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Resumen

Las nuevas terapias para el tratamiento de lesiones medulares se han centrado en
la busqueda de factores que ayuden a la regeneracion para restablecer la
continuidad de la red neuronal lesionada. Uno de estos es la proteina
quimiotropica semaforina 3A (Sema3A), la cual actia guiando el crecimiento
axonal hasta el sitio blanco de innervacion de las neuronas sensoriales. Se sabe
que la rigidez del sustrato sobre el cual proyectan las neuronas es relevante para
inhibir o estimular la formacion y elongacién de neuritas sin embargo, existen
pocos estudios acerca de cOmo interaccionan las diversas sefiales que componen
el micro ambiente en el cual se forman las proyecciones. El objetivo de este
trabajo fue estudiar como las propiedades mecanicas del sustrato modulan la
morfologia y el citoesqueleto del cono de crecimiento de neuronas de Ganglios de
la Raiz Dorsal (GRD), asi como la expresion y distribucion de Neuropilina-1 (Nrp-
1) y Plexina A4 (PIxA4), receptores a Sema3A, para lo cual se utilizé el modelo de
hidrogeles de poliacrilamida con rigidez variable. Los resultados muestran que en
sustratos blandos las neuronas presentaron un axén mas corto, menor area y
menor numero de filopodios en el cono de crecimiento. Asimismo, el citoesqueleto
del cono de crecimiento fue modulado por la rigidez del sustrato, presentando
cambios en la relacion actina/Blll-tubulina. La rigidez del sustrato modulé la
expresion de los receptores a Sema3A, en sustratos rigidos Nrp-1 aumentd su
expresion, mientras que PIxA4 la disminuy0, en ambos casos al compararlo con la
expresion observada en los GRD. Los datos obtenidos son relevantes para futuras
investigaciones que busquen aprovechar las propiedades mecanicas del medio
extracelular para potenciar o inhibir la respuesta a Sema3A, y en el disefio de

biomateriales para el tratamiento de lesiones medulares.

Palabras clave:

Cono de crecimiento; citoesqueleto; Neuropilina-1; Plexina A4, rigidez del sustrato



Abstract

New therapies for the treatment of spinal cord injuries have focused on the search
for factors that improve regeneration to restore the continuity of the injured neural
network; one of these factors is the chemotropic protein semaphorin 3A (Sema3A),
that guides the axonal outgrowth of the sensory neurons up to their innervations
sites. It is known that the stiffness of the substrate where these neurons projects is
relevant to inhibit or stimulate the formation and elongation of neurites, however;
there are few studies trying to understand the interactions of the diverse signals
that compose the microenvironment where the projections are formed. The aim of
this work was to study how the mechanical properties of the substrate modulate
the morphology and cytoskeleton of the growth cone of dorsal root ganglion (DRG)
neurons, and the expression and distribution of Sema3A receptors neuropilin-1
(Nrp-1) and plexin A4 (PIxA4), using a polyacrylamide hydrogels with variable
stiffnress model. Results showed that neurons in soft substrates have shorter
axons, and smaller growth cones with fewer filopodia. The substrate stiffness also
modulates the cytoskeleton of the growth cone, showing changes in actin/Blll-
tubulin relationship. Substrate stiffness modulated the expression of the Sema3A
receptors; Nrp-1 increased its expression as stiffness increases, while PIxA4
expression decreased as compared to the expression in DRG tissue. The data
obtained in this study are relevant for future research looking to take advantage of
the mechanical properties of the extracellular medium to enhance or inhibit
response to Sema3A, and in the design of biomaterials for the treatment of spinal

cord injuries.
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Introduccion

Actualmente, existe una alta incidencia de padecimientos en los que ocurre un
dafio a un organo o tejido que impide su funcionamiento e incluso en muchos
casos lleva a la discapacidad o muerte. Ante este problema, las terapias de
sustituciéon celular y la medicina regenerativa estdn desarrollando nuevas
estrategias centradas en la regeneracion de tejidos y 6érganos, mediante la
sustitucion de las células dafiadas, o mediante la estimulacion de la proliferacion y
diferenciacion de la poblacion celular endogena. En el caso particular del sistema
nervioso, los retos para lograr una terapia de regeneracién exitosa implican no
s6lo el obtener los tipos neuronales especificos, o inducir el reclutamiento de
nuevas neuronas endogenas, sino lograr su plena integracion y funcionalidad en el
intrincado sistema de conexiones neuronales. La proyeccion de axones ocurre
principalmente durante el desarrollo embrionario, pero también durante procesos
de plasticidad y regeneracion neuronal, y es modulada por la presencia de
proteinas y componentes de matriz extracelular que determinan la proliferacion, el
crecimiento y la orientacion de las neuritas hasta las células blanco, mediante la
proyeccidon estereotipica de las mismas, formando asi las complicadas redes

neuronales.

Actualmente se sabe también que la rigidez del sustrato sobre el que proyectan
las neuronas, es relevante para inhibir o estimular la formacioén y elongacion de
neuritas; sin embargo, existen pocos estudios acerca de cédmo interaccionan las
diversas sefiales que componen el micro ambiente en el cual se forman las
proyecciones. Este proyecto se centra en estudiar como las propiedades
mecanicas del sustrato modulan la morfologia del cono de crecimiento de
neuronas de ganglios de la raiz dorsal, la distribuciébn del citoesqueleto y la
expresion y distribucion de los receptores para la proteina quimiotropica
semaforina 3A, implicada en la proyeccidon de axones de estas neuronas, para
contribuir asi al conocimiento basico que sustente el disefio de sustratos para

estimular la adecuada neuroregeneracion.



1. Antecedentes

El Sistema Nervioso Central (SNC) es una estructura anatbmicamente compleja,
formada por diversos tipos celulares entre los que se destacan las neuronas, las

cuales son consideradas la unidad funcional de este tejido.

El tejido neural se forma a partir de la placa neural del ectodermo embrionario por
un proceso conocido como neurulacion, en el que a través de la inhibicion de
morfégenos como las Proteinas Morfogénicas de Hueso (BMP’s), y la activacion
de otras como Noggin, Cordina y el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF,
por sus siglas en inglés), se induce la expresion de factores de transcripcién que

desencadenan la neurogénesis™?.

Una vez diferenciadas, las neuronas comienzan el proceso de proyeccion de sus
prolongaciones celulares, conocidas de manera genérica como neuritas y de
manera particular como axones y dendritas, para establecer conexiones con otras
neuronas adyacentes o localizadas en sitios distantes y formar los circuitos
neuronales. Este proceso se lleva a cabo mediante una serie de eventos
regulados por mecanismos moleculares especificos que promueven o inhiben la
proyeccion neural, y que son dirigidos por una estructura localizada al final de la

proyeccion, denominada cono de crecimiento.
1.1.Estructura y funcion del cono de crecimiento

El cono de crecimiento es una estructura especializada localizada en el extremo
del ax6n o dendrita, cuya funcidon es detectar las sefiales que sirven de guia
extracelular, e integrarlas en un movimiento de proyeccién direccionada hasta la
célula blanco de innervacion®. El cono de crecimiento fue descrito por primera vez
por el neuroanatomista espafiol Santiago Ramon y Cajal en 1890, quien lo
describi6 como una “protuberancia cénica terminal cubierta por expansiones

espinosas muy irregulares y con movimientos ameboides, la cual a veces posee
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extensiones mas largas, triangulares, laminares, a veces ramificadas, que parece
deslizarse entre los elementos nerviosos buscando su camino a través del

cimiento intersticial™

. En 1907, el bidlogo estadounidense R. G. Harrison observo
en vivo los conos de crecimiento, y proporciond evidencias de que el cono de
crecimiento es una estructura motil que tiene energia suficiente para poder guiarse
a través del “protoplasma” de las células de explantes del tubo neural, siguiendo
sefales extrinsecas, lo que le permitid inferir que los axones son guiados por
caracteristicas mecanicas del sustrato o por campos eléctricos. Estos resultados
dieron paso a otras interrogantes acerca del mecanismo y condiciones que guian
a las células neurales hasta el sitio blanco de innervacién®?, las cuales tuvieron
respuesta muchos afios después, con ayuda de los avances tecnoldgicos en el

campo de la biologia molecular y la Optica.

