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RESUMEN

La organizacion del citoesqueleto de actina y la arquitectura de la membrana
regulan la forma celular en respuesta al microambiente donde la matriz
extracelular es un componente indispensable. La habilidad de las células de
cambiar entre los diferentes modos de migracion se denomina plasticidad
celular y les permite a las células “elegir” el tipo de migracién que presentan
de acuerdo al microambiente en el que se encuentran. La linea celular GH3,
derivada de un adenoma hipofisiario de rata, responde diferente ante
distintas proteinas de matriz extracelular, adquiriendo una forma redonda
cuando son sembradas sobre la Colagena tipo I-lll y una elongada cuando
son sembradas sobre la Colagena tipo IV. Sin embargo, la identidad de las
moléculas que participan en esta respuesta permanece sin elucidarse por
completo. Considerando que la contraccion de la actina-miosina es crucial
para el mantenimiento de la forma, analizamos la participacién de la MLCK y
la ROCK en la adquisicion de la forma celular, la generacion de tension y el
tipo de migracion. Nuestros resultados muestran que las células redondas
tienen una mayor tension, y que esta es dependiente de ambas cinasas,
MLCK y ROCK, mientras que en las células que presentan forma alargada, la
MLCK es la principal cinasa responsable de la extensién sobre el sustrato.
Ademas, la funcion de MLCK predomina en células con un movimiento lento
y persistente en direccion, mientras que la actividad de la ROCK favorece un
movimiento rapido y azaroso, este comportamiento también se relaciona con
la activaciéon de las Rho GTPasas. Las células sobre Colagena tipo I-lll
presentaron una mayor actividad de Rho que células sobre C IV y al contrario
que Rho, Rac aumento su actividad en células cultivadas sobre C IV,
mostrando una respuesta plastica de las células las células GH3 a su
microambiente, favoreciendo la generacion de diferentes arreglos del
citoesqueleto de actina y membrana plasmatica y por lo tanto, resultado en
dos estrategias de movimiento, una similar a la ameboidea y otra similar a la

fibroblastoide.



SUMMARY

Cytoskeletal organization and the cell membrane architecture together
regulate cell morphology in response to the cell environment, wherein the
extracellular matrix is an indispensable component. The ability to change
between the different modes of cell migration is named plasticity, and this
plasticity enables cells to adapt their migration mode to their surroundings.
GH3 endocrine cells respond to different ECM proteins, acquiring a rounded
morphology on Collagen type I-lll and an elongated morphology on Collagen
type IV. However, the identities of the molecules that participate in these
responses remain unknown. Considering that actin-myosin contractility is
crucial to maintaining cell shape, we analyzed the participation of MLCK and
ROCK in the acquisition of cell shape, the generation of cellular tension and
the development of the cell motility mode. We found that a rounded shape
with high cortical tension depends on both, MLCK and ROCK, whereas in
cells with an elongated shape, MLCK is the primary protein responsible for
cell spreading. Further, MLCK function predominated in cells with a slow and
directionally persistent motility, while ROCK activity correlated with a rapid
and erratic movement. This behavior also correlates with Rho GTPase
activation. Cells on Collagen type I-lll exhibited higher Rho activity than cells
on Collagen type IV, and contrary to Rho, Rac activity is higher on Collagen
type IV showing a plastic response of GH3 cells to their environment, leading
to the generation of different cytoskeleton and membrane organizations and

resulting in two movement strategies, amoeboid-like and fibroblastoid-like.
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l. Introduccién

La forma de las células es dinamica y depende del balance de fuerzas de
contraccion que favorecen una forma mas compacta y fuerzas de extension
que favorecen el aumento de los limites de las células y les permiten asumir
una forma menos compacta. Ambos tipos de fuerza son importantes durante
procesos celulares, como la locomocion y la remodelacién de la matriz
extracelular (MEC) ya sea en condiciones fisiolégicas normales o en

condiciones patologicas.
Forma celular y citoesqueleto de actina

Las células animales tienen la capacidad de modificar su forma para
adaptarse a su microambiente durante los procesos celulares de locomocion,
adhesion, y division celular (Blanchoin et al., 2014; Bergert et al., 2012). La
capacidad de modificar dicha forma recae en el proceso dinamico de
polimerizacion y despolimerizacién de la actina. La polimerizacion vy
despolimerizacion de la actina son procesos bioquimicos en los cuales los
mondmeros de actina globular se unen o0 se separan en un proceso que
requiere hidrolisis de ATP (Figura 1). Los filamentos de actina son polares,
con un extremo mas (+) donde se une preferentemente la actina globular
(actina-G) y un extremo menos (-) donde los monémeros preferentemente se

disocian de los filamentos (actina-F; Pollard y Borisy, 2003).
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Figura 1. La polimerizacion de la actina ocurre en tres fases. En la fase inicial de
nucleacion los monémeros de ATP-actina globular (ATP) forman complejos estables de
actina. Esto nucleos se alargan con mayor rapidez en la segunda fase mediante la adicion
de subunidades a ambos extremos del filamento. Los monémeros de ATP-actina se unen
mas rapido en el extremo (+) que en el extremo (-). En la tercera fase, los extremos de los
filamentos de actina se encuentran en un estado estacionario con el complejo ATP-actina
globular. Después de la incorporacion en los filamentos, las subunidades se hidrolizan
lentamente y se transforman en complejos estables de actina ADP-actina filamentosa.
Modificada de Dominguez R, 2009.

El citoesqueleto de actina forma parte de un sistema que detecta tanto las
fuerzas externas aplicadas a la célula como las propiedades mecanicas del
entorno de la misma. Este sistema puede influir en diversos aspectos de la
funcién celular, incluyendo la expresion de genes y la diferenciacion (Discher
et al., 2009). El citoesqueleto de actina es regulado por diversas proteinas
que controlan la nucleacion, la polimerizacion, la estabilidad y la arquitectura
de los filamentos de actina (Caja 1; Kaksonen et al., 2006; Pollard y Cooper,
2009).



Caja 1. Proteinas reguladoras de la actina.

Proteinas involucradas en la nucleacién de los filamentos de actina.

Existen principalmente dos tipos de proteinas nucleadoras de la polimerizacion de la actina:
el complejo Arp2/3 (acrénimo en inglés para Actin-Related Proteins) y la familia de las
forminas, mDia1 y mDia2 (acrénimo en inglés para Mammalian Diaphanous-related formin 1
y 2) (Bovellan et al., 2014). El complejo Arp2/3 esta formado por siete subunidades
conservadas incluyendo las dos proteinas asociadas a la actina Arp2 y Arp3 ademas de
ArpC1, ArpC2, ArpC3, ArpC4 y ArpC5 (Higgs et al., 2001). El complejo Arp2/3 se localiza en
el frente de migracion celular donde se une a filamentos de actina existentes y promueve la
extension de nuevos filamentos con un angulo de 70 ° con respecto al filamento de actina
previamente existente (Weaver et al., 2003). Este complejo esta bajo el control de la familia
de proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP) (acrénimo en inglés para Wiskott-
Aldrich syndrome protein), que a su vez estan bajo el control de la familia de proteinas Rho-
GTPasas, Rac y CDC42 (Pollitt e Insall, 2009).

Las forminas, mDia1 y mDia2, contienen un dominio homélogo a formina 1, un dominio
homadlogo a formina 2 y un dominio de union a la GTPasa Rho (Wallar et al., 2003; Young et
al., 2010). A diferencia del complejo Arp2/3, las forminas promueven la nucleacién y
polimerizacion de filamentos lineales de actina. mDia1 y mDia2 estan bajo el control de la
GTPasa Rho y participa en la formacion de fibras de estrés (Watanabe et al., 1999;
Watanabe et al., 2010)

Proteinas polimerizadoras y despolimerizadoras.

ADF/Cofilina

ADF/cofilina (acrénimo en inglés para Actin-depolymerizing factor) es una familia de
proteinas pequefias (15-20 kDa) que interactian con la actina, promoviendo Ila
despolimerizaciéon de la misma y regulando la longitud de los filamentos de actina (Carlier et
al., 1997). La cofilina se une a los filamentos de actina el extremo (-), despolimerizandolos y
creando mas extremos (+). La ADF/Cofilina realiza una funcién de corte de microfilamentos
que no estan protegidos mediante proteinas Cap (las cuales se unen a los extremos
barbados libres bloqueando su crecimiento y contraccidon) y posee afinidad por la ADP-
actina. Los monomeros resultantes pueden ser reciclados por la profilina, otra proteina
asociada a actina que facilita el cambio de ADP a ATP de los monémeros de actina, lo cual
facilita su polimerizacion (Ghosh et al., 2004).

Profilina

Profilina es una proteina globular (15 kDa) de unién a actina involucrada en el equilibrio
dinamico del ensamblaje del citoesqueleto de actina, profilina promueve el ensamblaje de
filamentos de actina actuando como intercambiador de nucledtidos, sin embargo
dependiendo del contexto celular profilina puede inhibir o promover la polimerizacion de la
actina (Pantaloni et al., 1993; Witke et al., 2004). La profilina es la Unica proteina de unién a
actina que permite el intercambio de ATP por ADP.

Gelsolina

La superfamilia de gelsolina consiste en siete proteinas diferentes: gelsolina, adseverina,
villina, capG, advillina, supervillina y flightless. EI miembro mas representativo de la familia,
gelsolina, es una proteina de 82 a 84 kDa. Gelsolina promueve la despolimerizacion de la
actina y promueve la cubierta (capping) en el extremo (+) (Kwiatkowski, 1999).




Diversidad de las arquitecturas de actina

La actina se polimeriza en filamentos con distintos tipos de organizacion.
Dependiendo del numero de filamentos y las proteinas asociadas se forman
estructuras de actina como arcos, diferentes tipos de fibras de estrés
(dorsales, ventrales), lamelipodios y filopodios (Figura 2). Estas estructuras
se interconectan, son altamente dinamicas y se encuentran en un estado de
remodelacion constante influenciado por el microambiente. Ademas actuan
como elementos mecanicos para que se lleven a cabo los cambios en la
forma celular que permiten la adquisicion de un modo de migracion
(Blanchoin et al., 2014).

Los arcos de actina son estructuras largas formadas por haces gruesos de
filamentos de actina que proveen soporte estructural a la célula. Las fibras
de estrés son haces gruesos de filamentos (aproximadamente entre 10 y 30
filamentos de actina) organizadas de manera paralela. Estas fibras de estrés
generalmente se anclan en la region ventral de la célula y terminan en
estructuras de adhesion conocidas como adhesiones focales, las cuales
conectan a las proteinas de matriz extracelular con el citoesqueleto de
actina. La GTPasa Rho-A es un regulador crucial de la formacion de las
fibras de estrés (Hotulainen et al., 2006). Los lamelipodios son estructuras
parecidas a abanicos, que contienen filamentos de actina en redes
entrecruzadas y ramificadas. Generalmente detras del lamelipodio hay una
estructura denominada lamela en donde los filamentos de actina se
organizan en haces en lugar de estar ramificados (Ponti et al., 2004). La
formacion del lamelipodio comienza con la despolimerizacion de actina por la
proteina despolimerizadora, cofilina, lo que provee fragmentos libres de
actina que actuan como sitios de polimerizacion y nucleacidon para nuevos
filamentos. EI complejo Arp2/3 promueve la formacion de redes ramificadas
(Ridley, 2011). Los filopodios son estructuras largas y delgadas que emerge

de la membrana, estan formadas por actina filamentosa organizada en haces



paralelos de actina. Los filopodios son principalmente regulados por la
GTPasa Cdc42.

Fibras de estrés
filamantos paraleios

haces de ﬂllm:__nl.-u'.'l

Lamelipodia
redes antrecruzadas v ramificadas
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Figura 2. Arquitecturas de la actina. La actina se polimeriza en filamentos con distintos
tipos de organizacion. Dependiendo del numero de filamentos y las proteinas asociadas se
forman estructuras de actina como arcos, diferentes tipos de fibras de estrés (dorsales,
ventrales), lamelipodios y filopodios o bien la despolimerizacion de la actina da pie a unas
estructuras particulares denominadas blebs. Modificada de Blanchoin et al., 2014.

Interacciones del citoesqueleto de actina y de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica es una bicapa lipidica que delimita a las células y
es la barrera fisica entre el espacio intracelular y extracelular. La membrana
estd compuesta por lipidos, fosfolipidos, glicolipidos, colesterol y proteinas
(Spector y Yorek, 1985). La organizacion de la membrana esta intimamente
ligada con la forma celular y las protrusiones de membrana (Keren et al.,
2011; Sheetz et al., 2001; Diz-Mufioz et al., 2013; Gauthier et al., 2012).
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Todas las estructuras de la actina descritas previamente (Figura 2), existen
en cercana yuxtaposicion a la membrana plasmatica. Una estructura de
filamentos de actina, que no se mencioné anteriormente, donde se asocian el
citoesqueleto de actina y la membrana plasmatica es el cortex celular. El
cortex celular es una estructura contractil que esta formada por una red de
filamentos de actina y miosina que subyace cerca de la membrana celular,
ambas estructuras se unen mediante proteinas que participan como
intermediarios (Morone et al., 2006; Bovellan et al., 2014). Esta simple
asociacion entre la membrana y citoesqueleto de actina nos sugiere que
ambas estructuras pueden regularse por sus propiedades mecanicas

generando fuerza mecanica o tensién de membrana.
Tension de la membrana y del citoesqueleto de actina

La tension de la membrana es un factor importante en la fisiologia de la
célula ya que regula la motilidad, las transiciones de la forma y la dinamica
en la extension de las protrusiones de membrana (Bergert et al., 2012; Keren
et al., 2008). Asi mismo, la tension de la membrana regula la actividad de
muchas proteinas incluyendo la polimerizacion de la actina y el equilibrio
entre la endocitosis y exocitosis. (Keren et al., 2008; Mogilner y Keren, 2009;
Sheetz, 2001; Sheetz y Dai, 1996). Al hablar de tension es importante poner
especial atencion a algunos conceptos, ya que la tension de la membrana,
tension cortical y tensidon de la célula son diferentes mecanismos de fuerza
que pueden llegar a confundirse. La tensién cortical refleja la participacion de
la red de actina y miosina (Figura 3), donde la contraccion depende de la
actividad de la proteina motora miosina (Gauthier et al., 2012). Por otro lado,
la tensidbn de la membrana refleja las propiedades de la bicapa de
fosfolipidos, independientemente de cdémo ésta interactue con la red de
actina-miosina subyacente (Sens y Plastino, 2015; Dai y Sheetz, 1999;
Sheetz et al., 2006). De acuerdo a Blanchoin y colaboradores (2014), la

suma de estas dos tensiones, es decir, la tension de la membrana y la



tensidén cortical da como resultado la tensién del cortex. Sin embargo, la

contribucion exacta de cada elemento dependera del contexto celular.

e

Tensién de la membrana

.Paﬁ Actinavm/““ Miosina

Figura 3. Tensién del cértex. La tension del cértex es la suma de la tension cortical (flecha
café) generada por la red de actina y miosina y la tensién de la membrana (flecha negra)
generada por la bicapa de fosfolipidos. Modificada de Sens y Plastino, 2015.

Tensién cortical
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La tension de la membrana y la tensidén de la actina cortical se influencian y
regulan la una a la otra. Por lo tanto, la polimerizacion en el frente de
migracion dependera de la tension de la membrana (Raucher y Sheetz,
2000; Keren et al., 2008), y de igual manera, la tension de la membrana
dependera del conjunto de fuerzas ejercidas por el citoesqueleto de actina y
la miosina. Se ha observado que el silenciamiento de la proteina Ezrina, la
cual une directamente el citoesqueleto de actina y la membrana plasmatica
(Bretscher et al., 2002), conlleva a una caida en la tension de la membrana
(Rouven et al., 2015).

Miosina Il (no muscular)

La proteina motora miosina Il no muscular actua como un regulador maestro
de la forma de la células a través de la generacion de tension interna. La
miosina Il esta compuesta por dos cadenas pesadas de 230 kDa, que

contienen el dominio globular que une a la actina y al ATP, una region de



cuello que une a las cadenas ligeras y las cadenas esenciales (Winkelmann
et al., 1984), dos cadenas ligeras MLC1 y MLC2 de 20 kDa (acrénimo en
inglés para Myosin Light Chain), las cuales modulan la actividad de la
miosina; dos cadenas ligeras esenciales de 17 kDa que estabilizan la
estructura de las cadenas pesadas (Vicente-Manzanares et al., 2009) y una

region de cola la cual se homodimeriza en hélice (Figura 4).

Regulacién de la miosina Il por la fosforilacion de la cadena ligera de la

miosina

La regulacion de la miosina Il involucra la fosforilacion reversible de
aminoacidos especificos presentes en las cadenas ligeras. La miosina se
encuentra en un estado inactivo con las cadenas pesadas dobladas y el
dominio de unién a la actina oculto, cuando ocurre la fosforilacion de la MLC,
ésta adquiere una conformacién activa, con el dominio de cola extendido, los
sitios de union a la actina expuestos y con la capacidad de unirse a la actina
(Figura 4). Diversas cinasas fosforilan a la MLC, incluyendo a la cinasa de la
cadena ligera de la miosina, MLCK (acronimo en inglés para Myosin light
chain kinase) y la cinasa asociada a la proteina Rho, ROCK (acréonimo en

inglés para Rho-associated protein kinase).
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Figura 4. Estructura de la miosina Il. La miosina esta formada por dos cadenas pesadas
(230 kDa), 2 cadenas ligeras (20 kDa) y 2 cadenas esenciales (17 kDa). La miosina se
encuentra en un estado inactivo con el dominio de unién a la actina oculto, cuando ocurre la
fosforilacion de la MLC, la miosina adquiere una conformacién activa en la cual se asocia
con los filamentos actina y mediante la hidrolisis de ATP, genera tensién entre ellos.
Modificada de Vicente-manzanares et al., 2009.

