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RESUMEN

Durante el desarrollo embrionario la guia de neuronas y axones resulta esencial
para la formacion del sistema nervioso, y en el organismo adulto para el
restablecimiento de su funcionalidad tras una lesion. La proyeccion axonal es
dirigida por un grupo de proteinas quimiotropicas, entre ellas la Semaforina 3A
(Sema 3A) que tiene la capacidad de colapsar los conos de crecimiento e inhibir
el crecimiento de las neuronas de ganglios de la raiz dorsal (GRD). En este
trabajo se determiné el papel que tiene la rigidez del sustrato en la respuesta de
crecimiento axonal y en el colapso de los conos de crecimiento de neuronas
GRD inducidos por Sema 3A recombinante. Se utilizé como sustrato geles de
poliacrilamida con diferente grado de rigidez, recubierto con poli-L-ornitina y
colagena. Por otra parte se evalud el efecto de Sema 3A en el colapso de los
conos de crecimiento. Los resultados obtenidos mostraron que al incrementar la
rigidez del sustrato aumenta la longitud axonal, el area de los conos de
crecimiento y la respuesta a Sema 3A. Estos resultados sugieren que sera util
tomar en cuenta las propiedades fisicas del sustrato para analizar el efecto
ejercido por Sema 3A sobre neuronas GRD, por ejemplo en el tejido en
desarrollo o en el tejido de cicatrizacion; y para el disefio de biomateriales con
propiedades fisicas especificas que favorezcan o inhiban el crecimiento axonal y
la respuesta a sema 3A.



[. INTRODUCCION

En México las lesiones a nivel de Sistema Nervioso Central (SNC) se
presentan en 200 de cada 100 mil personas. Tanto las lesiones como las
enfermedades del cerebro y médula espinal han adquirido una enorme importancia
a nivel social y econdmico. Las lesiones de médula espinal son el principal ejemplo
de lesion del SNC ya que los axones del SNC maduro son incapaces de

regenerarse espontaneamente tras una lesion.

Actualmente se piensa que la falta de regeneracién axonal del SNC maduro
es resultado del efecto combinado de diferentes factores, incluyendo la activacion
incompleta de los programas de crecimiento axonal tras la lesion y la generacion de

un ambiente inhibitorio para el crecimiento axonal en el SNC maduro.

Después de una lesidén se forma tejido cicatrizal que tiene una composicion
particular tanto de células como de componentes de matriz extracelular, lo cual
proporciona un sustrato diferente al que originalmente conformaba el tejido antes
de la lesidon. Asi se generan cambios en la composicion de proteinas y matriz
extracelular y en las propiedades mecanicas del sustrato tales como su flexibilidad

o rigidez.

Algunas de las proteinas inhibitorias presentes en el sitio de lesion son las
llamadas Semaforinas (Sema); en especifico Sema 3A restringe la regeneracion
axonal ya que produce inhibicion de la proyeccion axonal o colapso en los conos de

crecimiento y como consecuencia provoca la retraccion del axon.
Sema 3A es expresada en el SNC adulto tras una lesidén por fibroblastos
que se infiltran al SNC procedentes de las meninges, contribuyendo a crear una

barrera quimica en la cicatriz glial la cual tarda entre 7 y 10 dias en formarse.

El efecto de Sema 3A se da a través de la regulacion del citoesqueleto y de



la adhesion al sustrato, dos factores que también son modulados por las
propiedades mecanicas del sustrato. Diversas evidencias han mostrado la
importancia de las propiedades mecanicas del sustrato en la migracién, formacion
de adhesiones celulares e incluso en el crecimiento de neuritas; sin embargo hasta
el momento no se ha estudiado de que manera la rigidez del sustrato influye en la
respuesta a factores que inhiben o promueven el crecimiento axonal, El presente
trabajo tiene por objetivo estudiar el efecto inhibitorio de la proteina quimiotropica
Sema 3A sobre el crecimiento axonal de neuronas de ganglios de la raiz dorsal

cultivadas en sustratos con diferentes grados de rigidez .



II. ANTECEDENTES

I1.1 Sistema Nervioso.

El sistema nervioso es excepcional por la gran complejidad de los procesos
mentales y las acciones de control que puede realizar (Guyton y Hall, 2001). Por
ejemplo nuestros movimientos, las percepciones sensoriales de lo que ocurre a
nuestro alrededor y la generaciéon de una respuesta a ellas dependen de una
compleja red de neuronas en nuestro sistema nervioso central y periférico (Ramoén
y Cajal, 1891) el cual recibe literalmente millones de datos de los distintos érganos

de los sentidos.

El sistema nervioso esta formado por mas de cien mil millones de neuronas.
Las sefiales de entrada (aferentes) llegan a la neurona a través de las sinapsis que
establecen, sobre todo, las dendritas, aunque también el cuerpo celular. Segun los
distintos tipos de neuronas, el numero de conexiones sinapticas que mantienen
esas fibras de entrada oscila entre unos cientos y doscientas mil. Por el contrario, la
senal de salida (eferente) se transmite generalmente por un Unico axén de la
neurona, pero dicho axon puede tener muchas ramas separadas destinadas a
distintas partes del sistema nervioso o a la periferia del cuerpo. Un rasgo especial
de la mayoria de las sinapsis es que la sefal se transmite solamente del axén a las
dendritas. Asi se consigue que las sefales se dirijan en la direccion requerida y

cumplan las funciones nerviosas necesarias.

La mayoria de las funciones del sistema nervioso parten de una experiencia
sensitiva que proviene de los receptores sensitivos, ya sean receptores visuales,
receptores auditivos, receptores tactiles o receptores de otras clases. Esta
experiencia sensitiva produce, a veces, una reaccién inmediata desde el cerebro; el
recuerdo de la experiencia se conserva en el cerebro durante minutos, semanas o

afnos y determina las reacciones del cuerpo en algun momento posterior.



I1.1.1 Sistema nervioso central (SNC)

Existen tres niveles principales del sistema nervioso con atributos

funcionales concretos:

a) El nivel encefalico inferior o subcortical

Muchas, si no la mayoria de las actividades del organismo que llamamos
subconscientes estan controladas por las areas inferiores del encéfalo situadas en
el bulbo raquideo, la protuberancia, el mesencéfalo, el hipotalamo, el talamo, el
cerebelo y los ganglios basales. Por ejemplo; los reflejos de la alimentacion, como
la secrecion salival en respuesta al sabor de los alimentos y la accién de lamerse
los labios estan gobernados por areas del bulbo, la protuberancia, el mesencéfalo,

la amigdala y el hipotalamo.

b) El nivel encefalico superior o cortical

La corteza cerebral es un almacén de la memoria de enormes dimensiones.
La corteza nunca funciona sola, sino siempre en asociacién con los centros
encefalicos inferiores, ya que estos inician el despertar de la corteza cerebral,
abriendo asi su banco de recuerdos a la maquinaria pensante del cerebro. El
enorme depdsito de datos que se conserva en la corteza suele convertir esas

funciones en operaciones determinantes y precisas.

c) El nivel espinal o medular

Es una via que conduce las senales desde la periferia del cuerpo hacia el
encéfalo o, en direccion opuesta, desde el encéfalo hacia el cuerpo. Los circuitos
neuronales de la médula pueden originar: a) los movimientos de la marcha, b) los
reflejos de retirada cuando una parte del cuerpo recibe estimulos dolorosos, c) los
reflejos de contraccion forzada de las piernas para sostener el cuerpo contra la
accion de la gravedad, y d) los reflejos que regulan los vasos sanguineos locales,
los movimientos gastrointestinales y los reflejos que controlan la excrecion urinaria.

Con frecuencia los niveles superiores del sistema nervioso no actuan enviando
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directamente sefiales a la periferia del cuerpo, sino enviando sefiales a los centros

medulares de control.

[1.1.1.1 Organizacion de la médula espinal

La sustancia gris medular es una zona integradora de los reflejos medulares.
Casi todas las sefales sensitivas penetran en la médula a través de las raices
sensitivas. Después de ingresar en la médula, cada sefial sensitiva sigue dos
destinos separados. En primer lugar, una rama del nervio sensitivo termina de
inmediato en la sustancia gris de la médula y desencadena reflejos segmentarios
locales y otros efectos de caracter local. En segundo lugar, otra rama transmite las
sefales a niveles mas altos del sistema nervioso a zonas mas altas de la misma

médula, el tronco encefalico, o incluso la corteza cerebral.

La sustancia gris de cada segmento de la médula espinal tiene varios
millones de neuronas. Aparte de las neuronas sensitivas de relevo, estas neuronas

son de dos tipos:

a) Motoneuronas

En cada segmento de las astas anteriores de la sustancia gris medular
existen varios miles de neuronas denominadas motoneuronas. Dan lugar a las
fibras nerviosas que salen de la médula por las raices anteriores e inervan las

fibras musculares esqueléticas (Figura 1).

b) Interneuronas:

Las interneuronas estan presentes en todas las zonas también de la
sustancia gris medular (en las astas posteriores, las astas anteriores y las areas
intermedias entre ambas). Estas células son pequefias, muy excitables y llegan a
conducir hasta 1500 impulsos por segundo. Tienen muchas interconexiones entre

si, y muchas de ellas inervan directamente las motoneuronas. Las interconexiones



entre las interneuronas y las motoneuronas justifican la mayor parte de las

funciones integradoras de la médula espinal (Figura 1).

Mas de la mitad de las fibras nerviosas que ascienden y descienden por la
médula espinal son fibras propioespinales que discurren de un segmento de la
médula a otro. Ademas, cuando las fibras sensitivas entran en la médula desde las
raices medulares posteriores, se bifurcan y ramifican tanto hacia arriba como hacia
abajo por la médula espinal; algunas de las ramas transmiten sefiales sélo a uno o
dos segmentos, mientras que otras transmiten sefiales a muchos segmentos
(Guyton y Hall, 2001).

Nervio raquideo

Raiz
posterior

Asta posterior

Ganglio de la

raiz dorsal Somatico

- Nucleo
Neurona sensorial sensorial
Neurona visceral
Motoneurona
autonomica
Motoneurona
somatica

Visceral

Nucleo

Autondémica r
‘ motor

Somatica

Raiz Anterior |

Asta anterior

Figura 1. Organizacion de la medula espinal (Adaptado de McKinley y O'Loughlin,
2006).

[1.1.1.2 Ganglios de la raiz dorsal (GRD)

Los ganglios de la raiz dorsal (GRD) también llamados ganglios espinales o
sensitivos, son protuberancias ubicadas en la raiz dorsal de la médula espinal, en
especifico en los agujeros intervertebrales de la columna (Figura 1). Se distribuyen

en cervicales, toracicos, lumbares, sacros y coccigeos.



Histolégicamente las poblaciones celulares mas comunes en el ganglio son
las neuronas, los fibroblastos, las células satélites y las células de Schwann. Estas
dos ultimas estan muy relacionadas ya que las células satélite bajo ciertas
condiciones pueden adquirir la morfologia y desempenfar las funciones de las
células de Schwann. Las células satélite envuelven cada neurona sensitiva del
ganglio. Por otro lado, las células de Schwann que son la glia del sistema nervioso
periférico (SNP), se encuentran asociadas a los axones, envolviendo a varios con
su citoplasma o rodeando un solo axén, formando una vaina de mielina
caracteristica. La funcion de las células gliales es principalmente de proteccién y
soporte metabdlico neural y axonal. Los fibroblastos, por otro lado, son los
productores de la matriz extracelular presente en el tejido conjuntivo del ganglio.
Por su parte, las neuronas presentes en los ganglios son exclusivamente de tipo
aferente sensitivo que evolucionan a partir de neuroblastos bipolares provenientes
de la cresta neural. Las fibras de las neuronas, luego de su nacimiento se dividen
en dos ramas divergentes, una medial o central y otra lateral o periférica. Las
ramas mediales forman la raiz dorsal, la cual penetra en la médula a través del
surco lateral dorsal y se establecen conexion con neuronas presentes en el asta
dorsal o posterior. Por su parte las ramificaciones de cada ganglio se unen a la raiz
ventral medular formando el nervio raquideo o mixto (Figura 1), y luego se dirigen a
la periferia para terminar en los distintos receptores sensitivos ya sean cutaneos
musculares, articulares o viscerales. Estos receptores pueden ser terminaciones
libres o estar encapsulados por células especializadas, cuya funcién es captar y
convertir los estimulos del medio en impulsos nerviosos aferentes (Martinez y col.,
2000).

11.1.1.2.1 Formacion y elongacién axonal.

El inicio de la funcionalidad neuronal comienza por la formacién de un axén y
la generacion de dos dominios funcionales, axonal y somatodendritico. En estos
dominios se forman subdominios especializados en la recepcion de sefiales y la

propagacion de los impulsos nerviosos (Ramoén y Cajal, 1897).
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Tras la ultima division, la neurona postmitética presenta una forma
redondeada. En las fases mas tempranas, en cultivo, genera un lamelipodio de
actina polimerizada a su alrededor (estadio 1). El primer paso en la ruptura de esta
simetria es la concentracion, en uno o varios puntos, de receptores de factores y
proteinas que regulan la polimerizacién de actina. Se ha descrito que la deteccién
de una sefal positiva de crecimiento, a través de receptores de membrana,
transforma RhoA-GTP a su forma inactiva, RhoA-GDP. Esta inactivacion rompe el
complejo de RhoA-ROCK-Profilina e induce la despolimerizacion de actina en este
punto concreto. Otra proteina asociada a actina que participa en la
despolimerizacion de la actina es la cofilina (Silva y col., 2003). Esta ruptura de la
barrera de actina es utilizada entonces por los microtubulos para crecer y generar
las neuritas (estadio 2). La regulacion del citoesqueleto de actina durante el
crecimiento neuritico y axonal es aun poco conocida. Ademas de la regulacion de la
dinamica de ensamblaje de los filamentos de actina, su nucleacion también juega
un papel importante en los mecanismos de crecimiento y motilidad neuronal (Silva y
Dotti, 2002). La adquisicion de la polaridad neuronal comienza con la formacion de
un axon a partir de una de las neuritas generadas (estadio 3). El crecimiento del
axén a un mayor ritmo que el resto de neuritas requiere la concentracion de
mecanismos de regulacion del citoesqueleto de actina y microtubulos, asi como de
mecanismos de transporte especificos del axon. Se ha descrito que el punto de
crecimiento del axén depende de la posicion del centrosoma tras la ultima division
(Anda y col.,, 2005), lo que supondria un apoyo a la organizacion de los
microtubulos, su crecimiento y el transporte de proteinas axonales. Sin embargo, el
estudio del crecimiento del axén en el modelo de cultivo de neuronas de hipocampo
no muestra una relacion entre la posicién del centrosoma y el punto de crecimiento
del axén. Recientemente, un trabajo sugiere que el axén se forma a partir de una

de las dos primeras neuritas generadas (Anda y Dotti, 2008).

El segmento inicial del axén (AIS) fue identificado en los afios 60 como una
estructura que se diferenciaba estructuralmente del resto del axén y del dominio

somatodendritico. Sus principales caracteristicas son: a) una capa densa granular e
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intracelular, b) la presencia de algunos grupos de ribosomas, y c) la presencia de
fasciculos de microtubulos (Palay y col., 1968). Esta estructura es la responsable
de la generacion del potencial de accidn y actua también como una barrera de

difusion que controla el trafico de proteinas hacia el axon.

El axén, una vez formado, debe elongarse y alcanzar dianas especificas
para generar contactos sinapticos con otras neuronas o células especializadas en
diferentes tejidos. Esta elongacion esta regulada por sefiales externas positivas y
negativas que regulan el crecimiento y guian al axén hacia su diana. Diversos
estudios han mostrado que la ramificacion axonal esta ligada al comportamiento del
cono de crecimiento. Este cuenta con receptores de sefiales que estan acoplados a
mecanismos de regulacion del citoesqueleto de actina y microtubulos, tales como
receptores a moléculas guia (p.e DDC, receptor de netrina, neuropilina, receptor de
Sema 3A) o receptores a componentes de matriz extracelular (p.e.integrinas) (Kalil
y col., 2000; Dent y col., 2003). Estos factores pueden regular de manera indirecta
la dinamica de los filamentos de actina o microtubulos en zonas especificas del
cono de crecimiento, permitiendo su giro hacia una u otra direccién o incluso el
colapso del cono de crecimiento. La neurona, a través del conjunto de receptores y
sensores en su cono de crecimiento, realiza exploraciones y crece en la direccion
permitida o colapsa ese cono de crecimiento si el ambiente no permite el
crecimiento, impidiendo de esta forma la generacion de ramificaciones axonales
(Antonini y Stryker, 1993; Yu y col., 2008).

11.1.1.2.2 Conos de crecimiento

Para que el sistema nervioso sea funcional, las neuronas extienden sus
axones, a menudo, a largas distancias, hasta alcanzar sus dianas. En este proceso
se ven implicadas sefiales moleculares especificas que guian los axones hacia sus

objetivos y estas sefales, son reconocidas por el cono de crecimiento.

En funcion de las senales, el cono de crecimiento elabora una respuesta
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dentro de un determinado contexto celular, es decir, el ambiente que rodea las
células proporciona un juego complejo de oOrdenes para el axdn en vias de

crecimiento.

Los conos de crecimiento tienen tres regiones principales. El nucleo central
que es rico en microtubulos, mitocondrias y otros organelos. Del cuerpo proliferan
largas y delgadas extensiones conocidas como filopodios. Entre los filopodios estan
los lamelipodios, que son también moviles y dan al cono de crecimiento su

caracteristico aspecto erizado (Figura 2) (Dickson, 2002).
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Figura 2. Esquema de cono de crecimiento (Adaptado de Avila y col., 2007).

La capacidad sensitiva del cono de crecimiento depende en gran parte de
sus filopodios. Estas estructuras en forma de cilindro, ricas en actina son muy

moviles. Sus membranas poseen receptores para las moléculas que sirven como
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senales de direccion para el axén. La longitud de los filopodios les permite tantear
el terreno mucho antes que el nucleo central, sus rapidos movimientos les permite
hacer un inventario detallado del ambiente y su flexibilidad les permite navegar a
través de células y de otros obstaculos. Cuando los receptores de los filopodios
encuentran sefales en el medio ambiente, el cono es estimulado para avanzar,
retraerse o girar. Para la guia de filopodios es particularmente importante el
acoplamiento entre las capacidades sensitiva y motora del cono de crecimiento. Es
decir, que los receptores en los filopodios no intervengan simplemente en la
adherencia sino mas bien sean receptores y transmisores de sefiales acoplados a
numerosas vias de segundos mensajeros. Los segundos mensajeros afectan a su
vez a la organizacion del citoesqueleto, y regulan de esa manera la direccion y la

velocidad a la que se mueve el cono de crecimiento (Dickson, 2002).

Varios motores moleculares que interactian con actina, miosina y
componentes de la membrana impulsan estas reacciones y la contribucion de cada
motor molecular al avance del cono de crecimiento probablemente varia de una
situacion a otra. El paso final implica el flujo de microtubulos desde el nucleo central
a la protusion recientemente creada, de forma que el cono de crecimiento se
mueve hacia delante y deja atras un nuevo fragmento axonico. En el nuevo cono de
crecimiento se forman otra vez lamelipodios vy filopodios, y el proceso comienza de
nuevo (Dent y Gertler, 2003).

Diversas moléculas actuan como sefales en la guia del axon. Las integrinas
de los conos de crecimiento interactuan en la matriz extracelular. Estas moléculas
intervienen en la adherencia y también favorecen el crecimiento del axén. Existen
también receptores a moléculas quimiotropicas que sefalizan para permitir el

avance o retroceso del cono de crecimiento (Dickson, 2002)

11.1.1.2.3 Efecto de las moléculas quimiotrépicas sobre la proyecciéon axonal.

El efecto de las moléculas quimiotrépicas se da a través de la formacion de
11



gradientes de concentracion y de acuerdo a su capacidad de difusion se pueden
considerar como de corto o largo alcance. Las proteinas quimiotrépicas de corto
alcance pueden estar ancladas a la membrana de otras células o a componentes
de la matriz extracelular, las proteinas de largo alcance son secretadas al medio

extracelular y pueden difundir grandes distancias (Song y Poo, 2001).

colapso
del cono

de crecimiento
repulsion por contacto

(detasciculacion)

repulsion

Figura 3. Mecanismos de accion de moléculas quimiotropicas. Los factores guia
influyen en la navegacion axonal aportando estimulos de dos naturalezas distintas:
positivos o atrayentes (representados en verde), y negativos o repelentes
(representados en rojo) (Guijarro, 2006).

Se pueden diferenciar tres efectos distintos en la accion de las proteinas

quimiotropicas en axones y neuronas, como se observa en la Figura 3:
a) Atraccion o repulsion de corto alcance o de contacto, que permite, por

ejemplo, la fasciculacion axonal formando haces de fibras nerviosas, y la

defasciculacion selectiva de dichos haces en puntos concretos.
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b) Atraccion o repulsion de largo alcance, que permite dirigir al axén o

neurona hacia la regidén diana o evitar la invasion de regiones inapropiadas.

c) Estimulacion del crecimiento axonal o colapso del cono de crecimiento,
acciones que generan el avance o la detencién del cono de crecimiento sin implicar

direccionalidad (Song y Poo, 1999; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996).