Recientemente, los métodos O6pticos de alta resolucibn han permitido obtener
imagenes de neuronas cultivadas en las cuales se puede estudiar detalladamente
el citoesqueleto del cono de crecimiento, llegando hasta un nivel subcelular®; asi
mismo, estudios de morfologia que utilizan microscopia de fuerza atomica, han
demostrado que el cono de crecimiento estd constituido por materiales blandos
con diferente rigidez, de acuerdo a las diferentes zonas del mismo, asi como por
un material mas rigido, que forma parte del citoesqueleto de la célula, es decir, la
expresion diferencial de proteinas en las distintas zonas del cono no sélo tiene que

ver con la funcién que esté realizando, sino también con su estructura’.

El citoesqueleto es el componente de la célula que le da soporte y estructura,
ademas de tener otras funciones importantes; su dinamica esta implicada en el
proceso de motilidad celular®, y esta4 constituido por tres tipos de filamentos
proteicos: filamentos de actina, microtubulos (constituidos por a y B-tubulina), y

filamentos intermedios (neurofilamentos, en el caso de células neuronales)®.



El principal componente del citoesqueleto -que le da forma al cono de crecimiento-
es F-actina, la cual es esencial en el proceso de guiado axonal, mientras que los
microtubulos (MT’s) son los que le dan estructura al axén y tienen una funcién

importante durante la elongacién axonal®.

De acuerdo a la distribucion del citoesqueleto, el cono de crecimiento se puede
dividir en tres dominios, el dominio central (dominio C), en el que se encuentran
haces estables de microtubulos que entran al cono de crecimiento a partir del eje
del axon, también hay organelos, vesiculas y haces de actina; el dominio periférico
(dominio P), que se sitla en la parte mas externa del cono de crecimiento, y
contiene filamentos de actina (haces de F-actina) que forman los filopodios, asi
como también una red de F-actina que conforma los lamelipodios. También
existen microtubulos dinamicos que se extienden desde el dominio C, e invaden el
dominio P del cono de crecimiento siguiendo a los haces de F-actina. Finalmente,
la zona intermedia entre el dominio C y el dominio P, se denomina zona de
transicion (zona T), en la cual existen estructuras contractiles de actomiosina que
se sittan de manera perpendicular a los haces de F-actina'®. En el dominio P del
cono de crecimiento, existen dos estructuras a partir de las cuales éste puede
comenzar el proceso de elongacion, los lamelipodios y los filopodios® (Figura 1).
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Figura 1. Distribucién de los elementos del citoesq ueleto en el cono de crecimiento.
Los microtubulos estables organizados constituyen el eje del axén, en el dominio central
(dominio C) del cono de crecimiento; en el lado opuesto, en la zona periférica se situa el
dominio P, constituido por un red de filamentos de actina (F-actina) que conforman los
lamelipodios del cono de crecimiento, asi como por haces de F-actina que conforman los
filopodios. La region intermedia se denomina zona de transicién (zona T) y en ella se
encuentran microtubulos dindmicos que intervienen en el proceso de elongacion axonal.
Adaptada de Lowery y Van Vactor'.

Los lamelipodios se localizan en los bordes del extremo del cono de crecimiento,
los cuales son ricos en filamentos de actina, mientras que los filopodios son
prolongaciones delgadas, de aproximadamente 100-200 nm de diametro y de 10
um o mas de longitud, que emergen de la superficie del borde del cono de
crecimiento del axdén o dendritas, formandose y desapareciendo rapidamente,
explorando asi el ambiente local; los filopodios estan constituidos por un nucleo de
10-30 filamentos de actina muy juntos organizados paralelamente para formar el
eje del filopodio (Figura 2), en cuya punta existen complejos de proteinas que
ayudan a mantener unidos los filamentos al que dan forma, y que estan

involucradas en el ciclo de elongacién y retraccién del cono de crecimiento™.
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Figura 2. Distribucion y dinamica de los elementos del citoesqueleto en el cono de
crecimiento. La actina globular (G-actina) se polimeriza y ensambla formando F-actina en
el extremo frontal del filopodio en respuesta a sefiales de atraccion. Las sefiales de
repulsion estimulan el desensamblaje de F-actina hacia el lamelipodio. Los microtubulos
organizados constituyen el nucleo del citoesqueleto del axdén y su ensamblaje se lleva a
cabo principalmente en la zona de adyacente a la zona de desensamblaje de la F-actina.
Adaptada de Purves, et al.?

1.2. Mecanismos celulares y moleculares implicados en la proyeccion y

retraccion de neuronas

Los cambios en la morfologia del cono de crecimiento y en su direccionamiento
dependen de la regulacion tanto de la dinamica, como del ensamblaje de los
filamentos de actina y los microtubulos. Los filamentos de actina son necesarios
en el proceso de proyeccion axonal y migracion neuronal a través de la elongacién
de los filopodios y lamelipodios, al ejercer estos filamentos una fuerza tensora y a
su vez de traccion; sin embargo, en el caso de los conos de crecimiento de
neuronas de GRD, se ha reportado que al bloquear la polimerizacion de estos
filamentos utilizando la toxina citocalasina B, la cual inhibe la polimerizacion de

F-actina, los microtubulos pueden mantener la elongacion de las neuritas
6



ejerciendo una fuerza de “empuje”, a través del transporte anterogrado que se
lleva a cabo en ausencia de la elongacion dada por los filamentos de actina en los

filopodios™?*2.

El proceso de elongacién o retraccion del cono de crecimiento responde a sefiales
extracelulares que sirven de guia hacia un blanco especifico, y que desencadenan
una compleja red de mecanismos de transduccion de sefales que, en conjunto, se
traducen en movimiento de elongacion hasta el sitio blanco, y en anclaje a la
matriz extracelular, o de retraccién del cono de crecimiento y re-direccionamiento

de la proyeccién axonal.

Morfologicamente, el cono de crecimiento pasa por tres etapas para formar
nuevos segmentos del axén durante el proceso de elongacion: alargamiento,
donde ocurre una elongacion de los filopodios y lamelipodios a través de la
polimerizacién de los filamentos de F-actina; engrosamiento, donde hay una
invasion de vesiculas y organelos a través del transporte en los MT’s; y finalmente,
la consolidacion, que ocurre cuando la parte proximal del cono de crecimiento se
constrifie, asumiendo una forma cilindrica y el transporte de organelos se vuelve

bidireccional, agregandose asf un nuevo segmento del ax6n® (Figura 3).
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Figura 3. Etapas de formacién de un nuevo segmento axonal. Al haber una sefal
atrayente, en primera instancia ocurre una elongacion de los filopodios y lamelipodios del
cono de crecimiento, a través de la polimerizacion de los haces de filamentos de F-actina
(rojo); posteriormente ocurre un engrosamiento en los lamelipodios debido a la invasién
de vesiculas y organelos (azul) a través del movimiento browniano y transporte dirigido
por microtubulos (verde), y finalmente ocurre la consolidacion axonal cuando la parte
proximal del cono de crecimiento se constrifie, asumiendo una forma cilindrica y formando
asi un nuevo segmento del axén. Adaptada de Dent y Gertier®.

Las sefiales de guiado axonal involucran la actividad de proteinas de unién a GTP
de la familia Rho, como Cdc42, Rac y RhoA, que son reguladores clave de la
dindmica de la actina del citoesqueleto, ya que participan en el ensamblaje y
desensamblaje de los flamentos de actina mediante el control de la polimerizacidon
de G-actina, también dirigen el flujo retrogrado de F-actina dependiente de la

contractilidad actina-miosina en el cono de crecimiento®. Se ha reportado que la
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contractilidad de miosina Il potencia el rompimiento del filamento de actina en la
zona T del cono de crecimiento, definiendo un limite entre el eje del axén y el
lamelipodio, ademas de controlar la taza de flujo retrogrado de F-actina en esta

zona®®,

El flujo retrégrado de actina es una fenGmeno constitutivo que ocurre en los
filopodios y lamelipodios y es promovido por la proteina motora miosina; este
fendbmeno ocurre cuando la ATP-actina ensamblada en los filamentos cercanos a
la membrana distal en el dominio P, es hidrolizada y transportada hacia la zona T
como F-actina polimérica. Ya en la zona T, los monémeros de ADP-actina se
despolimerizan por proteinas especificas, por ejemplo gelsolina o cofilina, y se
reciclan en ATP-actina para repetir el ciclo, por lo que mientras los filamentos de
F-actina van empujando la membrana celular durante la elongacion, también se
empujan a si mismos hacia atrds, es por eso que se conoce como flujo

retrégrado®.

