesiones focales, como p130“® y FAK y el
reclutamiento de paxilina, vinculina y FAK a los sitios donde se forman estos
contactos focales. En su conjunto, todos estos eventos inducen cambios en el

citoesqueleto de actina y una mayor adhesion celular (Leyton et al., 2001).

En estos estudios, la estimulacion de los astrocitos se realizo usando Thy-1-
Fc unida a esferas de Proteina-A-Sefarosa o Trail-R2-Fc como control. Estas
esferas sirven como una matriz para que las proteinas de fusion se adhieran a
través de su fragmento Fc a la Proteina-A, semejando una célula que presenta
moléculas de Thy-1 en su superficie. Por otra parte, se ha observado que los

astrocitos estimulados con la proteina Thy-1-Fc soluble es capaz de aumentar de
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2 a 3 veces la actividad de RhoA, comparado con las células sin estimulo. Adn
mas, la activacion de RhoA causada por Thy-1-Fc soluble es significativamente
mayor después de la subsecuente adicion de esferas de Proteina-A-Sefarosa
indicando la importancia de la agregacion de los receptores en la actividad de la
via de transduccion de sefiales que activa a RhoA (Avalos et al., 2004). Dado que
el gran tamafo de estas esferas impedia ver la migracion de las células en el
microscopio, en esta tesis se utilizd un método distinto de estimulacién, donde
Thy-1-Fc fuese presentado a los astrocitos como un complejo multimérico soluble.
Para esto, se utiliz6 Thy-1-Fc pero unido a Proteina-A soluble para formar un
complejo equimolar. Se sabe que la Proteina-A es capaz de unir cuatro moléculas
con fragmento Fc, es decir, se necesitan 4 moléculas de Thy-1-Fc por cada
molécula de Proteina-A. Teniendo en cuenta que el peso molecular de Thy-1-Fc
es aproximadamente 100 kDa y el de la Proteina-A, de 40 kDa se estim6 que [4M
x 100 grs/moles: 1M x 40grs/moles]. Por lo tanto, se necesitan 10 gramos de Thy-

1- Fc por cada gramo de Proteina-A soluble.

Para probar la proporcion requerida para estimular la adhesion de los
astrocitos se realizé un ensayo de Inmunofluorescencia indirecta. La fotografia 1
muestra que este complejo sin esferas fue capaz de inducir la formacion de
adhesiones focales y fibras de estrés de manera significativa cuando se comparé
con los astrocitos sin el estimulo de Thy-1. Por otro lado, la cuantificacién de las
adhesiones focales descrita en el grafico 1 mostr6 que existi6 un aumento de
estas estructuras cuando se estimulé con el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A a
concentraciones iguales o mayores a 4 ug/0,4 pg. Por lo tanto, se utilizé la
cantidad de 4 pg/0,4 ug del complejo Thy-1-Fc/Proteina-A para una superficie de 2
cm? (placas de 24 pocillos) en los diferentes ensayos de esta tesis.
Interesantemente, se observo que tanto el numero de adhesiones focales como el
namero de células estimuladas por campo es mayor cuando se usa este complejo
gque cuando se utiliza Thy-1-Fc/Proteina-A-Sefarosa. Esta diferencia
probablemente se deba a la condicion soluble del complejo, lo cual lo hace

accesible a todas las células de la monocapa y de manera homogénea. Por el
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contrario, cuando el complejo se usa unido a esferas de Sefarosa, Thy-1-Fc se
encuentra adherido a una superficie rigida y convexa que no le permite interactuar

de igual manera con todas las células.

7.2 Thy-1 induce la migracién de los astrocitos.

Conociendo la cantidad éptima de Thy-1 para estimular a los astrocitos, se
estudio si la estimulacion sostenida con Thy-1 inducia la migracion celular. Usando
el ensayo de migracién en monocapa se demostroé que los astrocitos tratados con
medio suplementado con 3% suero son aquellos que primero cierran la herida.
Este cierre de la herida podria deberse a que las células migran mas répido o a
que proliferan més eficientemente, o ambas. Los resultados también mostraron
que el complejo Thy-1-Fc/Proteina-A es capaz de inducir una migracion
significativamente mayor que los astrocitos tratados con los controles negativos

Trail-R2-Fc/Proteina-A o medio RPMI sin suero (grafico 2 y fotografia 2).