La fosforilacion de la MLC es crucial para la regulacién de la contraccion de
la actina-miosina (Vicente-Manzanares et al., 2009). Sin embargo, el estatus
de fosforilacion de la MLC, no s6lo depende de la actividad de las cinasas,
sino del balance entre la actividad de las cinasas y la fosfatasa de la
subunidad reguladora de la miosina, MYPT1 (acrénimo en inglés para
myosin phosphatase-targeting sub unit 1; Alessi et al., 1992). Esta fosfatasa
es una holoenzima que consiste de tres subunidades: una grande (130 kDa)
capaz de unirse a la miosina, una subunidad catalitica de 38 kDa (PP1cd) y
una subunidad pequena de 20 kDa cuya funcién no se conoce. En algunos
casos, la actividad de la MLC es regulada principalmente a través de la

inactivacién de la fosfatasa (Somlyo y Somlyo, 2003).



Cinasas que regulan la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina

La MLCK

La MLCK es una cinasa serina/treonina dependiente de Ca?*/calmodulina,
codificada por el gen Mylk. La MLCK fosforila a la MLC principalmente en el
residuo de Serina 19 (Ser-19) y, secundariamente, el de Treonina 18 (Tre-
18), el cual se fosforila mas lento que el primero y cuya fosforilacion requiere
mayor concentracion de la MLCK (lkebe et al., 1986). De acuerdo a lkebe y
Hartshorne (1985), la actividad de ATPasa de la miosina es diferente cuando
se fosforila unicamente el residuo de Ser-19 que cuando se fosforilan ambos
residuos, siendo mayor la actividad enzimatica de la miosina cuando esta

bifosforilada.
Isoformas de la MLCK

Diferentes isoformas de la MLCK se generan por el procesamiento alternativo
del gen Mylk. Se conocen la isoforma corta y la larga. Ademas, se puede
generar una regioén C-terminal que contiene un médulo de inmunoglobulina,
denominada Telokina (Gallagher y Herring, 1991; Lazar y Garcia, 1999;
Kamm y Stull, 2001). La isoforma corta o “muscular” que pesa de 125 a 155
kDa, contiene un dominio catalitico que une Mg?*-ATP, estructuralmente
relacionado con cinasas de serina y treonina, como las de la familia PAK
(acrénimo en inglés para p21 activated kinases; Gallagher el al., 1997), un
segmento regulador involucrado en la activacion dependiente de
Ca?*/calmodulina, un domino involucrado en la autoinhibicién, tres dominios
semejantes a inmunoglobulina, un motivo semejante a fibronectina y
finalmente una secuencia de unién a la actina en la region N-terminal. La
isoforma larga “no muscular” pesa de 206 a 220 kDa y es idéntica a la corta,
ademas de contener una extensién en tandem de dos motivos mas de unién
a la actina y seis dominios mas semejantes a inmunoglobulina (Figura 5;
Kamm y Stull, 2001).
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El regulador mas importante de la actividad de la MLCK es el Ca?'. La
actividad de esta cinasa se aumenta aproximadamente 1,000 veces en
respuesta a un incremento de calcio intracelular (Tsukamoto y Kitakaze,
2013). El calcio se une a la calmodulina, formando el complejo
Ca?*/calmodulina, enseguida la calmodulina sufre un cambio de
conformacién que le permite interactuar con el dominio de uniéon a la
calmodulina presente en la MLCK, lo cual desplaza el dominio de
autoinhibicion y permite que se exponga el sitio catalitico (Chin y Means,
2000).

Cad+ s uifie & ks
calmodulina

Dominio de Crominio da Dominio de
unitn a actina autoinhibicdn wunion a miosina
PUREDD DOND = 08
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Figura 5. Dominios estructurales de la MLCK (isoforma larga) y mecanismo propuesto
de la activacién de la MLCK. (A) dominios de la MLCK. (B) El calcio se une a la
calmodulina, formando el complejo Ca?*/calmodulina, enseguida la calmodulina sufre un
cambio de conformacional que le permite interactuar con el dominio de unién a la
calmodulina presente en la MLCK, lo cual desplaza el dominio de autoinhibicién y permite
que se exponga el sitio catalitico. Kamm y Stull, 2001.

La ROCK

La ROCK es una cinasa de serina/treonina dependiente de la GTPasa Rho.
Existen dos isoformas de la cinasa ROCK | y ROCK I, con un 65 % y un 92
% de identidad en su secuencia de aminoacidos y en su domino de cinasa,

respectivamente. ROCK contiene su dominio de cinasa en el amino terminal,
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en seguida el dominio enrollado (Coiled-coil) que contiene el sitio de union a
Rho RBD (acrénimo del inglés para Rho binding domain), un dominio de
unién a plecstrina (PH) y un domino rico en cisteinas (CRD; Figura 6; Riento
y Ridley, 2003; Mueller et al., 2005). EI dominio del carboxilo terminal forma
un asa de autoinhibicion que se pliega en el dominio catalitico y reduce la
actividad de cinasa (Amano et al., 1999). Se ha sugerido que la forma activa
de la GTPasa Rho (Rho-GTP) activa a la ROCK mediante su unién al sitio

RBD exponiendo la interaccion del dominio catalitico con la MLC.

La ROCK ejerce sus funciones sobre la cadena ligera de la miosina mediante
dos acciones: fosforilando a la subunidad de uniéon de la miosina de la
fosfatasa de cadena ligera de la miosina (MYPT1); inactivandola (Kimura et
al., 1996), o bien, fosforilando directamente a la MLC. Ambas acciones
conllevan a un aumento en la fosforilacion de la MLC y la generacién de

contraccion.

A

Figura 6. Dominios estructurales de la ROCK. (A) Dominio de cinasa, CC: dominio
enrollado que contiene al dominio RBD: Dominio de unién a Rho, PH: dominio de peckstrina,
CRD: dominio rico en cisteinas. (B) mecanismo propuesto de la activacion de ROCK. El
dominio del carboxilo terminal forma un asa de autoinhibicién que se pliega en el dominio
catalitico y reduce la actividad de cinasa. Se ha sugerido que la forma activa de la GTPasa
Rho (Rho-GTP) activa a la ROCK mediante su unioén al sitio RBD exponiendo la interaccién
del dominio catalitico con la MLC. Riento y Ridley, 2003.
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Participacion de la MLCK y la ROCK

Las cinasas de la cadena ligera de la miosina regulan la forma celular

través de la generacién de tension de la actina-miosina (Tabla 1).

Tabla 1. Participacion de MLCK y ROCK en proceso celulares.

Tipo celular

Participacion de la MLCK

Participacion de la
ROCK

Referencia

Queratinocitos de
embriones de pez cebra

Influencia la polaridad
aumentando la fosforilaciéon
de la MLC en el lamelipodio

Fosforila a la MLC en la
parte trasera de la célula.

Lou et al.,2015

Queratinocitos humanos

Induce la formacion de los
lamelipodios y favorece un
aumento en la migracién

Disminuye las
protrusiones de
membrana y la migracion

Sarkar et al.,
2009

Fibroblastos

Fosforila a la MLC en los
lamelipodios.

Fosforila ala MLC en la
region central de la
célula, promoviendo la
formacion de fibras de
estrés

Totsukawa et al.,
2004; Katoh et
al., 2001.

Células T humanas

Se activa en el frente de
migracion e induce extension
sobre el sustrato

Regula la fosforilacion de
la MLC en la parte
trasera de la célula

Smith et al., 2003

Adenocarcinoma de rata

La inhibicién de la MLCK
reduce la invasion

Tohtong et al.,
2003.

Células de musculo liso

Aumenta la estabilidad de las
protrusiones de membrana

Chen et al., 2014

Linea celular MDA-MB-231

Aumenta la migracion celular
a través de la via de
sefalizacion p38/MAPK

Wang et al., 2013

Migracién celular

La migracion celular es un proceso esencial en el desarrollo de 6rganos vy
tejidos, la reparacion de heridas, la respuesta inmune (Luster et al., 2005) y
la invasion y diseminacion de células tumorales a tejidos (Bravo-Cordero et

al., 2012), entre otros procesos biologicos.

Las células que migran individualmente lo pueden hacer utilizando dos
formas distintas de migracion: mesenquimatosa o ameboidea, dependiendo

del microambiente en el que se encuentra la célula.
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Migracién mesenquimatosa

Las células que migran utilizando el tipo de migracion mesenquimatosa,
tipicamente, son alargadas y ejercen traccion en el sustrato mediante

adhesiones focales asociadas a lamelipodios o filopodios.

El proceso de migracion mesenquimatoso “tradicionalmente” se presenta en

ciclos de cuatro etapas: protrusion, adhesion, translocacion y retraccion.
1. Protrusiones de membrana

Para migrar eficientemente, las células deben estar polarizadas, es decir,
presentar una organizacion asimétrica del citoesqueleto para generar un
frente y una parte posterior, por lo cual el primer evento que se presenta en
una célula en movimiento es la polarizacion y generacion de un frente de
migracion. La formacion de protrusiones de membrana requiere la
integracion de diversos procesos celulares, la fuerza para deformar la
membrana es provista por el citoesqueleto de actina, la polimerizacion de la
actina es el evento que empuja la membrana hacia el frente. Ademas ocurre
una reorganizacion del nucleo, del aparto de Golgi y del centro organizador
de los microtubulos (COMT), hacia la direccion de movimiento, esta
reorganizacion de estas estructuras define la direccionalidad durante la

migracion (Vicente-Manzanares, 2005).

Posteriar Anterior
i g R
== R et 0@ ==
1. Protrusion 2. Adhesion 3. Translocacion 4, Retraccion

Figura 7. Migracion mesenquimatosa. 1. Protrusién: la célula extiende protrusiones de
membrana hacia la direccion del movimiento. 2. Adhesion: Las extensiones se adhieren al
sustrato y forman complejos de adhesion. 3. Translocacion: El cuerpo de la célula se mueve
hacia la direccion del movimiento. 4. Retracciéon: se desensamblan las adhesiones focales
en la regién posterior de la célula y retraccion de la célula hacia la direccion del movimiento.
La imagen muestra fibroblastos en un sistema de dos dimensiones. Modificada de
https://lwww1.ethz.ch/ltnt/research/interface/cell_migration
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2. Adhesion al sustrato

Las protrusiones de membrana recién generadas deben ser capaces de
generar fuerza y formar adhesiones con el sustrato mediante proteinas de la
familia de las integrinas (Giannone et al., 2007). Las primeras adhesiones en
formarse en el frente de migracion se denominan nacientes y son pequenas
y transitorias. En fibroblastos las adhesiones nacientes pueden
desensamblarse rapidamente, en aproximadamente 60 segundos, Yy
recambiarse o bien madurar hasta formar complejos focales (Parsons et al.,
2010). Los complejos focales, son adhesiones maduras de aproximadamente
un 1 ym de diametro y estan fisicamente unidas a través de haces robustos
de actina y miosina (Alexandrova et al., 2008). Conforme el ciclo de
migracion continua, los complejos focales pueden desensamblarse o seguir
madurando en adhesiones focales, tipicamente de 2 ym de ancho y de 3-10
Mm de largo, que se localizan al final de las fibras de estrés que se extienden
del frente al centro o bien atraviesan todo el cuerpo de la célula (Zimerman et
al., 2004).

La presencia de adhesiones nacientes y complejos focales es una
caracteristica de células altamente motiles, el recambio de estas adhesiones
se correlaciona directamente con la velocidad de protrusién y por lo tanto del
movimiento. Los componentes moleculares de los complejos de adhesion y
de las adhesiones nacientes son similares, sin embargo, algunas proteinas
cambian cuando las adhesiones maduran en respuesta a la tension por
ejemplo zixina y tensina. La formacién, maduracién y recambio en el frente
de migracidn ocurre en respuesta a diferentes sefiales como la composicion

de la MEC y factores de crecimiento (Zamir et al., 1999).

3. Translocacion y retraccion

En la ultima etapa de la migracion celular la contraccidn mediada por la

actina-miosina genera la fuerza necesaria para retraer el cuerpo de la célula
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hacia la direccion de movimiento y para desensamblar las adhesiones que
permanecen en la parte posterior de la célula (Ridley et al., 2003).
Posteriormente ocurre la retraccion de la parte distal de la célula anclada al
substrato y el desplazamiento neto de la célula. La tension necesaria para
que este paso ocurra, se lleva a cabo mediante la contraccion coordinada del
citoesqueleto de actina-miosina (Lauffenburger, 1996). Morfologicamente,
para que una célula se mueva de un modo direccionado, la nueva protrusion
y las nuevas adhesiones se deben formar en el mismo frente de la célula, es
decir, si la nueva protrusién se forma distante de la protrusién previa, la
célula se movera cambiando la direccion de la linea original de migracion.
Multiples ciclos de protrusiones no direccionadas llevaria a un movimiento
azaroso (Petrie et al., 2009). Ademas se ha descrito que la habilidad de las
células de migrar de un modo direccionado, esta estrechamente regulada por
el citoesqueleto de actina y la distribucion de fuerzas. Harn y colaboradores
(2016) observaron que para que una célula presente un movimiento
direccionado y persiste los filamentos de actina del frente de migracion

deben presentar una mayor tensidén que los de la parte posterior.
Migracion ameboidea

El otro modo de migracion individual es la ameboidea, este se presenta en
los leucocitos, durante la diapédesis. La migracion ameboidea se caracteriza
por la formacion de protrusiones de membrana esféricas, denominadas
blebs. Mientras que los lamelipodios se generan por la polimerizacion de la
actina, los blebs se forman por la contraccion de la actina-miosina, por lo
tanto es mas un evento fisico que quimico (Charras et al., 2005). Estas
protrusiones de membrana se han observado en células en migracion
principalmente en cultivos en tres dimensiones. Originalmente, se
consideraban indicadores de la apoptosis, sin embargo, en los ultimos afos
se reconocen como protrusiones de membrana involucradas en la
homeostasis de la forma celular (Charras y Paluch, 2008). Para un numero

de células tumorales, la migracion mediada por blebs es una alternativa
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comun a la motilidad basada en lamelipodios. Las células que adoptan la
migracion dependiente de blebs, forman adhesiones focales débiles y
transitorias con la MEC y una mayor capacidad de movimiento (Yoshida y
Soldati, 2006). La velocidad de migracion de una célula con el patrén de
migracion ameboidea es a menudo mayor que la presentada por las células
con el patron de migracion mesenquimatosa (Pankova et al., 2010).
Adicionalmente, las células con migracion ameboidea organizan al
citoesqueleto de actina en una malla de actina cortical que les permite tener
la tension necesaria para mantener su forma redonda (Yoshida y Soldati,
2006).

Ciclo de vida de los blebs

Durante la migraciéon ameboidea, la formacion de los blebs se lleva a cabo en
ciclos de dos etapas: iniciacion y expansion, y polimerizacion de la actina y

retraccion (Figura 8).
1. Iniciacién y expansion

Los blebs se generan en respuesta a dos acontecimientos: despolimerizacién
local de la actina cortical o bien separacion localizada de la membrana
plasmatica y la actina. Esta separacion de la membrana y la actina cortical se
lleva a cabo por la contraccién local del cortex de actina y estda mediada por
la miosina Il (Cunningham et al., 1995; Paluch et al., 2005). La presion
hidrostatica del citoplasma empuja a la membrana plasmatica permitiendo
que esta region se expanda rapidamente (dentro de los primeros 30
segundos), entonces el citoplasma fluye hacia la protrusion recién generada,
aumentando el volumen de los blebs. Estas protrusiones de membrana
tienen entre 1 y 10 um de diametro, cuando se estan formando carecen de
actina u otras estructuras del citoesqueleto (Charras et al., 2005). Una vez
que la presién se equilibra, los blebs dejan de crecer. Se ha observado que
el volumen final de los blebs es dependiente de la tension de la membrana
(Tinevez et al., 2009; Charras et al., 2008).
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2. Polimerizacién de la actina y retraccion

En este paso se reclutan al bleb proteinas que unen la membrana del bleb al
citoesqueleto de actina, como la ezrina, y enseguida, la actina comienza a re-
polimerizarse y la expansion del bleb se detiene. Finalmente, la contraccion
de la actina-miosina, genera la tensiébn necesaria para retraer el bleb

(Charras y Paluch, 2008) y continuar el ciclo de formacion de los blebs.

Separacion de la membrana  despolimerizacion local
y &l cortex de actina del cortex de actina

bicapa lipidica
#ﬂ, Actina

‘I?P Arp 23

‘."_xl' Migsina
ﬁ Ezrina

Figura 8. Formacion de los blebs. La formacién de los blebs puede ocurrir como resultado
de una separacion de la membrana y el cértex de actina o por una despolimerizacion local
del coértex de actina. La presién hidrostatica del citoplasma empuja la membrana
incrementando el volumen del bleb. Enseguida, ocurre re-polimerizaciéon de la actina y la
expansion del bleb se detiene, se recluta la miosina y la contraccion de actina-miosina
permite que el bleb se retraiga. Modificada de Sens y Plastino, 2015.