La adhesion del cono de crecimiento al sustrato, ocurre en forma de “puntos de
contacto” (contact points), en donde estan involucrados complejos proteicos que
permiten la adhesion y generacién de fuerza de traccién sobre el sustrato®®. En
2008, Chan y Odde construyeron un modelo fisico estocastico del sistema de
transmision de fuerzas basado en el principio “motor-embrague”; su simulacion
mostr6 que en sustratos rigidos, los embragues moleculares de miosina
enganchan los filamentos de F-actina, pero se desenganchan réapidamente,
resultando en una rapida generacion de tension dentro de los embragues que
drasticamente acortan la vida utii de la interaccion de miosina-F-actina,
aumentando el flujo retrégrado. Mientras que en sustratos mas blandos, hay un
alto nimero de embragues de miosina interactuando con F-actina, que provocan
que se ralentice la velocidad a la que se acumula la tension, prolongando el
tiempo de interaccion miosina-F-actina, aumentando la fuerza de traccion, lo que
incrementa, a su vez, gradualmente la tension del sustrato, hasta que ocasiona

una falla abrupta del acoplamiento, por lo que disminuye el flujo retrégrado de
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F-actina y finalmente genera que se pierda la adhesion al sustrato, y ocurre una
rapida retraccion del filopodio hacia el punto inicial, ocasionando periodos cortos

de proyeccién seguidos de abruptos periodos de retraccion®’.

Por otra parte, la extension de los microtubulos en el dominio P esta regulada
tanto por los haces de F-actina, como por el flujo retrégrado, que capturan y guian
el crecimiento de los microtubulos. Esta extension ocurre mediante uniones fisicas
de los haces de F-actina con los extremos finales de los microtubulos, a través de
proteinas de entrecruzamiento®®, y es un mecanismo eficiente para hacer llegar los
microtubulos hacia sitios particulares, como el extremo del filopodio o las

adhesiones focales en el dominio P*°,

1.3. Anatomia y funcién de los Ganglios de la Raiz  Dorsal (GRD)

La médula espinal es la parte del SNC que se ubican en el canal vertebral desde
el foramen magnun hasta el borde superior de la segunda vértebra lumbar (L2); es
la estructura encargada de recibir y procesar la informacion sensorial de la piel, las
articulaciones y musculos de las extremidades y el tronco. Se subdivide en las
regiones cervical, toracica, lumbar, y sacra; la médula espinal tiene forma cilindrica

pero aplanada dorsoventralmente.

Las fibras nerviosas que unen la espina dorsal con los masculos y los receptores
sensitivos de la piel, estan agrupados en 31 pares de nervios espinales, cada uno
de los cuales tiene una division sensorial que emerge de la cara dorsal de la
meédula (la raiz dorsal), y una divisibn motora que emerge de la cara ventral (la
raiz ventral), formando asi el sistema somatosensorial. Las raices dorsales llevan
la informacion sensorial de la médula espinal a los muasculos y la piel. Las
neuronas sensoriales que transmiten informacién desde la piel y los musculos, se
encuentran agrupadas en los Ganglios de la Raiz Dorsal (GRD) dentro de la
columna vertebral; estas neuronas tienen un axon bifurcado con ramificaciones
centrales y periféricas, y las terminaciones de la rama periférica inervan piel,

musculo y otros tejidos?>%*,
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Las neuronas sensoriales se derivan de las crestas neurales y migran a traveés de
las somitas en el mesodermo durante el desarrollo embrionario, para agruparse en
los GRD adyacentes al tubo neural®?; se ha reportado que el crecimiento de los
primeros nervios aferentes en la sustancia gris de la médula espinal en ratas
ocurre en el dia 14 de la etapa embrionaria (E14), en forma de fibras originadas de
la columna dorsal media y que proyectan ventralmente a través del limite de la

1. A continuacion se abordaran con detalle los mecanismos

zona neuroepitelia
implicados en el guiado axonal de estas neuronas que culmina con la inervacion

en los sitios blanco.

1.4. Mecanismos de guiado axonal

Como se mencion6 anteriormente, las neuronas proyectan sus neuritas hacia
blancos especificos, guiados por sefales extracelulares que son integradas por el
cono de crecimiento. Estos mecanismos se basan en la interaccion con proteinas
quimiotropicas secretadas, o ancladas al sustrato, por ejemplo las proteinas Slit o

semaforinas.

También las interacciones directas entre axones que se extienden a lo largo de
una trayectoria especifica, mediada por proteinas ancladas a la membrana celular,

por ejemplo cadherinas e inmunoglobulinas®**

, pueden guiar las proyecciones
neurales. Ademas de la seleccion de una via especifica, la direccion de
crecimiento de los conos de crecimiento responde a la deteccion de sefales
asociadas con el sustrato; también responden a gradientes de moléculas difusibles
que sirven de guia hasta su blanco de inervacion, estas moléculas pueden ser de
guimioatraccién o de quimiorepulsion, y la matriz extracelular puede estabilizar
gradientes de moléculas provenientes de células blanco o células intermediarias

extendiéndolos a una mayor distancia®”.
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1.5. Semaforinas

Las semaforinas son moléculas con propiedades tanto quimiorrepulsivas como
quimioatrayentes, y constituyen una de las familias mas grandes de proteinas
quimiotropicas filogenéticamente conservadas, pueden ser secretadas o
transmembranales, y se expresan durante el desarrollo del sistema nervioso,
actuando en el direccionamiento axonal, la fasciculacion, la ramificacion y la
formacion de sinapsis®*?°. Estas proteinas estan involucradas en dirigir los axones
de GRD hacia su blanco final, principalmente durante el desarrollo embrionario,
aunque también se expresan en el organismo adulto y en algunos casos forman

parte del ambiente inhibitorio que impide la regeneracién neuronal®’.

La familia de semaforinas consta de mas de 20 miembros divididos en ocho
clases; las familias de clase 1y 2 corresponden a invertebrados; las de clase 3, 4,
6 y 7 a vertebrados; las de clase 5 existen tanto en vertebrados como en

28'29. Las

invertebrados, y la clase V corresponde a semaforinas virales
semaforinas de clase 2 y 3 son proteinas secretadas, mientras que las de clase 1,
4, 5, 6 y 7 estan ancladas a membrana, todas contienen un dominio extracelular

de aproximadamente 500 amino&cidos llamado dominio sema (Figura 4).

La primera semaforina identificada fue la semaforina 3A (Sema3A) por Luo y cols.
(1993), quienes demostraron su habilidad de actuar como factor quimiorrepelente
induciendo el colapso y retraccion de los conos de crecimiento en neuronas de
GRD®. Se ha demostrado que las semaforinas ademéas de tener la habilidad de
guiar el crecimiento axonal mediante esta accion quimiorepelente, también tienen
una funcion quimioatrayente, incluso la misma semaforina puede tener ambas
habilidades dependiendo del tipo celular, asi como de la expresién de receptores y

las propiedades quimicas del tejido circundante®*3?

, No obstante, el papel que
juegan las propiedades fisicas de la matriz celular circundante en la actividad y
respuesta a semaforinas, aun no se han estudiado a fondo. Ademas del papel de

Sema3A en el SNC, se ha demostrado su participaciéon en las interacciones que
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28,33

regulan la homeostasis inmunolégica®™°, también tiene participacion en la

angiogénesis que ocurre en el sistema vascular®?.