11.1.1.2.4 Comportamiento neuronal ante moléculas quimiotrépicas

Se ha descrito una secuencia de eventos que ocurren en el cono de
crecimiento axonal tras el encuentro con moléculas quimiotropicas distribuidas en

gradiente de concentracion:

a) Deteccion del gradiente de las moléculas quimiotropicas, mediante la
ocupacion desigual de su receptor especifico en la superficie del cono de
crecimiento, que se traduce primero en un deébil gradiente de activacion del
receptor, y luego en el agrupamiento de varias moléculas de receptor y/o de sus

efectores citosolicos, iniciandose asi una o varias vias de senalizacion intracelular.

b) Amplificacién de la sefial inicial. EI agrupamiento inicial de receptores y/o
efectores especificamente en una zona del cono de crecimiento desencadena el
reclutamiento y concentracion en esa misma zona de mas intermediarios de la
cascada de sefalizacion, y la consiguiente ausencia de dichos intermediarios en el
resto del cono; finalmente, la amplificaciéon de la sefal intracelular termina en la
concentracion y ensamblaje de moléculas de actina en un lado del cono de
crecimiento segun una orientacion determinada, por donde se forman nuevas
prolongaciones membranosas (filopodios, lamelipodios) que lideran la extensién del

axon en la nueva direccion.

c) Adaptacion al gradiente de moléculas quimiotropicas. Una vez detectadas

las moléculas quimiotropicas, y tras la respuesta inicial (atraccion/repulsion), el
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cono de crecimiento reajusta su sensibilidad hacia las moléculas quimiotrépicas, un
mecanismo llamado adaptacion, que consiste en un ciclo de desensibilizacion y
posterior resensibilizacion del cono de crecimiento hacia las distintas
concentraciones del gradiente de moléculas quimiotrépicas. Tras cada ciclo de
adaptacion, el axén avanza ascendiendo (atraccion) o descendiendo (repulsién) el

gradiente de las moléculas quimiotrépicas (Song y Poo, 2001) (Figura 4).

Integrinas

Extension de
lamalanndin

Desestabilizacion
de microtbulos

Figura 4. Comportamiento del cono de crecimiento ante la presencia de moléculas
quimiotropicas. En el extremo inferior de la imagen, el cono de crecimiento se
encuentra en contacto con semaforinas presentes en células vecinas (como
SemadD en oligodendrocitos) o solubles (como Sema3A), se inician las vias de
senalizacion mediadas por plexinas y/o neuropilinas, que en Uultima instancia
producen la inhibicién del crecimiento axonal. Al mismo tiempo, en el lado opuesto
del cono de crecimiento (donde no hay semaforina), se produce un aumento de la
union a la matriz extracelular mediada por integrinas que facilita el crecimiento.
Existe por lo tanto un crecimiento desigual en ambos lados del cono axonal, que
causa un cambio de direccién en contra de la fuente de semaforinas (Adaptado de
Kruger y col., 2005).
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I1.2 Semaforinas

Las semaforinas son moléculas quimiotrépicas que se definen por la
presencia de un dominio amino-terminal denominado “sema”, altamente
conservado y clave para la sefalizacion. ElI dominio sema equivale
estructuralmente a una variante del pliegue tipo hélice-3, un tipo de topologia
proteica muy comun tanto en proteinas extracelulares como citosolicas, y junto con
el dominio CDR (Dominio rico en cisteina) constituyen el dominio de
aproximadamente 500 aminoacidos que contienen cisteinas conservada y una
secuencia rica en cisteinas denominada Met Related (MRS) que es la que confiere
la especificidad biolégica (Artigiani y col., 1999; Raper, 2000). Ademas del dominio
sema existen otros como el PSI (plexina semaforina e integrina), el dominio carboxi-
terminal que contiene aminoacidos basicos con un dominio de inmunoglobulina
adyacente que ayuda a reafirmar la unién de la clase lll de semaforinas a sus
receptores (Kruger y col., 2005; Raper, 2000), (Figura 5).

Semaforinas

Sema

@ Cisteina
E] Inmunoglobulina

. Trombospondina

E: Quinasa
Plexina
)

Met basico

GPI

1
2
3
4
5
6
7
V

Extracelular Intracelular

Figura 5. Estructura de las ocho clases de semaforinas (Adaptado de Gheradi y
col., 2004).

11.2.1 Clasificacion de las semaforinas
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Las semaforinas han sido clasificadas segun sus dominios adicionales en
ocho clases (Raper, 2000), todas ellas de origen animal excepto la clase V,
formada por proteinas virales. Las semaforinas de clase Il y Il son solubles,
mientras que el resto contienen semaforinas ancladas a la membrana plasmatica;
entre ellas, las clases I, IV, V y VI las componen proteinas transmembranales de
tipo | (con su extremo N-terminal en el medio extracelular, y su extremo C-terminal
en el citosol), y las semaforinas de clase VIl presentan un dominio GPI de union a
membrana. Las clases | y || de semaforinas son de origen invertebrado y las clases
I, 1Iv, V, VI'y VIl son de origen vertebrado (Gheradi y col., 2004; Kolodkin y col.,
1993), (Figura 5).

11.2.1.1 Semaforina 3A

Fue el miembro de la clase lll el que inauguro la familia de las semaforinas,
en el afno 1993 se purificd y clond una glucoproteina de 100 kDa con capacidad de
colapsar el cono de crecimiento axonal in vitro de los GRD, por lo que fue bautizada
como Colapsina y posteriormente renombrada semaforina 3A. La estructura de
Sema 3A, comun a todos los miembros de la clase lll, consiste en el dominio sema
mas el dominio PSI en su extremo N-terminal, seguidos por un dominio lg y una
region basica en el extremo C-terminal. El dominio sema es necesario y ademas
suficiente para producir colapso axonal, y una secuencia de 70 amino acidos dentro

del dominio especifica la actividad propia de cada semaforina.

Sema 3A contiene ademas tres secuencias consenso para furin-proteasas,
cuya acciéon permite activar la proteina (ya que su versidon completa es inactiva)
dando lugar a varios péptidos con distinta capacidad de repulsién: la forma de 95
kDa generada por hidrélisis en el punto C-terminal es la mas activa, y su posterior
digestion en el punto entre los dominios sema y PSI| reduce su actividad
considerablemente. Tanto Sema 3A como la semaforina transmembranal sema 4B
forman homodimeros, y en el caso de Sema 3A la dimerizacién resulta

imprescindible para su funcién, ya que parece ser necesaria para hidrolizar la
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proteina completa y obtener asi la forma mas activa de 95kDa. Es importante
senalar que en embriones de rata, Sema 3A puede actuar como un quimiorepelente
para neuronas GRD dependientes de NGF, pero dicho efecto sélo tiene resultado
en embriones de estadio 14 (E-14). Esto se debe a que el E-14 la médula espinal
ventral segrega una actividad quimiorepelente selectiva para las neuronas
responsivas a NGF. Esto se correlaciona bien con el patréon de expresion de Sema
3A en el corddn ventral durante el tiempo de la inervacién sensorial aferente, etapa

en la que las proyecciones estan llegando a su blanco (Kolodkin y col., 1997).

A partir de datos in vitro se ha demostrado la accién quimiotropica de las
semaforinas secretables sobre distintas clases de axones, y en particular la funcion
de Sema 3A en colapso o repulsion axonal en los sistemas periférico, sensorial y
motor, asi como en el sistema nervioso central: Sema 3A repele axones olfativos,
corticales e hipocampales. In vitro, las semaforinas de clase Ill también pueden ser
factores quimioatractivos: Sema 3C sobre axones corticales, sema 3B sobre
axones de bulbo olfativo, y sema 3D sobre axones telencefalicos que forman la
comisura anterior (Fiore y Puschel, 2003; Wolman y col., 2004). Sema 3A también
puede regular el desarrollo dendritico; ensayos in vitro demuestran que Sema 3A
actua en neuronas corticales atrayendo sus dendritas hacia la superficie pial, y al
mismo tiempo repele los axones de esas mismas neuronas, empujandolas hacia la
sustancia blanca. La presencia predominantemente dendritica de la enzima guanilil-
ciclasa (cuya actividad de produccion de cGMP puede cambiar la respuesta axonal
ante Sema 3A de repulsion a atraccién) podria ser responsable de la dualidad
funcional de Sema 3A sobre neuronas corticales (Song y col., 1998; Polleux y col.,
2000).

[1.2.2 Receptores a semaforina

Se han identificado los receptores de alta afinidad de las semaforinas. Entre
ellos estan las plexinas, que son una gran familia de moléculas transmembranales

que se conservan de invertebrados a humanos, y las neuropilinas (Npn 1 y Npn 2)
17



que se encuentran solamente en vertebrados. Las semaforinas se unen
directamente a las plexinas, mientras que las semaforinas secretadas también
requieren neuropilinas como correceptores obligatorios (Figura 6). Varias
evidencias indican que el dominio citoplasmico de las plexinas es requerido en la
sefalizacion por semaforinas, mientras que el lado citosélico de las neuropilinas es

prescindible (Tamagnone y Comoglio, 2004).

TM-SEMAs
!

M
u / fh” Scatter Factors (SFs)

i -‘l}’
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r  SFRsle.g. Met)

Figura 6. Complejos receptores para la familia de las Semaforinas. Las Plexinas
unen a Semaforinas (SEMAs) y pueden formar complejos receptores con
Neuropilinas (NP1/2), moléculas de adhesion celular como L1 (L1-CAM), receptores
tirosina-quinasa como Otk, receptores Met y Ron (que forman parte de la familia de
los receptores para proteinas “Scatter” (SFR)), y receptores de VEGF (VEGFR).
Neuropilinas son co-receptores de semaforinas secretables y VEGF. Integrina S 1
participa en la sefial de Sema7A. CD72 es un receptor de baja afinidad de
Sema4D. GPI: molécula glucosil-fosfatidilinositol. TM: transmembrana (Adaptado de
Tamagnone y Comoglio, 2004).

Sin embargo recientemente se ha comenzado a describir la interaccién de
neuropilina con proteinas de adhesion célula-célula como L1-CAM, o de adhesién
al sustrato tales como integrinas, o proteinas de adhesiones focales (Castellani y
col., 2002; Valdembri y col., 2009; Tamagnone y Comoglio, 2004), lo que sugiere
que su papel en la regulacién de la respuesta a semaforinas podria estar ligada a la

regulacion de la adhesion al sustrato.

11.2.3 Senalizacion intracelular inducida por semaforinas
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El cono de crecimiento se desensibiliza ante Sema 3A mediante la
endocitosis de su receptor neuropilina-1 (Npn1), que recupera su presencia en la
membrana plasmatica durante la resensibilizacion mediante trafico endosomal y
sintesis proteica. La respuesta repulsiva del axén inducida por Sema 3A depende
de sintesis de proteinas a nivel local (de forma independiente del soma), pero no de
su degradacion (Campbell y Holt, 2001). Aunque no se conoce del todo la via de
sefalizacion inducida por semaforinas, recientemente se ha comenzado a describir
una serie de proteinas involucradas tales como algunas GTPAsas de la familia de
las proteinas G pequefas, algunas cinasas, e incluso reacciones redox a través de
la proteina MICAL.

Algunas de las GTPasas implicadas pertenecen a la familia de las GTPasas
Rho: Rac1, RhoA, y Rnd1. Se ha reportado que Sema 3A activa a Rac1, a través
FARP2 un factor intercambiador de guanina (GEF por sus siglas en ingles) que
cataliza el cambio de GDP por GTP, y que se encuentra unido a Npn1. La forma
activa de Rac1 (ligada a GTP) une la zona intermedia entre los dominios
intracelulares C1 y C2 de PlexA1, e induce la union de Rnd1. Rnd1 induce la
actividad de GTPasas de R-Ras de PlexA1 al estimular la hidroélisis de GTP a GDP,
e induciendo a su vez la desactivacion de R-Ras (Toyofuku y col., 2005). R-Ras, un
miembro de la familia Ras de GTPasas pequefas, juega un papel esencial en los
procesos de adhesidén celular y crecimiento neuritico, y a diferencia de otros
miembros de la familia Ras de pequenas GTPasas, no sefializa mediante
Erk/MAPK, sino que regula la actividad de integrinas. R-Ras constitutivamente
activa aumenta la adhesion celular mediada por integrinas, y este efecto es
contrarrestado por una forma mutada de R-Ras que presenta dominancia negativa.
Teniendo en cuenta la actividad GAP sobre R-Ras de plexinas, la inhibicién de R-
Ras resultaria su vez la supresion de la actividad de integrinas, generando colapso

axonal y retraccién neuritica (Kruger y col., 2005; Negishi y col., 2005).

Por otra parte, la familia de las plexinas contiene en su dominio intracelular

residuos tirosina conservados entre sus distintos miembros. Varios estudios
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demuestran la participacion de las quinasas Fes/Fps, Fyn y Cdk5 en el colapso de

axones GRD inducido por Sema 3A (Tamagone y col., 1999).

Dominio I Dominio GAP g Dominio Ig ™&  Sitio de unién a PDZ B pominio

<ema

PSI

- Dominio de unién a Sitio de conversion

GTPasa

Dominio Trombospondina Dominio IPT

Figura 7. Sefializacién mediada por PlexA1 (a). Sin ligando, r-Ras activa estimula la
adhesion a la matriz extracelular a través de integrinas. La unién de semaforina a
Np1 inicia la via de sefializacién de PlexA1, cuya actividad GAP (dependiente de
Rnd1) estimula la actividad GTPasa intrinseca de r-Ras y, en consecuencia, su
inactivacion y la posterior disminucion de la adhesion a través de integrinas. La
cascada de sefializacién inducida por PlexA1 también produce la activacion de Fyn
(que a su vez activa Cdk5) y de Erk/MAPK. La senalizacion entre PlexA1, Fes y
Rac podria ser bidireccional (Adaptado de Kruger y col., 2005).

La tirosina-quinasa Fes/Fps une la region intracelular de PlexA1, y en estado
basal, Npn1 impide la interaccién entre PlexA1 y Fes; la unién de Sema 3A con su
receptor Npn1 permite a Fes unir a PlexA1 y activarse, fosforilando PlexA1 y el
complejo Cram/Crmp2 (Mitsui y col., 2002). Se ha demostrado la participacion de la
tirosina-quinasa Fyn y Sema 3A in vivo en el desarrollo dendritico de neuronas
corticales. Fyn une y fosforila la region intracelular de PlexA1 y A2, y la fosforilacidon
aumenta en presencia de Npn1; Cdk5, con actividad serina/treonina quinasa,

interacciona con PlexA2 uniéndose a Fyn activo, que a su vez fosforila y activa a
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Cdk5. Cdk5 puede fosforilar Crmp2, facilitando posiblemente la posterior
fosforilacion de Crmp2 por parte de Gsk3 (Eickholt y col., 2002; Brown y col., 2004).
Por otra parte, Gsk3, que al igual que Cdk5 tiene actividad serina/treonina quinasa,
colocaliza en su forma inactiva con F-actina en la periferia del cono de crecimiento
axonal. Sema 3A activa Gsk3, y la actividad de Gsk3 es necesaria para el colapso
axonal inducido por Sema 3A. Por lo tanto, Gsk3 puede participar en la
sefalizacion de Sema 3A, acoplandola con la reorganizacion del citoesqueleto de
actina y regulando asi la motilidad axonal. En la via de sefializacién de Sema3A, se
identifico Crmp-62, una proteina intracelular homéloga a Unc33 en C.elegans, que
resultaba esencial en el colapso de axones GRD inducido por Sema 3A. Crmp2
reconstituye la cascada de sefializacion de Sema 3A dependiente de proteinas G,
y es fosforilada por quinasas que forman parte de la senal intracelular iniciada por
semaforinas, como Fes/Fps o Cdk5. Crmp2 promueve el ensamblaje de
microtubulos, y estimula el crecimiento y la ramificacion del axén, lo que subraya la
importancia que la regulacién de proteinas Crmp por parte de semaforinas podria

tener en repulsién y colapso (Goshima y col., 1995)

Finalmente se ha reportado que MICAL, una proteina citosdlica con actividad
de flavoproteina-monooxigenasa que cataliza la oxidacion de distintos substratos,
interacciona con el extremo C-terminal de la regién intracelular de plexinas clase A.
MICAL interviene en la senalizacion de semaforinas clases 1 y 3 y la funcién
oxidativa de MICAL es imprescindible para los efectos repulsivos mediados por
dichas semaforinas (Terman y col., 2002). Las flavoproteinas monooxigenasas
pueden actuar de forma indirecta, generando un aumento local de oxigeno reactivo
en la célula, o bien directamente cambiando el estado redox de varios substratos,
como proteinas del citoesqueleto o miembros de la familia Rho de pequefias
GTPasas (Ventura y col., 2002); de hecho, se ha demostrado que la oxidacién de

actina provoca su despolimerizacion (Kolodkin y col., 1997).

[1.2.3.1 Sema 3A y el citoesqueleto de actina
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Se cree que los factores guia influyen en el movimiento del axén alterando el
citoesqueleto neuronal, lo que produce el cambio en la morfologia del cono de
crecimiento. Asi, Sema 3A estimula la despolimerizacion de actina en la periferia
del cono de crecimiento durante su colapso, sin alterar significativamente los
microtubulos (Fan y col., 1993). En el cono de crecimiento colapsado por accion de
Sema 3A, la actina se concentra en su centro, alrededor de estructuras
endosomales derivadas del aumento de la actividad endocitica (Fournier y col.,
2000). Sema 3A altera el estado de polimerizacion de actina a través de la cinasa
LIM, una quinasa serina/treonina que fosforila e inactiva a una proteina
despolimerizadora de actina llamada Cofilina. Sema 3A produce la fosforilacion y
defosforilacién de Cofilina en conos de crecimiento de axones GRD, y es necesaria
la activacion de cinasa LIM (que depende de las quinasas Pak y Rock) para que
axones GRD se colapsen ante Sema 3A. En la seial intracelular iniciada por Sema
3A, la cinasa LIM es activada y fosforila a Cofilina, liberandola de la molécula de
actina a la que estaba ligada; Cofilina fosforilada es aun inactiva, por lo que es
posible que, ademas de la cinasa LIM, participe también en la sefal de Sema 3A un
enzima con actividad fosfatasa que defosforila Cofilina y la vuelve a su estado

activo (Aizawa y col., 2001).

11.3 Matriz extracelular

La matriz extracelular esta formada por un conjunto de macromoléculas que
se localizan entre las células de un determinado tejido o en la zona externa de la
membrana plasmatica de cualquier célula (Silvera y Barrios, 2002). Estos
componentes son en general producidos por células locales, especialmente
fibroblastos, distribuidos en la matriz (Alzola, 2002), o los aporta la corriente
sanguinea. En ambos casos forman el medio donde las células sobreviven, se

multiplican y desempefan sus funciones.

Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular son de cuatro

grandes tipos: a) sistema colageno b) sistema elastico c) proteoglicanos d)
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glicoproteinas multifuncionales (laminina, fibronectina, tenascina, trombospondina y
otras). Cada una desempefa funciones de manera integrada con las demas; esto
hace que la matriz sea calificada como un verdadero complejo funcional. El sistema
de colageno y el sistema elastico constituyen la arquitectura de la matriz
extracelular (Silvera y Barrios, 2002). Las glicoproteinas actuan como moléculas de
adhesion del sustrato y son importantes en las interacciones célula-célula y célula-
matriz. Las cuales estan implicadas en el anclaje del citoesqueleto durante la
migracion y el control de la tension intracelular o extracelular. Por ejemplo; el
citoesqueleto de actina esta vinculado a través de varios adaptadores de proteinas
como vinculina, paxilina, entre otras a los receptores de la familia de las integrinas.
Las integrinas se unen a proteinas de matriz extracelular organizada en cualquiera
de las membranas basales o del tejido conectivo. Es importante destacar que si
una adhesion focal o sitio de contacto de la células con la matriz extracelular, esta
formada sobre una superficie plana (cubreobjetos por ejemplo) o dentro de una red
de proteinas de la matriz extracelular, los receptores de la integrina se limitan al
plano 2D de la membrana plasmatica, en el que se pueden difundir lateralmente
(Wehrle y Imhif, 2002).