Cabe mencionar que el término “ameboideo” es frecuentemente usado para
describir un tipo de motilidad de células sin protrusiones tipico de
Dictyostelium discoideum, sin embargo este término es confuso ya que la
motilidad de este organismo es dependiente de la polimerizacion de la actina

en el frente de migracién, por lo anterior se ha considerado usar el término
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de “movimiento de células redondas” en lugar del término ameboideo para
denominar el modo de motilidad dependiente de la contraccion de la actina-
miosina. De igual modo se ha propuesto el término de “motilidad de células
alargadas” para describir el movimiento de tipo fibroblastoide (Sanz-Moreno y
Marshall, 2010)

Migracion ameboidea en tres dimensiones

En un sistema tridimensional de fibras de colageno, las células tumorales de
fibrosarcoma (linea celular HT-1080) no requieren degradacion de la MEC,
mas bien la contraccion del citoesqueleto de actina-miosina en un extremo
de las células les permite introducirse entre los espacios que dejan las fibras
de la colagena (Wolf et al., 2003).

Plasticidad en los modos de migracién

La habilidad de las células de cambiar el modo de migracion se denomina
plasticidad celular. Con esta plasticidad las células pueden “elegir” el tipo de
migracion mas adecuado al microambiente en el que se encuentran. Liu y
colaboradores (2015) mostraron que una célula cambia de un tipo de
migracion mesenquimatosa, en condiciones de fuerte adhesion en un
espacio no confinado, a un tipo de migracibn ameboidea, en un espacio
confinado y en condiciones de baja adhesion. Por otro lado, Bergert y
colaboradores (2012) demostraron que la transicion de blebs a lamelipodios
ocurre, principalmente, cuando se favorece la polimerizacion de la actina y se
disminuye la tension de la membrana, mientras que la transicion de
lamelipodios a blebs se favorece si la adhesion disminuye, y aumenta la

tension de la membrana.
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Familia de proteinas Rho GTPasas

La familia de proteinas Rho GTPasas esta constituida por Rho (A, By C),
Rac (1 y 2) y Cdc42, y son cruciales para la migracion porque regulan la
polimerizacion del citoesqueleto de actina (Hall, 1998; Riento y Ridley 2003).
Las Rho GTPasas hidrolizan GTP, e intercambian GDP (estado inactivo) por
GTP (estado activo). Los factores intercambiadores de nuclettidos de
guanina (GEFs, Guanine nucleotide exchange factors, por sus siglas en
inglés) favorecen la conversion de la forma inactiva (unida a GDP) por la
forma activa (unida a GTP), lo cual resulta en la activacion de las proteinas.
Por el contrario, las proteinas activadoras de las GTPasas (GAPs, GTPase
activating proteins, por sus siglas en inglés), estimulan la actividad de
GTPasa, lo cual lleva a una conversion de la forma unida a GTP a su forma
unida a GDP. Ademas, existen otros reguladores de las Rho GTPasas, los
inhibidores de la disociacion de nucleétidos de guanina (GDlIs, guanine
nucleotide dissociation inhibitors, por sus siglas en inglés) los cuales
mantienen a las GTPasas en una forma inactiva en el citosol (Ridley et al.,
2001).

Rho GTPasas en la migracion celular

La actividad de la GTPasa Rho, se ha relacionado con la formacion de fibras
de estrés y la generaciéon de contracciéon. La GTPasa Rho ejerce sus efectos
de contraccion a través de la activacion de sus efectores, la cinasa ROCK y
la proteina nucleadora mDia (Leung et al., 1996; Ishizaki et al., 1996; Matsui
et al., 1996). En células con migracién mesenquimatosa, Rac se localiza en
el frente de migracién donde favorece la polimerizacion de la actina. (Nobes
et al.,, 1999). La GTPasa Rac ejerce sus efectos en la polimerizaciéon de la
actina a través del complejo WAVE/Scar, el cual activa a Arp2/3 o a la cinasa
de serina-treonina PAK, que fosforila a proteinas implicadas en la migracion,

como la MLCK, disminuyendo la contraccién y favoreciendo la extensién de
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la célula. Sin embargo, PAK también fosforila directamente a la cadena ligera
de la miosina, lo cual induce un aumento en la contraccion. La
predominancia de uno u otro mecanismo parece depender de la diferente
regulacion de la actividad de PAK (Vicente-Manzanares et al., 2005). Por otro
lado, la GTPasa Cdc42 es un mediador de la polaridad de la célula y también
participa en la polimerizacion de la actina, generando filopodios. Algunos de
los efectores de Cdc42 son PAK, asi como las proteinas WASp/N-WASp,
que activan al complejo Arp2/3 y permiten la polimerizacion de la actina
(Figura 9). Ademas, Cdc42 controla la direccion de migracion (Etienne-
Manneville y Hall, 2002). Se ha descrito que en las células con migracion
mesenquimatosa, las GTPasas, Rac y Cdc42 favorecen la formacion de
lamelipodios y filopodios, respectivamente. En las células que adoptan el tipo
de migracion ameboideo, como los leucocitos y macréfagos, la GTPasa Rho
es esencial para la generacidon de tension necesaria para la retraccion de los

blebs y el mantenimiento del anillo cortical (Worthylake et al., 2001).
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Figura 9. Reguladores rio abajo de la familia de proteinas Rho GTPasas. Los efectores
de las Rho GTPasa, incluyen cinasas como ROCK y PAK, factores nucleadores como mDia,
y el complejo Arp2/3. La proteina mDia favorece la polimerizacion de filamentos lineales de
actina, mientras WASp y WAVE activan al complejo Arp2/3 que favorece la polimerizacion de
filamentos ramificados. La cinasa PAK, fosforila a LIMK (acrénimo en inglés para LIM-motif
containing kinase) la cual fosforila e inhibe a cofilina regulando el recambio de la actina.
Modificada de Draber et al., 2012.
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Hipofisis

La hipodfisis es una glandula enddcrina que se localiza sobre la base del
craneo, en la silla turca del hueso esfenoides, por debajo del hipotalamo.
Consta de los lobulos anterior, medio y posterior. El I6bulo posterior, o
neurohipofisis se forma de los axones terminales de las neuronas
hipotalamicas de los nucleos supradptico y paraventricular (Malenka et al.,
2009). El I6ébulo intermedio lo forman células secretoras llamadas
melanotropos, que sintetizan y secretan la hormona estimulante de los
melanocitos. Cabe mencionar que en el humano este I6bulo esta ausente. El
I6bulo anterior, también denominado adenohipdfisis, estd compuesto por
distintos tipos celulares, el tipo secretor: que incluye a somatotropos, que
secretan hormona de crecimiento (GH); Lactotropos, que secretan prolactina
(PRL); Gonadotrépos, que secretan la hormona Luteinizante (LH) y foliculo
estimulante (FSH); Tirotrépos que secretan a la hormona estimulante de la
tiroides (TSH) y adrenocorticotrépos que secretan a la adrenocorticotropina
(ACTH). Cabe mencionar que existe un fenotipo secretor somatolactotropo,
el cual presenta secrecion tanto de hormona de crecimiento como de
prolactina (Villalobos et al., 2004), y otro tipo no secretor que incluye células
foliculo estelares, endoteliales, pericitos y pituicitos (Vila-Porcile, 1972; Soji y
Ebert, 1989; Fujiwara et al., 2010).

Matriz extracelular en las células adenohipofisiarias

Las células de la adenohipdfisis estan rodeadas de distintas proteinas de
MEC como laminina, fibronectina y colagenas (Holck et al., 1987; Kaidzu et
al., 2000; Liu et al., 1989). La MEC es el componente no celular que da
soporte fisico e inicia las sefales bioquimicas y biomecanicas cruciales que
dictan parte del comportamiento celular (Frantz et al., 2010; Hubmacher y
Apte, 2013).
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La MEC esta formada por proteoglicanos y proteinas fibrosas como laminina,
fibronectina y colagenas. La manera en que estas proteinas se organizan
determina las propiedades biomecanicas de la MEC e influencian la manera
en la que las células responden a la misma, por ejemplo regulando secrecion
de hormonas, proliferacion y migracion (Paez-Pereda et al., 2005; Hakkinen
etal., 2011).

Las Colagenas

Las proteinas fibrosas mas abundantes en la MEC son las colagenas. Las
colagenas son una familia de proteinas con al menos 29 miembros, la
estructura tipica de la colagenas es una triple hélice de tres cadenas q, cada
una de las cuales esta formada por dos propéptidos, el N y el C-terminal, los
cuales flanquean el motivo de aminoacidos (Gly-X-Y, donde X y Y son
cualquier aminoacido acido, generalmente prolina o hidroxiprolina; Figura
10). Las cadenas de colageno son sintetizadas como precursores
denominados  procolagenos que son transportados al reticulo
endoplasmatico, en donde el propéptido C-terminal inicia la formacion de la
triple hélice (Mouw et al., 2014). El protocolageno es secretado por las
células al espacio extracelular y convertido en colagena mediante el corte de
los propéptidos N- y C-terminales mediante la actividad de las
metaloproteasas. Las colagenas fibrilares clasicas en la MEC y la membrana

basal, incluyen a la colagena tipo I, II, llI, IV, V y XI (Hulmes, 2002).
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Figura 10. Estructura de las colagenas. (A) La estructura tipica de las colagenas esta
formada por propéptidos N y C-terminal, los cuales flanquean el motivo de aminoacidos
Gly-X-Y. (B) Tres cadenas a (la imagen muestra 2 cadenas a-1 y 1 cadena o2, lo cual
representa al a colagena tipo |) se ensamblan en una tripe hélice, este proceso es iniciado
por el propéptido C-terminal. (C) El protocolageno es secretado por las células al espacio
extracelular y convertido en colagena mediante el corte de los pro péptidos N- y C-terminal
mediante la actividad de las metaloproteasa. Modificada de Mouw et al., 2014

La Colagena tipo | y la colagena tipo Il

La colagena tipo | es el tipo mas abundante y la mejor estudiada, es un
heterotrimero de dos cadenas a1(l) y una a2(l). Mientras que, la colagena
tipo Ill es un homotrimero de tres cadenas ai(lll), estas colagenas se
caracterizan por su habilidad de ensamblarse en agregados paralelos (Figura
11A). Las similitudes estructurales entre ambas colagenas les permiten
formar agregados, se ha descrito una interaccién heterotipica entre las
cadenas ai(lll) de la colagena Il y a1(l) de la colagena | (Henkel y Glanvill,
1982). La mezcla de colagena de tipo | y tipo Ill, esta constituida en un 95 %

por la de tipo | y en 5 % por la de tipo Il (Yurchenco y Schittny, 1990)
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La Colagena tipo IV

La colagena tipo IV es el componente estructural mas importante de la
membrana basal. Este tipo de colagena tiene la particularidad de
autoensamblarse formando “redes” (Figura 11B). La colagena IV esta
formada por tres cadenas a, del tipo a1(lV) al a6(lV). La forma predominante
es una a1(lV) y dos a2(lV). Las cadenas presentan tres dominios: el dominio
N-terminal 7S, el dominio globular C-terminal (NC1) y el dominio central, el
cual es similar al descrito para la colagena |, en triple hélice con
interrupciones de repetidos Gly-X-Y resultando en una triple hélice flexible.
Las fibras de C IV forman mallas capaces de unir heparina, heparan sulfato y
laminina (Yurchenco y Schittny, 1990; Olsen y Ninomiya, 1999; Ceylan et al.,
2011).

A

B
Figura 11. Colagena tipo I-lll y colagena tipo IV. Imagenes de microscopia electrénica
muestran que (A) la colagena tipo I-Ill (95 % tipo | y 5 % tipo Ill) forma agregados en fibras

paralelas, similar a lo observado sélo en la colagena de tipo | (panel inferior). Mientras que,
(B) la colagena de tipo IV se agrega en tetrameros a manera de una malla irregular.
Modificada de Keene et al., 1987; Modificada de Yurchenco y Schittny, 1990.
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Adhesion célula-sustrato mediada por las integrinas.

Las integrinas son los principales receptores de las adhesiones al sustrato,
conducen la informacion del medio exterior para cambiar la estructura y
funcion celular. Las integrinas son heterodimeros de 18 subunidades a y 8
subunidades . La combinacion de tipos especificos de subunidades a y 3
determina la afinidad del receptor por las proteinas de MEC. Por ejemplo la
integrina a1B1 es mas afin ala C IV que a la C |, mientras que, la o231 es
mas afin ala C | que a la C IV (Figura 12; Hemler y Lobb, 1995). Las
integrinas tiene la habilidad de responder a la MEC e integrar tanto sefales
mecanicas como quimicas a través de su asociacion con el citoesqueleto de

actina, regulando las adhesiones al sustrato y la migracién.

Figura 12. Afinidad de los heterodimeros de integrinas. La combinacion de las
subunidades a y las subunidades 3, determina la afinidad a cada una de las proteinas de la

matriz extracelular.
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Via de senalizacién de las integrinas

La actividad transductora de las integrinas se regula por las Rho GTPasas.

Una vez que las integrinas se unen a la MEC se activan y cambian la
conformacién de sus colas citoplasmaticas lo que les permite interactuar con
otras proteinas y regular la sefializacion rio abajo. La activacion permite que
las integrinas se unan al citoesqueleto de actina a través de un complejo
multiproteico (Caja 2). Luego se reclutan distintas proteinas de sefalizacion y
andamiaje como la vinculina, talina, paxilina y las cinasas FAK (acronimo en
inglés para Focal Adesion Kinase) y Src. Dependiendo de las proteinas que
sean reclutadas a dicho complejo, se favorece un tipo especifico de forma

celular y de motilidad.

Caja 2. Proteinas clave que unen a las integrinas con el citoesqueleto de actina.

Talina

Es una proteina de unién a actina que forma homodimeros antiparalelos. El dominio amino
terminal FERM (Protein 4.1, Ezrin, Radixin y Moesin) se une a la cola de la subunidad (3 de
las integrinas y esta union es suficiente para que las integrinas se activen. El domino de
carboxilo terminal interactua con la vinculina y la actina filamentosa (Campbell et al., 2004)

Vinculina

Es una proteina de unién a actina que participa en las uniones célula-célula, y las
adhesiones célula-sustrato. Une al complejo de integrina-talina con la actina filamentosa
(Ziegler et al., 2006)

Paxilina

Es una proteina adaptadora que se une a proteinas cinasas como Src y FAK, ademas de
interactuar con proteinas estructurales como vinculina. Estabiliza las adhesiones focales
cuando la tensién aumenta (Ye et al., 2014)

FAK

La cinasa de las adhesiones focales, FAK (acrénimo en inglés para Focal Adesion Kinase)
es una cinasa de serina-treonina que forma un complejo con la familia de cinasa de Src, lo
cual inicia cascadas de sefalizacion a través de la fosforilacion de otras proteinas (Bockholt
et al., 1993).

a-actinina

Es una proteina de unién a actina que forma parte de la superfamilia de espectrina. Forma
dimeros antiparalelos con sitios de unién a la actina en cada extremo, por lo tanto entrecruza
dos filamentos de actina (Otey et al., 2004).
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Senalizacion de proteinas tirosina cinasa

Via de sefalizacion de Src

Al formarse el agregado de proteinas con las integrinas, las moléculas de Src
aumentan y se fosforilan unas a otras activando a la cinasa. Src fosforila, a
su vez, a proteinas como FAK, paxilina y tensina (Bockholt et al., 1993;
Klinghoffer et al., 1999; Turner, 2000). En osteoclastos y plaquetas se ha
propuesto un modelo de activacion de la familia de cinasas de Src
dependiente de la integrina B3 que involucra la unién del dominio SH3, de
Src, a la region citoplasmatica de la integrina 3 (Arias-Salgado et al., 2003).
En células de carcinoma de células escamosas, otro miembro de la familia de
Src, Fyn, se asocia con las subunidad de la integrina 6 del dimero avf36, y
promueve la secrecion de metaloproteasas y la metastasis en ratones (Li et
al., 2003). Por lo tanto, la asociacion de la familia de Src con diferentes
dimeros de las integrinas regula la sefializacién de las Rho GTPasas (Figura
13).
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Figura 13. Via de seiializacion de la cinasa Src. Una vez que las integrinas se unen a la
MEC se activan y cambian la conformacién de sus colas citoplasméticas lo que les permite
interactuar con Src, la cual fosforila a proteinas como FAK y vinculina. La via de sefalizacion
de Src estimula la actividad de distintas GEFs y GAPs, lo cual favorece la actividad de la
familia de las Rho GTPasas (Rho, Rac y Cdc42).

Via de sefalizacion de EphA2

La cinasa de la familia de heparina, EphA2, induce la activacion de las
integrinas e impide la extension sobre el sustrato y la adhesién (Miao et al.,
2000). EphA2 regula a la FAK, fosforilandola, favoreciendo su actividad de
cinasa. En la linea celular B16, derivada de melanoma de murino, el aumento
en la expresién de la cinasa EphA2 activa a Rho-GTP y favorece la motilidad

de células redondas (Parri et al., 2009).
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Senalizacion de miembros de la familia Cas

NEED9 (acronimo del inglés para Neural Precursor Cell Expressed,
Developmentally Down-Regulated 9) es un miembro de la familia de
proteinas p130 Cas (acrénimo del inglés Crk-associated substrate family).
NEDD9 estabiliza la formacion y regula el recambio de las adhesiones
focales (Zhong et al., 2012). En respuesta a la activacion de las integrinas,
FAK o la cinasa RAFTK (acrénimo en inglés para (Related Adhesion Focal
Tyrosine Kinase) reclutan a NEED9 en las adhesiones focales, que se une a
través del dominio SH3, esto permite que NEED9 se una a Src. La
fosforilacion del dominio de sustrato de NEDD9 por Src resulta en sitios de
unién a Crk y otras proteinas adaptadoras que reclutan a las GEFs de Rac,
DOCK3 y DOCK180 (Figura 14; Sanz-Moreno et al., 2008; Kiyokawa et al.,
1998).