Semaforinas de Semaforinas de Semaforinas
invertebrados vertebrados virales

r 1T 170 1
A
. Dominio Sema
» Dominio inmunoglobulina
B Dominio basico
H = I M Repeticiones trombospondina
1 1 o - 1 - =
1 i & E : l g 1

E
‘ === Anclaje GPI

Semaforina clase: ; ) : 3 4 ; ¢ 7
Miembros: (a2 a2 (A-G) (A (A-8) (A-D) (A

1 Dominio PSI

Figura 4. Esquema de las diferentes clases de semaf orinas y sus caracteristicas
estructurales. Todas las semaforinas tienen un dominio amino terminal SEMA
fundamental para la sefializacion. Tienen un dominio PSI (Dominio Plexinas-Semaforinas-
Integrinas) que tiene homologia con el dominio N-terminal de [ integrinas, y todas las
semaforinas de vertebrados (excepto las clase 5 y 6) tienen un dominio similar a
inmunoglobulina. Las semaforinas 1y 2 son de invertebrados y las semaforinas clase 5 se
encuentran tanto en invertebrados como en vertebrados; las semaforinas clase V
corresponden a semaforinas virales. Las semaforinas clase 2 y 3 son secretadas y tienen
un dominio basico altamente conservado en el extremo C-terminal. Las semaforinas clase
4 a 7 poseen un dominio glicofosfatidilinositol (GPI) que las ancla a los acidos grasos de
la membrana celular. Las semaforinas clase 5 tienen un dominio de repeticiones de
trombospondina. Adaptada de Neufeld y Kessler®.

Sema3A es una proteina que se encuentra como dimero no covalente (unido por
puentes disulfuro), formando gradientes en la matriz extracelular; cada monémero
de Sema3A se une con el otro a través de cuatro asas que sobresalen de la
superficie de la proteina, mismas que interactan entre si para formar una

interfase con residuos tanto hidrofébicos, como polares™*.

Se sabe que el receptor identificado para Sema3A es un heterodimero formado
por la glicoproteina Neuropilina-1 (Nrp-1) y la glicoproteina con puentes disulfuro
identificada como Plexina A (PIxA), de la 1 a la 4. La union del homodimero en
solucién de Sema3A induce la heterodimerizacién de las moléculas de Nrp-1 y

PIxA3*® (Figura 5); Nrp-1 por si sola no tiene la habilidad de transducir la sefial de
13



Sema3A, por lo que al formar el complejo receptor con PIXA, esta ultima es quien
transduce la sefial rio abajo por su porcion citoplasmatica e induce la respuesta
repulsiva y el colapso del cono de crecimiento®®; siendo el blanco principal de esta

via de transduccion de sefial, la actina del citoesqueleto®’.

SEMA3
Ploxina A Neuropilina
—
5 Medio extracelular
r'l:. é Media intracelular
C RRAS-, MRAS- 0 RAP1-GTP
RRAS-, MRAS- 0 RAP1-GDP

Figura 5. Formacién del complejo receptor Sema3/Neu ropilina/Plexina A. El
homodimero de SEMA3 se une a su complejo receptor Neuropilina/Plexina A, induciendo
la heterodimerizacion de dos moléculas de Plexina A estabilizadas por Neuropilina,
resultando en la activacion de la sefializacion rio abajo mediada por Plexina A. Adaptada
de Worzfeld y Offermanns®.

De las PIXA descritas, se ha reportado que PIxAl, PIXA2 y PIxA4 median la
sefializaciéon de Sema3A con Nrp-1, pero no asi PIxA3%, cuyo papel principal tiene
que ver mas con la sefializacion pro-apoptética inducida por Sema3A>’; asimismo,
el receptor Nrp-1 se une preferencialmente —pero no exclusivamente- con PIxA4
en neuronas sensoriales de GRD*. PIxA4 tiene un papel importante en la
propagacion de la actividad de Sema3A y en la regulacién del guiado axonal en
GRD*, siendo quizas la plexina A con mayor afinidad por Sema3A. La asociacién
de PIxA4 con PIXA2 incrementa la afinidad de PIXA2 a la Nrp-1 y esto permite la

formacion de los complejos receptores funcionales de sefalizacion; no obstante, el
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nivel y los cambios en la expresion de las distintas PIXA pueden generar distintas
respuestas en células en migracion que se encuentren con los gradientes de

semaforinas®?.

Aunque los efectos de colapso de la Sema3A son bien conocidos, las vias de
sefalizacion intracelular que conducen a los eventos celulares de colapso aun
continlan en investigacion. Las CRMP (collapsin-response-mediator protein) o
proteinas mediadoras de la respuesta a colapsina (como originalmente se
denomind a las semaforinas), son una familia de fosfoproteinas citosélicas que
tienen un papel crucial en la transduccion de sefial del complejo Sema3A/Nrp-
1/PIxA mediante la fosforilacién de ciertos residuos y cambios conformacionales
en su estructura, las cuales activan vias de sefalizacion de proteinas G pequefias.
Particularmente, la union de PIXxA4 a GTPasas pequefias es critica para la
estimulacién del colapso del cono de crecimiento, a través de la union del dominio
H/RBD de PIxA4 a GTPAsas pequefias®, las cuales tienen que ver con la
modulacién de la dinamica del citoesqueleto y con la endocitosis durante el

colapso del cono de crecimiento***® (Figura 6).

La endocitosis resultado del efecto de colapso inducido por Sema3A, es mediada
por L1 CAM, una molécula de adhesion de la super familia Ilg CAM. La molécula
L1 CAM media la internalizacion de Nrp-1 durante la exposicion a Sema3A,
sugiriendo un papel funcional en la sefalizacion de Sema3A, la cual, a su vez, se
relaciona con la regulacion de la adhesion a la matriz extracelular, ya que Nrp-1 es
co-internalizado junto con proteinas de adhesion, como integrinas, de manera
temporal y coordinada cuando ocurre la activacion de la sefializacion mediada por
Sema3A*.
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Figura 6. Mecanismo molecular por el cual semaforin a 3A (Sema3A) inhibe la
adhesion celular a la matriz extracelular.  Antes de que Sema3A se una al complejo
receptor, el dominio Sema de PlexinaAl (PIxAl) auto-inhibe la activacion espontanea de
la sefalizacion; la union de Sema3A a Neuropilina-1 (Nrp-1) induce un cambio
conformacional en la PIXAl que libera esta auto-inhibicion. Después de la union de
Sema3A con Nrp-1, FARP2 (asociado con PIxAl) se disocia y promueve la union de GTP
a RAC1 (GTPasa pequefia). RAC1 activada es reclutada por PIXAl y promueve el
reclutamiento de la RND1 (GTPasa pequefia) activada, esto induce la activacion del
dominio GAP de PIxAl, que resulta en el reclutamiento de RRAS (GTPasa pequeia)
activada. El dominio GAP de PIXAl activa la funcion intrinseca de GTPasa de RRAS
resultando en su inactivacion, ya que RRAS es un regulador de la funcién de integrinas,
su inactivacion conduce a la inactivacion de integrinas, lo cual induce la pérdida de
anclaje de la célula a la matriz extracelular. La interaccion de RND1 con PIXAl puede
inhibir a RHOD (GTPasa pequefia) que se une al mismo sitio de union de PIXAl, mientras
gue FARP libre se asocia con la PIP5K (fosfatidilinositol-4-fosfato 5 cinasa) e inhibe su
interaccion con la proteina de adhesion focal talina, lo cual lleva a la supresion de la
funcic’)ngtgl)e integrina y al desensamblaje de las adhesiones focales. Adaptada de Neufeld y
Kessler™.

Nrp-1 interactia fisicamente con la integrina a5B1, formando un complejo integrina
a5B1-Nrp-1 que es rapidamente internalizado mediante la formacién de
endosomas. La integrina a5B31 regresa nuevamente a la membrana, para
favorecer la formacion de nuevos sitios de adhesion pero Nrp-1 se queda
vacuolizado en el citoplasma, listo para volver a la membrana, este “reciclaje”

podria estar dirigido por proteinas de adhesion ya que Nrp-1 tiene un dominio

16



extracelular que interactia con la integrina a5B31, pero también tiene un dominio
citoplasmatico, en el extremo C-terminal, de union a la proteina adaptadora
endocitica 1 (GIPC1), la cual, a su vez, se relaciona con proteinas requeridas para
estimular la adhesién celular mediante los complejos de adhesién, la

internalizacién de integrinas y la motilidad de las vesiculas®’.

1.6. La matriz extracelular y el impacto de sus pr opiedades fisicas en el

comportamiento celular

Un aspecto importante que ha sido poco abordado en el campo de la proyeccion
axonal, es el estudio de los componentes de matriz extracelular que forman parte
del medio extracelular que mantiene y circunda a las células o que se encuentran

4850 | a matriz

distribuidos a lo largo de las vias de proyeccion de axones
extracelular no solamente forma parte del soporte en el que se dividen y
mantienen las neuronas, sino que tiene por si misma un papel relevante en la
sefalizacion y determinacién de los procesos de diferenciacién, migracion y
elongacion de las neuritas®™®. Ademés de la composicién quimica de la matriz
extracelular, actualmente ha aumentado el interés por el estudio del papel que
tienen las propiedades fisicas del sustrato en el que se encuentran las células,

tales como la topografia y la rigidez.