Se utilizd la proteina Trail-R2-Fc como un control negativo porque fue
preparada de la misma forma que Thy-1-Fc, ambas contienen el fragmento Fc de
la IgG humana vy, finalmente, Trail-R2-Fc no es capaz de producir una respuesta
en nuestro sistema debido a que sélo corresponde a la porcidn extracelular del
receptor Trail, el cual no se une a los astrocitos. Otra observacion interesante fue
qgue los astrocitos tratados con Trail-R2-Fc o con medio sin suero también fueron
capaces de migrar hacia la herida aunque de una manera mas lenta que las otras
condiciones ensayadas. Este resultado sugiere que los astrocitos son capaces de
sintetizar sus propias proteinas de matriz extracelular como fibronectina, laminina,
vitronectina, colageno, etc. y estas moléculas son capaces de interactuar con las
Integrinas. La interaccion y consecuente agregacion de las Integrinas lleva a la
activacion de la proteina G pequefia Rac y a la induccion de la migracién celular
(Del Pozo et al., 2000).
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Otra forma empleada para demostrar que Thy-1 es capaz de inducir la
migracion celular fue estudiando la formacion de estructuras de avance, como
lamelipodios y filopodios, en los astrocitos ubicados en el borde de la herida
mediante la técnica de Inmunofluorescencia indirecta. Lo que se pudo observar
en la fotografia 3, fue que los astrocitos estimulados con Thy-1 presentaban una
gran cantidad de filopodios y lamelipodios en el frente de avance de éstos.
Ademas, estas células presentaban bastante actina polimerizada, principalmente
de tipo cortical, debajo de la membrana plasmatica. Estudios en cultivos celulares
(desarrollados originalmente en fibroblastos, pero luego en muchos otros tipos
celulares) usando dominantes negativos o proteinas constitutivamente activas de
proteinas G pequefias, demuestran que las proteinas pequefias Rac y Cdc42
regulan la polimerizacion de actina para formar lamelipodios periféricos y
filopodios, respectivamente (Nobes y Hall, 1995; Ridley y Hall, 1992; Ridley et al.,
1992). Rac puede ser activada a través de la union de las Integrinas a su ligando
(Del Pozo et al., 2000) y se han implicado en esta activacion, GEFs de la familia
Vav. Una vez activada, Rac induce la nueva polimerizacién de actina a través de
la estimulacién del complejo Arp2/3, el que inicia la formaciébn de nuevos
filamentos de actina en un angulo de 70° a partir de otros ya existentes, para

formar un verdadero enrejado de filamentos de actina (Pollard y Borisy, 2003).

Evidencias sugieren que el complejo Arp2/3 es activado por Rac a través de
IRSp53 (Miki et al., 2000). Rac interactia con IRSp53, el que a su vez interactia
con una proteina de andamiaje denominada WAVE a través de un dominio SH3y,
finalmente, este complejo es capaz de unir a Arp2/3 y activarlo. Con estos
antecedentes obtenidos en otros tipos celulares estimulados con proteinas de la

matriz extracelular, sugerimos que lo mas probable es que Thy-1, al unirse a la
Integrina a3 del astrocito y agregarla produzca la activacion de Rac y sus

distintos agregarlas efectores. Dentro de las perspectivas de esta investigacion,
pero que no fueron abordadas en esta tesis, se pretende demostrar que