Figura 14. Via de senalizacion de NEDD9. En respuesta a la activacion de las integrinas,
FAK recluta a NEED9 en las adhesiones focales, esto permite que NEED9 se una a Src. La

30



fosforilacion del dominio de sustrato de NEDD9 por Src resulta en sitios de unién a Crk y
otras proteinas adaptadoras que reclutan a las GEFs de Rac DOCK3 y DOCK180.

Reguladores de las Rho GTPasas

Las proteinas Rho GTPasas actuan como reguladores cruciales de la
organizacion del citoesqueleto y el ensamblaje y organizaciéon de las
adhesiones. Dependiendo de la GEF y/o GAP reguladora las Rho GTPasas
favorecen la motilidad de células redondas o alargadas (Figura 15). En
células de melanoma, la GEF DOCKS activa a Rac, estimulando la motilidad
de las células alargadas. Por otro, el reclutamiento de la GAP ARHGAP22
induce la inactivacion de la GTPasa Rac (Sanz-Moreno et al., 2008),
favoreciendo la forma redonda. Por otra parte, el reclutamiento de la GEF de
Cdc42, DOCK10, favorece el movimiento de células redondas, pero parece
no ser necesaria para la motilidad de las células alargadas (Gadea et al.,
2008). En fibroblastos el reclutamiento de p190RhoGAP, dependiente de la
via de la cinasa Src, resulta en la inhibicion de la actividad de la GTPasa Rho

A, favoreciendo la extension sobre el sustrato (Arthur y Burridge, 2001).

Figura 15. Vias de senalizacion que regulan el tipo de motilidad ameboidea y

mesenquimatosa.
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Cambios en la sintesis de colagena en los adenomas hipofisiarios

En los adenomas hipofisiarios (Caja 3) se han identificado cambios en la
cantidad y localizacion de distintas proteinas de la MEC como laminina,
fibronectina, colagena tipo | y colagena tipo IV (Murray et al., 1997). En estos
tumores benignos, la laminina forma fibras dispersas cerca de los vasos
sanguineos, mientras que en el tejido sano forma parte de la membrana
basal. En cuanto a las colagenas, se ha descrito una escasa expresion de la
colagena tipo IV en la membrana basal de las células tumorales, en
comparacion con el tejido hipofisiario sano (Jarzembowski et al., 2007). En el
mismo sentido, Kawamoto y colaboradores (1996) demostraron que la
colagenasa tipo IV esta mas activa en los adenomas invasores. Por otro
lado, la deposicion de fibras de colagena tipo |, fendmeno conocido como
desmoplasia, aumenta en los macroadenomas (Nagamuna et al., 2002;
Yoshida y Teramoto, 2007; Figura 16).

Hipdfists
sana

Adenoma
hipofisiario

Figura 16. Cabios en las colagenas en los adenomas hipofisiarios. Se ha descrito un
aumento en la deposicion de fibras de colageno tipo | (desmoplasia, azul), mientras que se
ha observado una disminucién en la colagena tipo IV (café). Modificada de Nagamuna et al.,
2002; Modificada de Jarzembowski et al., 2007.
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Caja 3. Adenomas hipofisiarios

Los adenomas hipofisiarios son tumores procedentes de células adenohipofisiarias
secretoras, y representan del 15 al 25 % de los tumores intracraneales (Melmed, 2003).
Generalmente son considerados benignos, de lento crecimiento, y de rara metastasis, sin
embargo un numero importante de adenomas hipofisiarios, aproximadamente del 15 al 25
%, presentan invasion a tejidos adyacentes (Yoshida y Teramoto, 2007). Los adenomas
hipofisiarios se presentan con manifestaciones clinicas como: dolores de cabeza,
alteraciones visuales, hipertensién intracraneal debido a la compresion de la masa tumoral a
los tejidos adyacentes (efecto de masa) o las relacionadas con las hormonas que los
tumores secreten (Melmed, 2003). Los adenomas hipofisiarios son clasificados en base a

diferentes criterios (Tabla 2).

Tabla 2. clasificacion de adenomas hipofisarios

Caracteristica

Tamano

Microadenomas <10 mm de diametro

Macroadenomas >10 mm de diametro

Sindromes asociados

Produccion de

hormonas

Adenomas secretores de PRL
Adenomas secretores de ACTH
Adenomas secretores de GH
Adenomas secretores de TSH

Adenomas secretores de FSH y/o LH

Adenomas endocrinolégicamente silentes

Infertilidad, galactorrea
Enfermedad de Cushing
Acromegalia o gigantismo
Hipertiroidismo
Hipogonadismo e
hipergonadismo (raro)

Sin sindrome asociado

Manifestaciones
clinicas

(endocrinoldgicas)

Endocrinolégicamente funcionante

Endocrinolégicamente no funcionante

Capacidad de

invasion

Adenomas no invasores (grado 0 y I)

Adenomas invasores (grado Il, lll y 1V)

PRL: prolactina, ACTH: corticotropina, GH: hormona de crecimiento, TSH: tirotropina, FSH: hormona foliculo estimulante,

LH: hormona luteinizante. De acuerdo a la clasificacién de Hardy y Vezina (1976), los adenomas no invasores son

aquellos que permanecen confinados en la glandula, grado 0 y grado |. Son considerados invasores aquellos que llegan

infiltrar estructuras vecinas. Grado Il: silla turca intacta, Grado lll: destruccién selar localizada, Grado IV: destruccion

difusa.
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Arreglo del citoesqueleto de adenomas hipofisiarios

Previamente mostramos que células en cultivo provenientes de adenomas
hipofisiarios invasores, endocrinolégicamente no funcionantes, son pequefias
y redondas con anillos corticales de actina, semejando las células con
migracion ameboidea (Avila-Rodriguez et al., 2016). Por su parte, Del-Pliego
y colaboradores (2013) mostraron que las células provenientes de un
microprolactinoma no invasor se extienden sobre la superficie de cultivo y
forman pequefias fibras y arcos de actina, como se ven en células de
migracion mesenquimatosa (Figura 17). Estos datos sugieren que las células
de los adenomas hipofisarios pueden adquirir diferentes formas y arreglos

del citoesqueleto.

Adenomas hipofisarios invasores Microprolactinoma adenchipofisiario no invasor
clinicamente no funcionantes

Figura 17. El arreglo del citoesqueleto de actina de células provenientes de adenomas
hipofisiarios. Las células en cultivo provenientes de adenomas hipofisiarios invasores
clinicamente no funcionantes, son pequefias y redondas con anillos corticales de actina.
Mientras que, las células provenientes de un microprolactinoma no invasor se extienden
sobre la superficie de cultivo. Tomada de Avila-Rodriguez et al., 2016; Del-Pliego et al., 2013

La matriz extracelular regula la forma de las células GH3

En nuestro laboratorio, Azorin y colaboradores (2014) mostraron que la linea

celular GH3, derivada de un adenoma hipofisiario de rata, que secreta tanto
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hormona de crecimiento como prolactina (Tashjian et al., 1968), que
responde de manera diferencial al tipo de MEC. Sobre colagena tipo I-lll
adquieren una forma redonda, con poca adhesién al sustrato, mientras que
sobre colagena tipo IV, se extienden y unen fuertemente al sustrato (Figura
18; Azorin et al., 2014). Estos resultados sugieren que, dependiendo de la
MEC, la célula tiene la capacidad de modificar su forma, por lo que las
células GH3 son un modelo adecuado para estudiar la dinamica en la forma

celular dependiendo del contexto extracelular.

C I-III

Figura 18. Organizaciéon de la membrana de células GH3 sembradas sobre colagena
tipo I-lll y colagena IV. Cuando las célulasGH3 se siembran sobre una mezcla de colagena
tipo | (95 %) vy tipo Il (5 %) organizan su membrana en blebs. Mientras que, cuando son
sembradas sobre Colagena IV, las células organizan la membrana principalmente en
filopodios y algunos lamelipodios. Tomada de Azorin et al., 2013.
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Il. Planteamiento del problema

Las células de los adenomas hipofisiarios humanos adquieren diferentes
formas y arreglos del citoesqueleto dependiendo de su fenotipo. En el mismo
contexto, las células GH3 de adenoma hipofisiario de rata, cambian su forma
dependiendo del sustrato: tienen una forma redonda cuando se cultivan
sobre la colagena tipo I-lll y una forma alargada sobre la colagena tipo IV.
Sin embargo, se desconocen los mecanismos que les permiten a las células
adquirir diferentes formas y tipos de movimiento. Considerando que las
cinasas MLCK y ROCK regulan la contraccion de la actina-miosina, paso
crucial para la determinacién de la forma, nos preguntamos ¢Cual es la
participacion de MLCK y ROCK en la regulacion de la forma de las células

GH3, sembradas sobre Colagena tipo I-1ll y Colagena tipo IV?
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lll. Hipotesis

Las células GH3 activan de distinta manera a la MLCK y ROCK dependiendo
de si se cultivan sobre colagena I-lll o colagena IV, lo que determina la forma

y la migracion celular.

IV. Objetivo general
Estudiar la participacion de las cinasas MLCK y ROCK, en la tension cortical,
organizacion del citoesqueleto de actina y migracion de las células GH3

sobre Colagena I-lll y Colagena IV.

V. Objetivos especificos

En las células GH3 cultivadas sobre Colagena tipo I-lll o Colagena tipo IV:

. Analizar la participacion de MLCK y ROCK en la definicion de la forma
celular.

. Evaluar la funcion de MLCK y ROCK en regulacion de la tension y dinamica
de la membrana.

. Analizar la participaciéon de MLCK y ROCK en la fosforilacion de la cadena

ligera de la miosina.

4. Evaluar la funcién de MLCK y ROCK en la organizacion del citoesqueleto.

5. Estudiar la participacion de MLCK y ROCK en el proceso de motilidad celular.

6. Analizar la participacion de MLCK Y ROCK en la secrecidon de hormonas.
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VI Materiales y métodos

1. Reactivos, proteinas y anticuerpos

Colagena tipo I-llIl (C I-lll, 95 %, 5 % piel de bovino, Sima-Aldrich, St Louis,
MO), Colagena tipo IV (C IV, Sarcoma de ratén, Sigma Aldrich). Medio de
cultivo HAM-F12, medio 199, Suero Bovino Fetal, suero de caballo, tripsina e
inhibidor de tripsina de soya (Gibco, ThermoFisher Scientific MA, EUA).
Colagenasa tipo | y DNAsa tipo | (Worthington, Lakewood, NJ). Los
anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes: Monoclonal anti-
cinasas de la cadena ligera de la miosina (K36, Sima-Aldrich), Monoclonal
anti-cadena ligera de la miosina fosforilada (Ser-19, Cell signalling, Beverly,
MA), policlonal anti-cadena ligera de la miosina (Tre-18, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas TX), Policlonal anti-ROCK-1(Chemicon, EMD Millipore,
Billerica, MA), Antisuero policlonal contra Prolactina y antisuero contra
hormona de crecimiento (Dr. A.F. Parlow, Torrance, CA) El anticuerpo
monoclonal contra actina fue generosamente donado por el Dr. M.
Hernandez, (Biologia celular, CINVESTAV). Faloidina rodaminada (TRITC-
phalloidin, Sigma-Aldrich). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los
siguientes: FITC burro contra raton y FITC burro contra conejo (Jackson
ImmunoResearch, Life Technologies Corp., Carlsbad, CA), Alexa fluor 647
burro contra ratén (Molecular Probes, ThermoFisher Scientific), Alexa fluor
555 burro contra ratén (Invitrogen, Carlsbad, CA), TRITC burro contra cuyo
(Jackson immunoReseach). Anticuerpo secundario cabra contra raton unido
a la peroxidasa de rabano (Invitrogen), anticuerpo secundario cabra contra
conejo unido a la peroxidasa de rabano (Zymed Laboratories, South San
Francisco, CA). Inhibidor de ROCK, (R)-(+)-trans-N-(4-priridil)-4-(1-aminoetil)
ciclohexanocarboxamida, dihidrocloruro (Y-27632, Calbiochem, Merck-
Millipore, Billerica, MA); inhibidor de MLCK, 1-(5-lodonaftaleno-1-sulfonil)
homopiperazina, HCL, (ML-7, Calbiochem-Merck); inhibidor de RhoA,
Exoenzima C3 transferasa, (C3-T, Cytoskeleton inc, Denver, CO); inhibidor

de calmodulina, N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide
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hydrochloride, (W-7 Tocris Biosciense, Bristol, UK); inhibidor de Rac, N6-[2-
[[4-(Dietilamino)-1-metilbutillamino]-6-metil-4-pirimidinil]-2-metil-4,6
quinolinediamina trihidrocloridro, (NSC 23766, Tocris) e inhibidor de Cdc42,4-
[4,5-Dihidro-5-(4-metoxifenil)-3-fenill-1H-pirazol-1-yllbenzenesulfonamida,
(ML-141, Sigma-Aldrich).

RNA de interferencia (siRNA) de MLCK (Silencer select Pre-designed, Life
Technologies GE, Dharmacon, Lafayette, CO)

Secuencia sentido (5'->3"): GGAUCCUCUUCAUGCACAALt.
Secuencia antisentido: UUGUGCAUGAAGAGGAUCCcg.
siRNA de ROCK-1 (Santa Cruz).

El siRNA fue una mezcla de tres diferentes RNAs:

a) Secuencia sentido (5'->3"): CUACAAGCUUGAAGAACAALt.
Secuencia antisentido: UUGUUCUUCAAGCUUGUAGTtt.

b) Secuencia sentido: CUCAAGACAUGCUCAAUCALt.
Secuencia antisentido: UGAUUGAGCAUGUCUUGAGtt.

c) Secuencia sentido: CUAGAACAUUUGACCGAAALt.
Secuencia antisentido: UUUCGGUCAAAUGUUCUAGtt.

2. Preparacion de superficies cubiertas con C I-llly C IV

Las superficies sobre las que se cultivaron las células fueron cubiertas con

1ug/mi de C I-lll y de C IV preparadas de la siguiente manera:

Colagena tipo Il Colagena tipo IV

Acido acético 0.5 M 1000 pl Acido acético 0.5 M 1000 pl

C I-IlI (3.2 mg/ml) 2 ul C IV (63.3pg/ml) 12 pl

Bicarbonato de Bicarbonato de

sodio 1 M 500 sodio 1M 500
PBS 4482 pl PBS 4472 pl

Rojo de fenol 16 pl Rojo de fenol 16 pl
Volumen final 6000 pl Volumen final 6000 pl
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La solucion de cada una de las colagenas se distribuyd homogéneamente en
la superficie a cubrir (caja de cultivo o cubreobjetos) y se dejé toda la noche
a 37 °C. Posteriormente, el exceso de colagena fue retirado por aspiracion y
las superficies fueron lavadas con 1 M de bicarbonato de sodio, seguido de
dos lavados con PBS, finalmente las superficies se dejaron secar dentro de

la campana de flujo laminar.

3. Cultivo de la linea celular GH3 vy cultivo primario de

adenohipéfisis

La linea celular GH3 (ATCC, numero de catalogo CCL-82.1, lote: 3741980)
derivada de un adenoma hipofisiario de rata (Tashjian et al., 1968) fue
cultivada en medio Ham-F12 adicionado con 15 % de suero de caballo y 2.5
% de suero bovino fetal. Para hacer los experimentos se resembraron y
cultivaron en medio definido estéril (Medio definido: medio de cultivo Ham
F12 6 199, adicionado con 1.2 mg/ml de bicarbonato de sodio, 0.5 mM de L-
glutamina, 238 ug/ml de Hepes, 5 ug/ml de insulina, 5 ug/ml de transferrina,
5 ng/ml de triyodotironina, 60 ng/ml de corticosterona, 6 ng/ml de
progesterona, 1 mg/ml de albumina sérica de bovino (BSA, fraccién V), 16
Mg/ml de putrescina, 2.9 ug/ml de selenito de sodio y antibidticos (penicilina
10,000 Ul/ml y estreptomicina 10,000 pg/ml), pH 7.4) para eliminar las
proteinas de matriz extracelular presentes en el suero. Después de 24 horas
en cultivo, las células fueron tratadas con los inhibidores correspondientes o
con los RNAs de interferencia, como se describira a continuacion. Los
cultivos primarios de adenohipdfisis de rata adulta fueron realizados de la
siguiente manera: El tejido adenohipofisiario se colocd en una solucion salina
amortiguada con fosfatos adicionada con 1mg/ml de glucosa (PBS-glucosa) y
se corté en pedazos pequefnos. En seguida el tejido se incubd con 5 ml de
colagenasa tipo | 1Tmg/ml en medio definido 199 durante 60 min a 37 °C en
rotacién constante. El tejido se centrifugd a 800 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente y se retiré el sobrenadante. Posteriormente se realizo

una segunda digestién enzimatica con 10 ml de tripsina 1 mg/ml a 37 °C
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durante 10 min, seguido de la inhibicién de la enzima afadiendo 20 ml de
inhibidor de tripsina de soya 0.1 mg/ml y 4 ml de ADNasa 5 yl/ml. Finalmente
la suspension celular se centrifugd nuevamente a 800 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente. El sobrenadante se desechod, las células se
resuspendieron en medio de cultivo definido 199 y fueron sembradas sobre C
I-11l o C IV, segun el experimento. Tanto las células del cultivo primario como

la linea celular fueron mantenidas a 37 °C, 5 % de CO2y 95 % de humedad.