Las magnitudes de la fuerza de traccion local que presentan las células
sobre la matriz extracelular son proporcionales al area de adhesion, los sitios de
adhesion menores a 1um? ejercen una fuerza de traccién insignificante, y los sitios
mayores a 1um? ejercen fuerzas que se incrementan linealmente con el area
(Lauffenburger y Wells, 2001). Varios estudios han sugerido que la tensidn
mecanica que se ejerce en la célula-sustrato y célula-célula en los limites de la
interfase esta implicada en la regulaciéon de una variedad de procesos fisiologicos.
Estos incluyen muchos tipos de movimientos ameboides, la dependencia de anclaje
para el control de crecimiento y la remodelacion de la matriz extracelular. Debido a
que los sitios de contacto permanecen fijos en el sustrato durante la locomocién de
la célula, las nuevas adhesiones frontales, asi como nuevos cables de conexién

deben ser continuamente producidos (Dembo y col., 1999).
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Sin embargo no sélo la composicién de la matriz extracelular determina su
funcionalidad y el tipo de interacciones con las células; la propiedades mecanicas
de la matriz tales como la rigidez también son fundamentales para regular
funciones celulares como el crecimiento y el movimiento (Sundararaghavan y col.,
2008). En investigaciones anteriores se ha observado en cultivos de fibroblastos un
comportamiento conocido como durotaxis, en el que las células preferentemente
migran hacia las regiones con mayor rigidez del sustrato (Chan y Odde, 2008), y
por otro lado las motoneuronas de la médula espinal muestran una preferencia por
un sustrato suave que por uno rigido, ya que en el sustrato suave la longitud de las

neuritas aumenta al igual que su ramificacién (Georges y col., 2006).

Los trabajos pioneros de Pelham y Wang (1997) mostraron que la flexibilidad
del sustrato modula la motilidad y la formacion de adhesiones al sustrato, de
manera que un sustrato con poca rigidez aumenta la motilidad de fibroblastos 3T3,
reduce el tamafio de las adhesiones y aumenta su recambio, mientras que en un
sustrato rigido las células forman adhesiones estables. Por otra parte se ha descrito
que en sustratos blandos los fibroblastos carecen de fibras de estrés (filamentos de
actina polimerizada que proporcionan la tension celular interna), y la expresién de
la integrina alfa 5 se ve disminuida (Yeung y col., 2005). Por otra parte, se ha visto
que la flexibilidad del sustrato modula la senalizacion intracelular, de manera que la
fosforilacién en tirosinas de multiples proteinas, por ejemplo paxilina una proteina
que forma parte del complejo de adhesion celular, es mucho mayor en sustratos
rigidos (Discher y col., 2005).

Como se puede apreciar los eventos que llevan a la respuesta de atraccion o
repulsion ejercido por las semaforinas son sumamente complejos, implican una
gran cantidad de proteinas que forman parte de la via de transduccion de sefiales y
finalmente converge en la regulacion del citoesqueleto y de la adhesion al sustrato.
Por otra parte son numerosas la evidencias que apuntan al papel que tiene las
propiedades mecanicas del sustrato en el que se encuentran las células para

determinar su adhesion, rearreglo del citoesqueleto y finalmente su motilidad. Sin
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embargo hasta a fecha no se ha reportado de qué manera una de las propiedades
del sustrato como la rigidez podria influir en la respuesta a Sema 3A, respuesta en
la que también esta implicada la regulacion del citoesqueleto y de la adhesién al

sustrato.
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ll. HIPOTESIS
La rigidez del sustrato modula el efecto de colapso por la semaforina 3A

recombinante en conos de crecimiento de neuronas obtenidas de ganglios de la

raiz dorsal de embriones de ratas Wistar de E-14.5.
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IV. OBJETIVOS

IV.l General

Evaluar el efecto de la rigidez del sustrato sobre el colapso de conos de
crecimiento de neuronas obtenidas de ganglios de la raiz dorsal de embriones de

ratas Wistar de 14 dias, expuestas a semaforina 3A recombinante.

IV. Il Especificos

1) Estandarizar el método de colapso de conos de crecimiento de neuronas
de ganglios de la raiz dorsal (GRD) expuestas a semaforina 3A y
cultivadas sobre cubreobjetos recubiertos con matriz extracelular.

2) Evaluar el crecimiento axonal de neuronas de GRD sobre sustratos con
diferentes grados de rigidez

3) Evaluar el efecto de Sema 3A en el colapso de conos de crecimiento de

neuronas de GRD sobre sustratos con diferentes grados de rigidez.
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V. METODOLOGIA

V.l Materiales

% Quimicos
Hidréxido de sodio
3-Aminopropiltrietoxisilano (APTES)
Agua destilada
Agua tridestilada
Glutaraldehido
PBS
HEPES
TEMED
Persulfato de amonio (APS)
Bis-acrilamida
Acrilamida
Sulfo-SANPAH
DMEM
10XMEM
DMEM F12
Opti-MEM
Glutamina
Penicilina
Estreptomicina
Tritéon X-100
Glucosa
Etanol
Tripsina
Tripsina-EDTA
Paraformaldehido

Cloruro de sodio



X/
**

Cloruro de potasio
Cloruro de calcio dihidratado

Glicerol

Bioldgicos

NGF

Colagena tipo |

Faloidina-TRITC (039K0691, Sigma-Aldrich)
Suero fetal bovino

Suero de caballo

Embriones de Ratas Wistar de 14 dias

Linea celular de fibroblastos NIH-3T3

Sema 3A-Fc (1250-S3, R&D Systems)
Anticuerpo anti-B-tubulina (MMS-411R, Covance)
Anticuerpor anti-vimentina policlonal (V4630, Sigma-Aldrich)
Anticuerpo anti IgG de ratdn alexa 488

Anticuerpo anti IgG de cabra alexa 488

Material y Equipo
Cubreobjetos de 22X22mm
Cubreobjetos redondos de 18mm de diametro
Caja de silicon

Micro agujas

Cajas para cultivo de 10cm
Pipetas de plastico

Pipetas pasteur

Matraz kitazato

Micropipetas

Pinzas de relojero inoxidables
Caja para cultivo de 12 pozos

Tubos Falcon de 15mL
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Tubos Falcon de 50mL

Tubos eppendorf

Papel aluminio

Cronémetro

Estuche de disecciéon

Camara de neubauer

Bafio maria

Mechero

Bolsas amarillas para residuos biolégicos infecciosos
Centrifuga

Incubadora de CO»

Campana de flujo laminar

Balanza analitica

Microscopio Confocal

Microscopio de Fluorescencia
Microscopio de Fluorescencia invertido
Microscopio Estereoscopico

Refrigerador a 4°C

V.1l Métodos

Se elaboraron geles de acrilamida-bispoliacrilamida con 4 diferentes grados
de rigidez, los cuales se recubrieron con Poli-L- ornithina y colagena tipo I. En ellos
se sembraron neuronas disgregadas de ganglios de la raiz dorsal, se evaluo el
efecto en los conos de crecimiento ante la presencia de Sema 3A recombinante
(Sema 3A-Fc) y se comparod el promedio de las longitudes de los axones y el area

de los conos de crecimiento con la prueba estadistica t de student.

V.II.1 Preparacién de cubreobjetos con geles de diferente rigidez

V.11.1.1 Pre-Tratamiento de cubreobjetos
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Se tomd un cubreobjetos de 18 mm de diametro y se paso por la flama de un
mechero durante 15 segundos, enseguida se le adicion6 20 yL de NaOH 0.1N y se
dejoé secar, cuando esto sucedio se le anadié 20 yL de APTES y se dejé reposar
por 5 minutos, posteriormente se lavé dos veces con agua destilada durante 5
minutos cada lavado. El cubreobjetos se puso a secar y posteriormente se le
adicion6 300 pL de glutaraldehido al 0.5% en PBS, se incubd por 30 minutos, se

lavé tres veces con agua destilada, cada lavado de 2 minutos, y se dejo secar.

V.11.1.2 Adicion del gel de poliacrilamida al cubreobjetos

Se elaboraron cuatro mezclas de acrilamida-bisacrilamida para la obtencion

de geles con diferentes grados de rigidez (Cuadro1).

Cuadro 1. Cantidad necesaria de los reactivos para la elaboracion de geles de
acrilamida-bisacrilamida con diferente rigidez. Un pascal (Pa) es una unidad
derivada Sl de presion o tension, que se define como un newton por metro
cuadrado (Chang y col., 2002).

Rigidez 0.15kPa 0.32 kPa 3.43 kPa 40.4 kPa
Acrilamida 75 uL 100 pL 100 L 200 pL
Bisacrilamida 20 pL 20 pL 100 pL 320 L
Agua destilada 905 L 880 uL 800 pL 480 uL
APS 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
TEMED 1 uL 1 L 1L 1L

Se prepar6 la mezcla de acrilamida-bisacrilamida, ésta se desgasificd por 10
minutos, después se anadieron las cantidades sefialadas de agua, APS y TEMED.
De esta mezcla se tomaron 25 yL y se adicionaron a un cubreobjetos con el pre-
tratamiento, y sobre la solucidon se colocd un cubreobjetos de 22X22 mm, se dejo

reposar por 30 minutos. y posteriormente se removié el cubreobjetos superior. El
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cubreobjetos inferior que tenia la mezcla ya gelificada se colocé en una caja de

cultivo de 12 pozos y se lavé con HEPES 50 mM por 5 minutos.

V.11.1.3. Activacién de la superficie de poliacrilamida y conjugacién con colagena

A la superficie de cada cubreobjetos se le anadié 350 uL de una solucién de
Sulfo-SANPAH 1 mM/ 50 Mm HEPES y se expuso a la luz ultravioleta utilizando
una lampara de luz UV (22 watts) por 8 minutos, al término de este tiempo se
repitid el paso anterior con nueva soluciéon de sulfo-SANPAH 1 mM/ 50 Mm HEPES.
Después se lavo dos veces, cada lavado de 5 minutos y se le afiadié 500 uL de una
solucion de PLO (0.1 mg/mL) y se dej6é incubando por una noche a 37°C; se
lavaron los cubreobjetos con PBS 1X 2 veces, 5 minutos cada lavado
posteriormente se afadidé nuevamente PBS 1X y se expuso a luz UV durante 15
minutos, se retiré el PBS 1X, se adicion6 500 uyL de PBS1X a cada pozo y se
incubo por 45 minutos. a 37°C, posteriormente se adicion6 colagena (0.20 mg/mL)
(Ver anexo X1) y se incubo por una 1h, al término de esto se les adicion 350 L de

medio de cultivo GRD y se incub6 nuevamente a 37°C por 1 h.

V.11.2 Obtencién de Ganglios de la raiz dorsal

Se obtuvieron embriones de rata Wistar con un tapén vaginal de 14 dias, los
cuales se colocaron en una solucién Ringer (Ver anexo X.1) y se mantuvieron en
hielo. Se colocé un embribn en una caja con silicon bajo un microscopio
estereoscopico, se le retird la cabeza y se le colocé en posicién semidorsal, se
abrié con microtijeras por la zona dorsal hasta que se observé claramente la
cadena de ganglios, se cortd la union entre los ganglios dorsales y los ventrales, se
tomd cada ganglio dorsal con pinzas de relojero y se colocaron en un tubo Falcon
con solucion Ringer. Este procedimiento se repitid para la obtencion de ganglios de

cada uno de los embriones.

V.I1.3 Disgregacion de ganglios de la raiz dorsal
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Los ganglios que se obtuvieron se centrifugaron a 1000 rpm x 3 minutos, se
retird la solucién Ringer y se agregd una mezcla de tripsina-EDTA 0.25 mg/mL
(2mL por aproximadamente 160 ganglios) previamente calentada a 37°C. Se
incubé a 37°C por 50 minutos, se agregd 5 mL de medio de cultivo GRD y se
resuspendid una vez con una pipeta. Se centrifugd a 1000 rom x 3 minutos, se
retird el sobrenadante y se afadié medio de cultivo GRD, se resuspendié una vez
con pipeta y tres veces con pipeta Pasteur y posterior a esto se centrifugo
nuevamente a 1000 rpm x 3 minutos. Se retird el sobrenadante, se afiadieron los 3
mL necesarios para resuspender el boton de células y se adicion6 NGF (100
ng/mL). Estas neuronas disgregadas se cultivaron en los cubreobjetos con geles
obtenidos en la metodologia V.Il.1.3, se sembraron a una densidad de 1.5 galglios

por cubreobjetos y se incubaron por 24 h a 37°C, 5% COa.
V.11.4 Ensayo de colapso

Después de 24 h de incubacion, se cambid el medio de cultivo por medio de
cultivo GRD (Ver anexo X.2) fresco con 5 ng/mL de NGF y se incubd por 40
minutos. Al término de este tiempo se anadié sema 3A-Fc al medio de cultivo para
una concentracion final de 500 ng/mL. Como control negativo se mantuvieron los
cultivos en el medio con NGF. El colapso de los conos de crecimiento se analizd
con un microscopio invertido con contraste de fases y se obtuvieron micrografias a

los tiempos post adicion de Sema 3A-Fc: 07, 157, 30" y 45",
V.I1.5 Cultivo de la Linea celular 3T3

Fibroblastos de la linea celular NIH-3T3 se sembraron en caja de cultivo de
10 cm en medio de cultivo para fibroblastos (Ver anexo X.2), a una densidad de

0.5x10° células y se incubaron a 37°C, 5% CO, por 3 dias.

Al tercer dia se retir6 el medio de cultivo, se lavé la caja con PBS 1X , se

anadio tripsina-EDTA (0.25mg/ml), y se incubd 37°C por 5 minutos; al término de
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este tiempo se observd en el microscopio invertido para verificar que todas las
células se hubieran despegado de la caja de cultivo. Se les adiciond medio de
cultivo y se lavo la caja tres veces, el medio con las células se coloco en un tubo
Falcon, se tomd una alicuota de las células para contarlas en la camara de
Neubauer y el tubo Falcon se centrifugé a 1000 rpm X 5 minutos. Al término de este
tiempo se retird el sobrenadante y se resuspendié el boton de células con la
cantidad requerida de medio de cultivo para sembrar 5,000 células en cada
cubreobjetos con geles de distinta rigidez, previamente elaborados como se

mencionod en el apartado V.I1.1.3.

V.11.6 Inmunotinciéon

A los cultivos de GRD en los cubreobjetos se les adicion6 PFA al 7% en una
proporcion 1:1 con el medio de cultivo en el que se encontraban, se incubo6 por 10
minutos a 37°C, posteriormente se retir6 el PFA y se afadié PFA al 3.5% por 10
minutos mas a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada
uno y se procedio a realizar la imunotincion. Los cultivos se incubaron con anti- -
Tubulina diluido 1:100 en suero de cabra1% / Triton X-100 0.1% / PBS1X, o anti-
Vimentina diluido 1:50 en Suero de caballo1% / Triton X-100 0.1% / PBS1X vy se
incubd durante toda una noche a 4°C, al término de este tiempo se realizaron 4
lavados de 5 minutos con PBS1X y se incub6 1 h a temperatura ambiente con un
anticuerpo anti- IgG de raton conjugado al fluroféro Alexa 488 en el caso de la
inmunoticion para tubulina, y con un anticuerpo anti IgG de cabra conjugado al
mismo fluoréforo en el caso de la inmunotincidn para vimentina, con una dilucion
1:600 en PBS 1X. Posteriormente se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno.
Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos sobre una gota de medio de montaje
y se observaron en un Microscopio Confocal (Nikon) con el cual se tomaron
micrografias para posteriormente utilizarlas en la medicion y analisis del crecimiento
axonal y morfologia celular.

V.I1.7 Tincion de Citoesqueleto
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Los cubreobjetos con el cultivo de neuronas GRD previamente fijados en
PFA y lavados con PBS1X como se mencioné anteriormente, se incubaron con
faloidina-TRITC en una dilucién 1:300 en Triton X-100 al 0.1% en PBS 1x. Se
incubd durante 30 minutos y posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos
cada uno, teniendo el cuidado de eliminar la faloidina de manera adecuada dada su
alta toxicidad. Al término de esto, se montd en portaobjetos y se observd en
Microscopia confocal, se obtuvieron micrografias que posteriormente fueron

utilizadas para medir el area de los conos de crecimiento.

V.11.8 Mediciones y tratamiento estadistico de los datos.

Se utilizaron las micrografias previamente obtenidas de los diferentes
cultivos y se midieron los siguientes parametros: perimetro de los fibroblastos,
longitud de axones y area de conos de crecimiento, utilizando el programa Image
Pro Plus (Media Cybernetics, Inc.), previa calibracion de la imagen para obtener el

equivalente de pixeles en micrometros para cada micrografia.

Para cuantificar el efecto de colapso se obtuvo el porcentaje de disminucién
de los filopodios o el porcentaje de la disminucion en el area de los conos de

crecimiento usando las siguientes formulas:

~N
(# de filopodios al t=0'- # de filopodios al t= 45’) 1
% de disminucion de filopodios= L # de filopodios al t=0 00
J
& |
L ., Area de filopodios al t=0"- Area de filopodios al t= 45’
% de disminucién del area= ( p, P ) 100
t Area de filopodios al t=0’
AN

Los datos obtenidos de los experimentos por triplicado fueron analizados

utilizando una comparacion de medias mediante la prueba t-student.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Estandarizacion del cultivo de células en geles de poliacrilamida recubiertos

con célagena.

Para poder analizar el efecto de la rigidez del sustrato en la respuesta a la
semaforina 3A recombinante en neuronas de GRD, primeramente se estandarizo el
método de elaboracion de sustratos de acrilamida-bisacrilamida en los que la
rigidez puede variarse segun las concentraciones de ambos componentes (Wang y
Pelham, 1998), las concentraciones usadas fueron las previamente reportadas para
obtener geles con un grado de rigidez entre 0.15 kPa y 40.4 kPa segun las
mediciones obtenidas mediante microscopia de fuerza atomica (Engler y col.,
2006).

Una vez obtenidos los geles éstos fueron recubiertos con colagena para
obtener un sustrato permisivo para la adhesion y crecimiento celular. Previamente
se reportd que la rigidez del sustrato determina la morfologia, el grado de
extension, asi como la presencia de fibras de estrés, en fibroblastos NIH-3T3
(Pelham y Wang, 1997); de manera que mientras mas rigido es el sustrato mas
extendidas se encuentran las células y contienen mayor cantidad de fibras de
estrés. Dado lo anterior, para comprobar la eficiencia en la elaboracion de los geles
de poliacrilamida primeramente se cultivaron fibroblastos NIH-3T3 sobre geles de

poliacrilamida recubiertos con colagena.

Se elaboraron diferentes grados de rigidez, los cuales fueron de 0.15 kPa, 0.32
kPa, 3.43 kPa y 40.4 kPa, se sembraron los fibroblastos y se incubaron por 24hrs.
Los geles fijados con PFA 3.5% se sometieron a inmunohistoquimica para
vimentina, un filamento intermedio que forma parte del citoesqueleto y que nos
permite apreciar la morfologia celular, y se capturaron micrografias en microscopia
confocal. Se observd que en el sustrato menos rigido (0.15kPa) las células tenian

una morfologia redondeada y que conforme aumentaba la rigidez las células se
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extendian mas sobre el sustrato (Figura 8A), al medir el perimetro de las células
NIH-3T3 sobre los sustratos de diferente rigidez, se observd un aumento del
perimetro conforme se incremento la rigidez (Figura 8B). Al realizar la prueba t-
student para comparar si existian diferencias entre las medias obtenidas en cada
condicion, se mostré que hay diferencias significativa entre los perimetros de los
fibroblastos NIH-3T3 en los diferentes grados de rigidez (*p<0.05, n=3). Estos
resultados confirman que el proceso de elaboracién de geles de poliacrilamida con
diferente rigidez es correcto y que se obtienen sustratos que permiten modular el

crecimiento celular.
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Figura 8. Los fibroblastos NIH-3T3 presentan diferentes grados de extension sobre
geles de poliacrilamida con diferentes grados de rigidez. (A) Fibroblastos de la linea
celular NIH-3T3 fueron cultivados sobre geles de acrilamida-bisacrilamida con
diferente grado de rigidez y tefiidos con un anticuerpo anti-vimentina. Se observa
que las células se extienden mas conforme aumenta la rigidez del sustrato. (B) El
perimetro celular fue medido y graficado para cada grado de rigidez. Se muestra
que al incrementar la rigidez del sustrato, sefialado en kilopascales (kPa), el
perimetro de los fibroblastos aumenta. (* t-student p<0.05, n=30). Barra de
calibracion=100um.