efectivamente Thy-1 es capaz de inducir la activacion de Rac.
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Otra observacion realizada en los ensayos de inmunofluorescencia fue que
los astrocitos tratados con los controles negativos, Trail-R2-Fc o medio RPMI sin
suero, presentaban una gran cantidad de adhesiones focales, indicando que las
células estan fuertemente adheridas a su sustrato e impidiendo su migracion. Este
fendmeno se relaciona con la activacion de la proteina G pequefia RhoA en las
células, lo que induce una mayor formacién de adhesiones focales y fibras de
estrés (Ridley et al., 1992). Estudios en fibroblastos muestran que un efector de
RhoA, denominado ROCK, es capaz de inhibir a Rac (Tsuji et al., 2002). Por lo
tanto, en una célula en migracion generalmente hay una distribucion espacial
diferencial de las distintas proteinas de la familia Rho. Por ejemplo, en el frente de
avance hay una elevada actividad de Rac con una leve actividad de RhoA
mientras que la actividad de Rac es débil ya sea detras del frente de avance como
en los lados y cola de la célula y, a su vez, hay un aumento de la actividad Rho en

estas zonas de la célula.

7.3 Laenzima PI3-K estd implicada en el proceso de migracion celular

inducido por Thy-1-Fc/Proteina-A.

La transduccion de sefiales mediada por Integrinas requiere tanto de la unién
al ligando como el entrecruzamiento de las mismas con proteinas de la matriz
extracelular o de otras células (Schwartz et al., 1991; Kornberg et al., 1991;
Miyamoto et al., 1995; Shankar et al., 1993; Leyton et al., 2001). Estas sefales,
ademas de activar cascadas de proteinas tirosina y serina/treonina quinasas
activan otras cascadas de sefalizacién que involucran a fosfolipidos y lipidos tipo

inositol.

Un aspecto importante en las sefiales activadas por Integrinas es el hecho
de que esta estimulacion es en zonas o contactos definidos, a diferencia de lo
gue ocurre con factores de tipo soluble, donde la respuesta es gatillada en toda la
célula. Este nivel de regulacion es especialmente importante para la migracion

celular u organizacion tisular, pero no es suficientemente extensa para gatillar la
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progresion del ciclo celular, la cual generalmente necesita la sinergizacion, como

por ejemplo, con factores de crecimiento.

Las sefales intracelulares mediadas por Integrinas se pueden dividir en dos
grandes grupos las de tipo transitorio y las de tipo sostenido. Las sefiales de tipo
transitorio son aquellas en que la activacion de la Integrina por su ligando decae
en tiempos cortos. Por ejemplo, cuando las células son sembradas sobre
proteinas de la matriz extracelular, la actividad de la tirosina quinasa c-Src se ve
aumentada por alrededor de una hora para luego volver a sus niveles basales.
Este mismo comportamiento se puede observar con Rac, Cdc42, JNK, Ras y Shc
(Giancotti y Rouslahti, 1999; Cary et al., 1999). Por otra parte, la actividad de Rho
comienza con un descenso transitorio, seguido de un gran “peak”, para finalmente
decaer gradualmente a sus niveles basales antes de una hora. Se ha visto que la
actividad de Erk y P13-K son del tipo transitorio, debido a que hay un aumento de
la actividad de éstas pero que tiende a bajar dentro de una hora (Schwartz y
Assoian, 2001).

Por el contrario, las sefiales de tipo sostenido son generalmente gatilladas
por adhesién celular. La fosforilacion de FAK en la tirosina 397 es un ejemplo de
este tipo de activacion. La habilidad de las Integrinas para activar a los receptores
de factores de crecimiento es considerada también una sefial sostenida (grafico
8).
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Grafico 8: Sefiales de tipo transitorio y sostenido de las Integrinas. Células sembradas sobre
proteinas de la matriz extracelular muestran un aumento de actividad de tipo transitorio de ciertas
proteinas como son c-Src, Erk, GTPasas de la familia Rho, PI3-K, Akt y JNK. Por otro lado,
eventos, como son fosforilacion de FAK, localizacion de balsas lipidicas en la membrana
plasmética y un aumento de la activacion de sefiales relacionadas con factores de crecimiento, son
de tipo sostenido en el tiempo (adaptado de Moissoglu y Schwartz, 2006),

FAK es un proteina tirosina quinasa de tipo no receptor que participa en un
variado numero de eventos relacionados con direccionalidad y migracién celular
(Mitra et al., 2005). Células en que se ha bloqueado la actividad de FAK presentan
serios defectos tanto en la migracibn como en la polaridad celular. A su vez, la
sobreexpresion de FAK induce una gran persistencia de migracion direccional (Gu
et al., 1999).