Estudios recientes han evidenciado que la topografia y la rigidez del sustrato
determinan procesos celulares como diferenciacion, proliferacién y migracion®*°.
Particularmente, el trabajo de Engler y cols. (2006) demostrd por primera vez que
la rigidez del sustrato en el cual se cultivan in vitro células troncales puede
modular su diferenciacién hacia diferentes tipos celulares como hueso, musculo, o
neuronas®’. Otro trabajo, realizado por Eroshenko y cols. (2013) demostré que la
rigidez del sustrato afecta la proliferacion de células troncales humanas
embrionarias del linaje mesodérmico, no asi la propagaciéon celular o la adhesién

al sustrato; concluyendo que la rigidez del sustrato es una variable importante que
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debe ser considerada en el desarrollo de protocolos de proliferacion y

diferenciacion de células troncales®®.

Quiza, lo mas abordado ha sido el papel de la rigidez en la elongacién de las
neuritas; por ejemplo, Flanagan, et al. (2002), reportaron que al crecer neuronas
primarias de espina dorsal de raton (E13.5) en matrices con poca rigidez, cercana
a la encontrada en el cerebro, la elongacion de las neuritas fue mayor. Sin

embargo, existen divergencias en los datos y modelos utilizados®%*°

, ya que
también se ha reportado que en sustratos mas blandos, células de la linea celular
PC12 muestran pocas neuritas, relativamente cortas y no ramificadas, mientras
que en sustratos mas rigidos, las neuritas de neuronas y astrocitos de rata (E17-
E19) resultan ser mas largas y ramificadas. Se ha sugerido también que el
proceso de elongacion de neuritas, tiene que ver con la migracion de células tales
como los fibroblastos, evidenciando que esta elongacién del cono de crecimiento
axonal, ademas de responder al estimulo mecanico que ejerce el sustrato,
también se ve alterado por la presencia e interaccion de unas células con

otras®®!,

Respecto al efecto que ejercen las caracteristicas fisicas del sustrato en el cual se
encuentran las células, Yang y cols. (2014) encontraron que células troncales
mesenquimales humanas guardan la informacion mecanica del ambiente en el que
estan, lo cual llaman “dosificacibn mecanica”, y que esto puede influir en el destino
de diferenciacion de las células a través de una ‘'memoria mecanica’. Un aspecto
importante es que esta ‘'memoria mecanica” se regula a nivel gendmico mediante
la activacion de coactivadores transcripcionales relacionados con el proceso de
diferenciacion de las células troncales hacia tipos celulares especificos; por
ejemplo YAP/TAZ, en este caso®, lo cual plantea nuevas interrogantes acerca del
proceso de mecanotransduccion celular y evidencia que las propiedades del
sustrato pueden tener un efecto también sobre la regulacion de la expresion

génica celular.
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1.7. Antecedentes directos

Previamente, Rios (2010) utiliz6 el modelo de hidrogeles de acrilamida-
bisacrilamida (HAB) para estudiar el papel de la rigidez en la proyeccion neuronal
de GRD y su impacto en la respuesta a semaforinas. Los HAB son un modelo
experimental ampliamente aceptado y caracterizado como un sistema que permite
el cultivo celular y la observacién microscopica de la células, sobre sustratos que
varian en sus propiedades fisicas, de acuerdo con el grado de entrecruzamiento
de la acrilamida; en los cuales se puede mantener la composicion quimica o
variarla dependiendo de la funcionalizacion de la acrilamida con diversos

6365 Mediante este modelo se observd la

componentes de matriz extracelular
repuesta de los axones de neuronas provenientes de GRD a la proteina
quimiotropica Sema3A, mostrando que la respuesta de retraccion de axones ante

la Sema3A es modulada dependiendo de la rigidez del sustrato®®.

Se demostro que en sustratos blandos, cercanos a la rigidez del cerebro, el efecto
de colapso del cono de crecimiento mediado por la Sema3A -y medido como la
disminucién del niumero de filopodios y del area del cono de crecimiento- se ve
inhibido, por lo que el cono de crecimiento tiene incluso mayor numero de
filopodios cuando se encuentra en un sustrato blando; mientras que, conforme
aumenta la rigidez del sustrato aumenta nuevamente el efecto de colapso
mediado por Sema3A. Estos resultados pueden tener importantes repercusiones
en la comprensién de la accion de factores implicados en la proyeccién de axones
y la modulacion de la morfologia del cono de crecimiento, ya que al parecer su
efecto puede estar determinado por el sustrato en el que se encuentran las
neuronas y, por tanto, podria variar dependiendo de las propiedades de la matriz
circundante; por ejemplo, si se tratase de tejido normal (intacto) o de una cicatriz
glial (que ocurre cuando tras una lesion del SNC, como forma de reparacion,
existe una proliferacion de astrocitos que depositan colagena y forman una barrera

conocida como “cicatriz glial”)**.
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Por lo anterior en el presente trabajo se pretende estudiar el efecto de la rigidez
del sustrato sobre la modulacién de la morfologia y distribucién del citoesqueleto
del cono de crecimiento de neuronas de GRD, también estudiar el efecto de la
rigidez del sustrato sobre la expresion y distribucién de los receptores a la proteina
quimiorrepelente Sema3A, en neuronas GRD, ya que se ha reportado que es una
de las sefiales extracelulares que impiden una adecuada regeneracion en los
sitios de lesion medular. Lo anterior, para tratar de aportar evidencias que
permitan aprovechar los efectos de la rigidez del sustrato para proponer su uso
como parte de tratamientos neurorregenerativos en padecimientos de alta
incidencia, tales como lesiones medulares, provocadas principalmente por
traumatismo (accidentes automovilisticos, caidas, heridas por armas de fuego,
etc.), pero también por diferentes enfermedades (tuberculosis vertebral, atrofia

espinal, entre otras).
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2. Justificacion

El cerebro es uno de los tejidos mas blandos del cuerpo humano (~0.1-1 kPa). El
estudio del comportamiento de neuronas o ceélulas precursoras neurales en
sustratos que simulan las propiedades fisicas que se encuentran en el cerebro,
puede proveer informacion valiosa y mas cercana al ambiente o nicho en el que
las células se encuentran in vivo; por otra parte la comprension de los
mecanismos biologicos que rigen los fenomenos celulares observados sobre
sustratos con rigidez variable, son determinantes para entender procesos como el
crecimiento axonal y para, en un futuro, no sélo disefiar sustratos biocompatibles
gue mimeticen el tejido y potencialicen asi la regeneracion y la proyeccion axonal,
sino también conocer la respuesta de los receptores a Sema3A ante el estimulo
mecanico del medio y aprovechar estas respuestas, junto con las propiedades ya
reportadas de moléculas como la Sema3A para la elaboracion de posibles
tratamientos terapéuticos en casos de dafio de la red neural, como es el caso de

las lesiones medulares.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la incidencia mundial de
lesiones medulares oscila entre 40 y 80 casos por cada millon de habitantes, la
mayor parte de estas lesiones son debidas a accidentes de transito, caidas o
hechos violentos®’. En México, no se tienen datos recientes de la incidencia de
lesiones medulares, sin embargo, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) reporta que la prevalencia de discapacidad en México para 2014 fue del
6% y de este segmento, el 15% corresponde a discapacidad originada por
lesiones consecuencia de algtin accidente®; estas lesiones afectan principalmente
a la poblacién en edad productiva (16-30 afios)®, representando un foco de
atencién importante para la salud publica debido al alto costo asociado a la
atencion subsecuente que implica consecuencias sociales y laborales

importantes’®.
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Actualmente, los estudios para el tratamiento de las lesiones medulares se
encaminan a la busqueda de alternativas que reparen el dafio mediante la
reconstitucion de las poblaciones celulares afectadas, para lo cual el foco de
atencion se ha centrado en la investigacion para la terapia con células troncales
(conocidas también como células madre). Sin embargo, es necesario también
llevar a cabo la investigacion bésica para conocer el microambiente en el cual se
encuentran las células ya diferenciadas y conocer los factores que dirigen o
inhiben el crecimiento y elongaciéon neuronal que favorezcan su regeneracion
después de una lesién, de manera que el enfoque ya no soélo se limite a evitar el

dafio, si no a intentar su reparacion efectiva’™.