Una vez estandarizada la metodologia de elaboracion de geles de
poliacrilamida, se prosiguié a realizar los cultivos de neuronas disgregadas de los
ganglios de la raiz dorsal (GRD) de embriones de E-14.5 sobre los geles de
poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida fueron recubiertos con poli-L-ornithina

(PLO) y colagena, ya que previamente se habia estandarizado en el laboratorio en
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el que se realiz6 esta tesis, el cultivo de GRD sobre cubreobjetos de vidrio
recubiertos con PLO y colagena, y se habia observado que el cultivo en ausencia
de PLO produce un deficiente crecimiento de las neuronas y un aumento de células
gliales y fibroblastos. Los GRD fueron obtenidos, parcialmente disgregados y
sembrados sobre geles de poliacrilamida con los diferentes grados de rigidez
anteriormente mencionados. Después de 24 h de cultivo se fijaron con PFA y se
tineron con falloidina-TRITC. Se obtuvieron micrografias en microscopia confocal,
en las cuales se midié la longitud de los axones y el area de los conos de

crecimiento.
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Figura 9. La rigidez del sustrato determina el crecimiento axonal y el area de los
conos de crecimiento. GRD obtenidos de embriones de E-14.5, fueron disgregados,
cultivadas en sustratos con diferente grado de rigidez y tefidos con falloidina-
TRITC (Ay C). En las micrografias obtenidas se midio la longitud de los axones (B)
y el area de los conos de crecimiento (D). Observamos que al incrementar la rigidez
del sustrato también hay un incremento de la longitud de los axones. También se
observé un aumento en el area de los conos de crecimientos conforme aumenta la
rigidez del sustrato, siendo la diferencia significativa entre el gel de 0.15kPA con el
de 40.4kPA. (* t-student p<0.05, n=30). Barras de calibracién =20um

38



Se observo que al incrementar el grado de rigidez del sustrato también
aumenta la longitud del axén (Figura 9A, B) de manera que en el sustrato mas
rigido hay un 34% mas de crecimiento en comparacion con el gel mas suave,
siendo significativa la diferencia entre los axones de los geles de rigidez de 0.15kPa
con los de 3.43kPa y los de 40.4kPa (Figura 9B) (* t-student p<0.05, n=3). Por otra
parte se observo que también existe una relacion entre el grado de rigidez y el area
del cono de crecimiento, entre mas rigido es el sustrato mayor extension presentan
los cono de crecimiento (Figura 9C), de manera que la diferencia en el area del
cono de crecimiento entre el gel de 0.15kPA y el de 40.4kPA fue significativa (*t-
student p<0.05, n=3) (Figura 9D).

VI.2 Ensayo de colapso en conos de crecimiento de neuronas disgregadas de los

ganglios de la raiz dorsal.

Una vez caracterizado el crecimiento axonal y la morfologia de los conos de
crecimiento de neuronas GRD sobre sustratos con diferente rigidez, se analizo si la
rigidez del sustrato afecta la respuesta de colapso de cono de crecimiento ejercido
por la Sema 3A-Fc, efecto que ha sido ampliamente caracterizada con anterioridad
en neuronas GRD crecidas sobre vidrio (Luo y col., 1993; Aizawa y col., 2001;
Brown y col., 2009; Brown y Bridgam, 2009). Como control positivo del ensayo de
colapso se utilizaron cultivos de neuronas GRD sobre cubreobjetos de vidrio
recubiertos con PLO y colagena. Se realizé el ensayo de colapso con Sema3A
recombinante, una proteina quimeérica que se encuentra unida al fragmento Fc de la
inmunoglobulina humana IgG (Sema 3A-Fc), segun la metodologia previamente
reportada (Bridgman y col., 2001). Previo a la adicion de Sema3A-Fc los cultivos
se incubaron por 45 minutos con una concentracion menor de NGF (5ng/ml) y
posteriormente a uno de los cultivos se le adiciond6 Sema3A-Fc (500ng/ml)
directamente en el medio de cultivo, y el otro cultivo (control negativo) permanecio
en el medio sin semaforina. Previamente se habia probado en el control negativo la
adicion del fragmento Fc de la inmunoglobulina humana (lg-Fc) a una

concentracion semejante a la afadida para la semaforina recombinante sin
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observarse ningun efecto de colapso, por lo que se omitié la adicién de la
inmunoglobiluna en los controles negativos. Los cultivos fueron observados bajo
microcopia de contraste de fases y se obtuvieron micrografias a los tiempos (t) t=0’,
t=15’, t=30’ y t=45’, para monitorear el colapso de los conos de crecimiento. Para
los geles de poliacrilamida se utilizaron los geles con los diferentes grados de
rigidez previamente caracterizados de 0.15kPa, 0.32kPa, 3.43kPa y 40.4kPa.

Para analizar el efecto de la sema3A-Fc en el colapso de los conos de
crecimiento se evaluaron dos parametros: 1) el numero de filopodios por cono de
crecimiento y 2) el area del cono de crecimiento. Se consideré6 como colapso una
disminucion mayor al 50% en el numero de filopodios y en el area del cono de

crecimiento (Brown y col., 2009).

Los resultados observados en los ensayos de colapso con Sema 3A-Fc

fueron los siguientes:

En los cultivos de neuronas GRD sobre cubreobjetos de vidrio; la adicién de
Sema 3A-Fc produjo la disminucion del numero de filopodios en un 68.8% (Figura
10B) (Figura 11), y una disminucion del area de los conos de crecimiento en un
47.8% a los 45 min de afiadida la semaforina (Figura 10B) (Figura 12). Mientras
que en el control negativo se observd un porcentaje muy pequefio en la
disminucion de los filopodios (7.5%) (Figura 10A) (Figura 11) y un aumento del area
del cono de crecimiento (74.9%) (Figura 10A) (Figura 12). En el caso de los cultivo
tratado con Sema 3A-Fc se observo incluso en algunos casos la retraccidén del axon
(Figura 10B).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 0.15kPa; El
control negativo (Figura 10C) no presento colapso en el cono de crecimiento, al
igual que en el ensayo con Sema 3A-Fc (Figura 10D). Se observé incluso un ligero

aumento en el porcentaje de filopodios (10.4%) (Figura 11), y en el area de los
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conos de crecimiento (7.58%), aunque esta ultima no en la misma proporcion que

la observada para el control negativo (37.67%) (Figura 12).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 0.32kPa;
tampoco se observd un efecto de colapso por Sema 3A-Fc; El control negativo
(Figura 10E) no present6 un cambio significativo en el numero de filopodios (14.8%
de disminucion) al igual que en los cultivos tratados con Sema 3A-Fc (12.5% de
disminucion) (Figura 10F) (Figura 11). En el caso del area del cono de crecimiento
se observd una pequefa disminucion en el area de los cono de crecimiento en
cultivos expuestos a Sema 3A-Fc (28.23%), aunque esta no fue semejante a la
observada para los cultivos sobre vidrio (Figura 12). En el caso de los cultivos sin

semaforina se observé un aumento en el area del cono de crecimiento (Figura 12).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 3.43kPa; se
observo una tendencia a la disminucion del numero de filipodios en los cultivos
tratados con Sema 3A-Fc (23.6%) en comparacién con el gel anterior, asi como en
el area de los conos de crecimiento (Figura 10J); sin embargo el aumento en el
porcentaje de cambio no fue suficiente como para ser considerado como colapso
(Figura 11, 12), aunque al comparar las medias, éstas no fueron significativamente
diferentes al experimento en vidrio. El control negativo (Figura 10G) no presento
tampoco efecto de colapso, e incluso se observd un aumento en el niumero de
filopodios (Fig. 11, 12).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 40.4kPa; se
observé una tendencia a la disminucion del numero de filopodios en los cultivos
tratados con Sema 3A-Fc (47.7%) en comparacion con el gel anterior, asi como en
el area de los conos de crecimiento (25.15%) (Fig. 10H); sin embargo el aumento
en el porcentaje de cambio no fue suficiente como para ser considerado como
colapso (Figura 11, 12), aunque como en el caso anterior, la comparacion

estadistica de medias mostr6 que no existe una diferencia con el experimento
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sobre vidrio. El control negativo (Figura 10G) no presento efecto de colapso (Figura
11, 12).

Control Sema 3A-F¢

3.43kPa 0.32kPa 0.15kPa Vidrio

40.4kPa

Figura10. Efecto de la Sema 3A-Fc en neuronas GRD cultivadas sobre geles de
poliacrilamida con diferente rigidez. Se realizaron cultivos de neuronas GRD sobre
cubreobjetos de vidrio o sobre geles de poliacrilamida recubiertos ambos con PLO
y colagena y con diferentes grados de rigidez. A los cultivos se les realiz6 el ensayo
de colapso de conos de crecimiento con Sema 3A-Fc (B, D, F, Hy J) y se les tomo
micrografias a diferentes tiempos, aqui se muestran las micrografias al t=0"y t=45".
Como control negativo se mantuvieron los cultivos en medio basal con NGF (A, C,
E, G, I). Se observé que en los sustratos mas blandos no hay un efecto de colapso
y conforme aumenta la rigidez incrementa el colapso de los conos de crecimiento.
Barras de calibracion=10um.
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Figura 11. Cuantificacion del efecto de colapso mediante la disminucién en el
numero de filopodios por cono de crecimiento. El porcentaje de la disminucion del
numero de filopodios por cono de crecimiento de neuronas GRD, cultivadas en
sustratos con diferente grado de rigidez fue medido en micrografias de contraste de
fases. Se observa que en los cultivos control no expuestos a Sema 3A-Fc no hay
una disminucion significativa del numero de filopodios. La adicién de la Sema 3A-
Fc, produjo el colapso de un gran porcentaje (68.8%) de los filopodios en los
cultivos en vidrio, mientras que en los sustratos mas blandos de poliacrilamida hay
una inhibicion del colapso. El porcentaje de colapso de conos de crecimiento tiene
una diferencia significativa entre el cultivo en cubreobjetos con el cultivo en gel de
0.15kPa vy el gel de 0.32kPa (* t-student p<0.05, n=8).

80

50 -

40

20 4

Vidrio 0. 0.32 3.43 40 .4

20 4

crecimiento (%)
I

Porcentaje de disminucion del area de conos de

Control ® Sema 3A-Fc

Rigidez (kPa)

Figura 12. Cuantificacion del efecto de colapso mediante la disminucion en el area
del cono de crecimiento. El porcentaje de cambio del area de los conos de
crecimiento de neuronas GRD, cultivadas en sustratos con diferente grado de
rigidez fue medido en micrografias de contraste de fases. Los controles sin
semaforina no presentaron una disminucion del area de cono de crecimiento y
existe por el contrario una tendencia al aumento conforme incrementa la rigidez. En
el caso de los cultivos tratados con Sema 3A-Fc, se observd una inhibicion del
efecto de colapso conforme disminuye la rigidez e incluso un aumento en el area
del cono de crecimiento (0.15kPa). Se observo también que conforme la rigidez
del sustrato aumenta, el porcentaje de colapso en los conos de crecimiento también
aumentaAunque en todos los casos el porcentaje de disminucién del area es
menor al 30%.
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VII. DISCUSION

En la presente investigacion mostramos la manera en qué una de las
propiedades mecanicas del sustrato como es la rigidez tiene efectos importantes en
neuronas GRD sobre el crecimiento axonal, el area de cono de crecimiento y la
respuesta de colapso ante la semaforina 3A. Para llevar a cabo este estudio se
eligid un modelo experimental que consiste en el uso de geles de poliacrilamida

recubiertos con componentes de matriz extracelular.

Este modelo es uno de los mejor caracterizados (Wang y Pelham, 1998;
Dembo y Wang, 1999) y permite modificar parametros fisicos como la flexibilidad
sin afectar sus propiedades quimicas tales como la concentracién de proteinas que
confieren la adhesion celular. El uso de sustratos de poliacrilamida nos permitio
obtener diferentes grados de rigidez del sustrato al cambiar las proporciones de
acrilamida-bisacrilamida con la finalidad de monitorear el comportamiento de las
células ante la presencia de una sefal mecanica enviada del sustrato a la célula
(Guo y col., 2006). Se entiende como rigidez la capacidad de un material de
soportar un esfuerzo sin adquirir deformacion, la deformacion observada cuando se
aplica una carga se mide en pascales (Pa, 1Pa=1N/ m?). La rigidez de un material
isotropico es aquel en el que las propiedades son la mismas en todas direcciones,
sin embargo muchos materiales poliméricos y la mayoria de los tejidos biolégicos
son anisotropicos es decir que no poseen las misma propiedades en todas
direcciones, por ejemplo los ligamentos son mas resistentes y rigidos en la
direccion de las fibras (longitudinal) que en la direccion transversal (Sastre y col.,
2004). Dada la importancia de las propiedades mencionadas en la morfologia,
crecimiento e incluso diferenciacién celular (Discher y col.,, 2005), se han

comenzado a caracterizar estos parametros en diferentes tejidos.

La resistencia intrinseca de un tejido al aplicar estrés (fuerza/area) es
medido mediante el modulo elastico (E), que se obtiene aplicando una fuerza y

midiendo el cambio en longitud de un tejido, o mediante microscopia de fuerza
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atémica usando micro marcadores que aplican una fuerza micrométrica controlada
(Sastre y col., 2004; Discher y col., 2005). En general se ha mostrado que el
cerebro es uno de los tejidos mas blandos del cuerpo con un médulo elastico de
alrededor de 0.5kPa (Elkin y Morrison, 2007), comparado con el musculo (10*Pa)
(Engler y col., 20086; Discher y col., 2005) o el hueso (10°-10' Pa) (Discher y col.,
2005). Se ha reportado que el cerebro de ratas adultas tiene un modulo elastico
que varia entre 0.125 y 0.330 kPa (Georges y col., 2006). En la presente tesis la
rigidez seleccionada para los geles fue dentro de un rango de 0.15kPa y 40.4kPa,
de manera que los sustratos con una rigidez de 0.15kPa y 0.32kPa simulan la
rigidez presente en el cerebro, y sustratos mas rigidos estan cercanos a lo

reportado para tejido muscular que varian entre 9 y 21kPa (Georges y col., 20006).

La estandarizacién de la respuesta ante las sefiales mecanicas generadas
por los diferentes grados de rigidez, usando fibroblastos de la linea celular NIH-
3T3, mostro resultados semejantes a los previamente reportados (Wang y Pelham,
1998; Dembo y Wang, 1999), y son consistentes con los mostrados por Guo y col
(2006) donde observaron que los fibroblastos son redondeados y compactos en
sustratos suaves (2.68kPa). Lo anterior debido a que las adhesiones son débiles y
se retraen con facilidad (Lo y col., 2000), favoreciendo una migracion mas rapida en
busca de un sustrato mas rigido (durotaxis) (Dembo y Wang., 1999). Por el
contrario en sustratos mas rigidos los fibroblastos tienden a presentar haptotaxis la
cual esta mediada por el incremento de miosina Il, que al interaccionar con actina
produce fuerzas de tensién que aumentan la tracciéon en el lamelopodio de los
fibroblastos (Askt, 2009). También se presentan adhesiones mas fuertes con el
sustrato debido a un incremento en la expresién de integrina 5 (Dembo y Wang.,
1999).

Ya que se observaron diferencias significativas entre los cultivos de
fibroblastos sobre sustratos con diferente grado de rigidez, proseguimos a observar
como se modifica el comportamiento de las neuronas GRD en los sustratos

anteriormente mencionados recubiertos con poli-L-ornitina (PLO) y colagena. La
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adicion de PLO se debioé a que se ha observado una preferencia de los axones a
substratos con PLO-colagena, ya que la PLO aumenta la estabilidad de las
adhesiones (Letourneau, 1995). Se observd que al aumentar la rigidez, tanto la
longitud de los axones como el area de los conos de crecimiento se incrementaron.
Estos resultados difieren con los observados por Flanagan y col. (2002), en los que
reportan que conforme incrementa la rigidez del sustrato disminuye la longitud de
los axones en geles de una variacion entre 0.150 y 1.65kPa. Esta diferencia puede
deberse al tipo de adhesién y a que el gel de poliacrilamida lo recubrieron con poli-

D-lisina la cual mantiene una adhesion al sustrato por cargas electrostaticas.

En los resultados obtenidos en esta investigacion las neuronas ademas de
tener una adhesién por cargas provista por la PLO, presentan una adhesion
mediada por integrinas (receptores a colagena), las cual puede proveer adhesiones
mas estables y podria ser reguladas por la consistencia del sustrato. Se ha
reportado que en sustratos suaves (~ 1kPa) los complejos de adhesion mediados
por integrinas son difusos y muy dinamicos, mientras que en sustratos mas rigidos
(~30-100kPa) las células forman adhesiones mayores y mas estables (Pelham vy
Wang, 1997). La presencia de sitios de adhesion mas estables podria explicar la
mayor extension de los conos de crecimiento, una mayor traccion sobre el sustrato

y probablemente una elongacién mayor de los axones.

La diferencia significativa entre el sustrato de 3.43kPa con el de 40.4kPA es
consistentes con el trabajo realizado por Jiang y col. (2008) en el cual realizaron
cultivos en geles de entrecruzamiento de DNA con diferentes grados de rigidez
(6.6-30kPa) y observaron un decremento del 25% de la longitud axonal en geles
con una rigidez menor a 10kPa. En los geles de 0.15kPa y 0.32kPa no observamos
una diferencia significativa, esto se puede atribuir a que neuronas GRD crecen in
Vivo en sustratos con un grado de rigidez que varia entre 0.125 y 0.330kPa, lo que
sugiere que esta variacion puede no ser suficiente para determinar cambios en el

comportamiento neuronal.
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Al modificar la rigidez del sustrato se observé que también se modula el
comportamiento de las neuronas GRD, por esta razén procedimos a observar que
efecto tendrian la semaforina 3A recombinante en neuronas crecidas en diferentes
sustratos. Para esto se utilizé como control positivo un cultivo de neuronas GRD
sobre cubreobjetos recubierto con PLO y colagena, el cual mostré un colapso del
68.8% en los conos de crecimiento, perorara vez la retraccion del axén. Esto se
puede atribuir a la concentracidon de Semaforina 3A-Fc empleada (500ng/ml), ya
que recientemente Brown y col. (2009) describieron que a concentraciones
menores a 600ng/mL los conos de crecimiento de neuronas GRD soélo presentan

colapso y no retraccion del cono de crecimiento.

La modulacién de la rigidez del sustrato influyé en la respuesta de Sema 3A,
ya que en los sustratos de 0.15kPA y 0.32kPa no se observo el colapso en los
conos de crecimiento; ademas se observd que conforme incrementaba la rigidez
aumentaba la respuesta a la semaforina. Cabe mencionar que, aunque en ninguno
de los cultivos sobre geles de poliacrilamida se observo claramente el colapso de
los conos de crecimiento segun el parametro establecido, al comparar la rigidez de
0.15kPa con la de 40.4kPa si se mostré una mayor respuesta en el sustrato mas
rigido. Mientras mas rigido es el sustrato mayor formacién de adhesiones y mayor
activacion de integrinas (Discher y col., 2005), lo anterior hace pensar que estos
dos factores podrian inhibir el efecto de colapso de Sema 3A como previamente
han mostrado Brown y col. (2009); quienes al aumentar la cantidad de laminina en
el sustrato y por tanto los sitios de adhesion y activacion de integrinas, previenen el

colapso inducido por sema3A.

También se ha reportado que la rigidez del sustrato induce la formacién de
fiboras de actina y activa la contractilidad celular, dos elementos clave en la
respuesta de colapso a Sema 3A (Brown y col., 2009). Por otra parte en un sustrato
blando las fibras de estrés y la contractilidad son inhibidas (Discher y col., 2005), lo
cual podria favorecer la falta de colapso ante la presencia de sema3A. Lo anterior

muestra que el mecanismo por el cual la rigidez del sustrato esta modulando la

47



respuesta de colapso es compleja y podrian residir en un fino balance entre la

adhesion y la contractilidad celular.

Los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren que el
comportamiento de las neuronas in situ ante Sema 3A podria variar con respecto a
los estudios in vitro, de manera que las neuronas podrian modificar su respuesta
dependiendo de las propiedades mecanicas del tejido. Por ejemplo en el tejido
normal o ante una cicatriz glial en la que se observa que Sema 3A impide la

regeneracion y el crecimiento de los axones (Pasterkamp y Verhaagen, 2000).
Estudio de este tipo seran relevantes también para el disefio de

biomateriales con propiedades mecanicas adecuadas que permitan la regeneracion

neuronal y la respuesta ante los factores presentes en un proceso de cicatrizacion.
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VIII CONCLUSIONES

e La rigidez del sustrato modula la expansion de fibroblastos NIH-3T3 sobre el
sustrato.

e La rigidez del sustrato determina el area de los conos de crecimiento y el
crecimiento axonal de neuronas de GRD, a mayor rigidez mayor area del
cono de crecimiento y mayor longitud axonal.

e La rigidez del sustrato determina el efecto de colapso por la Sema 3A-FC en
conos de crecimiento de neuronas de GRD, a mayor rigidez mayor efecto de

colapso.
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ANEXOS

Soluciones

a. Howard’s Ringer (pH 7.2)

Reactivo Para 1L
NaCl 729
CaCl, 017 g
KCI 037 g

b. PBS 10X (pH 7.3)

Reactivo Para 1L
NaCl 80 g
KCI 29
Naz;HPO, 11.5¢
KH2PO4 1 g

c. PFA3.5%
Reactivo Para 1L
Paraformaldehido 359
PBS 10X 100 mL
NaOH 5N 1 mL

d. Colagena (0.2 mg/mL)

Reactivo

Para 1mL

Colagenatipo 1 (3 mg/mL) | 66 pL
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DMEM 934 uL
10XMEM 2L
NaOH 0.1N 2L

Medios de cultivo

a. Medio de cultivo para fibroblastos

Reactivo Para 250 mL
DMEM 225 mL
SFB 25 mL
Penicilina / Estreptomicina (10, 000 pg /mL) | 2.5mL

b. Medio GRD
Reactivo Para 50 mL
DMEM-F12 25 mL
Opti-MEM 69 mL
Glutamina (200mM) 1 mL
Penicilina/ Estreptomicina (10, 000 ug/mL) | 1 mL
SFB inactivado 0.5 mL
Glucosa 1M 3.5mL
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[. INTRODUCCION

En México las lesiones a nivel de Sistema Nervioso Central (SNC) se
presentan en 200 de cada 100 mil personas. Tanto las lesiones como las
enfermedades del cerebro y médula espinal han adquirido una enorme importancia
a nivel social y econdmico. Las lesiones de médula espinal son el principal ejemplo
de lesion del SNC ya que los axones del SNC maduro son incapaces de

regenerarse espontaneamente tras una lesion.