La activacion de FAK esta mediada por su fosforilacion en mdltiples sitios,
siendo el principal, la tirosina 397 (Parsons, 2003; Mitra et al., 2005). Esta
fosforilacidon es de tipo sostenida en células adherentes y se ha reportado que FAK
fosforilada es capaz de unir y activar a c-Src y PI3-K (Schaller et al., 1994; Xing et
al., 1994; Chen et al., 1996). La fosforilacién de FAK en la tirosina 397 aumenta la
formacion de protrusiones pseupodales, lo que le confiere un marcado rol en la

migracion celular (Cho y Klemke, 2002). A su vez, células deficientes de FAK
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muestran una marcada disminucion en la actividad de Rac y la pérdida de la
formacion de lamelipodios (Sieg et al., 1999; Hsia et al., 2003). Por otro lado, la
fosforilacion transitoria de FAK en la tirosina 925 luego de la adhesion celular
forma un sitio de union para la proteina adaptadora Grb2, activandose asi la via
de las MAP quinasas. Una vez activada la via, ésta afecta la migracion celular
debido a que promueve la activacion de la quinasa de la cadena liviana de
miosina (MLCK), con la consecuente contraccion celular, demostrandose ademas
que aumenta la afinidad de la Integrinas por su ligando (Hughes et al., 1997;
Klemke et al., 1997).

Varios otros sitios de fosforilacion de FAK han sido identificados como
moduladores de la actividad de otras proteinas quinasas y la union de otras
moléculas “rio abajo” como son paxilina y p130“* (Grigera et al., 2005; Mitra et
al., 2005). Ambas proteinas activan a Rac a través del complejo Crk-DOCK180
(Kiyokawa et al., 1998a, 1998b; Cheresh et al., 1999; Brugnera et al., 2002; Valles
et al., 2004). Sin embargo, se ha demostrado que paxilina también puede inhibir a
Rac en los lados y cola de una célula migratoria a través de la activacion de un
GAP para Arfé (West et al., 2001; Nishiya et al., 2005). Otra forma en que FAK
induce la migracion celular es inhibiendo a Rho a través de la fosforilacion y
posterior activacion de un GAP de Rho denominado p190RhoGAP. Finalmente,
FAK a través de la formacion de un complejo con otras proteinas quinasas como
c-SRc, Erk, MLCK y proteinas adaptadoras como paxilina y p130°®, aumenta la
actividad de una proteasa denominada Calpaina la cual, a su vez, promueve el
desensamblaje de las adhesiones focales en el frente de avance y en la cola de la
célula (Carragher et al., 2003; Webb et al., 2004).

En resumen, como indica la figura 9, existen multiples vias para gatillar y
regular la activacion de Rac y la migracion celular, y todas ellas implican la
activacion de Integrinas y FAK. Me interes6 particularmente estudiar la ruta
Integrina-FAK-PI3-K-Rac debido a que existen evidencias indicando que la