4. Tratamiento farmacolégico

Para todos los experimentos las células GH3 fueron mantenidas en medio
definido durante 24 horas y posteriormente fueron tratadas con los
inhibidores correspondientes durante 6 horas: 10 uM de ML-7, 2.5 uM de Y-
27632, 1 yg/ml de C3-T, 51 uM de W-7, 50 uM de NSC y 400 nM de ML-14.

5. Tratamiento con pequeios RNAs de interferencia pequenos

Las células GH3 fueron depletadas de MLCK y ROCK utilizando RNAs de
interferencia pequefos (siRNA) especificos para cada una de las cinasas.
Las transfecciones de los siRNA fueron realizadas utilizado lipofectamina®
2000 y de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Invitrogen). 1 x 106
células fueron sembradas en cajas de 60 mm de diametro durante 24 horas y
transfectadas con 150 pM del siRNA de la MLCK o 100 nM del siRNA de
ROCK. Como control se utilizd un siRNA no especifico (Sigma-Aldrich).
Después de 6 horas con los siRNA, se cambié el medio de cultivo de las
células a medio definido sin antibiético por un periodo de 48h vy

posteriormente se realizaron los experimentos correspondientes.

6. Migracion celular

Para realizar los experimentos de migraciéon las células fueron sembradas

sobre cubreobjetos de vidrio de 32 mm de didmetro en un sistema de cultivo
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POC-R2 (ZEISS, Pecon, Oberkochen, Alemania) durante 24 horas. El
sistema de cultivo fue colocado en un microscopio invertido en un sistema
gue mantiene controlada la temperatura a 37 °C y el porcentaje de CO2 a 5
% (Heating insert P 2000, ZEISS). Las imagenes de campo claro fueron
adquiridas cada 1 minuto durante 60 min con un objetivo seco de 40x
(Achroplan Contraste de fases, AN 0.65). Para el analisis de la dinamica de
la membrana se realizaron quimogramas a partir de las imagenes de los
cultivos obtenidas cada 5 segundos, durante 20 min, con un objetivo de
inmersion de 63x (LCl plan- Neofluar AN=1.3). Las imagenes fueron
adquiridas con una camara digital (AxioCam) con el programa AxioVision
Real.4.8 (ZEISS). Los parametros de migracion tales como: velocidad,
distancia acumulada, persistencia en la direccion de movimiento y el analisis
de los quimogramas fueron realizados en el programa libre Imaged v1.47
(NIH, Bethesda, MD). Los experimentos de migraciéon se realizaron por
cuadruplicado, analizando 50 células en cada condicion. En los quimogramas

se analizaron 10 células por condicion, realizando 5 mediciones por célula.

7. Evaluacion de la forma celular

Para evaluar la forma celular con precision se calcul6 el cociente entre el
tamafio del eje mayor y el menor de cada célula. Si la relacién se encontraba
entre 1y 1.49 la célula se consideraba redonda, entre 1.5 y 1.9 intermedia y
2 o mayor alargada. El eje mayor y el eje menor de las células fueron

medidos en el programa ImageJ.
8. Evaluacion del area celular
Para evaluar el area de las células se adquirieron imagenes de contraste de

fases con un objetivo de 40x (ACHROPLAN Ph 2 AN= 0.65). El area celular

de cada célula fue determinada manualmente en el programa ImagelJ.
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Aproximadamente 100 células por condicion fueron analizadas en cada

condiciéon

9. Activacion de RhoA y Rac 1/2/3

La actividad de RhoA y RAC 1/2/3 se midié con los estuches G-lisa™ RhoA
activation Kit y Glisa™ RAC activation Kit (Cytoskeleton) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Este sistema se basa en una reaccion de ELISA
modificada que discrimina a la forma activa (unida a GTP) de la forma
inactiva (unida a GDP) mediante la presencia de péptidos homdlogos a los
dominios de union a la GTPasa activa (RGD) en el fondo de los pozos de la
placa de ELISA. Al agregar los lisados celulares solo la forma activa se
asocia a los péptidos RGD. La cantidad de Rho-GTP y Rac-GTP adherida al
pozo se midio por espectrofotometria.

Las células GH3 se lavaron con PBS frio y se lisaron con la solucién
amortiguadora de lisis del estuche. Los lisados celulares se clarificaron por
centrifugacion a 10,000 rpm, a 4 °C durante 3 min. En seguida, se tom6 una
alicuota de 10 ul del sobrenadante para medir proteinas. El resto del lisado
se congelé a 80 °C para su posterior analisis. Blanco: Se mezclaron 30 ul de
soluciéon amortiguadora de lisis mas 30 pl de solucién amortiguadora de
unién. Control positivo: se mezclaron 12 ul de proteina del control positivo de
RhoA (Rho constitutivamente activo) control mas 48 pyl de la solucion
amortiguadora de lisis y 60 pl de solucién amortiguadora de union, o bien se
mezclaron 5 ul de proteina control de Rac (Rac constitutivamente activo) mas
55 ul de la soluciéon amortiguadora de lisis y 60 ul de solucién amortiguadora
de unién. De cada condicién se tomaron 50 pl y se afiadieron a los pozos
que en el fondo contenian péptidos correspondientes a los dominios de unién
a Rho-GTP o Rac- GTP, segun el caso. Los pozos se incubaron en un
agitador orbital a 400 rpm, a 4 °C durante 30 min. Posteriormente se
agregaron 50 pl de los anticuerpos anti-Rho o anti-Rac, la incubacion con los

anticuerpos se llevé a 400 rpm durante 45 min a temperatura ambiente. En
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seguida se realizaron lavados y se agregaron 50 pl de los anticuerpos
secundarios acoplados a la peroxidasa de rabano, y se incubaron
nuevamente a 400 rpm durante 45 min a temperatura ambiente. Los
anticuerpos secundarios se lavaron y finalmente se adicion6 la solucién de
deteccidn de la peroxidasa de rabano. La absorbancia se midié en un lector

de placas (Labsystems multiskan MULTISOFT) a una longitud de 490 nm.

10. Inmunocitoquimica

Para observar las fosforilaciones de la cadena ligera de la miosina (MLC-p),
las células se fijaron con formaldehido libre de metanol al 4 % durante 15 min
a temperatura ambiente. Para observar la cinasa de la cadena ligera de la
miosina (MLCK) y la cinasa dependiente de Rho (ROCK) las células se
fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 20 min a temperatura ambiente.
Para observar la prolactina (PRL) y la hormona de crecimiento (GH) las
células se fijaron con paraformaldehido al 3.5 % durante 30 min a
temperatura ambiente. Después de la fijacion, las células fueron
permeabilizadas con 0.5 % de tritdbn X-100 en PBS durante 3 min, lavadas 1
vez con PBS y bloqueadas suero normal de cabra (SNC) al 5 % en PBS +
0.01 % de triton X-100 durante 1 hora. En seguida las células fueron lavadas
3 veces con PBS + 0.01 % de triton X-100 durante 5 min cada uno. Las
células se incubaron con los anticuerpos primarios: MLC-P (Ser 19, 1:200),
MLC-P (Thr 18, 1: 400), PRL (1:1000) GH (1:800) diluidos en PBS + 0.03 %
de saponina durante 120 min a temperatura ambiente y con los anticuerpos
primarios MLCK (1:100) y ROCK (1:100) durante 60 min y posteriormente
lavadas como se menciond anteriormente. Los anticuerpos secundarios
correspondientes, diluidos en PBS + 10 % SNC, fueron incubados durante 60
min a temperatura ambiente. Finalmente las células fueron incubadas con 1
MM de faloidina rodaminada durante 7 min. Las células se lavaron
nuevamente y montaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje

Vectashield (Vector, EEUU). Posteriormente se observaron al microscopio
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confocal (Leica TCS SP2, Alemania) a una magnificacion de 63x (Plan-
Neofluar AN=1.4)

11. Lisados celulares, SDS-PAGE y Western blot

Las células fueron lisadas y sus proteinas precipitadas con acido
tricloroacético al 10 % en agua durante 20 min en hielo. Posteriormente, los
lisados se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 min, el sobrenadante fue
retirado y la pastilla lavada 2 veces con acetona mas 10 mM de ditiotreitol
(DTT) para quitar el acido tricloroacético, en seguida la acetona se retiré y la
pastilla se secd secar durante 10 min a temperatura ambiente. La pastilla
seca fue disuelta en el amortiguador de lisis que contenia: 6 M de urea, 0.5
M de Tris-HCI, 10 % de glicerol, 10 % de SDS, 9mM de DTT, 20Mm de NaF,
2mM de NasVO4, 2mM de PMSF, un coctel de inhibidores de proteasas (1 uM
de Pepstatina A, 1.5 uM de Leupeptina, 1 mM de Benzamidina, 0.4 mM de
Na-p-tosil-L-arginina metil ester; Cytoskeleton), pH 6.8. La concentracién de
proteinas fue medida con el estuche micro BCA (Thermo Scientific, Rockford,
IL). Los extractos proteicos de cada muestra (40 ug) fueron fraccionados por
electroforesis en geles de acrilamida al 15 % y posteriormente trasferidas a
una membrana de PVDF. Para la deteccion de la actina y MLC-P (Ser-19),
las membranas se incubaron durante una hora con los anticuerpos contra
actina (1:2,000) y MLC-P (Ser-19; 1:2,500). Para la deteccion de la MLC-p
(Thr-18) y la MLC, la unién inespecifica fue bloqueada con 30 % de caseina
en TBS-Tween durante 1 hora y posteriormente la membrana se incubd con
los anticuerpos contra MLC-p (Thr-18; 1:100) y MLC (1:200) durante toda la
noche.

Para la determinacién de la MLCK y ROCK, las células fueron lisadas en el
buffer de lisis RIPA: 50 mM de TRIS, 150 mM de NaCl, 1 % de Triton X-100,
1 % de acido deoxicolico, 2 % de SDS, 10 % de glicerol, 20 mM de NaF, 2
mM de Na3V0O4, y un coctel de inhibidores de proteasas (1 uM de Pepstatina
A, 1.5 uyM de Leupeptina, 1 mM de Benzamidina, 0.4 mM de Na-p-tosil-L-
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arginina metil ester; pH 7.4. Los extractos proteicos de cada muestra (30 ug)
fueron separadas en un geles de acrilamida al 8 % y posteriormente
trasferidas a una membrana de PVDF. La unidn inespecifica fue bloqueada
con 0.5 % de leche descremada durante 60 min y posteriormente las
membranas fueron incubadas con los anticuerpos contra la ROCK (1:3,500) y
la MLCK (1:13,000) durante toda la noche. Los anticuerpos son los mismos
que se utilizaron para las inmunocitoquimica a excepcion de la actina que es
un anticuerpo monoclonal de raton contra actina (Donado generosamente
por el doctor Manuel Hernandez del departamento de Biologia celular del
CINVESTAV). Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
secundarios acoplados a la peroxidasa correspondientes: HRP cabra anti
ratébn (Invitrogen) (1:500) o HRP burro anti conejo (Thermo Scientific)
(1:20000) durante 60 min. Las bandas inmunoreactivas se detectaron con el
sustrato de quimioluminiscencia ECL (GE, Healthcare life Sciencies). Los

analisis densitométricos fueron realizados en el programa ImageJ.

12. Adhesion celular (Método de cristal violeta)

El cristal violeta (Cloruro de hexametil pararosanilina) es un colorante que se
une a las proteinas de la membrana plasmatica y al ADN (Bonnekoh et al.,
1989). Las células se fijaron con paraformaldehido al 2 % en PBS
complementado con adicionado con acido picrico al 0.2 % durante 24 horas
a 4 °C. Posteriormente se lavaron 2 veces con PBS con 1 mM de calcio, y
dos veces mas con agua desionizada. Luego las células se dejaron secar
toda lo noche a temperatura ambiente. Las células fijadas se tifieron con
cristal violeta al 0.1 % durante 30 min a temperatura ambiente, se lavaron 3
veces con agua desionizada y se dejaron secar nuevamente toda la noche.
El cristal violeta se extrajo incubando las muestras con acido acético al 10 %
durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente La absorbancia fue

determinada a 595 nm.
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13. Viabilidad celular (método de MTT)

La viabilidad celular fue evaluada mediante el uso de bromuro de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio (MTT). Este método se basa en la
conversion de sales de tetrazolio en cristales de formazan por las
deshidrogenasas mitocondriales, para medir el numero de células
metabodlicamente activas en el cultivo. Para el ensayo de MTT 20,000 células
por pozo fueron sembradas en una placa de 96 pozos. Las células fueron
tratadas con los inhbidores ML-7, Y-27632 y DMSO como vehiculo. Después
de 2 o0 4 horas de incubacién, se agrego la solucion de MTT por 4 horas. En
seguida las células fueron incubadas con SDS 10 % en HCI 0.01 M durante

toda la noche. Finalmente, la absorbancia fue determinada a 595 y 690 nm.

14. Microscopia electronica de barrido

Las células se fijaron con 2.5 % de glutaraldehido en PBS durante 60 min,
posteriormente se incubaron con OsO4 al 1 % en PBS. Las células fueron
entonces deshidratadas con un gradiente de etanol y secadas a punto critico
en un desecador (Sambdri 780 A, Tusimis Research Co., USA). Finalmente
las células fueron contrastadas con oro y visualizadas en un microscopio
electronico de barrido (JSM-6510LV, Japodn). Las observaciones se

realizaron en los laboratorios centrales del CINVESTAV.

15. Microscopia de fuerza atémica

Las células fueron sembradas sobre una superficie de Polidimetilsiloxano
(PDMS). Las observaciones fueron realizadas en un microscopio BioScope
Catalyst, con un controlador NanoScope V (Bruker), montado en un
microscopio invertido (Axio Obsever Z1, ZEIZZ). Cantilévers de nitrilo modelo
DNP-D (Bruker Camairillo, California, USA) con una punta de silicon (20nm) y

con una constante nominal de 0.06 N/m fueron utilizados para obtener las

47



imagenes y las indentaciones. Las imagenes fueron obtenidas en modo
scanAsyst en fase liquida. Durante los experimentos las células fueron
mantenidas a 37 °C en un medio de cultivo amortiguado con HEPES. Cada
cantilever fue calibrado utilizando el método de “thermal tune”. La
determinacién del modulo de Young de las curvas de fuerza fue realizado en
el programa Nanoscope Analysis (Bruker) usando el modelo de Hertz con la
variacion de Sneddon. Las observacione se realizaron en el centro de

Nanociencias y Micro y Nanotecnologia del Instituto Politécnico Nacional.

16. Secrecion de la prolactina y hormona de crecimiento

Para la medicion de las hormonas los medios de cultivo fueron colectados de
cada una de las condiciones experimentales y congelados inmediatamente.
La prolactina y hormona de crecimiento fueron medidas utilizando el estuche
MILLIPLEX MAP rat pituitary magnetic bead panel (Millipore) y de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Las mediciones fueron realizadas en el
equipo Luminex Magpix instrument utilzando la tecnologia de XMAP
(Luminex, Austin, TX)

17. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de dos condiciones, se realizO una prueba
estadistica de T de student no pareada, mientras que una prueba de ANOVA
de una o dos vias seguida de una post-prueba de Tukey fue utilizada para
analizar las diferencias estadisticas en los grupos tratados con los inhbidores
(GraphPad Prism 5, San Diego, CA, USA). Los datos de muestran como la
media £ el error estandar de la media de datos obtenidos de al menos tres

experimentos independientes.
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VIl Resultados

En un trabajo previo, Azorin y colaboradores (2014) caracterizaron la
motilidad y forma de las células GH3, derivadas de un adenoma hipofisiario
de rata cultivadas sobre una mezcla de la C I-lll o sobre la C IV. Las células
cultivadas sobre C I-lll son redondas y con motilidad alta, mientras que sobre
C IV son alargadas y con motilidad baja. Puesto que las células GH3
modifican su forma en respuesta al tipo de MEC en la que crecen, en el
presente trabajo, investigamos los mecanismos involucrados en la
adquisicion de la forma, en particular investigamos la participacion de las
cinasas MLCK y ROCK, en la generacion de la tension cortical, la
organizacion del citoesqueleto y la motilidad celular en células redondas y

células alargadas.

Para estudiar la participacion de ambas cinasas, decidimos bloquear a las
cinasas MLCK y ROCK wusando el inhibidor ML-7 y Y-27632,
respectivamente. En primer lugar analizamos la viabilidad de las células GH3
después de 6 h y 8 h de la inhibicion farmacoldgica. Encontramos una
disminucién significativa del 10 % en este parametro después de 8 h con el
inhibidor ML-7, mientras que no hubo cambios en el porcentaje de viabilidad
después de 6 h de tratamiento con ambos inhibidores (Figura 19). Por lo cual
decidimos utilizar ambos inhibidores por un periodo de 6 h en los

experimentos posteriores.
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Figura 19. Viabilidad celular. Las células fueron cultivadas sobre C I-lll o sobre CIV durante
24 horas, después de este periodo, las células se mantuvieron sin tratamiento (barra blanca)
o bien fueron tratadas durante 6 y 8h con el vehiculo de los inhbidores (DMSO, barra rosa) o
los inhibidores, ML-7(barra naranja) y Y-27632 (barra verde). Los datos se muestran como la
media + EE de tres experimentos independientes. ANOVA de dos vias, *p< 0.05.