Actualmente se piensa que la falta de regeneracién axonal del SNC maduro
es resultado del efecto combinado de diferentes factores, incluyendo la activacion
incompleta de los programas de crecimiento axonal tras la lesion y la generacion de

un ambiente inhibitorio para el crecimiento axonal en el SNC maduro.

Después de una lesidén se forma tejido cicatrizal que tiene una composicion
particular tanto de células como de componentes de matriz extracelular, lo cual
proporciona un sustrato diferente al que originalmente conformaba el tejido antes
de la lesidon. Asi se generan cambios en la composicion de proteinas y matriz
extracelular y en las propiedades mecanicas del sustrato tales como su flexibilidad

o rigidez.

Algunas de las proteinas inhibitorias presentes en el sitio de lesion son las
llamadas Semaforinas (Sema); en especifico Sema 3A restringe la regeneracion
axonal ya que produce inhibicion de la proyeccion axonal o colapso en los conos de

crecimiento y como consecuencia provoca la retraccion del axon.
Sema 3A es expresada en el SNC adulto tras una lesidén por fibroblastos
que se infiltran al SNC procedentes de las meninges, contribuyendo a crear una

barrera quimica en la cicatriz glial la cual tarda entre 7 y 10 dias en formarse.

El efecto de Sema 3A se da a través de la regulacion del citoesqueleto y de



la adhesion al sustrato, dos factores que también son modulados por las
propiedades mecanicas del sustrato. Diversas evidencias han mostrado la
importancia de las propiedades mecanicas del sustrato en la migracién, formacion
de adhesiones celulares e incluso en el crecimiento de neuritas; sin embargo hasta
el momento no se ha estudiado de que manera la rigidez del sustrato influye en la
respuesta a factores que inhiben o promueven el crecimiento axonal, El presente
trabajo tiene por objetivo estudiar el efecto inhibitorio de la proteina quimiotropica
Sema 3A sobre el crecimiento axonal de neuronas de ganglios de la raiz dorsal

cultivadas en sustratos con diferentes grados de rigidez .



II. ANTECEDENTES

I1.1 Sistema Nervioso.

El sistema nervioso es excepcional por la gran complejidad de los procesos
mentales y las acciones de control que puede realizar (Guyton y Hall, 2001). Por
ejemplo nuestros movimientos, las percepciones sensoriales de lo que ocurre a
nuestro alrededor y la generaciéon de una respuesta a ellas dependen de una
compleja red de neuronas en nuestro sistema nervioso central y periférico (Ramoén
y Cajal, 1891) el cual recibe literalmente millones de datos de los distintos érganos

de los sentidos.

El sistema nervioso esta formado por mas de cien mil millones de neuronas.
Las sefiales de entrada (aferentes) llegan a la neurona a través de las sinapsis que
establecen, sobre todo, las dendritas, aunque también el cuerpo celular. Segun los
distintos tipos de neuronas, el numero de conexiones sinapticas que mantienen
esas fibras de entrada oscila entre unos cientos y doscientas mil. Por el contrario, la
senal de salida (eferente) se transmite generalmente por un Unico axén de la
neurona, pero dicho axon puede tener muchas ramas separadas destinadas a
distintas partes del sistema nervioso o a la periferia del cuerpo. Un rasgo especial
de la mayoria de las sinapsis es que la sefal se transmite solamente del axén a las
dendritas. Asi se consigue que las sefales se dirijan en la direccion requerida y

cumplan las funciones nerviosas necesarias.

La mayoria de las funciones del sistema nervioso parten de una experiencia
sensitiva que proviene de los receptores sensitivos, ya sean receptores visuales,
receptores auditivos, receptores tactiles o receptores de otras clases. Esta
experiencia sensitiva produce, a veces, una reaccién inmediata desde el cerebro; el
recuerdo de la experiencia se conserva en el cerebro durante minutos, semanas o

afnos y determina las reacciones del cuerpo en algun momento posterior.



I1.1.1 Sistema nervioso central (SNC)

Existen tres niveles principales del sistema nervioso con atributos

funcionales concretos:

a) El nivel encefalico inferior o subcortical

Muchas, si no la mayoria de las actividades del organismo que llamamos
subconscientes estan controladas por las areas inferiores del encéfalo situadas en
el bulbo raquideo, la protuberancia, el mesencéfalo, el hipotalamo, el talamo, el
cerebelo y los ganglios basales. Por ejemplo; los reflejos de la alimentacion, como
la secrecion salival en respuesta al sabor de los alimentos y la accién de lamerse
los labios estan gobernados por areas del bulbo, la protuberancia, el mesencéfalo,

la amigdala y el hipotalamo.

b) El nivel encefalico superior o cortical

La corteza cerebral es un almacén de la memoria de enormes dimensiones.
La corteza nunca funciona sola, sino siempre en asociacién con los centros
encefalicos inferiores, ya que estos inician el despertar de la corteza cerebral,
abriendo asi su banco de recuerdos a la maquinaria pensante del cerebro. El
enorme depdsito de datos que se conserva en la corteza suele convertir esas

funciones en operaciones determinantes y precisas.

c) El nivel espinal o medular

Es una via que conduce las senales desde la periferia del cuerpo hacia el
encéfalo o, en direccion opuesta, desde el encéfalo hacia el cuerpo. Los circuitos
neuronales de la médula pueden originar: a) los movimientos de la marcha, b) los
reflejos de retirada cuando una parte del cuerpo recibe estimulos dolorosos, c) los
reflejos de contraccion forzada de las piernas para sostener el cuerpo contra la
accion de la gravedad, y d) los reflejos que regulan los vasos sanguineos locales,
los movimientos gastrointestinales y los reflejos que controlan la excrecion urinaria.

Con frecuencia los niveles superiores del sistema nervioso no actuan enviando
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directamente sefiales a la periferia del cuerpo, sino enviando sefiales a los centros

medulares de control.

[1.1.1.1 Organizacion de la médula espinal

La sustancia gris medular es una zona integradora de los reflejos medulares.
Casi todas las sefales sensitivas penetran en la médula a través de las raices
sensitivas. Después de ingresar en la médula, cada sefial sensitiva sigue dos
destinos separados. En primer lugar, una rama del nervio sensitivo termina de
inmediato en la sustancia gris de la médula y desencadena reflejos segmentarios
locales y otros efectos de caracter local. En segundo lugar, otra rama transmite las
sefales a niveles mas altos del sistema nervioso a zonas mas altas de la misma

médula, el tronco encefalico, o incluso la corteza cerebral.

La sustancia gris de cada segmento de la médula espinal tiene varios
millones de neuronas. Aparte de las neuronas sensitivas de relevo, estas neuronas

son de dos tipos:

a) Motoneuronas

En cada segmento de las astas anteriores de la sustancia gris medular
existen varios miles de neuronas denominadas motoneuronas. Dan lugar a las
fibras nerviosas que salen de la médula por las raices anteriores e inervan las

fibras musculares esqueléticas (Figura 1).

b) Interneuronas:

Las interneuronas estan presentes en todas las zonas también de la
sustancia gris medular (en las astas posteriores, las astas anteriores y las areas
intermedias entre ambas). Estas células son pequefias, muy excitables y llegan a
conducir hasta 1500 impulsos por segundo. Tienen muchas interconexiones entre

si, y muchas de ellas inervan directamente las motoneuronas. Las interconexiones



entre las interneuronas y las motoneuronas justifican la mayor parte de las

funciones integradoras de la médula espinal (Figura 1).

Mas de la mitad de las fibras nerviosas que ascienden y descienden por la
médula espinal son fibras propioespinales que discurren de un segmento de la
médula a otro. Ademas, cuando las fibras sensitivas entran en la médula desde las
raices medulares posteriores, se bifurcan y ramifican tanto hacia arriba como hacia
abajo por la médula espinal; algunas de las ramas transmiten sefiales sélo a uno o
dos segmentos, mientras que otras transmiten sefiales a muchos segmentos
(Guyton y Hall, 2001).

Nervio raquideo

Raiz
posterior

Asta posterior

Ganglio de la

raiz dorsal Somatico

- Nucleo
Neurona sensorial sensorial
Neurona visceral
Motoneurona
autonomica
Motoneurona
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Nucleo

Autondémica r
‘ motor

Somatica

Raiz Anterior |

Asta anterior

Figura 1. Organizacion de la medula espinal (Adaptado de McKinley y O'Loughlin,
2006).

[1.1.1.2 Ganglios de la raiz dorsal (GRD)

Los ganglios de la raiz dorsal (GRD) también llamados ganglios espinales o
sensitivos, son protuberancias ubicadas en la raiz dorsal de la médula espinal, en
especifico en los agujeros intervertebrales de la columna (Figura 1). Se distribuyen

en cervicales, toracicos, lumbares, sacros y coccigeos.



Histolégicamente las poblaciones celulares mas comunes en el ganglio son
las neuronas, los fibroblastos, las células satélites y las células de Schwann. Estas
dos ultimas estan muy relacionadas ya que las células satélite bajo ciertas
condiciones pueden adquirir la morfologia y desempenfar las funciones de las
células de Schwann. Las células satélite envuelven cada neurona sensitiva del
ganglio. Por otro lado, las células de Schwann que son la glia del sistema nervioso
periférico (SNP), se encuentran asociadas a los axones, envolviendo a varios con
su citoplasma o rodeando un solo axén, formando una vaina de mielina
caracteristica. La funcion de las células gliales es principalmente de proteccién y
soporte metabdlico neural y axonal. Los fibroblastos, por otro lado, son los
productores de la matriz extracelular presente en el tejido conjuntivo del ganglio.
Por su parte, las neuronas presentes en los ganglios son exclusivamente de tipo
aferente sensitivo que evolucionan a partir de neuroblastos bipolares provenientes
de la cresta neural. Las fibras de las neuronas, luego de su nacimiento se dividen
en dos ramas divergentes, una medial o central y otra lateral o periférica. Las
ramas mediales forman la raiz dorsal, la cual penetra en la médula a través del
surco lateral dorsal y se establecen conexion con neuronas presentes en el asta
dorsal o posterior. Por su parte las ramificaciones de cada ganglio se unen a la raiz
ventral medular formando el nervio raquideo o mixto (Figura 1), y luego se dirigen a
la periferia para terminar en los distintos receptores sensitivos ya sean cutaneos
musculares, articulares o viscerales. Estos receptores pueden ser terminaciones
libres o estar encapsulados por células especializadas, cuya funcién es captar y
convertir los estimulos del medio en impulsos nerviosos aferentes (Martinez y col.,
2000).

11.1.1.2.1 Formacion y elongacién axonal.

El inicio de la funcionalidad neuronal comienza por la formacién de un axén y
la generacion de dos dominios funcionales, axonal y somatodendritico. En estos
dominios se forman subdominios especializados en la recepcion de sefiales y la

propagacion de los impulsos nerviosos (Ramoén y Cajal, 1897).
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Tras la ultima division, la neurona postmitética presenta una forma
redondeada. En las fases mas tempranas, en cultivo, genera un lamelipodio de
actina polimerizada a su alrededor (estadio 1). El primer paso en la ruptura de esta
simetria es la concentracion, en uno o varios puntos, de receptores de factores y
proteinas que regulan la polimerizacién de actina. Se ha descrito que la deteccién
de una sefal positiva de crecimiento, a través de receptores de membrana,
transforma RhoA-GTP a su forma inactiva, RhoA-GDP. Esta inactivacion rompe el
complejo de RhoA-ROCK-Profilina e induce la despolimerizacion de actina en este
punto concreto. Otra proteina asociada a actina que participa en la
despolimerizacion de la actina es la cofilina (Silva y col., 2003). Esta ruptura de la
barrera de actina es utilizada entonces por los microtubulos para crecer y generar
las neuritas (estadio 2). La regulacion del citoesqueleto de actina durante el
crecimiento neuritico y axonal es aun poco conocida. Ademas de la regulacion de la
dinamica de ensamblaje de los filamentos de actina, su nucleacion también juega
un papel importante en los mecanismos de crecimiento y motilidad neuronal (Silva y
Dotti, 2002). La adquisicion de la polaridad neuronal comienza con la formacion de
un axon a partir de una de las neuritas generadas (estadio 3). El crecimiento del
axén a un mayor ritmo que el resto de neuritas requiere la concentracion de
mecanismos de regulacion del citoesqueleto de actina y microtubulos, asi como de
mecanismos de transporte especificos del axon. Se ha descrito que el punto de
crecimiento del axén depende de la posicion del centrosoma tras la ultima division
(Anda y col.,, 2005), lo que supondria un apoyo a la organizacion de los
microtubulos, su crecimiento y el transporte de proteinas axonales. Sin embargo, el
estudio del crecimiento del axén en el modelo de cultivo de neuronas de hipocampo
no muestra una relacion entre la posicién del centrosoma y el punto de crecimiento
del axén. Recientemente, un trabajo sugiere que el axén se forma a partir de una

de las dos primeras neuritas generadas (Anda y Dotti, 2008).

El segmento inicial del axén (AIS) fue identificado en los afios 60 como una
estructura que se diferenciaba estructuralmente del resto del axén y del dominio

somatodendritico. Sus principales caracteristicas son: a) una capa densa granular e
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intracelular, b) la presencia de algunos grupos de ribosomas, y c) la presencia de
fasciculos de microtubulos (Palay y col., 1968). Esta estructura es la responsable
de la generacion del potencial de accidn y actua también como una barrera de

difusion que controla el trafico de proteinas hacia el axon.

El axén, una vez formado, debe elongarse y alcanzar dianas especificas
para generar contactos sinapticos con otras neuronas o células especializadas en
diferentes tejidos. Esta elongacion esta regulada por sefiales externas positivas y
negativas que regulan el crecimiento y guian al axén hacia su diana. Diversos
estudios han mostrado que la ramificacion axonal esta ligada al comportamiento del
cono de crecimiento. Este cuenta con receptores de sefiales que estan acoplados a
mecanismos de regulacion del citoesqueleto de actina y microtubulos, tales como
receptores a moléculas guia (p.e DDC, receptor de netrina, neuropilina, receptor de
Sema 3A) o receptores a componentes de matriz extracelular (p.e.integrinas) (Kalil
y col., 2000; Dent y col., 2003). Estos factores pueden regular de manera indirecta
la dinamica de los filamentos de actina o microtubulos en zonas especificas del
cono de crecimiento, permitiendo su giro hacia una u otra direccién o incluso el
colapso del cono de crecimiento. La neurona, a través del conjunto de receptores y
sensores en su cono de crecimiento, realiza exploraciones y crece en la direccion
permitida o colapsa ese cono de crecimiento si el ambiente no permite el
crecimiento, impidiendo de esta forma la generacion de ramificaciones axonales
(Antonini y Stryker, 1993; Yu y col., 2008).

11.1.1.2.2 Conos de crecimiento

Para que el sistema nervioso sea funcional, las neuronas extienden sus
axones, a menudo, a largas distancias, hasta alcanzar sus dianas. En este proceso
se ven implicadas sefiales moleculares especificas que guian los axones hacia sus

objetivos y estas sefales, son reconocidas por el cono de crecimiento.

En funcion de las senales, el cono de crecimiento elabora una respuesta
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dentro de un determinado contexto celular, es decir, el ambiente que rodea las
células proporciona un juego complejo de oOrdenes para el axdn en vias de

crecimiento.

Los conos de crecimiento tienen tres regiones principales. El nucleo central
que es rico en microtubulos, mitocondrias y otros organelos. Del cuerpo proliferan
largas y delgadas extensiones conocidas como filopodios. Entre los filopodios estan
los lamelipodios, que son también moviles y dan al cono de crecimiento su

caracteristico aspecto erizado (Figura 2) (Dickson, 2002).
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Figura 2. Esquema de cono de crecimiento (Adaptado de Avila y col., 2007).

La capacidad sensitiva del cono de crecimiento depende en gran parte de
sus filopodios. Estas estructuras en forma de cilindro, ricas en actina son muy

moviles. Sus membranas poseen receptores para las moléculas que sirven como
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senales de direccion para el axén. La longitud de los filopodios les permite tantear
el terreno mucho antes que el nucleo central, sus rapidos movimientos les permite
hacer un inventario detallado del ambiente y su flexibilidad les permite navegar a
través de células y de otros obstaculos. Cuando los receptores de los filopodios
encuentran sefales en el medio ambiente, el cono es estimulado para avanzar,
retraerse o girar. Para la guia de filopodios es particularmente importante el
acoplamiento entre las capacidades sensitiva y motora del cono de crecimiento. Es
decir, que los receptores en los filopodios no intervengan simplemente en la
adherencia sino mas bien sean receptores y transmisores de sefiales acoplados a
numerosas vias de segundos mensajeros. Los segundos mensajeros afectan a su
vez a la organizacion del citoesqueleto, y regulan de esa manera la direccion y la

velocidad a la que se mueve el cono de crecimiento (Dickson, 2002).

Varios motores moleculares que interactian con actina, miosina y
componentes de la membrana impulsan estas reacciones y la contribucion de cada
motor molecular al avance del cono de crecimiento probablemente varia de una
situacion a otra. El paso final implica el flujo de microtubulos desde el nucleo central
a la protusion recientemente creada, de forma que el cono de crecimiento se
mueve hacia delante y deja atras un nuevo fragmento axonico. En el nuevo cono de
crecimiento se forman otra vez lamelipodios vy filopodios, y el proceso comienza de
nuevo (Dent y Gertler, 2003).

Diversas moléculas actuan como sefales en la guia del axon. Las integrinas
de los conos de crecimiento interactuan en la matriz extracelular. Estas moléculas
intervienen en la adherencia y también favorecen el crecimiento del axén. Existen
también receptores a moléculas quimiotropicas que sefalizan para permitir el

avance o retroceso del cono de crecimiento (Dickson, 2002)

11.1.1.2.3 Efecto de las moléculas quimiotrépicas sobre la proyecciéon axonal.

El efecto de las moléculas quimiotrépicas se da a través de la formacion de
11



gradientes de concentracion y de acuerdo a su capacidad de difusion se pueden
considerar como de corto o largo alcance. Las proteinas quimiotrépicas de corto
alcance pueden estar ancladas a la membrana de otras células o a componentes
de la matriz extracelular, las proteinas de largo alcance son secretadas al medio

extracelular y pueden difundir grandes distancias (Song y Poo, 2001).

colapso
del cono

de crecimiento
repulsion por contacto

(detasciculacion)

repulsion

Figura 3. Mecanismos de accion de moléculas quimiotropicas. Los factores guia
influyen en la navegacion axonal aportando estimulos de dos naturalezas distintas:
positivos o atrayentes (representados en verde), y negativos o repelentes
(representados en rojo) (Guijarro, 2006).

Se pueden diferenciar tres efectos distintos en la accion de las proteinas

quimiotropicas en axones y neuronas, como se observa en la Figura 3:
a) Atraccion o repulsion de corto alcance o de contacto, que permite, por

ejemplo, la fasciculacion axonal formando haces de fibras nerviosas, y la

defasciculacion selectiva de dichos haces en puntos concretos.
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b) Atraccion o repulsion de largo alcance, que permite dirigir al axén o

neurona hacia la regidén diana o evitar la invasion de regiones inapropiadas.

c) Estimulacion del crecimiento axonal o colapso del cono de crecimiento,
acciones que generan el avance o la detencién del cono de crecimiento sin implicar

direccionalidad (Song y Poo, 1999; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996).