Otro de los padecimientos relacionados y que podrian ser impactados por este
estudio, es el dolor neuropatico, ya que se ha demostrado que una lesion en la
espina dorsal resulta en un incremento del Factor de Crecimiento Nervioso (NGF,
por sus siglas en inglés) el cual actia incrementando la expresion de
neuropéptidos y el crecimiento de axones nociceptivos, por lo que se genera una
exacerbada respuesta de dolor’?. Investigaciones en este campo han sentado las
bases para el uso de la proteina gquimiorepelente Sema3A de manera terapéutica,
para reducir el crecimiento aberrante de las neuritas producido por los altos

niveles de NGF en la espina dorsal y que son los que originan el dolor agudo”®.

Recientemente, se ha reportado el papel de Sema3A como un potencial blanco
terapéutico en enfermedades como isquemia, retinopatia diabética, enfermedad
neurotropica corneal y dafio en la médula espinal, ya que se ha visto que al inhibir
ya sea la produccion o la accion de Sema3A en animales de experimentacion, se
ha logrado una mejora en el dafio provocado por estas enfermedades, ya sea
preservando las microvesiculas en ratas con retinopatia inducida, reduciendo el
deterioro de la retina inducido por la diabetes, promoviendo la regeneracion de
nervios periféricos corneales e incluso promoviendo la regeneracion después de

una lesién espinal, respectivamente®. Por lo que, es importante centrar la
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atencion en las propiedades fisicas y quimicas que rodean a la célula y que

repercuten directamente en la respuesta a la proteina Sema3A.

Se espera que los resultados obtenidos en el presente proyecto contribuyan a la
comprension del efecto de la rigidez del sustrato sobre la modulacion de la
respuesta a Sema3A, que faciliten a futuro considerar esta propiedad mecénica
del sustrato como una alternativa para su posible aplicacién en padecimientos de
alta incidencia o con pocas alternativas terapéuticas, en las que la regeneracion

de la red neuronal se vea comprometida.
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3. Hipotesis de Investigacion

Los sustratos con rigidez variable regulan la expresion y distribucion de los

receptores Nrp-1y PIXA4 y la distribucion del citoesqueleto en neuronas de GRD.
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4. Objetivo general

Estudiar el efecto de la rigidez del sustrato en la regulacion de la morfologia
neuronal, la distribucion del citoesqueleto y la expresion de receptores a Sema3A

en neuronas de GRD.

4.1. Objetivos especificos

4.1.1. Analizar si la morfologia de neuronas de GRD varia dependiendo de
la rigidez del sustrato sobre el cual son cultivadas.

4.1.2. Analizar si existen cambios en la distribucion del citoesqueleto de
Blll-tubulina y de actina en los conos de crecimiento de neuronas GRD
crecidas sobre sustratos con rigidez variable.

4.1.3. Analizar si la expresion y distribucion de los receptores a Sema3A,

Nrp-1y PIxA4, varia dependiendo de la rigidez del sustrato.
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5. Material y Métodos

El presente proyecto es un estudio de tipo experimental cuantitativo. La parte
experimental se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo Celular
del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Veracruzana (UV), asi como
en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Ciencias Biologicas de la
uVv.

La unidad de estudio fueron neuronas de GRD de rata Wistar de 14.5 dias de
(E14.5).

proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Medicina (campus Xalapa) de la

gestacion Los animales utilizados para este estudio fueron

Universidad Veracruzana (UV).

5.1. Variables de estudio

VARIABLES DEPENDIENTES

A - TIPO DE ESCALADE a
VARIABLE a
DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL VARIABLE MEDICION CUANTIFICACION
Cuantificacion del area del cono de
Cambi 14 . crecimiento y el conteo del nimero de
amblos en efarea y numero Cuantitativa [filopodios (midiendo 10um desde el
de filopodios del cono de de razon. . -
Modulacién d p L . - , |extremo distal del cono de crecimiento
odulacion de [ Morfologia se refiere a la forma y|crecimiento, asi como también . did ) . .
; . . ; Continua medida en fhacia el soma), asi como la longitud
la morfologia [tamario de la célula. en la longitud axonal y el 2 . e
. . pm®, umy |axonal y el nimero de ramificaciones; al
nimero de ramificaciones . -
secundarias al axon. ordinal menos 10 conos de crecimiento por cada
: cubreobjetos con gel HAB de cada
rigidez.
Expresion del ARN mensajero Cuantitativa
de los receptores neuropilina- de razon Cuantificacion de ARNm mediante RT-
Expresion de 1 (Nrp-1) y Plexina A4 (PIxA4) . . ' |PCR  cuantitativa (QRT-PCR), 1
Continua | medida en % . .
los receptores en neuronas de GRD, al de cambio experimento por triplicado para cada
Receptor es una proteina ofCr€cer so_b_re sustratos con relativo condicion.
glicoproteina que permite  la| diferente rigidez.
interaccion de determinadas
sustancias con los mecanismos . o .
del metabolismo celular. Presencia del receptor Analisis de la presencia del receptor Nrp-
Distribucion de neuropilina-1 (Nrp-1) en| 1 en las neuronas de GRD mediante
neuronas de GRD, al crecer|] Continua Cualitativa |inmunofluorescencia, al menos 10 conos
los receptores . " .
sobre sustratos con diferente de crecimiento por cubreobjetos con gel
rigidez. HAB de cada condicion.
Es la conformacién de los|Cambios en las estructuras Cuantificacion de la diferencia de areas
filamentos de actina y de|del citoesqueleto, presencia Cuantitativa correspondientes a actina y fB-lll tubulina,
Modulacion del mlcr,otubu'los que le dan forma a dlfgrenmal de. f||amentos de ] de razon, midiendo lOpm_dgsde el e_xtremo distal
citoesqueleto la célula, intervienen en el anclaje|actina 'y microtGbulos en| Continua medida en: |del cono de crecimiento hacia el soma; al
al sustrato, participan en ellneuronas de GRD sembradas m2 menos 10 conos de crecimiento por cada
proceso de endocitosis de las|sobre sustratos con diferente H cubreobjetos con gel HAB de cada
células. rigidez. rigidez.

5.2. Cultivo de neuronas de GRD
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Se utilizé el cultivo in vitro de neuronas GRD provenientes de embriones de rata
Wistar en etapa de desarrollo (E) de 14.5 dias de gestacion. Este modelo es el
mas estudiado para analizar el efecto de colapso y retraccion de axones ejercido
por la Sema3A*, mismo que ha sido adaptado para cultivar neuronas de GRD
sobre geles HAB de diferente rigidez cubiertos con colagena®. Este protocolo se
divide en dos etapas, en la primera etapa se elaboran los hidrogeles HAB y en la
segunda etapa se lleva a cabo la obtencion y disgregacion de los GRD y se
cultivan las células sobre los HAB para después de 24 h, realizar los andlisis

correspondientes.
5.2.1. Elaboracion de hidrogeles de acrilamida/bisa  crilamida (HAB)

Protocolo para la preparacion de cubreobjetos redondos con HAB de diferente

rigidez recubiertos con colagena.

a) Preparacion de cubreobjetos redondos de 10mm amino-silanizados:

1. Se tomo el cubreobjetos redondo de 0.7mm de didmetro y se calent6 en
una placa calefactora a una temperatura de 80°C durante 15 s, se
adicionaron 30 ul de NaOH 0.1N y se dej6 secar hasta observar una capa
blanquecina semi-transparente en la superficie de cada cubreobjetos.

2. Se afnadieron 30 ul de (3-Aminopropil)trietoxysilano (APTES) a cada
cubreobjetos para funcionalizar la superficie y se dejo reposar 5 min a
temperatura ambiente; después de este tiempo los cubreobjetos se lavaron
con agua destilada, dejandolos 5 min en agitacién constante en cada
lavado.

3. Se dejo secar los cubreobjetos colocandolos de manera inclinada sobre

toallas de papel.