La MLCK regula la forma alargada de las células y el area adosada al
sustrato; mientras que ROCK participa en el mantenimiento de la forma

redonda de las células GH3

El 98 % de las células sembradas sobre la C I-lll son redondas (Figura 20A,
a; figura 20B, panel izquierdo). La inhibicién de la MLCK o de su activador, la
Calmodulina (CaM), con ML-7 y W-7, respectivamente (Hidaka et al., 1979),
no cambia la proporcion de células redondas (97.4 £ 1.3 % contra 97.0 £ 1.5
%, respectivamente, Figura 20A, b y c; figura 20B, panel izquierdo). En
contraste, la inhibicion de ROCK con Y-27 reduce la poblacion de células
redondas en un 48 + 5 % y favorece la aparicion de células con forma
intermedia (40.4 + 3.3 %) y alargada (11.2 £ 1.7 %; Figura 20A, d; figura 20B,
panel izquierdo). En concordancia con estas observaciones la inhibiciéon de la
GTPasa RhoA, un activador rio arriba de ROCK (Schwartz, 2004), con la
toxina C3-T produjo resultados similares (Figura 20A, e; figura 20B, panel
izquierdo). Por otra parte, 42.2 £ 4.9 % de las células GH3 sembradas sobre
la C IV son de forma intermedia y en menor proporcion alargadas (28.0 £ 7.5
%). Sin embargo, se mantuvo una poblacion de células redondas (29 + 7 %;
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Figura 20A, f; figura 20B, panel derecho), mostrando un comportamiento
heterogéneo. La inhibicion de la MLCK y la CaM aumenta significativamente
la poblacion de células redonda alcanzando un 94 % y 97 % del total de la
poblacién, respectivamente, (Figura 20A, g y h; figura 20B, panel derecho).
Finalmente, la inhibicion de la ROCK y de la GTPasa Rho, no mostré
diferencias en las proporciones de células con diferentes formas comparadas

con el control (Figura 20A, iy j; figura 20B, panel derecho).

La comparacion de las proporciones de las diferentes formas entre células
sembradas sobre C I-1ll con el inhibidor de Rho y células sembradas sobre C
IV, mostré que no habia diferencia en la forma de las mismas, sugiriendo que
la forma redonda es dependiente de la actividad de la GTPasa Rho. Asi que
decidimos analizar la cantidad de Rho activo (Rho-GTP). La actividad de Rho
en las células sembradas sobre C I-lll es 1.6 veces mayor que las células
sobre C IV (Figura 20C, panel izquierdo), mostrando que el aumento de la
actividad de Rho se asocia con la forma redonda. Este hallazgo esta de
acuerdo con lo reportado previamente por Sahai y Marshall (2003). En
seguida analizamos la magnitud de Rac activo (Rac-GTP), otra GTPasa,
involucrada en la polimerizaciéon de la actina en el frente de las células
(Ridley et al., 2003). Al contrario que Rho, Rac aumento su actividad 27 % en
células cultivadas sobre C |V, con respecto a las cultivadas sobre C I-llI
(Figura 20C, panel derecho), sugiriendo que la GTPasa Rac favorece las

formas intermedias y alargadas.

51



C 14l cIv Cc

1.5 .23 .
= ke 1l =1 P
E.”:I EI'I
™.

LY
& b

oo i

cH EnN [4E] =4
D i ik d
— _h
e
150 - B

. -

—
E
i

"{*H"ﬁ""" e

i o
ik

Fmﬂ' E,f;.i ¥
L

8
-
i
-'il.{' i
e
il -

Area celular (pm?)

-

C - civ
BT o i = R o wEETE =
Ww-7 - - 4+ - - - -+ - -
¥-27 S SO - - Fi
CET = = = = 4 = = = .= +

Riidonda

Iniprmedan

s

Porcentaje de cahulas (%)

i NL.T Wy I CET Eiv L T vy (=0

Figura 20. La inhibicién farmacolégica de la MLCK y la ROCK induce diferentes
efectos en la forma celular. (A) Imagenes de campo claro de las células GH3 sembradas
sobre la C I-lll y la C IV tratadas con los inhibidores: ML-7(b, g), W-7(c, h), Y-27(d, i) y C3-T
(e, j) durante 6 h. Las cabezas de flecha indican células redondas, las flechas vacias células
intermedias y las flechas rellenas células alargadas. La barra representa 15 um. (B)
cuantificacion de las formas celulares después del tratamiento con los inhbidores. Panel
izquierdo, porcentaje de las formas celulares sobre la C I-lll, panel derecho, porcentaje de
formas celulares sobre la C IV (~50 células fueron contadas por experimento, n = 4-5, media
+ EE, ANOVA de una via, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001). (C) Niveles de RhoA y Rac
activos en células sembradas sobre la C I-lll y C IV (n = 5, media £ EE, T de student, *p<
0.05). (D) area de las células sembradas sobre la C I-lll y C IV tratadas con los inhbidores
correspondientes (~50 células fueron contadas por experimento, n = 4-5, media + EE,
ANOVA de dos vias, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001).
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En seguida investigamos si los cambios en la forma se asociaban con
cambios en el area celular. Tomando en cuenta las diferencias en la forma
después de la inhibicibn de ambas cinasas, nos preguntamos si se
modificaba el area celular. Primero observamos que las células sobre la C I-
lll presentaron un area menor que las sembradas sobre C IV (Figura 20D).
La inhibicién de la MLCK y la CaM, en ambas matrices, redujo el area celular
(14 % contra 17 % en C I-lll y 31 % contra 34 % en C IV, comparada con el
control). Mientras, la inhibicidn de la cinasa ROCK aumenta el area celular en
21% en las células sembradas sobre la C I-lll, mientras que no cambia la de
las células sembradas sobre la C IV. Esperabamos que la inhibicién de la
GTPasa Rho replicara las observaciones anteriores, sin embargo sobre la C
I-1ll la inhibicidbn de Rho no indujo diferencias en el area celular, pero la
redujo en las células sembradas sobre C IV 16 %. La inhibicion de Rac

reduce el area (21 %) de las células sembradas sobre C IV (Figura 21).
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Figura 21. La inhibicion farmacolégica de Rac induce una forma redonda. (A)
Cuantificacion de las formas celulares después del tratamiento con el inhibidor NSC 23766.
Panel izquierdo, porcentaje de las formas celulares sobre la C I-lll; panel derecho,
porcentaje de formas celulares sobre la C IV (~50 células fueron contadas por experimento,
n = 3, media + EE). (B) Area de las células sembradas sobre ambas colagenas y tratadas
con el inhibidor de la GTPasa Rac (~50 células fueron contadas por experimento, n = 3,
media £ EE, T de student, ***p< 0.001). (C) Organizacién de la membrana de células GH3
tratadas con el inhibidor de la Rac GTPasa.
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El silenciamiento de la MLCK y la ROCK

Para corroborar la participacion de la MLCK y la ROCK en la definicion de la
forma celular, disminuimos los niveles de RNA mensajero de la MLCK y la
ROCK mediante el uso de RNAs de interferencia especificos para cada una
de las cinasas. Los resultados de inhibicion fueron muy parecidos. El
silenciamiento de la MLCK resultdé en la disminucion de aproximadamente el
70 % de la proteina de la MLCK (Figura 22A, panel superior), mientras que el
silenciamiento de la ROCK result6 en la disminucion de aproximadamente 75
% de la proteina de ROCK (Figura 22A, panel inferior), comparado con las
células tratadas con el siRNA “scramble” (siRNA inespecifico). Como
observamos con la inhibicion farmacoloégica, el silenciamiento de la MLCK en
las células sobre la C I-lll mantienen la proporcién de células redondas pero
reduce el area celular (Figura 22B, a y b; figura 22C). Por otra lado, el
silenciamiento de ROCK aumenta la proporcién de células alagadas y del
area celular (Figura 22B, c; figura 22C). En cambio si las células se cultivan
sobre C 1V, el silenciamiento de la MLCK aumenta la forma redonda y
disminuye el area celular (Figura 22B, e; figura 22C), mientras que el de la
ROCK no induce cambios (Figura 22B, f; figura 22C). En conjunto, los
resultados de la inhibicidn farmacolégica y el silenciamiento de ambas
cinasas sugieren que la via de sefalizacion de la CaM-MLCK regula la forma
alargada y la extension sobre el sustrato, mientras que la via de sefnalizacion

de Rho-ROCK participa en el mantenimiento la forma redonda.
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Figura 22. El silenciamiento de MLCK ROCK induce cambios en la forma celular. (A)
Panel superior, Western blot y cuantificacion de la MLCK en células transfectadas con el
RNA de interferencia “scramble” y de la MLCK (panel inferior), Western blot y cuantificacion
de la ROCK en células transfectadas con el RNA de interferencia “scramble” y de la ROCK.
La actina se us6 como control de carga. (B) Imagenes de campo claro de células GH3
sembradas sobre la C I-lll y la C IV transfectadas con los RNAs de interferencia “scramble”
(panel izquierdo), de la MLCK (panel central) y la ROCK (panel derecho). Panel inferior,
cuantificacién de las formas celulares. Las cabezas de flecha indican células redondas, las
flechas vacias células intermedias y flechas rellenas células alargadas. La barra representa
15 pym (C) area de las células sembradas sobre la C I-lll y la C IV transfectadas con los
RNAs de interferencia de la MLCK y la ROCK (~50 células fueron contadas por experimento,
n = 3, media + EE, ANOVA de dos vias, ***p< 0.001).
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Las cinasas MLCK y ROCK se localizan en sitios distintos

Dado que la actividad de la MLCK y ROCK determinan la forma y el area de
las células GH3, en respuesta a cambios de la MEC, investigamos si estas
cinasas tienen una distribuciéon espacial distinta mediante ensayos de
inmunofluorescencia. En las células cultivadas sobre la C I-lll, la MLCK se
encontré mas concentrada a nivel de sustrato y la cinasa ROCK se concentro
a nivel del cértex (Figura 23A). Sobre la C IV, tanto la MLCK como la ROCK
estaban distribuidas homogéneamente en el cuerpo de la célula (Figura
23B), sugiriendo que ambas cinasas se localizan de manera diferente en una

célula alargada, en comparacion con una redonda.
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Figura 23. Localizacién subcelular de la MLCK y la ROCK. Imagenes de fluorescencia de
células sembradas sobre (A) C I-lll y (B) C IV, tefiidas con faloidina (verde) y anticuerpos
contra la cinasa MLCK (rojo) y la cinasa ROCK (cian). En las células cultivadas sobre la C I-
lll, la MLCK se encontré6 mas concentrada a nivel de sustrato y la cinasa ROCK se concentré
a nivel del cortex. Sobre la C IV, tanto la MLCK como la ROCK estaban distribuidas
homogéneamente en el cuerpo de la célula Barra =10um.
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Participacion de la MLCK y la ROCK en la organizacién y dinamica de la

membrana plasmatica

Para obtener informacion adicional de como la inhibicién de la MLCK vy la
ROCK impactaba la dinamica de la membrana y las protrusiones de
membrana (Figura 24A). Analizamos la organizacion de la membrana
plasmatica. Las imagenes de microscopia electronica de barrido muestran
que sobre C I-lll las células predominantemente formaron blebs (89 £ 5 %,
con un promedio de 20 + 3 blebs por célula; Figura 24A, a). La inhibicion de
la MLCK y la CaM, resultd en una disminucién del numero de células que
presentaban blebs (36 % £ 3 % y 31 £ 4 %, ademas de una disminucién en el
numero de blebs por célula (3 £ 1y 4 + 1 blebs por célula, respectivamente).
En lugar de presentar estas protrusiones de membrana, la mayoria de las
células tenian una apariencia lisa, y con protrusiones de membrana
parecidas a dedos (Figura 24A, b y c¢). Las células tratadas con el inhibidor
de la cinasa ROCK organizaron su membrana en abundantes protrusiones
parecidas a dedos (entre 35 y 60 protrusiones por célula, Figura 24A, d),
mientras que las células tratadas con el inhibidor de la GTPasa Rho,
organizaron la membrana principalmente en lamelipodios (Figura 24A, e).
Cabe mencionar que después de la inhibicion de Rho y ROCK, la formacion
de los blebs se disminuyé aun mas (10 £ 2 %), las células presentaron
aproximadamente 1 + 1 bleb por célula. Sobre la C IV, como se describiod
previamente, la mayoria de las células mostraron una forma intermedia-
alargada y organizaron la membrana en lamelipodios (Figura 24A, f). La
inhibicion de la MLCK y la CaM indujo el abatimiento de los lamelipodios y se
favorecié la formacion de protrusiones parecidas a dedos (mas de 17 y 30
por célula respectivamente). Cabe mencionar que una pequefa poblacion (4
+ 1 %) mantuvo la presencia de blebs (Figura 24A, g y h). De la misma
manera, la inhibicion ROCK favorecié la formacién de protrusiones parecidas
a dedos (aproximadamente 21 por célula, Figura 24A, i), mientras que la
inhibicion de la GTPasa Rho no mostré diferencias en la organizacion de la

membrana en comparacion con las células control (Figura 24A, j). Cabe
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mencionar que la inhibicion de la GTPasa Rac en ambas colagenas indujo la
formacion de blebs. Sobre la C I-lll incluso los blebs eran mas grandes que
en las células control (2.3 £ 0.5 y1.3 + 0.3 ym de didametro, respectivamente;
Figura 21C) Para caracterizar la dinamica de las protrusiones de membrana,
después de la inhibicion de ambas cinasas, se analizé la velocidad de
protrusion de la membrana mediante quimogramas. Estos ensayos nos
permiten evaluar la dinamica de una region de la membrana en el tiempo. La
membrana de las células sembradas sobre la C I-lll, presentdé un aspecto
rugoso y borde fluctuante, sugiriendo una extensién y retraccion dinamica de
la membrana (Figura 24B, panel superior). En contraste, el aspecto de la
membrana sobre la C IV, fue mas estable (Figura 24C, panel superior). La
membrana de las células redondas protruye 2.6 mas rapidamente que la de
las células extendidas (Figura 24B y 24C, paneles inferiores). En las células
cultivadas sobre la C I-lll, la inhibicion de la MLCK y su activador, la CaM,
redujo la rugosidad asi como la velocidad con la que aparecen las
protrusiones (Figura 24B). En estas condiciones, la inhibicion de la cinasa
ROCK y la GTPasa Rho resulté en una apariencia de la membrana menos
rugosa y en la disminucién de la velocidad de protrusién del borde de la
membrana (0.25 £ 0.02, 0.30 £ 0.03 um/seg; Figura 24B). La inhibicion de la
MLCK y la CaM en células sembradas sobre C IV, aumenta la rugosidad y la
velocidad de protrusion de la membrana (Figura 24C), y de ROCK y Rho en
bordes semi-planos (Figura 24C). Estos resultados sugieren que la cinasa
MLCK se relaciona con una estabilidad de las protrusiones, mientras que la

ROCK se relaciona con una mayor dinamica de la membrana.
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Figura 24. Organizacion y dinamica de la membrana. (A) Imagenes de microscopia
electronica de barrido mostrando la organizaciéon de la membrana en blebs (flechas),
proyecciones perecidas a dedos (cabeza de flechas) o lamelipodios (asteriscos). (B) panel
superior, quimogramas representativos de células sembradas sobre la C I-lll; panel inferior,
velocidad de protrusiones de membrana después de la inhibicién de la MLCK (b y g), la CaM
(cyh), laROCK (dyi)ylaRho (e vyj). (C) Panel superior, quimogramas representativos de
células en contacto con la C IV; panel inferior, velocidad de protrusiones de membrana
después de la inhibicion de la MLCK, la CaM, la ROCK y la Rho. Las imdgenes muestra la
dindmica de una region de la membrana durante 20 min. ~40 quimogramas fueron
realizados en cada condicidn, estos analisis se llevaron a cabo en el programa Imaged, n =
3, media + EE, ANOVA de una via, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001
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Se ha descrito que la tensién de la membrana plasmatica es un factor
importante para la modulacion de la dinamica de la membrana (Sheetz y
Dai., 1996; Diz-Munoz et al., 2013), asi que nos preguntamos qué relacién
hay entre la actividad de las cinasas MLCK y ROCK vy la tensién del coértex.
Para responder esta cuestion realizamos analisis de microscopia de fuerza
atémica. Las mediciones de la tension cortical fueron obtenidas en 25 ym2de
la superficie de la célula, la seccion de la membrana analizada representa la
membrana y la red de actina-miosina (Figura 25). Las células sobre la C I-ll|
presentaron un valor de médulo de Young promedio de 4676 + 285 Pa,
mientras que sobre la C IV las células presentaron una tensién cortical de
2592 + 173 Pa, valor 2.6 veces menor que el presentado por las células
sembradas en la condicion anterior, indicando que las células redondas
presentan una mayor tension que las células alargadas. La inhibicidon de la
MLCK con ML-7, reduce la tensién cortical en ambas matrices, y la de ROCK
con Y-27, reduce la tension aun mas. Sugiriendo que la cinasa ROCK genera
la mayor parte de la tension cortical y que la MLCK participa en menor

proporcion en la misma.
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Figura 25. Tension del cértex. Médulo de Young de las células GH3 sembradas sobre C I-
Il (barras blancas) y sobre la C IV (barras negras) tratadas con los inhibidores ML-7 y Y-27

durante 6 h. (~25 indentaciones se realizaron por célula, de 5-9 células fueron analizadas
por condicidn, media £ EE, ANOVA de dos vias, ***p< 0.001).
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La fosforilacion de la MLC es dependiente de la colagena

La fosforilacion de la cadena ligera de la miosina (MLC) es el evento
molecular que permite la contraccion de los filamentos de actina. Esta
fosforilacién esta controlada principalmente por las cinasas MLCK y ROCK
(Ikebe et al., 1987; Itho et al., 1999). Asi que nuestro siguiente objetivo fue
analizar la fosforilacién de la cadena ligera de la miosina, como una medida
indirecta de la tension interna de la célula. Primero comparamos los niveles
de la MLC fosforilada en los residuos de Ser-19 y Tre-18 y observamos que
las células en contacto con la C I-lll mostraron una mayor fosforilacion en el
residuo de Tre-18 y una menor de Ser-19 que las células sembradas sobre la
C IV (Figura 26A). En seguida evaluamos las fosforilaciones de la MLC
después de la inhibicion de las cinasas. Sobre la C I-lll, la inhibicién de la
MLCK y la ROCK, disminuyen la fosforilacion de Tre-18 en un 29 % y 36 %,
respectivamente. Con respecto a la fosforilacion de la Ser-19, se observo
una disminucion dramatica en este residuo al inhibir a la MLCK (99 %). Si
bien la inhibicion de la cinasa ROCK, también resulté en una reduccion de la
fosforilacién de este residuo (32 %), no tan dramatica como la observada con
la inhibicion de la MLCK (Figura 26B). La inhibicién de ambas cinasas, en las
células en contacto con la C IV disminuy¢ la fosforilacion en los residuos Tre-
18 y Ser-19 a niveles semejantes (Figura 26C). Esos resultados sugieren que
sobre la C I-1ll, la MLCK fosforila preferencialmente a la MLC en el residuo de

Ser-19, mientras que sobre la C IV, esta diferencia no se presenta.
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Figura 26. Fosforilaciéon de la cadena ligera de la miosina. (A) Panel izquierdo, Western
blot representativos de la fosforilacion de la MLC Ser-19 y MLC Tre-18 en las células GH3
sembradas sobre la C I-lll y sobre la CIV, y tratadas con los inhibidores de la MLCK vy la
ROCK durante 6 h. La linea punteada indica el lugar donde los geles fueron cortados. (B, C),
Paneles derechos, andlisis densitométricos (n = 3, media £ EE, T de student, **p< 0.01 en A;
ANOVA de dos vias, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 en B y C).