expresion de PI3-K constitutivamente activa en fibroblastos genera la formacion de
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lamelipodios extensos y velos de membrana luego de la activacién de Rac (Reif et
al., 1996). Ademas, PI3-K y sus productos lipidicos han sido ampliamente
involucrados en el control de la polaridad y la migracion celular (Stephens et al.,
2002). La produccion de fosfatidilinositol trisfosfato (PI (3,4,5) P3) por parte de
esta quinasa lleva a la union de GTP a Rac a través de GEFs tales como
DOCK180, VAV2, TIAM-1 y PIX, con el consecuente aumento de la actividad de
esta proteina en muchos tipos celulares (Cheresh et al., 1999; Yoshii et al., 1999;
Marignani y Carpenter, 2001; Hamelers et al., 2005).
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Figura 9: Sefializacion intracelular a través de Integrinas/FAK y su rol en la migracion
celular. En el frente de avance, FAK forma un complejo con PI3-K el cual promueve la activacion
de Rac a través de GEFs, los que se unen a lipidos de tipo fosfoinositésido. EI complejo FAK-
p130°®* también activa a Rac a través del GEF DOCK180. FAK y c-Src median la inhibicion de
Rho a través de la fosforilacion y activacion de p190RhoGAP. FAK promueve también la activacion
de Erk, el cual facilita el desensamblaje de adhesiones focales a través de MLCK y la desactivacion
de las Integrinas. FAK también regula la localizacion o activacion de GAPs de la familia Arf, como
es GIT1, el cual inhibe Arf6é suprimiendo la activacion de Rac en la parte posterior de la célula en
avance. Finalmente, FAK regula a la proteasa Calpaina que a su vez degrada algunas proteinas de
las adhesiones focales favoreciendo su desensamblaje en la cola de la célula y permitiendo su
despegue. (Adaptado de Moissoglu y Schwartz, 2006)



77

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la enzima PI3-K
efectivamente esta involucrada en la migracion de los astrocitos estimulados por el
complejo Thy-1-Fc/Proteina-A ya que los inhibidores LY294002 y Wortmanina la
disminuyeron a sus niveles basales (grafico 6). Ademas, se pudo observar un
aumento de la fosforilacion de Akt, un sustrato de PI3-K, la cual aumentd a partir
de los 10 miny se mantuvo alta hasta alrededor de 1 hora (gréafico 7).

No podemos descartar que exista otro mecanismo de activacion de Rac, como por

OCas

ejemplo, a través de paxilina y p130~*. De hecho, existen evidencias que

demuestran que existe un aumento en la fosforilacion de FAK, p130°%

y un
reclutamiento de paxilina en los sitios donde se forman las adhesiones focales

después de estimular lo astrocitos con Thy-1 (Leyton et al., 2001).

7.4 Thy-1 no induce proliferacion de astrocitos.

Otro punto importante fue si Thy-1 es capaz de inducir la proliferacién de los
astrocitos. La proliferacion de astrocitos ha sido involucrada en astrogliosis,
fenbmeno que ocurre después de un dafio cerebral. Resultados de diversos
estudios han demostrado que la activacion de las Integrinas lleva a un aumento de
la proliferacion celular. Por ejemplo, se ha visto que la pérdida de adhesion de las
células sobre su sustrato generalmente resulta en una completa detencién en la
fase G1 del ciclo celular, destacandose el papel importante de las Integrinas en
este proceso (Stoker et al., 1968). Diferentes estudios demuestran que la sola
activacion de las Integrinas no es capaz de inducir progresion del ciclo celular,
pero si es acompafada de la activacion de receptores de factores de crecimiento,
existe un aumento de la proliferacion mediante mecanismos que involucran a la

activacion de Erk, ciclinas y Cdks.

El primer método que se utilizé6 para demostrar este objetivo fue la utilizacién

de un ensayo de viabilidad denominado MTS, que mide principalmente la
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actividad mitocondrial de las células, lo que se relaciona indirectamente con
proliferacion celular. Los resultados de este ensayo mostraron que la viabilidad
de los astrocitos tratados con Thy-1 no diferia significativamente de aquellos
tratados con Trail-R2-Fc o con medio RPMI sin suero (grafico 3). Este resultado
sugiere que Thy-1 no es capaz de inducir una mayor viabilidad o un aumento de
la actividad metabdlica de los astrocitos tanto a las 16, 24 6 48 hrs, lo que a su

vez es indicativo de que no induce la proliferacion de estas células.