11.1.1.2.4 Comportamiento neuronal ante moléculas quimiotrépicas

Se ha descrito una secuencia de eventos que ocurren en el cono de
crecimiento axonal tras el encuentro con moléculas quimiotropicas distribuidas en

gradiente de concentracion:

a) Deteccion del gradiente de las moléculas quimiotropicas, mediante la
ocupacion desigual de su receptor especifico en la superficie del cono de
crecimiento, que se traduce primero en un deébil gradiente de activacion del
receptor, y luego en el agrupamiento de varias moléculas de receptor y/o de sus

efectores citosolicos, iniciandose asi una o varias vias de senalizacion intracelular.

b) Amplificacién de la sefial inicial. EI agrupamiento inicial de receptores y/o
efectores especificamente en una zona del cono de crecimiento desencadena el
reclutamiento y concentracion en esa misma zona de mas intermediarios de la
cascada de sefalizacion, y la consiguiente ausencia de dichos intermediarios en el
resto del cono; finalmente, la amplificaciéon de la sefal intracelular termina en la
concentracion y ensamblaje de moléculas de actina en un lado del cono de
crecimiento segun una orientacion determinada, por donde se forman nuevas
prolongaciones membranosas (filopodios, lamelipodios) que lideran la extensién del

axon en la nueva direccion.

c) Adaptacion al gradiente de moléculas quimiotropicas. Una vez detectadas

las moléculas quimiotropicas, y tras la respuesta inicial (atraccion/repulsion), el
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cono de crecimiento reajusta su sensibilidad hacia las moléculas quimiotrépicas, un
mecanismo llamado adaptacion, que consiste en un ciclo de desensibilizacion y
posterior resensibilizacion del cono de crecimiento hacia las distintas
concentraciones del gradiente de moléculas quimiotrépicas. Tras cada ciclo de
adaptacion, el axén avanza ascendiendo (atraccion) o descendiendo (repulsién) el

gradiente de las moléculas quimiotrépicas (Song y Poo, 2001) (Figura 4).

Integrinas

Extension de
lamalanndin

Desestabilizacion
de microtbulos

Figura 4. Comportamiento del cono de crecimiento ante la presencia de moléculas
quimiotropicas. En el extremo inferior de la imagen, el cono de crecimiento se
encuentra en contacto con semaforinas presentes en células vecinas (como
SemadD en oligodendrocitos) o solubles (como Sema3A), se inician las vias de
senalizacion mediadas por plexinas y/o neuropilinas, que en Uultima instancia
producen la inhibicién del crecimiento axonal. Al mismo tiempo, en el lado opuesto
del cono de crecimiento (donde no hay semaforina), se produce un aumento de la
union a la matriz extracelular mediada por integrinas que facilita el crecimiento.
Existe por lo tanto un crecimiento desigual en ambos lados del cono axonal, que
causa un cambio de direccién en contra de la fuente de semaforinas (Adaptado de
Kruger y col., 2005).
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I1.2 Semaforinas

Las semaforinas son moléculas quimiotrépicas que se definen por la
presencia de un dominio amino-terminal denominado “sema”, altamente
conservado y clave para la sefalizacion. ElI dominio sema equivale
estructuralmente a una variante del pliegue tipo hélice-3, un tipo de topologia
proteica muy comun tanto en proteinas extracelulares como citosolicas, y junto con
el dominio CDR (Dominio rico en cisteina) constituyen el dominio de
aproximadamente 500 aminoacidos que contienen cisteinas conservada y una
secuencia rica en cisteinas denominada Met Related (MRS) que es la que confiere
la especificidad biolégica (Artigiani y col., 1999; Raper, 2000). Ademas del dominio
sema existen otros como el PSI (plexina semaforina e integrina), el dominio carboxi-
terminal que contiene aminoacidos basicos con un dominio de inmunoglobulina
adyacente que ayuda a reafirmar la unién de la clase lll de semaforinas a sus
receptores (Kruger y col., 2005; Raper, 2000), (Figura 5).

Semaforinas

Sema

@ Cisteina
E] Inmunoglobulina

. Trombospondina

E: Quinasa
Plexina
)

Met basico

GPI

1
2
3
4
5
6
7
V

Extracelular Intracelular

Figura 5. Estructura de las ocho clases de semaforinas (Adaptado de Gheradi y
col., 2004).

11.2.1 Clasificacion de las semaforinas
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Las semaforinas han sido clasificadas segun sus dominios adicionales en
ocho clases (Raper, 2000), todas ellas de origen animal excepto la clase V,
formada por proteinas virales. Las semaforinas de clase Il y Il son solubles,
mientras que el resto contienen semaforinas ancladas a la membrana plasmatica;
entre ellas, las clases I, IV, V y VI las componen proteinas transmembranales de
tipo | (con su extremo N-terminal en el medio extracelular, y su extremo C-terminal
en el citosol), y las semaforinas de clase VIl presentan un dominio GPI de union a
membrana. Las clases | y || de semaforinas son de origen invertebrado y las clases
I, 1Iv, V, VI'y VIl son de origen vertebrado (Gheradi y col., 2004; Kolodkin y col.,
1993), (Figura 5).

11.2.1.1 Semaforina 3A

Fue el miembro de la clase lll el que inauguro la familia de las semaforinas,
en el afno 1993 se purificd y clond una glucoproteina de 100 kDa con capacidad de
colapsar el cono de crecimiento axonal in vitro de los GRD, por lo que fue bautizada
como Colapsina y posteriormente renombrada semaforina 3A. La estructura de
Sema 3A, comun a todos los miembros de la clase lll, consiste en el dominio sema
mas el dominio PSI en su extremo N-terminal, seguidos por un dominio lg y una
region basica en el extremo C-terminal. El dominio sema es necesario y ademas
suficiente para producir colapso axonal, y una secuencia de 70 amino acidos dentro

del dominio especifica la actividad propia de cada semaforina.

Sema 3A contiene ademas tres secuencias consenso para furin-proteasas,
cuya acciéon permite activar la proteina (ya que su versidon completa es inactiva)
dando lugar a varios péptidos con distinta capacidad de repulsién: la forma de 95
kDa generada por hidrélisis en el punto C-terminal es la mas activa, y su posterior
digestion en el punto entre los dominios sema y PSI| reduce su actividad
considerablemente. Tanto Sema 3A como la semaforina transmembranal sema 4B
forman homodimeros, y en el caso de Sema 3A la dimerizacién resulta

imprescindible para su funcién, ya que parece ser necesaria para hidrolizar la
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proteina completa y obtener asi la forma mas activa de 95kDa. Es importante
senalar que en embriones de rata, Sema 3A puede actuar como un quimiorepelente
para neuronas GRD dependientes de NGF, pero dicho efecto sélo tiene resultado
en embriones de estadio 14 (E-14). Esto se debe a que el E-14 la médula espinal
ventral segrega una actividad quimiorepelente selectiva para las neuronas
responsivas a NGF. Esto se correlaciona bien con el patréon de expresion de Sema
3A en el corddn ventral durante el tiempo de la inervacién sensorial aferente, etapa

en la que las proyecciones estan llegando a su blanco (Kolodkin y col., 1997).

A partir de datos in vitro se ha demostrado la accién quimiotropica de las
semaforinas secretables sobre distintas clases de axones, y en particular la funcion
de Sema 3A en colapso o repulsion axonal en los sistemas periférico, sensorial y
motor, asi como en el sistema nervioso central: Sema 3A repele axones olfativos,
corticales e hipocampales. In vitro, las semaforinas de clase Ill también pueden ser
factores quimioatractivos: Sema 3C sobre axones corticales, sema 3B sobre
axones de bulbo olfativo, y sema 3D sobre axones telencefalicos que forman la
comisura anterior (Fiore y Puschel, 2003; Wolman y col., 2004). Sema 3A también
puede regular el desarrollo dendritico; ensayos in vitro demuestran que Sema 3A
actua en neuronas corticales atrayendo sus dendritas hacia la superficie pial, y al
mismo tiempo repele los axones de esas mismas neuronas, empujandolas hacia la
sustancia blanca. La presencia predominantemente dendritica de la enzima guanilil-
ciclasa (cuya actividad de produccion de cGMP puede cambiar la respuesta axonal
ante Sema 3A de repulsion a atraccién) podria ser responsable de la dualidad
funcional de Sema 3A sobre neuronas corticales (Song y col., 1998; Polleux y col.,
2000).

[1.2.2 Receptores a semaforina

Se han identificado los receptores de alta afinidad de las semaforinas. Entre
ellos estan las plexinas, que son una gran familia de moléculas transmembranales

que se conservan de invertebrados a humanos, y las neuropilinas (Npn 1 y Npn 2)
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que se encuentran solamente en vertebrados. Las semaforinas se unen
directamente a las plexinas, mientras que las semaforinas secretadas también
requieren neuropilinas como correceptores obligatorios (Figura 6). Varias
evidencias indican que el dominio citoplasmico de las plexinas es requerido en la
sefalizacion por semaforinas, mientras que el lado citosélico de las neuropilinas es

prescindible (Tamagnone y Comoglio, 2004).

TM-SEMAs
!

M
u / fh” Scatter Factors (SFs)

i -‘l}’
i
0 I

r  SFRsle.g. Met)

Figura 6. Complejos receptores para la familia de las Semaforinas. Las Plexinas
unen a Semaforinas (SEMAs) y pueden formar complejos receptores con
Neuropilinas (NP1/2), moléculas de adhesion celular como L1 (L1-CAM), receptores
tirosina-quinasa como Otk, receptores Met y Ron (que forman parte de la familia de
los receptores para proteinas “Scatter” (SFR)), y receptores de VEGF (VEGFR).
Neuropilinas son co-receptores de semaforinas secretables y VEGF. Integrina S 1
participa en la sefial de Sema7A. CD72 es un receptor de baja afinidad de
Sema4D. GPI: molécula glucosil-fosfatidilinositol. TM: transmembrana (Adaptado de
Tamagnone y Comoglio, 2004).

Sin embargo recientemente se ha comenzado a describir la interaccién de
neuropilina con proteinas de adhesion célula-célula como L1-CAM, o de adhesién
al sustrato tales como integrinas, o proteinas de adhesiones focales (Castellani y
col., 2002; Valdembri y col., 2009; Tamagnone y Comoglio, 2004), lo que sugiere
que su papel en la regulacién de la respuesta a semaforinas podria estar ligada a la

regulacion de la adhesion al sustrato.

11.2.3 Senalizacion intracelular inducida por semaforinas
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El cono de crecimiento se desensibiliza ante Sema 3A mediante la
endocitosis de su receptor neuropilina-1 (Npn1), que recupera su presencia en la
membrana plasmatica durante la resensibilizacion mediante trafico endosomal y
sintesis proteica. La respuesta repulsiva del axén inducida por Sema 3A depende
de sintesis de proteinas a nivel local (de forma independiente del soma), pero no de
su degradacion (Campbell y Holt, 2001). Aunque no se conoce del todo la via de
sefalizacion inducida por semaforinas, recientemente se ha comenzado a describir
una serie de proteinas involucradas tales como algunas GTPAsas de la familia de
las proteinas G pequefas, algunas cinasas, e incluso reacciones redox a través de
la proteina MICAL.

Algunas de las GTPasas implicadas pertenecen a la familia de las GTPasas
Rho: Rac1, RhoA, y Rnd1. Se ha reportado que Sema 3A activa a Rac1, a través
FARP2 un factor intercambiador de guanina (GEF por sus siglas en ingles) que
cataliza el cambio de GDP por GTP, y que se encuentra unido a Npn1. La forma
activa de Rac1 (ligada a GTP) une la zona intermedia entre los dominios
intracelulares C1 y C2 de PlexA1, e induce la union de Rnd1. Rnd1 induce la
actividad de GTPasas de R-Ras de PlexA1 al estimular la hidroélisis de GTP a GDP,
e induciendo a su vez la desactivacion de R-Ras (Toyofuku y col., 2005). R-Ras, un
miembro de la familia Ras de GTPasas pequefas, juega un papel esencial en los
procesos de adhesidén celular y crecimiento neuritico, y a diferencia de otros
miembros de la familia Ras de pequenas GTPasas, no sefializa mediante
Erk/MAPK, sino que regula la actividad de integrinas. R-Ras constitutivamente
activa aumenta la adhesion celular mediada por integrinas, y este efecto es
contrarrestado por una forma mutada de R-Ras que presenta dominancia negativa.
Teniendo en cuenta la actividad GAP sobre R-Ras de plexinas, la inhibicién de R-
Ras resultaria su vez la supresion de la actividad de integrinas, generando colapso

axonal y retraccién neuritica (Kruger y col., 2005; Negishi y col., 2005).

Por otra parte, la familia de las plexinas contiene en su dominio intracelular

residuos tirosina conservados entre sus distintos miembros. Varios estudios

19



demuestran la participacion de las quinasas Fes/Fps, Fyn y Cdk5 en el colapso de

axones GRD inducido por Sema 3A (Tamagone y col., 1999).

Dominio I Dominio GAP g Dominio Ig ™&  Sitio de unién a PDZ B pominio

<ema

PSI

- Dominio de unién a Sitio de conversion

GTPasa

Dominio Trombospondina Dominio IPT

Figura 7. Sefializacién mediada por PlexA1 (a). Sin ligando, r-Ras activa estimula la
adhesion a la matriz extracelular a través de integrinas. La unién de semaforina a
Np1 inicia la via de sefializacién de PlexA1, cuya actividad GAP (dependiente de
Rnd1) estimula la actividad GTPasa intrinseca de r-Ras y, en consecuencia, su
inactivacion y la posterior disminucion de la adhesion a través de integrinas. La
cascada de sefializacién inducida por PlexA1 también produce la activacion de Fyn
(que a su vez activa Cdk5) y de Erk/MAPK. La senalizacion entre PlexA1, Fes y
Rac podria ser bidireccional (Adaptado de Kruger y col., 2005).

La tirosina-quinasa Fes/Fps une la region intracelular de PlexA1, y en estado
basal, Npn1 impide la interaccién entre PlexA1 y Fes; la unién de Sema 3A con su
receptor Npn1 permite a Fes unir a PlexA1 y activarse, fosforilando PlexA1 y el
complejo Cram/Crmp2 (Mitsui y col., 2002). Se ha demostrado la participacion de la
tirosina-quinasa Fyn y Sema 3A in vivo en el desarrollo dendritico de neuronas
corticales. Fyn une y fosforila la region intracelular de PlexA1 y A2, y la fosforilacidon
aumenta en presencia de Npn1; Cdk5, con actividad serina/treonina quinasa,

interacciona con PlexA2 uniéndose a Fyn activo, que a su vez fosforila y activa a
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Cdk5. Cdk5 puede fosforilar Crmp2, facilitando posiblemente la posterior
fosforilacion de Crmp2 por parte de Gsk3 (Eickholt y col., 2002; Brown y col., 2004).
Por otra parte, Gsk3, que al igual que Cdk5 tiene actividad serina/treonina quinasa,
colocaliza en su forma inactiva con F-actina en la periferia del cono de crecimiento
axonal. Sema 3A activa Gsk3, y la actividad de Gsk3 es necesaria para el colapso
axonal inducido por Sema 3A. Por lo tanto, Gsk3 puede participar en la
sefalizacion de Sema 3A, acoplandola con la reorganizacion del citoesqueleto de
actina y regulando asi la motilidad axonal. En la via de sefializacién de Sema3A, se
identifico Crmp-62, una proteina intracelular homéloga a Unc33 en C.elegans, que
resultaba esencial en el colapso de axones GRD inducido por Sema 3A. Crmp2
reconstituye la cascada de sefializacion de Sema 3A dependiente de proteinas G,
y es fosforilada por quinasas que forman parte de la senal intracelular iniciada por
semaforinas, como Fes/Fps o Cdk5. Crmp2 promueve el ensamblaje de
microtubulos, y estimula el crecimiento y la ramificacion del axén, lo que subraya la
importancia que la regulacién de proteinas Crmp por parte de semaforinas podria

tener en repulsién y colapso (Goshima y col., 1995)

Finalmente se ha reportado que MICAL, una proteina citosdlica con actividad
de flavoproteina-monooxigenasa que cataliza la oxidacion de distintos substratos,
interacciona con el extremo C-terminal de la regién intracelular de plexinas clase A.
MICAL interviene en la senalizacion de semaforinas clases 1 y 3 y la funcién
oxidativa de MICAL es imprescindible para los efectos repulsivos mediados por
dichas semaforinas (Terman y col., 2002). Las flavoproteinas monooxigenasas
pueden actuar de forma indirecta, generando un aumento local de oxigeno reactivo
en la célula, o bien directamente cambiando el estado redox de varios substratos,
como proteinas del citoesqueleto o miembros de la familia Rho de pequefias
GTPasas (Ventura y col., 2002); de hecho, se ha demostrado que la oxidacién de

actina provoca su despolimerizacion (Kolodkin y col., 1997).

[1.2.3.1 Sema 3A y el citoesqueleto de actina
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Se cree que los factores guia influyen en el movimiento del axén alterando el
citoesqueleto neuronal, lo que produce el cambio en la morfologia del cono de
crecimiento. Asi, Sema 3A estimula la despolimerizacion de actina en la periferia
del cono de crecimiento durante su colapso, sin alterar significativamente los
microtubulos (Fan y col., 1993). En el cono de crecimiento colapsado por accion de
Sema 3A, la actina se concentra en su centro, alrededor de estructuras
endosomales derivadas del aumento de la actividad endocitica (Fournier y col.,
2000). Sema 3A altera el estado de polimerizacion de actina a través de la cinasa
LIM, una quinasa serina/treonina que fosforila e inactiva a una proteina
despolimerizadora de actina llamada Cofilina. Sema 3A produce la fosforilacion y
defosforilacién de Cofilina en conos de crecimiento de axones GRD, y es necesaria
la activacion de cinasa LIM (que depende de las quinasas Pak y Rock) para que
axones GRD se colapsen ante Sema 3A. En la seial intracelular iniciada por Sema
3A, la cinasa LIM es activada y fosforila a Cofilina, liberandola de la molécula de
actina a la que estaba ligada; Cofilina fosforilada es aun inactiva, por lo que es
posible que, ademas de la cinasa LIM, participe también en la sefal de Sema 3A un
enzima con actividad fosfatasa que defosforila Cofilina y la vuelve a su estado

activo (Aizawa y col., 2001).

11.3 Matriz extracelular

La matriz extracelular esta formada por un conjunto de macromoléculas que
se localizan entre las células de un determinado tejido o en la zona externa de la
membrana plasmatica de cualquier célula (Silvera y Barrios, 2002). Estos
componentes son en general producidos por células locales, especialmente
fibroblastos, distribuidos en la matriz (Alzola, 2002), o los aporta la corriente
sanguinea. En ambos casos forman el medio donde las células sobreviven, se

multiplican y desempefan sus funciones.

Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular son de cuatro

grandes tipos: a) sistema colageno b) sistema elastico c) proteoglicanos d)
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glicoproteinas multifuncionales (laminina, fibronectina, tenascina, trombospondina y
otras). Cada una desempefa funciones de manera integrada con las demas; esto
hace que la matriz sea calificada como un verdadero complejo funcional. El sistema
de colageno y el sistema elastico constituyen la arquitectura de la matriz
extracelular (Silvera y Barrios, 2002). Las glicoproteinas actuan como moléculas de
adhesion del sustrato y son importantes en las interacciones célula-célula y célula-
matriz. Las cuales estan implicadas en el anclaje del citoesqueleto durante la
migracion y el control de la tension intracelular o extracelular. Por ejemplo; el
citoesqueleto de actina esta vinculado a través de varios adaptadores de proteinas
como vinculina, paxilina, entre otras a los receptores de la familia de las integrinas.
Las integrinas se unen a proteinas de matriz extracelular organizada en cualquiera
de las membranas basales o del tejido conectivo. Es importante destacar que si
una adhesion focal o sitio de contacto de la células con la matriz extracelular, esta
formada sobre una superficie plana (cubreobjetos por ejemplo) o dentro de una red
de proteinas de la matriz extracelular, los receptores de la integrina se limitan al
plano 2D de la membrana plasmatica, en el que se pueden difundir lateralmente
(Wehrle y Imhif, 2002).

Las magnitudes de la fuerza de traccion local que presentan las células
sobre la matriz extracelular son proporcionales al area de adhesion, los sitios de
adhesion menores a 1um? ejercen una fuerza de traccién insignificante, y los sitios
mayores a 1um? ejercen fuerzas que se incrementan linealmente con el area
(Lauffenburger y Wells, 2001). Varios estudios han sugerido que la tensidn
mecanica que se ejerce en la célula-sustrato y célula-célula en los limites de la
interfase esta implicada en la regulaciéon de una variedad de procesos fisiologicos.
Estos incluyen muchos tipos de movimientos ameboides, la dependencia de anclaje
para el control de crecimiento y la remodelacion de la matriz extracelular. Debido a
que los sitios de contacto permanecen fijos en el sustrato durante la locomocién de
la célula, las nuevas adhesiones frontales, asi como nuevos cables de conexién

deben ser continuamente producidos (Dembo y col., 1999).
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Sin embargo no sélo la composicién de la matriz extracelular determina su
funcionalidad y el tipo de interacciones con las células; la propiedades mecanicas
de la matriz tales como la rigidez también son fundamentales para regular
funciones celulares como el crecimiento y el movimiento (Sundararaghavan y col.,
2008). En investigaciones anteriores se ha observado en cultivos de fibroblastos un
comportamiento conocido como durotaxis, en el que las células preferentemente
migran hacia las regiones con mayor rigidez del sustrato (Chan y Odde, 2008), y
por otro lado las motoneuronas de la médula espinal muestran una preferencia por
un sustrato suave que por uno rigido, ya que en el sustrato suave la longitud de las

neuritas aumenta al igual que su ramificacién (Georges y col., 2006).