Enseguida, nos preguntamos donde se localiza la MLC fosforilada en ambos
residuos. Sorprendentemente, la MLCp en el residuo de Tre-18 se localiza en
el nucleo, mientras que MCL-p Ser-19 no. Se ha descrito la presencia de la
miosina Il en el nucleo (Rodgers, 2005; Li y Sarna, 2009). Puesto que la MLC
nuclear esta fosforilada en el residuo Tre-18, incluso cuando las cinasas son
inhibidas debe haber otra cinasa encargada de dicha fosforilaciéon. Por ello,
para aclarar la localizacion de la MLCp en la membrana y el citosol,

decidimos excluir la sefal nuclear. Las imagenes de inmunofluorescencia

63



mostraron que, sobre la C I-1ll, la MLC fosforilada en el residuo de Ser-19 se
distribuye homogéneamente a nivel de sustrato y si bien la MLC fosforilada
en el residuo de Tre-18 también se distribuye a este nivel, la inmunotincion
es mas tenue. En cortes Opticos superiores, a la mitad de la altura de la
célula, se observa a la MLCp Ser-19 distribuida en el cértex, mientras que la
MLCp Tre-18 se distribuyo en el citoplasma y ligeramente en el cortex (Figura
27A). Después de la inhibicion de ambas cinasas la distribucion fue
semejante a la observada en el control, sin embargo la inmunotincion de la
MLC-p Ser 19 en el cértex fue menos intensa después de la inhibicion de la
MLCK. Sobre la C IV, la MLCp Ser-19 se distribuyd de manera semejante a
la previamente observada sobre C I-lll. Sin embargo la inmunotincién de la
MLCp Tre-18 se perdié casi por completo cuando se inhibié a la ROCK
(Figura 27C). En los experimentos previos de western blot se observd una
disminucion significativa cuando se inhibia la MLCK sobre CI-lll, sin embargo
no se observaron cambios en la distribucién, asi que decidimos evaluar la
intensidad de fluorescencia, en las células completas, de la MLCp Ser-19
después de la inhibicién de la MLCK y la ROCK (Figura 27B). Corroborando
nuestras observaciones, la inhibicibn de la MLCK disminuyd
significativamente la intensidad de fluorescencia de la MLCp Ser 19. Estos
datos indican que, aun cuando no observamos cambios en distribucion de la
proteina fosforilada, el efecto de la inhibicion de la MLCK y la ROCK es

disminuir la cantidad de la MLC fosforilada.
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Figura 27. Efecto de la inhibicion de la MLCK y la ROCK en la regulacién espacial de la
fosforilacién de la MLC y la F-actina. (A) Imagenes de fluorescencia de las células GH3
sembradas sobre la C I-lll y (C) sembradas sobre la C IV y tratadas con los inhibidores de
MLCK y ROCK. Las células fueron inmunotefiidas con anticuerpos contra la fosforilacién de
la MLCp Ser-19 (rojo) y MLCp Tre-18 (cian), la actina filamentosa fue tefiida con faloidina
(verde) y los nucleos con DAPI (azul) (B) cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de
células sembradas sobre C I-lll y tratadas con el inhibidor de MLCK (Media + EE, ANOVA
una via, *p< 0.05***, p< 0.001). Las flechas sefialan el cértex y las cabezas de flechas el
citoplasma. La barra representa 10 uym.
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El arreglo del citoesqueleto de actina depende del sustrato y de la

participacion de las cinasas

La dinamica en la polimerizacion y despolimerizacion del citoesqueleto de
actina genera los cambios en la forma celular y las protrusiones de
membrana (Mogilner y Keren, 2009). En vista de que la actividad vy
localizacion de MLCK y ROCK modifica la forma celular, analizamos la
organizacion del citoesqueleto de actina, en presencia de inhibidores de
ambas cinasas en células tefiidas con faloidina, una toxina que se une
exclusivamente a la actina filamentosa. Para observar en detalle el arreglo
del citoesqueleto a nivel de sustrato analizamos las primeras dos secciones
Opticas a este nivel. Sobre la Cl-lll las células GH3 organizan el citoesqueleto
de actina en placas en la periferia y dentro de la célula como una malla con
pequefias placas (Figura 28A). Sobre la C IV, la actina se observa
condensada en un extremo de las células y en filopodios de diferentes
longitudes, sugiriendo que éste es el frente de migracion. En el extremo
opuesto de las células, los filamentos de actina se organizan en pequefios
haces de fibras de estrés, sugiriendo que se trata de la parte posterior (Small
et al., 1998). Ademas, se observan pequenfas fibras y placas en el centro de
la célula (Figura 28D). La inhibicién de la MLCK dio como resultado una
disminucién en el tamafo de las placas en el cuerpo de la célula en las
células en contacto con la C I-lll (Figura 28B) y las células sobre C IV
muestran la formacion de un anillo denso de haces de actina en la periferia,
sugiriendo que las células perdieron su frente de migracion (Figura 28E). Por
otro lado, la inhibiciéon de la ROCK resultdé en la condensacion en la periferia
alrededor de las células y la formaciéon de micro-espinas en células sobre la
C I-lll, sin mostrar una clara polarizacion de un frente de migracion (Figura
28C) y se observo que las células sobre la C IV forman una mayor cantidad
de filopodios (Figura 28F).
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Figura 28. Arreglo del citoesqueleto de actina. Imagenes de confocal representativas de
células GH3 sembradas sobre la C I-lll y C IV. Las células fueron tratadas con los inhbidores
de MLCK y ROCK durante 6 h y posteriormente tefiidas con faloidina rodaminada Barra =10
um

La actividad de la MLCK y la ROCK es diferencial en la motilidad de las
células GH3

Las cinasas MLCK y ROCK han sido implicadas en la generacién de fuerzas
requeridas para la migracién y adhesion (Ridley et al., 2003). Por lo tanto,
evaluamos la motilidad celular después de la inhibicion de ambas cinasas.
Para examinar el comportamiento motil de las células se adquirieron
imagenes de campo claro a lo largo de un periodo (60 min tomando
imagenes cada 1 min). Estas imagenes se analizaron para medir la
velocidad, distancia acumulada y direccionalidad en cada una de las

condiciones.

Las células sobre la C I-lll mostraron una mayor velocidad de
desplazamiento (0.72 + 0.07 pm/seg) asi como una mayor distancia
acumulada (45.85 + 2.58 um), comparadas con células sembradas sobre la
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C IV (0.29 £ 0.02 um/seg; 16.51 + 1.351 ym, respectivamente, Figura 29A, B,
D y E). Sin embargo, aunque las células sobre la C I-lll mostraron mayor
velocidad y distancia, el movimiento fue aleatorio, que se refleja en una
disminucién en la persistencia de migracion (0.36 + 0.01 ua). Las células
sobre la C IV mostraron un movimiento mas direccionado (0.61 + 0.02 ua;
Figura 29C y F). De manera interesante, las células GH3 sobre la C I-lll y
sobre la C IV respondieron de manera semejante a la inhibicion de la MLCK
y la ROCK (Figura 29A-F). En las células sobre la C I-lll, la inhibicion de la
MLCK indujo una velocidad (1.00+ 0.07 ym/seg) significativamente mayor (36
%) que la observada en las células control, asi como una distancia
acumulada (60.85 £ 4.541 ym) mayor (32 %), pero una disminucion (52 %)
en la persistencia en la direccion del movimiento. Mientras tanto, las células
con la inhibicion de la ROCK muestran una velocidad (0.33 + 0.025 ym/seg)
significativamente menor (65 %) con respecto al control, asi como una
disminucion en distancia acumulada (57 %) sin cambios en la persistencia.
Sobre la C IV el fendbmeno de la inhibicion de la MLCK es similar al
observado sobre la C I-lll, las células presentan una velocidad (0.59+ 0.04
pm/seg) mayor (50 %) acompafada de un aumento en la distancia
acumulada (106 %), pero nuevamente con una disminucion en la
persistencia (47 %). Finalmente, la inhibicion de la ROCK redujo la velocidad
(0.18 £ 0.01um/seq); 40 % asi como la distancia desplazada 25 %, sin
afectar la persistencia en la direccionalidad. La adhesién al sustrato de las
células cultivadas sobre la C I-lll es menor (22 %) que la de las células
sembradas sobre la C IV (Figura 29G). En ambas matrices, la inhibicion de la
MLCK resulté en una disminucion de la adhesion (19 % en las células sobre
la C I-lll y 23 % en las células sobre la C IV), la cual se correlaciona con el
aumento en la velocidad y la distancia acumulada, mientras la inhibicion de la

cinasa ROCK no cambid la adhesién celular.
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Figura 29. Efectos de la inhibicién de la MLCK y la ROCK en la migracién celular. (A'y
D), velocidad de migracién; (B y E), distancia acumulada y (C y F), persistencia en la
direccion de las células GH3 sembradas sobre la C I-lll y la C IV tratadas con los inhibidores
ML-7 y Y-27 durante 6 h (~50 células fueron analizadas por experimento, n = 4, media * EE,
ANOVA de una via, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001). (G) Porcentaje de adhesion celular
sobre C |-l (barras blanca) , C IV (barras negras) y Poli-D-lisina como control (P, barra con
franjas) después del tratamiento con ML-7 y Y-27 durante 6 h. (n = 3, media + EE, ANOVA
de dos vias, *p< 0.05)
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Para corroborar las observaciones en la motilidad, decidimos utilizar
nuevamente el abordaje de los RNAs de interferencia para silenciar a la
MLCK y ROCK. Consistente con lo observado con la inhibicién
farmacoldgica, el silenciamiento de la MLCK y la ROCK mostré resultados
similares en los parametros analizados previamente de velocidad, distancia
acumulada y direccionalidad (Figura 30). En conjunto estos resultados
muestran que la actividad de la cinasa MLCK se correlaciona con un
movimiento lento y persistente, mientras que la cinasa ROCK se relaciona

con un movimiento rapido, azaroso y con baja adhesion.
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Figura 30. Migracién de células deficientes de la MLCK y la ROCK. (A y D) velocidad de
migracion; (B y E) distancia acumulada y (C y F) persistencia en la direccién de las células
GH3 sembradas sobre la C I-lll (panel superior) y C IV (panel inferior) tratadas con los
siRNAs de MLCK y ROCK. (~50 células fueron analizadas por experimento, n = 3, mean %
SEM, T de student, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001).
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La participacion de las Rho-GTPasas en la motilidad de las células GH3

depende del sustrato

Considerando que la familia de las Rho-GTPasas (Rho, Rac, Cdc42) también
participa en la remodelacion del citoesqueleto y en la contraccion de la
actina-miosina (Ridley, 2001), es necesario analizar su participacion en la
motilidad de las células GH3 sobre los dos tipos de colagenas estudiadas. La
inhibicion de la GTPasa Rho, resultdé en un comportamiento similar al
observado cuando se inhibid, su efector, la cinasa ROCK (Figura 31A, D;
Figura 29). En células sobre la C I-lll, la inhibicion de la GTPasa Rac
disminuyo la velocidad de migracién, asi como la distancia migrada
acumulada, mientras que aumento la persistencia en la direccion del
movimiento, en comparacion con las células control (Figura 31B). En
contraste, la inhibicion de la GTPasa Rac en las células sembradas sobre la
C IV, aumento la velocidad y la distancia acumulada, mientras que disminuyo
la direccionalidad (Figura 31E). Finalmente, la inhibicién de la GTPasa Cdc42
indujo un aumento en la velocidad y en la distancia acumulada, y una
disminucion ligera en la direccionalidad las células sembradas sobre la C I-llI
y C IV (Figura 31C y F).
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Figura 31. Efectos de la inhibicién de las Rho-GTPasas en la migracion celular. Las
células GH3 sembradas sobre la C I-lll y la C IV fueron tratadas con los inhibidores: (A, D)
C3-T, (B, E) NSC, y (C, F) ML-141 durante 6 h. Panel izquierdo, velocidad de migracion,
panel central, distancia acumulada y panel derecho persistencia en la direccion. (~50 células
fueron analizadas por experimento, n = 3, media + EE, T de student, *p< 0.05, **p< 0.01,
***p< 0.001)

La secrecion de las hormonas es modulada por el tipo de colagena y la

participacion de las cinasas

Las células GH3 secretan tanto hormona de crecimiento (GH) como
prolactina (PRL), asi que nos preguntamos si la generacién de tension regula
la secrecion hormonal. La secrecion de la GH fue mayor que la secrecion de
la PRL en ambas matrices (Tabla 3). La inhibicion de la cinasa ROCK
disminuye significativamente la secrecién de la GH cuando las células crecen
sobre la C I-lll y no se modifica en las otras condiciones. La secrecion de
PRL aumenta si las células se cultivan sobre la C I-lll en comparacién con las
que contactan la C IV. La inhibicibn de ambas cinasas resultd en una
disminucién en la secrecién de la PRL en las células sobre la C I-lll, pero no
cambia en las células sembradas sobre la C IV. Estos resultados muestran

que las colagenas tanto como la tensién de regulan la secrecién hormonal.
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Tabla 3. Secrecién de la Prolactina y de la hormona de
crecimiento en el medio de cultivo.
MEC INHIBIDOR Secrecion de Secrecion de
ML-7 Y27 GH (ng/ml) PRL (ng/ml)
- - 952.8 + 53.6 224.6 £ 16.92
Cl-lll + - 803.3 + 38.6 162.2 + 11.6*
- + 609.9 £+ 56.6** 157.2 + 3.6*
- - 880.0 + 86.9 163.8 £ 11.02
Clv + - 946.9 + 32.2 230.4 £ 35.0
- + 695.6 £+ 111.9 207.4+21.2
MEC: Matriz extracelular; PRL: Prolactina; GH: hormona de crecimiento.
n = 3, mean + SEM, ANOVA de dos vias, #'p< 0.05, **p< 0.01.