Otro hecho importante que se pudo apreciar fue que los astrocitos tratados
con medio RPMI suplementado con 3% suero presentaban un aumento de la
viabilidad de estas células. Como este método es un ensayo indirecto de medicién
de proliferacién celular se utilizdé otro método para medir directamente el nUmero
de células antes y después de cada tratamiento, cual es la técnica de proliferacion
por exclusion de azul de tripdn. Obteniéndose resultados parecidos a los con la
técnica de MTS. Es asi como en células tratadas con Thy-1-Fc/Proteina-A no se
observé un aumento significativo del nimero de células luego de 16, 24 6 48 hrs

de tratamiento, comparado con sus controles negativos (gréafico 4).

En cuanto a las células tratadas con medio suplementado con 3% suero se
pudo observar un marcado aumento en el nimero de células en cultivo indicando,
por lo tanto, un aumento en la proliferacion. Este aumento se debe a que el suero
posee distintos componentes que promueven la proliferacién celular, como
factores de crecimiento EGF, PDGF y el acido lisofosfatidico (LPA). Los factores
de crecimiento inducen una activacion sostenida de Erk y MAP quinasas y
requiere de la adhesion a la matriz extracelular a través de la Integrinas (Walkers y
Assoian, 2005). Erk fosforilado puede translocar al ndcleo aumentando la
expresion de, por ejemplo, ciclina D1, la que a su vez es capaz de inducir una
progresion del ciclo celular y consecuentemente un aumento de la proliferacion
celular. Este fenbmeno se pudo observar en los ensayos en que se midid la
cantidad de células en las distintas fases del ciclo celular. Los resultados de estos

experimentos (grafico 5 y tabla 1), mostraron que efectivamente las células
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tratadas con 3% suero durante 24 hrs presentaban un mayor niumero de células
en la fase G2/M. Las células tratadas con Trail-R2-Fc, Thy-1-Fc y medio RPMI sin
suero mostraron un numero parecido de células en las distintas etapas del ciclo
proliferativo, indicando que Thy-1 por si solo, no induce una progresion del ciclo
proliferativo celular. Sin embargo, no se puede descartar que Thy-1 junto a
factores de crecimiento potencie el efecto de estos ultimos.

Como perspectiva futura se piensa estimular a los astrocitos con Thy-1-Fc
junto a algun factor de crecimiento (PDGF o EGF), para ver si combinado con
factores de crecimiento, Thy-1 induce una mayor proliferacién en relacién a los

tratados so6lo con factores de crecimiento.
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8. CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos en esta tesis apoyan en parte la hipotesis
planteada. Por un lado, se completo el objetivo especifico 1 que era demostrar
que la interaccion de la glicoproteina neuronal Thy-1 con la Integrina o3 en la

membrana del astrocito es capaz de inducir su migracion.

2. A su vez, en el contexto del objetivo especifico 3 se demostré que la

enzima PI3-K esta implicada en la migracion de los astrocitos inducida por Thy-1,

3. Se demostro también que el complejo Thy-1-Fc/Proteina A no induce la
proliferacion de los astrocitos, por lo que el objetivo especifico 2 de esta tesis se
cumplioé pero de manera negativa y por ende el objetivo 4 que pretendia estudiar el

rol de la enzima Erk en la proliferacion de los astrocitos carecia de sentido.

La trascendencia fisiolégica de la interaccion molecular estudiada en esta
tesis, se fundamenta en el contexto de un dafio cerebral, en la cual Thy-1
neuronal se uniria a la Integrina a3 (gracias al aumento en su expresion)
generando cambios moleculares y morfolégicos en los astrocitos. Es asi como, en
el evento de un dafio cerebral, la formacion de las adhesiones focales vy fibras de
estrés estimuladas por Thy-1 se podria favorecer por el aumento en la expresiéon
de la Integrina a.[3;, lo que permitiria que los astrocitos reactivos cambien su
morfologia, migren y luego permanezcan en el sitio de la lesion con el propdsito de
formar la cicatriz glial, la cual constituye un impedimento en la regeneracion de las

neuronas dafnadas.
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