Una vez secos los cubreobjetos, se adicionaron 100 pl de glutaraldehido (Glu) al

0.5% en PBS1X a cada cubreobjetos y se incubaron por 30 min a temperatura
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ambiente; pasado este tiempo, se aspiré el exceso de Glu y se dejaron secar de

forma inclinada sobre toallas de papel.

b)

Preparacion de cubreobjetos cuadrados (12mm x 12mm) cloro-silanizados

para la elaboracién de los HAB:

Se afadieron 100 pl de diclorodimetil-silano (DCDMS, por sus siglas en

inglés) a cada cubreobjetos cuadrado de 12mmx12mm, asegurdndose de

cubrir toda la superficie; se incubaron por 5 min a temperatura ambiente.

Se removio el exceso de DCDMS y se lavaron por 1 min con agua

destilada. Se dejaron secar inclinados sobre toallas de papel y se

almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.

— EI DCDMS en el cubreobjetos cuadrado de 12mmx12mm hace una

cubierta hidrofébica permitiendo que al colocar la mezcla de gel
HAB, ésta no se pegue y solo quede adherido a la superficie tratada

del cubreobjetos redondo previamente aminosilanizado.

Preparacion de HAB de diferente rigidez.

Se elaboraron 4 mezclas de acrilamida-bisacrilamida para la obtencion de
geles con diferente rigidez. En la Tabla 1 se especifica la cantidad
necesaria de reactivos para la elaboracion de los geles HAB de cada rigidez
utiizada segun la metodologia reportada y ampliada mediante

comunicacion personal con Grinnell y Ho (2013)".

Tabla 1. Cantidad de reactivos requeridos para la elaboracion de
geles de poliacrilamida con diferente rigidez.

Rigidez 0.15KPa 0.32 KPa 3.43 KPa 40.4 KPa

Reactivos pl

Acrilamida (al 40%) 75 100 100 200
Bisacrilamida (al 1.5%) 20 20 100 320
Agua destilada 905 880 800 480
APS 10% 10 10 10 10
TEMED 1 1 1 1

En un matraz kitasato se mezclaron la acrilamida (al 40%), bisacrilamida (al
1.5%) y el agua, la mezcla se desgasificé durante 15 min; posteriormente
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d)

se afadieron las cantidades sefialadas de Persulfato de Amonio (APS) al
10% y de Tetrametiletilendiamina (TEMED) al 0.1%, se mezcl6 muy bien
mediante agitacion manual del matraz por unos segundos. Se tomaron 19
ul de la mezcla y se adicionaron al cubreobjetos cuadrado, inmediatamente
después, se coloco la cara tratada (aminosilanizada) del cubreobjetos
redondo sobre la mezcla y se dejo polimerizar por 30 min.

Pasados 30 min se removié cuidadosamente el cubreobjetos redondo con
el gel HAB, deslizando el cubreobjetos redondo y tomandolo con pinzas
finas de manera que el gel no se rasgara o dafara, se coloco un gel/pozo
en caja de cultivo de 24 pozos y se lavaron 2 veces con 500 pl c/u de agua
destilada (H,Odd), durante 5 min cada lavado y se almacenaron a 4°C

hasta su uso.

Adicion de matriz extracelular.
Los cubreobjetos redondos con HAB se colocaron en una placa de 48
pozos, a cada gel se afladieron 250 pl de una soluciéon de Sulfo-SANPAH
1mM (sulfosuccinimidil-6-[4’-azido-2’-nitrofenilamino]hexanoato) en HEPES
50mM (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfénico) pH8.5, para su
fotoactivacion se expusieron a luz UV (365 nm a una distancia minima de 8
cm) por 8 min, al término de este tiempo el Sulfo-SANPAH se torné de color
café oscuro y se retird, se afadidé nueva solucion de Sulfo-SANPAH
1mM/50mM HEPES por 8 min para repetir el paso anterior. A partir de este
paso, los cubreobjetos se manejaron bajo condiciones de esterilidad.
Los cubreobjetos se lavaron 3 veces por 5 min c/u con 500 ul de HEPES
50mM (pH8.5). En caso de que el color oscuro persistiera, se realizaron 2
lavados mas.
— El Sulfo-SANPAH es un agente de entrecruzamiento que al
fotoactivarse con luz UV deja expuestos grupos éster NHS que permiten
su unién con los grupos amino de las proteinas de Matriz Extracelular

(ECM, por sus siglas en inglés) utilizadas.
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3. Después de lavar los cubreobjetos funcionalizados, se incubaron durante
toda la noche con 270 pl de una solucion de poli-L-ornitina (PLO, 0.1 mg/ml)
en HEPES 50 mM (pH 8.5) a 37°C/5% CO..

4. Se retird la solucion de PLO y se realizaron 3 lavados de 5 min con 500 pl
HEPES 50mM; al 4° lavado se dejaron incubar durante 45 min a 37°C/5%
COs,.

5. Se desecho la solucién de HEPES e inmediatamente se adicionaron 200 pL
de colagena (0.2 mg/ml) en HEPES 50mM a cada cubreobjetos, estos se
incubaron 37°C/5% CO; durante 1 h.

6. Se retird6 el HEPES 50mM vy se realizd un lavado de 5 min, con 500 pl
PBS1X.

7. Se retird el PBS1X y se agregaron 350 pl de medio de cultivo para GRD y
se incub6 nuevamente a 37°C durante 1 h o hasta la siembra de las células.

8. El medio de cultivo GRD se retird y se realiz6 la siembra de células

(neuronas de GRD) a razén de 5.5 x 10 células/cubreobjetos de 0.7 mm.

5.2.2. Cultivo de neuronas de GRD sobre HAB

El protocolo para la obtencion y disgregacion de GRD fue el siguiente:

1. Se sacrific6 la hembra gestante mediante sobredosis de éter, siguiendo las
indicaciones para eutanasia aprobadas en la NOM-062-Z00-1999"°, para
posteriormente realizar su diseccion y extraer los embriones (E14.5),
mismos que se mantuvieron en hielo hasta su diseccion. Antes del proceso
de diseccion, cada embrion se decapitd y su cuerpo se colocé en una caja
petri con base de silicon y se fij6 dorso-lateralmente con agujas; con pinzas
de microdiseccién se disecé el tejido para exponer los GRD, se separd
cada GRD liberandolo de la médula espinal. Los ganglios se colocaron en
un tubo eppendorf con 500 pyL de solucion salina de Hank’s (Gibco, Cat.

24020) y se mantuvieron en frio hasta colectar todos los ganglios.
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2. Los GRD en la solucion salina de Hank’s se transfirieron a un tubo falcon de
15 ml y se centrifugaron a 1000 rpm por 3 min. Se retir6 el sobrenadante y
se agregd 1 ml de tripsina-EDTA (0.25 mg/ml) previamente incubada a
37°C. La mezcla se incubé a 37°C durante 10 min, dando golpecitos al tubo
cada 3 min para ayudar a la disgregacion del tejido.

3. Se inactivo la tripsina agregando 3 ml de medio de cultivo GRD y la mezcla
se resuspendid una vez con pipeta serologica.

4. Se centrifugd a 2500 rpm por 3 min, se retird cuidadosamente el
sobrenadante y se afladieron 2 ml de medio de cultivo GRD, se
resuspendié una vez con pipeta seroldgica y tres veces mas con pipeta
pasteur.

5. Se centrifugé nuevamente a 2500 rpm por 3 min; se retird el sobrenadante
y se agregaron 2 ml de medio de cultivo GRD, la pastilla se resuspendi6
dos veces con pipeta seroldgica y tres veces mas con micropipeta de 1000
pl.

6. Se tomo una alicuota de 10 pl de la suspension celular y se diluyé con 10 pl
de azul de tripano para realizar el conteo de células viables en la camara
Neubauer.

7. Se adicioné NGF a la suspension celular, a una concentracion final de 15
ng/ml, se resuspendid dos veces con pipeta seroldgica y cuatro veces mas
con micropipeta de 1000 pl.

8. Se llevé a cabo la siembra de las células a razén de 5.5 x 10°
células/cubreobjetos redondo de 0.7 mm de diametro. Se incubaron a
37°C/5% CO, durante 24 horas. Después de este tiempo, se llevo a cabo la
captura de micrografias en contraste de fases, los ensayos de

inmunocitoquimica y/o la extraccion de RNA mensajero, segun fue el caso.
Para el registro morfolégico de neuronas de GRD se utiliz6 un microscopio de

contraste de fases Nikon eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Japon), con una

camara CCD acoplada, y el programa RSImage v1.9.2 (Roper Scientific GmbH,
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Alemania). Para el conteo y medicion de las células neuronales se utilizé el

programa ImageJ v1.47 (Wane Rasband, National Institutes of Health, USA).