Cultivo primario de hipéfisis

Finalmente nos preguntamos si las células somatolactotropas provenientes
de la adenohipdfisis de rata respondian de manera similar a la MEC. De
manera interesante en ambas matrices las células del cultivo primario
presentaron una forma redonda (Figura 32), sugiriendo que la capacidad de
responder de manera diferencial a las colagenas es una caracteristica de las

células GH3, las cuales cabe recordar, son tumorales.
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Figura 32. Células de cultivo primario de adenohipéfisis de rata adulta sobre matrices
de colagena. Las células del cultivo primario fueron sembradas sobre la C I-1ll o sobre la C
IV durante 48 h. Posteriormente fijadas y tefiidas con faloidina (verde) y con anticuerpos
contra la prolactina (Azul) y la hormona de crecimiento (rojo). Tanto en C I-lll como C IV, las
células del cultivo primario presentaron una forma redonda Barra =10um

VIII. Discusién
Papel de la MLCK y la ROCK en la definicion de la forma celular

Previamente en el laboratorio, se observo que las células GH3, responden de
manera diferente a la matriz extracelular: cuando se siembran en una mezcla
de la C I-lll, presentan una forma redonda, mientras que sobre la C 1V,
presentan una forma mas alargada (Azorin et al., 2014). Tomando ventaja de
estas observaciones, decidimos utilizar a la linea celular GH3 como un
modelo para estudiar la participacion de las cinasas MLCK y ROCK en la
tension cortical, organizacién del citoesqueleto de actina y comportamiento
motil. En las células sembradas sobre la C I-lll la inhibicion de ROCK o su
activador, la GTPasa Rho-A, resulté en la adquisicién de una forma alargada
y un aumento en el area celular, sugiriendo que la cinasa ROCK es
responsable del mantenimiento de la forma redonda. Ademas se observé
una mayor activacion de Rho, en las células sembradas sobre la C I-lll, en
comparacion con las células sembradas sobre la C |IV. De acuerdo con estas

observaciones, se ha descrito la dependencia de la forma redonda de la via
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de senalizacion de Rho-ROCK (Sahai y Marshall, 2003; Gadea et al., 2007;
Sandquist et al., 2006; Charras et al., 2006). Es interesante considerar que
las células del cultivo primario de adenohipdfisis también presentaron
predominantemente una forma redonda. Adicionalmente, las células
provenientes de adenomas hipofisiarios invasores endocrinologicamente
silentes, presentan una forma redonda, aun cuando son mantenidos en un
medio de cultivo adicionado con 20 % de suero bovino fetal (Avila-Rodriguez
et al., 2016), Estos resultados nos sugiere que en las células de los
adenomas invasores la via de sefializacion de Rho-ROCK podria estar
sobreestimulada, confiriéndoles la capacidad de mantener el fenotipo
redondo, alta motilidad dependiente de blebs, y la capacidad de invadir
tejidos adyacentes utilizando estas protrusiones de membrana como un
mecanismo propulsor.

Por otro lado, el papel de la MLCK en la extension celular fue claramente
observado cuando se inhibié esta cinasa o su activador, la CaM, en células
GH3 sembradas sobre la C IV, lo cual result6 en una disminucion de la
poblacién de células alargadas y la aparicion de una poblacién de células
redondas. De manera semejante, la inhibicion de la MLCK en células T
activadas disminuye el area adosada al sustrato (Smith et al., 2003). En
células GH3 sembradas sobre C |V, la MLCK se localiza a nivel de sustrato,
junto con la ROCK, sugiriendo que la cinasa ROCK también participa en la
extension sobre el sustrato. En fibroblastos se ha descrito que la ROCK
fosforila a la MLC en el centro de la célula, mientras que MLCK lo hace en el
frente de migracion, en los lamelipodios (Katoh et al., 2001; Totsukawa et al.,
2004). Sin embargo, los fibroblastos son células polarizadas mientras que las
células GH3 no presentan una polarizacion evidente, o que nos podria
explicar las discrepancias en nuestros resultados con los presentados en la

literatura.
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Participacion de la MLCK y la ROCK en la tensién cortical y la dinamica

de las protrusiones de membrana

La tension de cortex depende de la red de actina-miosina, la membrana vy
proteinas que participan como intermediaros entre ambas estructuras
(Blanchoin et al., 2014). La tension del cortex ha sido implicada en los
cambios de la forma y en la formacién de las protrusiones de membrana
(Sheetz et al., 2001; Diz-Mufoz et al., 2013; Gauthier et al., 2012). Nuestros
resultados muestran que las células sobre la C I-lll presentan una mayor
tensién que las células sembradas sobre la C IV, estos resultados son
congruentes con lo observado por Bergert y colaboradores en la linea celular
Walker 256, la cual presenta una mayor tensiéon y menor adhesion cuando
exhiben una forma redonda con blebs, que cuando presentan una forma
alargada y lamelipodios (Bergert et al., 2012). Se ha descrito una relacion
entre la tension y el tamano de los blebs, pues aumentan su tamano
conforme se incrementa la tension (Tinevez et al., 2009), si consideramos
que la tension del cortex es una barrera para la generacién de protrusiones
de membrana, como los lamelipodios, se espera que a menor tension resulte
en células mas extendidas sobre el sustrato. Nosotros confirmamos esta
expectativa al demostrar que el area adosada al sustrato en las células
cultivadas sobre la C IV es mayor que las células cultivadas sobre C I-lll. La
inhibicion de la MLCK disminuye la tension en las células sembradas sobre C
I-1ll 'y C IV. En ambas condiciones las células son principalmente redondas y
no tiene blebs. De acuerdo con Yoshida y Soldati (2006), la caida de la
tensién del cortex se asocia con una caida en la tension interna de las
células, reduciendo la fuerza para la expansion de los blebs. La inhibicion de
la ROCK disminuyé aun mas la tension del cértex y favorecié la forma
extendida con una disminucién dramatica de la formacion de blebs,
sugiriendo que la tension generada por la cinasa ROCK es suficiente para
mantener la tensidon en el cortex y mantener la forma redonda, pero no
suficiente para que se generen los blebs. Esto sugiere que hay una tension

minima, que requiere la participacion de ambas cinasas, para la formacion de
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los blebs (Tinevez et al., 2009; Bergert et al., 2012). Otro participante en la
tensién de la membrana que hay que tomar en cuenta es la gran actividad de
la membranas plasmatica y que a pesar de ello, la tension de membrana
mantiene el equilibrio, como es el caso de la exocitosis (la cual es estimulada
por la alta tension de membrana) que al llevarse a cabo disminuye la tensién
de membrana, mientras la endocitosis (la cual es estimulada por la baja
tension de membrana) la incrementa (Diz-Muioz et al., 2013). En fibroblastos
se ha observado picos en la tension de la membrana después de fenémenos
de exocitosis (Gauthier et al., 2011). Nosotros observamos una relacion entre
una alta dinamica de la membrana y una mayor tensién cortical, actividades
principalmente dependiente de la via de sefalizacion de Rho-ROCK. Por otro
lado, la inhibicion de la MLCK y la CaM permiten a la célula mantener cierta
dinamica en la membrana, sugiriendo que la tensiébn generada por las
cinasas ROCK y MLCK antagonizan la extension de la membrana y la
estabilizaciéon de la misma. La actina-miosina es el factor principal en la
generacion de la tension celular. Nosotros analizamos la fosforilaciéon de la
MLC, que mide indirectamente la tension interna, y encontramos que en las
células sembradas sobre la C I-lll, la inhibicion de MLCK la disminuye en el
residuo de Ser-19. Este resultado sugiere que la disminucion en la
fosforilacion de este residuo, podria generar una relajacion interna que se
reflejada en la caida de la tensidn cortical. Por otro lado, las células
cultivadas sobre la C I-Ill mostraron una mayor fosforilacion de la MLC en el
residuo de Tre-18, en condiciones en las que la via de sefalizacién de Rho
estda mas activa. Esta observacion sugiere que la cinasa ROCK esta
regulando dicha fosforilacién, en congruencia con lo reportado previamente
en plaquetas activadas (Getz et al., 2010; Sellers et al., 1981), donde se
observé que la cinasa ROCK fosforila principalmente el residuo de Tre-18,
mientras que la via calcio-calmodulina-MLCK modula la fosforilacién del

residuo de Ser-19.
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Participacion de las cinasas MLCK y ROCK en la motilidad celular

Se sabe que la organizacion del citoesqueleto, las protrusiones de
membrana y la tension cortical regulan la forma celular ya que las células son
plasticas y adaptan su tipo de migracion de acuerdo al microambiente (Liu et
al., 2015). Nosotros observamos que las células sembradas sobre la C I-llI
presentan un movimiento rapido y poco persistente, acompanado de baja
adhesion al sustrato y presencia de blebs. Estas protrusiones de membrana
son caracteristicas del tipo de migracion ameboideo (Paluch y Raz, 2013),
sugiriendo que este tipo de colagena favorece una motilidad similar a la
ameboidea. En claro contraste, la C IV induce en las células un movimiento
lento pero persistente y con lamelipodios, tal como el que se observa en la
migracion mesenquimatosa. Se ha sugerido que la tension del cortex limita la
extension de los lamelipodios (Raucher y Sheetz, 2000) y, el hecho de que
las células presenten una menor tension sobre C IV podria explicar el cambio
al movimiento de tipo fibroblastoide sobre esta matriz extracelular. El
citoesqueleto de actina de las células sembradas sobre la C I-lll, a nivel de
sustrato, presenta menos placas de adhesion, que en las células sembrabas
sobre la C IV, sugiriendo menor adhesiéon y mayor capacidad de motilidad.
Este fendbmeno podria explicar el aumento en la velocidad en las células
redondas. Las cinasas ROCK y MLCK ejercen controles opuestos sobre la
motilidad y la adhesion. Tanto en C I-lll como en C IV la inhibicion de la
MLCK disminuye la adhesién y el numero de placas de actina a nivel de
sustrato, sugiriendo la disminucién de complejos focales lo cual es una
caracteristica de células altamente motiles (Zamir et al., 1999). Considerando
también que la MLCK se localizé principalmente a nivel de sustrato, estos
resultados apoyan nuestra interpretacion de que MLCK regula la dinamica de
la adhesion y la extension sobre el sustrato. La inhibicién de la ROCK indujo
un movimiento lento y, aunque las células presentaron una mayor extensiéon
sobre el sustrato, la adhesion no se vio modificada, sugiriendo que en las
células GH3 esta cinasa no tiene un papel significativo en el desarrollo de las

adhesiones focales.
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Participacion de las Rho-GTPasas en la migracién celular

La inhibicion de la GTPasa Rho, o de su efector, ROCK indujo una forma
alargada, formacion de lamelipodios, disminucion en la motilidad, pero un
aumento en la direccionalidad, relativo con un comportamiento de tipo
fibroblastoide. En esta situacion, la inhibicion de la GTPasa Rho, impediria la
activacién de la cinasa ROCK, y lo cual induciria una disminucion en la
tensién cortical y el aumento de la polimerizacion de la actina para la
formacion de los lamelipodios, resultado de la activacion de la GTPasa Rac
(Kraynov et al., 2000; Gardiner et al., 2002), pues se ha descrito que Rho
activo regula a la baja a la GTPasa Rac, mediante la activacion de
ARHGAP22, en la linea celular A375M2, derivada de un melanoma (Sanz-
Moreno et al., 2008). El hecho que la inhibicion de la GTPasa Cdc42
aumenta la velocidad de migracion y disminuye la persistencia en la
direccion, nos sugiere que la actividad de Rac, junto con la actividad de
Cdc42, podria favorecer la formacién de un frente de migracién que regule
dicha direccionalidad (Mogilner y Keren, 2009). Adicionalmente observamos
que la inhibicién de la GTPasa Rac, resultd en la formacion de blebs mas
grandes Yy filopodios largos y delgados. Estos resultados concuerdan con la
observacion de que, en células germinales de pez cebra Cdc42 regula la
motilidad dependiente de blebs y filopodios, permitiendo una migracién
direccionada (Sanz-Moreno y Marshall, 2010; Ridley, 2015). Ademas, el
aumento de tamano de los blebs sugiere un aumento en la tensién del
cortex, lo cual se podria explicar considerando la participacion de la GTPasa
Cdc42 en la contraccion de la actina-miosina mediada por la activacion de la
cinasa MRCK (acréonimo en inglés para Myotonic dystrophy kinase-related
Cdc42-binding kinase. Leung et al., 1998; Sanz-Moreno y Marshall, 2010;
Zhuoshen y Manser, 2015). Las células sembradas sobre la C IV tienen una
mayor cantidad de Rac que de Rho activo, se ha descrito que Rac-GTP
regula a la baja a Rho, posiblemente mediante la activacién de la proteina
WAVE1 (Sanz-Moreno et al., 2008). La activacion de Rac aumenta la

polimerizacion de la actina en el frente de migracion que esta asociada con

82



un movimiento fibroblastoide (Friedl y Wolf, 2010). Esto podria explicar
porque se prefiere una forma intermedia-alargada en células cultivadas sobre
C IV. La disminucion de la motilidad inducida por la inhibicién de la GTPasa
Rho, indica que la via de sefalizacion de Rho controla el inicio de la
formacion de los lamelipodios y la cinasa ROCK controla la traccion a nivel
de sustrato en el tipo de migracion mesenquimatosa (Verkhovsky, 2015).
Asimismo, en las células sobre C IV, la inhibicion de Rac indujo una forma
redonda con blebs, lo cual sugiere que en esta condicion las células
perdieron la capacidad de regular la polimerizacion de la actina para la
formacion de lamelipodios (Ridley, 2015). La motilidad se vio modificada, ya
que las células presentaron un movimiento parecido al ameboideo. Una
respuesta similar fue observada después de la inhibiciéon de la GTPasa
Cdc42, sugiriendo la colaboracion de ambas GTPasas en la forma y la
motilidad de tipo fibroblastoide observada en las células sembradas sobre
ClIv.

Secrecion de hormonas y tensién del cortex

Se ha propuesto que el balance entre la exocitosis y la endocitosis es
dependiente de la tension del coértex (Dai y Sheetz, 1999). Nosotros
observamos que las células redondas, sembradas sobre C I-1ll, secretan mas
PRL y tienen una mayor tension del cortex que las células sobre la C V.
Estos resultados son congruentes con el hecho que la exocitosis se estimula
con el incremento en la tensién (Sheetz y Dai, 1996). Nuestros resultados
también concuerdan con la observacion de que el citoesqueleto de actina
constituye una barrera contra la secrecion (Malacombe et al., 2006), pues las
células sobre la C I-lll, presentan mas blebs, protrusiones de membrana que
se forman cuando hay una disrupcion del cortex de actina, y un aumento en
la secrecion de PRL, que puede resultar de la reduccion de la barrera fisica

impuesta por el citoesqueleto cortical.
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Senalizacion de las colagenas a través de las Integrinas

Previamente Castafieda-Obeso en su tesis de maestria (2013) observé que
cuando las células GH3 son sembradas sobre C I-lll la integrina a1B1 se
observa en la base de las células mientras que el dimero a231 se observa
acumulado en el citoplasma, sugiriendo que la sefalizacién de la C I-lll para
que la célula presente una forma redonda esta mediada por la integrina a131
mientras que, cuando las células son sembradas sobre CIV los dimeros a1p1
y a2B1 se observan en la base, sugiriendo que la sefalizacion de la C IV
para favorecer la forma intermedia-alargada esta mediada por las integrinas
a1B1 y a2p1. La via de senalizacion exacta por la cual se lleva a cabo esta
respuesta no se conoce en las células GH3. Se ha propuesto a la via de
sefalizacion de Fak y Src estimulan la actividad de las GEFs y GAPs, las
cuales activan o inactivan a las Rho GTPasas, regulando la generacion de
tensién y el arreglo del citoesqueleto de actina (Arias-Salgado et al., 2003).
Sin embargo, experimentos posteriores deben realizarse para evaluar dichas

vias de sefalizacion.

En resumen, las células GH3 presentan una transicion entre la forma
redonda con un tipo de motilidad parecida a la ameboidea, favorecida por la
C I-lll, a una forma alargada con un tipo de motilidad parecida a la
mesenquimatosa favorecida por CIV, evidenciando la capacidad de las
células GH3 de modificar su forma y motilidad en respuesta a la MEC. Esta
transicion depende de la contraccion de la actina-miosina mediada por
MLCK, ROCK vy las proteinas Rho-GTPasas (Figura 33). En células
redondas, ROCK genera la tensidon cortical que le permite a la célula
mantener la forma y MLCK contribuye con la tensiéon cortical para la
generacion de los blebs. En células alargadas, MLCK genera la tension a
nivel de sustrato para mantener la forma alargada. En células GH3 la MLCK
se relaciona con un movimiento lento y persistente, mientras que ROCK se
relaciona con un desplazamiento rapido. En conjunto estos resultados

permiten entender la plasticidad en los modos de motilidad que las células de
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los adenomas hipofisiarios podrian presentar en repuesta a la MEC. Es
comun observar un incremento en la deposicion de fibras de colagena tipo |
en los adenomas hipofisiarios, ademas células de macroadenomas invasores
presentan una forma redonda, sugiriendo que la via de sefalizacion de Rho-
ROCK se ve favorecida, sin embargo estudios posteriores deben realizarse

para confirmar dicha aseveracion.

Figura 33. Modelo esquematico de la participacion de MLCK y ROCK en células GH3
sembradas sobre C I-lll y CIV. Sobre

IX. Conclusiones

1. Las células GH3 tienen la capacidad de modificar su forma en respuesta
a la MEC.

2. Las células responden a las colagenas regulando la activacion de las
Rho-GTPasas: la C I-lll induce mayor activacion de Rho, y C IV de Rac.

3. Enlas células redondas ROCK genera la tensioén cortical que le permite a
la célula mantener la forma, MLCK contribuye a la tension cortical para la
generacion de los blebs.

4. En las células alargadas MLCK genera la tensién a nivel de sustrato para

mantener la forma alargada.
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6.

En células GH3 la MLCK se relaciona con un movimiento lento y
persistente, mientras que ROCK se relaciona con un desplazamiento
rapido.

MLCK mantiene las adhesiones sobre el sustrato.

X. Perspectivas

1.

2.

Analizar las vias de activacion de las Rho-GTPasas como respuesta a
las colagenas, activacion a través de las GEFs: p114RhoGEF,
DOCKS3,DOCK 10.

Analizar la tension de las células a nivel de sustrato modificando la
actividad MLCK y ROCK.

Estudiar la participacion de MLCK y ROCK en las células GH3 en tres

dimensiones.

Determinar la participacion de MLCK y ROCK en células de adenomas

hipofisiarios humanos.
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