Los trabajos pioneros de Pelham y Wang (1997) mostraron que la flexibilidad
del sustrato modula la motilidad y la formacion de adhesiones al sustrato, de
manera que un sustrato con poca rigidez aumenta la motilidad de fibroblastos 3T3,
reduce el tamafio de las adhesiones y aumenta su recambio, mientras que en un
sustrato rigido las células forman adhesiones estables. Por otra parte se ha descrito
que en sustratos blandos los fibroblastos carecen de fibras de estrés (filamentos de
actina polimerizada que proporcionan la tension celular interna), y la expresién de
la integrina alfa 5 se ve disminuida (Yeung y col., 2005). Por otra parte, se ha visto
que la flexibilidad del sustrato modula la senalizacion intracelular, de manera que la
fosforilacién en tirosinas de multiples proteinas, por ejemplo paxilina una proteina
que forma parte del complejo de adhesion celular, es mucho mayor en sustratos
rigidos (Discher y col., 2005).

Como se puede apreciar los eventos que llevan a la respuesta de atraccion o
repulsion ejercido por las semaforinas son sumamente complejos, implican una
gran cantidad de proteinas que forman parte de la via de transduccion de sefiales y
finalmente converge en la regulacion del citoesqueleto y de la adhesion al sustrato.
Por otra parte son numerosas la evidencias que apuntan al papel que tiene las
propiedades mecanicas del sustrato en el que se encuentran las células para

determinar su adhesion, rearreglo del citoesqueleto y finalmente su motilidad. Sin
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embargo hasta a fecha no se ha reportado de qué manera una de las propiedades
del sustrato como la rigidez podria influir en la respuesta a Sema 3A, respuesta en
la que también esta implicada la regulacion del citoesqueleto y de la adhesién al

sustrato.
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ll. HIPOTESIS
La rigidez del sustrato modula el efecto de colapso por la semaforina 3A

recombinante en conos de crecimiento de neuronas obtenidas de ganglios de la

raiz dorsal de embriones de ratas Wistar de E-14.5.
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IV. OBJETIVOS

IV.l General

Evaluar el efecto de la rigidez del sustrato sobre el colapso de conos de
crecimiento de neuronas obtenidas de ganglios de la raiz dorsal de embriones de

ratas Wistar de 14 dias, expuestas a semaforina 3A recombinante.

IV. Il Especificos

1) Estandarizar el método de colapso de conos de crecimiento de neuronas
de ganglios de la raiz dorsal (GRD) expuestas a semaforina 3A y
cultivadas sobre cubreobjetos recubiertos con matriz extracelular.

2) Evaluar el crecimiento axonal de neuronas de GRD sobre sustratos con
diferentes grados de rigidez

3) Evaluar el efecto de Sema 3A en el colapso de conos de crecimiento de

neuronas de GRD sobre sustratos con diferentes grados de rigidez.
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V. METODOLOGIA

V.l Materiales

% Quimicos
Hidréxido de sodio
3-Aminopropiltrietoxisilano (APTES)
Agua destilada
Agua tridestilada
Glutaraldehido
PBS
HEPES
TEMED
Persulfato de amonio (APS)
Bis-acrilamida
Acrilamida
Sulfo-SANPAH
DMEM
10XMEM
DMEM F12
Opti-MEM
Glutamina
Penicilina
Estreptomicina
Tritéon X-100
Glucosa
Etanol
Tripsina
Tripsina-EDTA
Paraformaldehido

Cloruro de sodio



X/
**

Cloruro de potasio
Cloruro de calcio dihidratado

Glicerol

Bioldgicos

NGF

Colagena tipo |

Faloidina-TRITC (039K0691, Sigma-Aldrich)
Suero fetal bovino

Suero de caballo

Embriones de Ratas Wistar de 14 dias

Linea celular de fibroblastos NIH-3T3

Sema 3A-Fc (1250-S3, R&D Systems)
Anticuerpo anti-B-tubulina (MMS-411R, Covance)
Anticuerpor anti-vimentina policlonal (V4630, Sigma-Aldrich)
Anticuerpo anti IgG de ratdn alexa 488

Anticuerpo anti IgG de cabra alexa 488

Material y Equipo
Cubreobjetos de 22X22mm
Cubreobjetos redondos de 18mm de diametro
Caja de silicon

Micro agujas

Cajas para cultivo de 10cm
Pipetas de plastico

Pipetas pasteur

Matraz kitazato

Micropipetas

Pinzas de relojero inoxidables
Caja para cultivo de 12 pozos

Tubos Falcon de 15mL
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Tubos Falcon de 50mL

Tubos eppendorf

Papel aluminio

Cronémetro

Estuche de disecciéon

Camara de neubauer

Bafio maria

Mechero

Bolsas amarillas para residuos biolégicos infecciosos
Centrifuga

Incubadora de CO»

Campana de flujo laminar

Balanza analitica

Microscopio Confocal

Microscopio de Fluorescencia
Microscopio de Fluorescencia invertido
Microscopio Estereoscopico

Refrigerador a 4°C

V.1l Métodos

Se elaboraron geles de acrilamida-bispoliacrilamida con 4 diferentes grados
de rigidez, los cuales se recubrieron con Poli-L- ornithina y colagena tipo I. En ellos
se sembraron neuronas disgregadas de ganglios de la raiz dorsal, se evaluo el
efecto en los conos de crecimiento ante la presencia de Sema 3A recombinante
(Sema 3A-Fc) y se comparod el promedio de las longitudes de los axones y el area

de los conos de crecimiento con la prueba estadistica t de student.

V.II.1 Preparacién de cubreobjetos con geles de diferente rigidez

V.11.1.1 Pre-Tratamiento de cubreobjetos
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Se tomd un cubreobjetos de 18 mm de diametro y se paso por la flama de un
mechero durante 15 segundos, enseguida se le adicion6 20 yL de NaOH 0.1N y se
dejoé secar, cuando esto sucedio se le anadié 20 yL de APTES y se dejé reposar
por 5 minutos, posteriormente se lavé dos veces con agua destilada durante 5
minutos cada lavado. El cubreobjetos se puso a secar y posteriormente se le
adicion6 300 pL de glutaraldehido al 0.5% en PBS, se incubd por 30 minutos, se

lavé tres veces con agua destilada, cada lavado de 2 minutos, y se dejo secar.

V.11.1.2 Adicion del gel de poliacrilamida al cubreobjetos

Se elaboraron cuatro mezclas de acrilamida-bisacrilamida para la obtencion

de geles con diferentes grados de rigidez (Cuadro1).

Cuadro 1. Cantidad necesaria de los reactivos para la elaboracion de geles de
acrilamida-bisacrilamida con diferente rigidez. Un pascal (Pa) es una unidad
derivada Sl de presion o tension, que se define como un newton por metro
cuadrado (Chang y col., 2002).

Rigidez 0.15kPa 0.32 kPa 3.43 kPa 40.4 kPa
Acrilamida 75 uL 100 pL 100 L 200 pL
Bisacrilamida 20 pL 20 pL 100 pL 320 L
Agua destilada 905 L 880 uL 800 pL 480 uL
APS 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
TEMED 1 uL 1 L 1L 1L

Se prepar6 la mezcla de acrilamida-bisacrilamida, ésta se desgasificd por 10
minutos, después se anadieron las cantidades sefialadas de agua, APS y TEMED.
De esta mezcla se tomaron 25 yL y se adicionaron a un cubreobjetos con el pre-
tratamiento, y sobre la solucidon se colocd un cubreobjetos de 22X22 mm, se dejo

reposar por 30 minutos. y posteriormente se removié el cubreobjetos superior. El
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cubreobjetos inferior que tenia la mezcla ya gelificada se colocé en una caja de

cultivo de 12 pozos y se lavé con HEPES 50 mM por 5 minutos.

V.11.1.3. Activacién de la superficie de poliacrilamida y conjugacién con colagena

A la superficie de cada cubreobjetos se le anadié 350 uL de una solucién de
Sulfo-SANPAH 1 mM/ 50 Mm HEPES y se expuso a la luz ultravioleta utilizando
una lampara de luz UV (22 watts) por 8 minutos, al término de este tiempo se
repitid el paso anterior con nueva soluciéon de sulfo-SANPAH 1 mM/ 50 Mm HEPES.
Después se lavo dos veces, cada lavado de 5 minutos y se le afiadié 500 uL de una
solucion de PLO (0.1 mg/mL) y se dej6é incubando por una noche a 37°C; se
lavaron los cubreobjetos con PBS 1X 2 veces, 5 minutos cada lavado
posteriormente se afadidé nuevamente PBS 1X y se expuso a luz UV durante 15
minutos, se retiré el PBS 1X, se adicion6 500 uyL de PBS1X a cada pozo y se
incubo por 45 minutos. a 37°C, posteriormente se adicion6 colagena (0.20 mg/mL)
(Ver anexo X1) y se incubo por una 1h, al término de esto se les adicion 350 L de

medio de cultivo GRD y se incub6 nuevamente a 37°C por 1 h.

V.11.2 Obtencién de Ganglios de la raiz dorsal

Se obtuvieron embriones de rata Wistar con un tapén vaginal de 14 dias, los
cuales se colocaron en una solucién Ringer (Ver anexo X.1) y se mantuvieron en
hielo. Se colocé un embribn en una caja con silicon bajo un microscopio
estereoscopico, se le retird la cabeza y se le colocé en posicién semidorsal, se
abrié con microtijeras por la zona dorsal hasta que se observé claramente la
cadena de ganglios, se cortd la union entre los ganglios dorsales y los ventrales, se
tomd cada ganglio dorsal con pinzas de relojero y se colocaron en un tubo Falcon
con solucion Ringer. Este procedimiento se repitid para la obtencion de ganglios de

cada uno de los embriones.

V.I1.3 Disgregacion de ganglios de la raiz dorsal
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Los ganglios que se obtuvieron se centrifugaron a 1000 rpm x 3 minutos, se
retird la solucién Ringer y se agregd una mezcla de tripsina-EDTA 0.25 mg/mL
(2mL por aproximadamente 160 ganglios) previamente calentada a 37°C. Se
incubé a 37°C por 50 minutos, se agregd 5 mL de medio de cultivo GRD y se
resuspendid una vez con una pipeta. Se centrifugd a 1000 rom x 3 minutos, se
retird el sobrenadante y se afadié medio de cultivo GRD, se resuspendié una vez
con pipeta y tres veces con pipeta Pasteur y posterior a esto se centrifugo
nuevamente a 1000 rpm x 3 minutos. Se retird el sobrenadante, se afiadieron los 3
mL necesarios para resuspender el boton de células y se adicion6 NGF (100
ng/mL). Estas neuronas disgregadas se cultivaron en los cubreobjetos con geles
obtenidos en la metodologia V.Il.1.3, se sembraron a una densidad de 1.5 galglios

por cubreobjetos y se incubaron por 24 h a 37°C, 5% COa.
V.11.4 Ensayo de colapso

Después de 24 h de incubacion, se cambid el medio de cultivo por medio de
cultivo GRD (Ver anexo X.2) fresco con 5 ng/mL de NGF y se incubd por 40
minutos. Al término de este tiempo se anadié sema 3A-Fc al medio de cultivo para
una concentracion final de 500 ng/mL. Como control negativo se mantuvieron los
cultivos en el medio con NGF. El colapso de los conos de crecimiento se analizd
con un microscopio invertido con contraste de fases y se obtuvieron micrografias a

los tiempos post adicion de Sema 3A-Fc: 07, 157, 30" y 45",
V.I1.5 Cultivo de la Linea celular 3T3

Fibroblastos de la linea celular NIH-3T3 se sembraron en caja de cultivo de
10 cm en medio de cultivo para fibroblastos (Ver anexo X.2), a una densidad de

0.5x10° células y se incubaron a 37°C, 5% CO, por 3 dias.

Al tercer dia se retir6 el medio de cultivo, se lavé la caja con PBS 1X , se

anadio tripsina-EDTA (0.25mg/ml), y se incubd 37°C por 5 minutos; al término de
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este tiempo se observd en el microscopio invertido para verificar que todas las
células se hubieran despegado de la caja de cultivo. Se les adiciond medio de
cultivo y se lavo la caja tres veces, el medio con las células se coloco en un tubo
Falcon, se tomd una alicuota de las células para contarlas en la camara de
Neubauer y el tubo Falcon se centrifugé a 1000 rpm X 5 minutos. Al término de este
tiempo se retird el sobrenadante y se resuspendié el boton de células con la
cantidad requerida de medio de cultivo para sembrar 5,000 células en cada
cubreobjetos con geles de distinta rigidez, previamente elaborados como se

mencionod en el apartado V.I1.1.3.

V.11.6 Inmunotinciéon

A los cultivos de GRD en los cubreobjetos se les adicion6 PFA al 7% en una
proporcion 1:1 con el medio de cultivo en el que se encontraban, se incubo6 por 10
minutos a 37°C, posteriormente se retir6 el PFA y se afadié PFA al 3.5% por 10
minutos mas a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada
uno y se procedio a realizar la imunotincion. Los cultivos se incubaron con anti- -
Tubulina diluido 1:100 en suero de cabra1% / Triton X-100 0.1% / PBS1X, o anti-
Vimentina diluido 1:50 en Suero de caballo1% / Triton X-100 0.1% / PBS1X vy se
incubd durante toda una noche a 4°C, al término de este tiempo se realizaron 4
lavados de 5 minutos con PBS1X y se incub6 1 h a temperatura ambiente con un
anticuerpo anti- IgG de raton conjugado al fluroféro Alexa 488 en el caso de la
inmunoticion para tubulina, y con un anticuerpo anti IgG de cabra conjugado al
mismo fluoréforo en el caso de la inmunotincidn para vimentina, con una dilucion
1:600 en PBS 1X. Posteriormente se hicieron 4 lavados de 5 minutos cada uno.
Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos sobre una gota de medio de montaje
y se observaron en un Microscopio Confocal (Nikon) con el cual se tomaron
micrografias para posteriormente utilizarlas en la medicion y analisis del crecimiento
axonal y morfologia celular.

V.I1.7 Tincion de Citoesqueleto
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Los cubreobjetos con el cultivo de neuronas GRD previamente fijados en
PFA y lavados con PBS1X como se mencioné anteriormente, se incubaron con
faloidina-TRITC en una dilucién 1:300 en Triton X-100 al 0.1% en PBS 1x. Se
incubd durante 30 minutos y posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos
cada uno, teniendo el cuidado de eliminar la faloidina de manera adecuada dada su
alta toxicidad. Al término de esto, se montd en portaobjetos y se observd en
Microscopia confocal, se obtuvieron micrografias que posteriormente fueron

utilizadas para medir el area de los conos de crecimiento.

V.11.8 Mediciones y tratamiento estadistico de los datos.

Se utilizaron las micrografias previamente obtenidas de los diferentes
cultivos y se midieron los siguientes parametros: perimetro de los fibroblastos,
longitud de axones y area de conos de crecimiento, utilizando el programa Image
Pro Plus (Media Cybernetics, Inc.), previa calibracion de la imagen para obtener el

equivalente de pixeles en micrometros para cada micrografia.

Para cuantificar el efecto de colapso se obtuvo el porcentaje de disminucién
de los filopodios o el porcentaje de la disminucion en el area de los conos de

crecimiento usando las siguientes formulas:

~N
(# de filopodios al t=0'- # de filopodios al t= 45’) 1
% de disminucion de filopodios= L # de filopodios al t=0 00
J
& |
L ., Area de filopodios al t=0"- Area de filopodios al t= 45’
% de disminucién del area= ( p, P ) 100
t Area de filopodios al t=0’
AN

Los datos obtenidos de los experimentos por triplicado fueron analizados

utilizando una comparacion de medias mediante la prueba t-student.
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VI. RESULTADOS

VI.1 Estandarizacion del cultivo de células en geles de poliacrilamida recubiertos

con célagena.

Para poder analizar el efecto de la rigidez del sustrato en la respuesta a la
semaforina 3A recombinante en neuronas de GRD, primeramente se estandarizo el
método de elaboracion de sustratos de acrilamida-bisacrilamida en los que la
rigidez puede variarse segun las concentraciones de ambos componentes (Wang y
Pelham, 1998), las concentraciones usadas fueron las previamente reportadas para
obtener geles con un grado de rigidez entre 0.15 kPa y 40.4 kPa segun las
mediciones obtenidas mediante microscopia de fuerza atomica (Engler y col.,
2006).

Una vez obtenidos los geles éstos fueron recubiertos con colagena para
obtener un sustrato permisivo para la adhesion y crecimiento celular. Previamente
se reportd que la rigidez del sustrato determina la morfologia, el grado de
extension, asi como la presencia de fibras de estrés, en fibroblastos NIH-3T3
(Pelham y Wang, 1997); de manera que mientras mas rigido es el sustrato mas
extendidas se encuentran las células y contienen mayor cantidad de fibras de
estrés. Dado lo anterior, para comprobar la eficiencia en la elaboracion de los geles
de poliacrilamida primeramente se cultivaron fibroblastos NIH-3T3 sobre geles de

poliacrilamida recubiertos con colagena.

Se elaboraron diferentes grados de rigidez, los cuales fueron de 0.15 kPa, 0.32
kPa, 3.43 kPa y 40.4 kPa, se sembraron los fibroblastos y se incubaron por 24hrs.
Los geles fijados con PFA 3.5% se sometieron a inmunohistoquimica para
vimentina, un filamento intermedio que forma parte del citoesqueleto y que nos
permite apreciar la morfologia celular, y se capturaron micrografias en microscopia
confocal. Se observd que en el sustrato menos rigido (0.15kPa) las células tenian

una morfologia redondeada y que conforme aumentaba la rigidez las células se
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extendian mas sobre el sustrato (Figura 8A), al medir el perimetro de las células
NIH-3T3 sobre los sustratos de diferente rigidez, se observd un aumento del
perimetro conforme se incremento la rigidez (Figura 8B). Al realizar la prueba t-
student para comparar si existian diferencias entre las medias obtenidas en cada
condicion, se mostré que hay diferencias significativa entre los perimetros de los
fibroblastos NIH-3T3 en los diferentes grados de rigidez (*p<0.05, n=3). Estos
resultados confirman que el proceso de elaboracién de geles de poliacrilamida con
diferente rigidez es correcto y que se obtienen sustratos que permiten modular el

crecimiento celular.
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Figura 8. Los fibroblastos NIH-3T3 presentan diferentes grados de extension sobre
geles de poliacrilamida con diferentes grados de rigidez. (A) Fibroblastos de la linea
celular NIH-3T3 fueron cultivados sobre geles de acrilamida-bisacrilamida con
diferente grado de rigidez y tefiidos con un anticuerpo anti-vimentina. Se observa
que las células se extienden mas conforme aumenta la rigidez del sustrato. (B) El
perimetro celular fue medido y graficado para cada grado de rigidez. Se muestra
que al incrementar la rigidez del sustrato, sefialado en kilopascales (kPa), el
perimetro de los fibroblastos aumenta. (* t-student p<0.05, n=30). Barra de
calibracion=100um.

Una vez estandarizada la metodologia de elaboracion de geles de
poliacrilamida, se prosiguié a realizar los cultivos de neuronas disgregadas de los
ganglios de la raiz dorsal (GRD) de embriones de E-14.5 sobre los geles de
poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida fueron recubiertos con poli-L-ornithina

(PLO) y colagena, ya que previamente se habia estandarizado en el laboratorio en
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el que se realiz6 esta tesis, el cultivo de GRD sobre cubreobjetos de vidrio
recubiertos con PLO y colagena, y se habia observado que el cultivo en ausencia
de PLO produce un deficiente crecimiento de las neuronas y un aumento de células
gliales y fibroblastos. Los GRD fueron obtenidos, parcialmente disgregados y
sembrados sobre geles de poliacrilamida con los diferentes grados de rigidez
anteriormente mencionados. Después de 24 h de cultivo se fijaron con PFA y se
tineron con falloidina-TRITC. Se obtuvieron micrografias en microscopia confocal,
en las cuales se midié la longitud de los axones y el area de los conos de

crecimiento.
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Figura 9. La rigidez del sustrato determina el crecimiento axonal y el area de los
conos de crecimiento. GRD obtenidos de embriones de E-14.5, fueron disgregados,
cultivadas en sustratos con diferente grado de rigidez y tefidos con falloidina-
TRITC (Ay C). En las micrografias obtenidas se midio la longitud de los axones (B)
y el area de los conos de crecimiento (D). Observamos que al incrementar la rigidez
del sustrato también hay un incremento de la longitud de los axones. También se
observé un aumento en el area de los conos de crecimientos conforme aumenta la
rigidez del sustrato, siendo la diferencia significativa entre el gel de 0.15kPA con el
de 40.4kPA. (* t-student p<0.05, n=30). Barras de calibracién =20um
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Se observo que al incrementar el grado de rigidez del sustrato también
aumenta la longitud del axén (Figura 9A, B) de manera que en el sustrato mas
rigido hay un 34% mas de crecimiento en comparacion con el gel mas suave,
siendo significativa la diferencia entre los axones de los geles de rigidez de 0.15kPa
con los de 3.43kPa y los de 40.4kPa (Figura 9B) (* t-student p<0.05, n=3). Por otra
parte se observo que también existe una relacion entre el grado de rigidez y el area
del cono de crecimiento, entre mas rigido es el sustrato mayor extension presentan
los cono de crecimiento (Figura 9C), de manera que la diferencia en el area del
cono de crecimiento entre el gel de 0.15kPA y el de 40.4kPA fue significativa (*t-
student p<0.05, n=3) (Figura 9D).

VI.2 Ensayo de colapso en conos de crecimiento de neuronas disgregadas de los

ganglios de la raiz dorsal.

Una vez caracterizado el crecimiento axonal y la morfologia de los conos de
crecimiento de neuronas GRD sobre sustratos con diferente rigidez, se analizo si la
rigidez del sustrato afecta la respuesta de colapso de cono de crecimiento ejercido
por la Sema 3A-Fc, efecto que ha sido ampliamente caracterizada con anterioridad
en neuronas GRD crecidas sobre vidrio (Luo y col., 1993; Aizawa y col., 2001;
Brown y col., 2009; Brown y Bridgam, 2009). Como control positivo del ensayo de
colapso se utilizaron cultivos de neuronas GRD sobre cubreobjetos de vidrio
recubiertos con PLO y colagena. Se realizé el ensayo de colapso con Sema3A
recombinante, una proteina quimeérica que se encuentra unida al fragmento Fc de la
inmunoglobulina humana IgG (Sema 3A-Fc), segun la metodologia previamente
reportada (Bridgman y col., 2001). Previo a la adicion de Sema3A-Fc los cultivos
se incubaron por 45 minutos con una concentracion menor de NGF (5ng/ml) y
posteriormente a uno de los cultivos se le adiciond6 Sema3A-Fc (500ng/ml)
directamente en el medio de cultivo, y el otro cultivo (control negativo) permanecio
en el medio sin semaforina. Previamente se habia probado en el control negativo la
adicion del fragmento Fc de la inmunoglobulina humana (lg-Fc) a una

concentracion semejante a la afadida para la semaforina recombinante sin
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observarse ningun efecto de colapso, por lo que se omitié la adicién de la
inmunoglobiluna en los controles negativos. Los cultivos fueron observados bajo
microcopia de contraste de fases y se obtuvieron micrografias a los tiempos (t) t=0’,
t=15’, t=30’ y t=45’, para monitorear el colapso de los conos de crecimiento. Para
los geles de poliacrilamida se utilizaron los geles con los diferentes grados de
rigidez previamente caracterizados de 0.15kPa, 0.32kPa, 3.43kPa y 40.4kPa.

Para analizar el efecto de la sema3A-Fc en el colapso de los conos de
crecimiento se evaluaron dos parametros: 1) el numero de filopodios por cono de
crecimiento y 2) el area del cono de crecimiento. Se consideré6 como colapso una
disminucion mayor al 50% en el numero de filopodios y en el area del cono de

crecimiento (Brown y col., 2009).

Los resultados observados en los ensayos de colapso con Sema 3A-Fc

fueron los siguientes:

En los cultivos de neuronas GRD sobre cubreobjetos de vidrio; la adicién de
Sema 3A-Fc produjo la disminucion del numero de filopodios en un 68.8% (Figura
10B) (Figura 11), y una disminucion del area de los conos de crecimiento en un
47.8% a los 45 min de afiadida la semaforina (Figura 10B) (Figura 12). Mientras
que en el control negativo se observd un porcentaje muy pequefio en la
disminucion de los filopodios (7.5%) (Figura 10A) (Figura 11) y un aumento del area
del cono de crecimiento (74.9%) (Figura 10A) (Figura 12). En el caso de los cultivo
tratado con Sema 3A-Fc se observo incluso en algunos casos la retraccidén del axon
(Figura 10B).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 0.15kPa; El
control negativo (Figura 10C) no presento colapso en el cono de crecimiento, al
igual que en el ensayo con Sema 3A-Fc (Figura 10D). Se observé incluso un ligero

aumento en el porcentaje de filopodios (10.4%) (Figura 11), y en el area de los
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conos de crecimiento (7.58%), aunque esta ultima no en la misma proporcion que

la observada para el control negativo (37.67%) (Figura 12).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 0.32kPa;
tampoco se observd un efecto de colapso por Sema 3A-Fc; El control negativo
(Figura 10E) no present6 un cambio significativo en el numero de filopodios (14.8%
de disminucion) al igual que en los cultivos tratados con Sema 3A-Fc (12.5% de
disminucion) (Figura 10F) (Figura 11). En el caso del area del cono de crecimiento
se observd una pequefa disminucion en el area de los cono de crecimiento en
cultivos expuestos a Sema 3A-Fc (28.23%), aunque esta no fue semejante a la
observada para los cultivos sobre vidrio (Figura 12). En el caso de los cultivos sin

semaforina se observé un aumento en el area del cono de crecimiento (Figura 12).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 3.43kPa; se
observo una tendencia a la disminucion del numero de filipodios en los cultivos
tratados con Sema 3A-Fc (23.6%) en comparacién con el gel anterior, asi como en
el area de los conos de crecimiento (Figura 10J); sin embargo el aumento en el
porcentaje de cambio no fue suficiente como para ser considerado como colapso
(Figura 11, 12), aunque al comparar las medias, éstas no fueron significativamente
diferentes al experimento en vidrio. El control negativo (Figura 10G) no presento
tampoco efecto de colapso, e incluso se observd un aumento en el niumero de
filopodios (Fig. 11, 12).

En los cultivos de neuronas GRD sobre gel con una rigidez de 40.4kPa; se
observé una tendencia a la disminucion del numero de filopodios en los cultivos
tratados con Sema 3A-Fc (47.7%) en comparacion con el gel anterior, asi como en
el area de los conos de crecimiento (25.15%) (Fig. 10H); sin embargo el aumento
en el porcentaje de cambio no fue suficiente como para ser considerado como
colapso (Figura 11, 12), aunque como en el caso anterior, la comparacion

estadistica de medias mostr6 que no existe una diferencia con el experimento
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sobre vidrio. El control negativo (Figura 10G) no presento efecto de colapso (Figura
11, 12).

Control Sema 3A-F¢

3.43kPa 0.32kPa 0.15kPa Vidrio

40.4kPa

Figura10. Efecto de la Sema 3A-Fc en neuronas GRD cultivadas sobre geles de
poliacrilamida con diferente rigidez. Se realizaron cultivos de neuronas GRD sobre
cubreobjetos de vidrio o sobre geles de poliacrilamida recubiertos ambos con PLO
y colagena y con diferentes grados de rigidez. A los cultivos se les realiz6 el ensayo
de colapso de conos de crecimiento con Sema 3A-Fc (B, D, F, Hy J) y se les tomo
micrografias a diferentes tiempos, aqui se muestran las micrografias al t=0"y t=45".
Como control negativo se mantuvieron los cultivos en medio basal con NGF (A, C,
E, G, I). Se observé que en los sustratos mas blandos no hay un efecto de colapso
y conforme aumenta la rigidez incrementa el colapso de los conos de crecimiento.
Barras de calibracion=10um.
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Figura 11. Cuantificacion del efecto de colapso mediante la disminucién en el
numero de filopodios por cono de crecimiento. El porcentaje de la disminucion del
numero de filopodios por cono de crecimiento de neuronas GRD, cultivadas en
sustratos con diferente grado de rigidez fue medido en micrografias de contraste de
fases. Se observa que en los cultivos control no expuestos a Sema 3A-Fc no hay
una disminucion significativa del numero de filopodios. La adicién de la Sema 3A-
Fc, produjo el colapso de un gran porcentaje (68.8%) de los filopodios en los
cultivos en vidrio, mientras que en los sustratos mas blandos de poliacrilamida hay
una inhibicion del colapso. El porcentaje de colapso de conos de crecimiento tiene
una diferencia significativa entre el cultivo en cubreobjetos con el cultivo en gel de
0.15kPa vy el gel de 0.32kPa (* t-student p<0.05, n=8).

80

50 -

40

20 4

Vidrio 0. 0.32 3.43 40 .4

20 4

crecimiento (%)
I

Porcentaje de disminucion del area de conos de

Control ® Sema 3A-Fc

Rigidez (kPa)

Figura 12. Cuantificacion del efecto de colapso mediante la disminucion en el area
del cono de crecimiento. El porcentaje de cambio del area de los conos de
crecimiento de neuronas GRD, cultivadas en sustratos con diferente grado de
rigidez fue medido en micrografias de contraste de fases. Los controles sin
semaforina no presentaron una disminucion del area de cono de crecimiento y
existe por el contrario una tendencia al aumento conforme incrementa la rigidez. En
el caso de los cultivos tratados con Sema 3A-Fc, se observd una inhibicion del
efecto de colapso conforme disminuye la rigidez e incluso un aumento en el area
del cono de crecimiento (0.15kPa). Se observo también que conforme la rigidez
del sustrato aumenta, el porcentaje de colapso en los conos de crecimiento también
aumentaAunque en todos los casos el porcentaje de disminucién del area es
menor al 30%.
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VII. DISCUSION

En la presente investigacion mostramos la manera en qué una de las
propiedades mecanicas del sustrato como es la rigidez tiene efectos importantes en
neuronas GRD sobre el crecimiento axonal, el area de cono de crecimiento y la
respuesta de colapso ante la semaforina 3A. Para llevar a cabo este estudio se
eligid un modelo experimental que consiste en el uso de geles de poliacrilamida

recubiertos con componentes de matriz extracelular.

Este modelo es uno de los mejor caracterizados (Wang y Pelham, 1998;
Dembo y Wang, 1999) y permite modificar parametros fisicos como la flexibilidad
sin afectar sus propiedades quimicas tales como la concentracién de proteinas que
confieren la adhesion celular. El uso de sustratos de poliacrilamida nos permitio
obtener diferentes grados de rigidez del sustrato al cambiar las proporciones de
acrilamida-bisacrilamida con la finalidad de monitorear el comportamiento de las
células ante la presencia de una sefal mecanica enviada del sustrato a la célula
(Guo y col., 2006). Se entiende como rigidez la capacidad de un material de
soportar un esfuerzo sin adquirir deformacion, la deformacion observada cuando se
aplica una carga se mide en pascales (Pa, 1Pa=1N/ m?). La rigidez de un material
isotropico es aquel en el que las propiedades son la mismas en todas direcciones,
sin embargo muchos materiales poliméricos y la mayoria de los tejidos biolégicos
son anisotropicos es decir que no poseen las misma propiedades en todas
direcciones, por ejemplo los ligamentos son mas resistentes y rigidos en la
direccion de las fibras (longitudinal) que en la direccion transversal (Sastre y col.,
2004). Dada la importancia de las propiedades mencionadas en la morfologia,
crecimiento e incluso diferenciacién celular (Discher y col.,, 2005), se han

comenzado a caracterizar estos parametros en diferentes tejidos.

La resistencia intrinseca de un tejido al aplicar estrés (fuerza/area) es
medido mediante el modulo elastico (E), que se obtiene aplicando una fuerza y

midiendo el cambio en longitud de un tejido, o mediante microscopia de fuerza
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atémica usando micro marcadores que aplican una fuerza micrométrica controlada
(Sastre y col., 2004; Discher y col., 2005). En general se ha mostrado que el
cerebro es uno de los tejidos mas blandos del cuerpo con un médulo elastico de
alrededor de 0.5kPa (Elkin y Morrison, 2007), comparado con el musculo (10*Pa)
(Engler y col., 20086; Discher y col., 2005) o el hueso (10°-10' Pa) (Discher y col.,
2005). Se ha reportado que el cerebro de ratas adultas tiene un modulo elastico
que varia entre 0.125 y 0.330 kPa (Georges y col., 2006). En la presente tesis la
rigidez seleccionada para los geles fue dentro de un rango de 0.15kPa y 40.4kPa,
de manera que los sustratos con una rigidez de 0.15kPa y 0.32kPa simulan la
rigidez presente en el cerebro, y sustratos mas rigidos estan cercanos a lo

reportado para tejido muscular que varian entre 9 y 21kPa (Georges y col., 20006).

La estandarizacién de la respuesta ante las sefiales mecanicas generadas
por los diferentes grados de rigidez, usando fibroblastos de la linea celular NIH-
3T3, mostro resultados semejantes a los previamente reportados (Wang y Pelham,
1998; Dembo y Wang, 1999), y son consistentes con los mostrados por Guo y col
(2006) donde observaron que los fibroblastos son redondeados y compactos en
sustratos suaves (2.68kPa). Lo anterior debido a que las adhesiones son débiles y
se retraen con facilidad (Lo y col., 2000), favoreciendo una migracion mas rapida en
busca de un sustrato mas rigido (durotaxis) (Dembo y Wang., 1999). Por el
contrario en sustratos mas rigidos los fibroblastos tienden a presentar haptotaxis la
cual esta mediada por el incremento de miosina Il, que al interaccionar con actina
produce fuerzas de tensién que aumentan la tracciéon en el lamelopodio de los
fibroblastos (Askt, 2009). También se presentan adhesiones mas fuertes con el
sustrato debido a un incremento en la expresién de integrina 5 (Dembo y Wang.,
1999).

Ya que se observaron diferencias significativas entre los cultivos de
fibroblastos sobre sustratos con diferente grado de rigidez, proseguimos a observar
como se modifica el comportamiento de las neuronas GRD en los sustratos

anteriormente mencionados recubiertos con poli-L-ornitina (PLO) y colagena. La
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adicion de PLO se debioé a que se ha observado una preferencia de los axones a
substratos con PLO-colagena, ya que la PLO aumenta la estabilidad de las
adhesiones (Letourneau, 1995). Se observd que al aumentar la rigidez, tanto la
longitud de los axones como el area de los conos de crecimiento se incrementaron.
Estos resultados difieren con los observados por Flanagan y col. (2002), en los que
reportan que conforme incrementa la rigidez del sustrato disminuye la longitud de
los axones en geles de una variacion entre 0.150 y 1.65kPa. Esta diferencia puede
deberse al tipo de adhesién y a que el gel de poliacrilamida lo recubrieron con poli-

D-lisina la cual mantiene una adhesion al sustrato por cargas electrostaticas.

En los resultados obtenidos en esta investigacion las neuronas ademas de
tener una adhesién por cargas provista por la PLO, presentan una adhesion
mediada por integrinas (receptores a colagena), las cual puede proveer adhesiones
mas estables y podria ser reguladas por la consistencia del sustrato. Se ha
reportado que en sustratos suaves (~ 1kPa) los complejos de adhesion mediados
por integrinas son difusos y muy dinamicos, mientras que en sustratos mas rigidos
(~30-100kPa) las células forman adhesiones mayores y mas estables (Pelham vy
Wang, 1997). La presencia de sitios de adhesion mas estables podria explicar la
mayor extension de los conos de crecimiento, una mayor traccion sobre el sustrato

y probablemente una elongacién mayor de los axones.

La diferencia significativa entre el sustrato de 3.43kPa con el de 40.4kPA es
consistentes con el trabajo realizado por Jiang y col. (2008) en el cual realizaron
cultivos en geles de entrecruzamiento de DNA con diferentes grados de rigidez
(6.6-30kPa) y observaron un decremento del 25% de la longitud axonal en geles
con una rigidez menor a 10kPa. En los geles de 0.15kPa y 0.32kPa no observamos
una diferencia significativa, esto se puede atribuir a que neuronas GRD crecen in
Vivo en sustratos con un grado de rigidez que varia entre 0.125 y 0.330kPa, lo que
sugiere que esta variacion puede no ser suficiente para determinar cambios en el

comportamiento neuronal.
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Al modificar la rigidez del sustrato se observé que también se modula el
comportamiento de las neuronas GRD, por esta razén procedimos a observar que
efecto tendrian la semaforina 3A recombinante en neuronas crecidas en diferentes
sustratos. Para esto se utilizé como control positivo un cultivo de neuronas GRD
sobre cubreobjetos recubierto con PLO y colagena, el cual mostré un colapso del
68.8% en los conos de crecimiento, perorara vez la retraccion del axén. Esto se
puede atribuir a la concentracidon de Semaforina 3A-Fc empleada (500ng/ml), ya
que recientemente Brown y col. (2009) describieron que a concentraciones
menores a 600ng/mL los conos de crecimiento de neuronas GRD soélo presentan

colapso y no retraccion del cono de crecimiento.

La modulacién de la rigidez del sustrato influyé en la respuesta de Sema 3A,
ya que en los sustratos de 0.15kPA y 0.32kPa no se observo el colapso en los
conos de crecimiento; ademas se observd que conforme incrementaba la rigidez
aumentaba la respuesta a la semaforina. Cabe mencionar que, aunque en ninguno
de los cultivos sobre geles de poliacrilamida se observo claramente el colapso de
los conos de crecimiento segun el parametro establecido, al comparar la rigidez de
0.15kPa con la de 40.4kPa si se mostré una mayor respuesta en el sustrato mas
rigido. Mientras mas rigido es el sustrato mayor formacién de adhesiones y mayor
activacion de integrinas (Discher y col., 2005), lo anterior hace pensar que estos
dos factores podrian inhibir el efecto de colapso de Sema 3A como previamente
han mostrado Brown y col. (2009); quienes al aumentar la cantidad de laminina en
el sustrato y por tanto los sitios de adhesion y activacion de integrinas, previenen el

colapso inducido por sema3A.

También se ha reportado que la rigidez del sustrato induce la formacién de
fiboras de actina y activa la contractilidad celular, dos elementos clave en la
respuesta de colapso a Sema 3A (Brown y col., 2009). Por otra parte en un sustrato
blando las fibras de estrés y la contractilidad son inhibidas (Discher y col., 2005), lo
cual podria favorecer la falta de colapso ante la presencia de sema3A. Lo anterior

muestra que el mecanismo por el cual la rigidez del sustrato esta modulando la

47



respuesta de colapso es compleja y podrian residir en un fino balance entre la

adhesion y la contractilidad celular.

Los resultados obtenidos en la presente tesis sugieren que el
comportamiento de las neuronas in situ ante Sema 3A podria variar con respecto a
los estudios in vitro, de manera que las neuronas podrian modificar su respuesta
dependiendo de las propiedades mecanicas del tejido. Por ejemplo en el tejido
normal o ante una cicatriz glial en la que se observa que Sema 3A impide la

regeneracion y el crecimiento de los axones (Pasterkamp y Verhaagen, 2000).
Estudio de este tipo seran relevantes también para el disefio de

biomateriales con propiedades mecanicas adecuadas que permitan la regeneracion

neuronal y la respuesta ante los factores presentes en un proceso de cicatrizacion.
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VIII CONCLUSIONES

e La rigidez del sustrato modula la expansion de fibroblastos NIH-3T3 sobre el
sustrato.

e La rigidez del sustrato determina el area de los conos de crecimiento y el
crecimiento axonal de neuronas de GRD, a mayor rigidez mayor area del
cono de crecimiento y mayor longitud axonal.

e La rigidez del sustrato determina el efecto de colapso por la Sema 3A-FC en
conos de crecimiento de neuronas de GRD, a mayor rigidez mayor efecto de

colapso.
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ANEXOS

Soluciones

a. Howard’s Ringer (pH 7.2)

Reactivo Para 1L
NaCl 729
CaCl, 017 g
KCI 037 g

b. PBS 10X (pH 7.3)

Reactivo Para 1L
NaCl 80 g
KCI 29
Naz;HPO, 11.5¢
KH2PO4 1 g

c. PFA3.5%
Reactivo Para 1L
Paraformaldehido 359
PBS 10X 100 mL
NaOH 5N 1 mL

d. Colagena (0.2 mg/mL)

Reactivo

Para 1mL

Colagenatipo 1 (3 mg/mL) | 66 pL
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DMEM 934 uL
10XMEM 2L
NaOH 0.1N 2L

Medios de cultivo

a. Medio de cultivo para fibroblastos

Reactivo Para 250 mL
DMEM 225 mL
SFB 25 mL
Penicilina / Estreptomicina (10, 000 pg /mL) | 2.5mL

b. Medio GRD
Reactivo Para 50 mL
DMEM-F12 25 mL
Opti-MEM 69 mL
Glutamina (200mM) 1 mL
Penicilina/ Estreptomicina (10, 000 ug/mL) | 1 mL
SFB inactivado 0.5 mL
Glucosa 1M 3.5mL
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