Se cuantificé el area del cono de crecimiento y se contd el numero de filopodios
tomando en cuenta 10um desde el extremo distal del cono de crecimiento hacia el
soma, asi como también se midio la longitud axonal y se conté el nimero de
ramificaciones neuronales; al menos 10 conos de crecimiento por cada

cubreobjetos con gel HAB de cada rigidez.

5.3. Inmunocitoquimica

Se llevaron a cabo inmunotinciones contra plll-tubulina, para observar
microtubulos en las células neuronales de GRD; asimismo, se analiz6 la presencia
y distribucion del receptor a semaforinas, Nrp-1, adicionalmente se tifio la actina

polimerizada utilizando la toxina faloidina acoplada a rodamina.

a) Inmunofluorescencia de cultivos de neuronas de GRD.

— 24 horas posteriores a la realizacion de la siembra de neuronas de
GDR, los cultivos se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 3.5% y
se almacenaron a 4°C hasta su uso.

1. Los cubreobjetos con geles HAB fijados en PFA 3.5% se colocaron en una
caja petri plastica recubierta con parafilm (Parafim® M, Sigma-Aldrich,
Inc.).

2. Se realizaron 4 lavados con PBS1X por 5 min cada lavado, utilizando una
pipeta Pasteur plastica y depositando la solucion cuidadosamente sobre el
portaobjetos para no dafar las muestras.

3. Las muestras se bloquearon utilizando suero de caballo al 5% en PBS1X
(HS 5%/PBS1X), para la inmunoticion con anti-Nrp-1, y con suero de cabra
al 10% en PBS1X (GS10%/PBS1X) para la inmunotincion de Blll-tubulina;

se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente.
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4. Posteriormente, se retird el suero con el uso de una pipeta plastica y se
llevé a cabo un lavado con PBS1X durante 5 min.

5. Se agrego6 la dilucién de anticuerpo a probar en cada muestra, el anticuerpo
anti-Nrp-1 se utilizé en una dilucion 1:1000 en Triton X-100 0.5% en HS 5%
(Mouse/Rat Neuropilin-1 Antibody, polyclonal goat IgG, cat. AF566, R&D
Systems®), mientras que el anticuerpo anti-p-Ill tubulina se utilizé en una
concentracion 1:500 en Triton X-100 0.5% en GS1% (Neuronal Class Il 3-
Tubulin (TUJ1) Rabbit Monoclonal Antibody, cat. MRB-435P, Covance®).
Ademas se incluyé un control negativo en cada caso, que consistié en no
agregar el anticuerpo primario (se utiliz6 HS 5%/Triton X-100 0.5% en
PBS1X o GS 1% /Triton X-100 0.5% en PBS 1X), se dejo incubar toda la
noche en camara humeda a 4°C.

6. Al siguiente dia, las muestras se lavaron 4 veces con PBS1X, durante 5 min
cada uno, a temperatura ambiente.

7. Las muestras se incubaron durante 1 h, a temperatura ambiente, con el
anticuerpo secundario en una dilucion 1:600 (Alexa Fluor® 488 goat anti-
mouse 1gG, cat. A11001, Life Technologies™ y Alexa Fluor® 488 donkey
anti-goat IgG, cat. A11055, Life Technologies™). A partir de este paso, las
muestras se protegieron de la luz.

8. Al término de la incubacién, se retir6 el anticuerpo secundario y se

realizaron 5 lavados con PBS1X, durante 5 min cada uno.

Se elimin6 el exceso de PBS1X y se procedié a hacer la tincion con faloidina

rodaminada y Hoechst.

b) Tincién de filamentos de actina con faloidina rodaminada y tincion de
nacleos con Hoechst.

— Después de realizar los lavados del anticuerpo secundario, se llevo a

cabo la tincion con faloidina rodaminada y con Hoechst para la

tincién de ndcleos.
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. Las muestras se incubaron por 45 min con faloidina (Alexa Fluor® 546
phalloidin, cat. A22283, Molecular Probes® Invitrogen) a una concentracion
1:100 en PBS1X.

. Se retiré cuidadosamente la solucion de faloidina y se desechd en toallas
de papel que fueron debidamente dispuestas como residuos peligrosos
bioldgico-infecciosos.

. Se agregé Hoechst (Hoescht 33342, cat. H1399, Molecular Probes®
Invitrogen) para la tincidon de ndcleos en una dilucion 1:1000 en PBS1X y se
incubo durante 10 min a temperatura ambiente.

Se retird y desechd la solucion de Hoechst sobre toallas de papel que
fueron debidamente dispuestas como residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos, y se realizo un lavado con PBS1X por 5 min.

. Los cubreobjetos se colocaron en una caja de 4 pozos (1ml) con PBS1X y
se almacenaron a 4°C.

. Para el registro de imunofluorescencias, los cubreobjetos con los HAB
fueron montados sobre cubreobjetos de 24x60mm (se utilizaron
cubreobjetos para disminuir la distancia focal entre la muestra y el objetivo
del microscopio y poder observar correctamente las células) al momento de
observarse en el microscopio confocal (Leica TCS SP8, Leica
Microsystems, Alemania), utilizando una gota de medio de glicerol al 90%
(J. T. Baker® Chemicals, cat. 2136-01) conteniendo el reactivo 1,4-
diazobiciclo[2.2.2]octano (DABCO®, Sigma Aldrich Inc., cat. 290734) para
evitar una rapida perdida de la fluorescencia (ver anexo 1). Se tomaron
micrografias de al menos 10 campos por cada gel HAB utilizando el

programa Leica LAS AF v2.6.3 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

Para la medicién de las células neuronales se utilizé el programa ImageJ v1.47

(Wane Rasband, National Institutes of Health, USA). Para la superposicion de

imagenes se utilizé el programa Adobe Photoshop CS6 v13.0 (Adobe Systems

Incorporated, E.U.A.). Se realizaron al menos 10 mediciones por cubreobjetos con

HAB de cada condicion, para el registro morfolégico se midié el area del cono de
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crecimiento y se cuantificd el nimero de filopodios considerando 10 um desde el
extremo distal del cono de crecimiento hacia el soma. Para obtener la diferencia
de areas actina/Blll-tubulina mediante inmunocitoquimica, se consideré6 10 pum
desde el extremo distal del cono de crecimiento hacia el soma para cuantificar

cada area y posteriormente se obtuvo la diferente de areas.

5.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo  real (QRT-PCR).

La expresion diferencial de ARN mensajero (ARNm) para los receptores a
Sema3A, Nrp-1 y PIxA4 se analiz6 mediante qRT-PCR. Para lo cual se purificé el
ARN total de neuronas de GRD (E14.5) cultivadas por 24h sobre geles HAB con
diferente rigidez, asi como sobre vidrio (control) y de ganglios sin previa
disgregacion y cultivo. Debido al bajo nimero de células obtenido en cada
preparacion de neuronas de GRD, se reunié el RNA total obtenido de 5
experimentos para cada condicion (vidrio n=17, 0.15 kPa, 0.32 kPa, 3.43 kPa y
40.4 kPa n=20 geles HAB cultivados).

El protocolo para la purificacion de ARN total y amplificacion de ADN
complementario (ADNc) a partir del cultivo de neuronas GRD E14.5 fue el

siguiente:

a) Purificacion de ARN total

1. Pasadas 24 h de incubacion a 37°C/5% CO, del cultivo primario de
neuronas de GRD, se retiré el medio de cultivo a cada pozo y se realizaron
2 lavados con 500 pl de PBS1X.

2. Se agregaron 250 ul de TRIsure™ (Bioline Reagents Ltd., cat. BIO-38033)
por pozo (para hacer un total de 1ml de TRIsure™ por cada 4 pozos) y se
dieron movimientos circulares suaves a la caja de cultivo para ayudar a la
lisis celular.

3. La suspension se transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 ml, se agrego
cloroformo a la mezcla en relacion de 0.2 ml de cloroformo (Sigma Aldrich
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9.

Inc., cat. C2432) por cada ml de TRIsure™; se mezclé con vortex por 30 sy
se centrifugd a 12000 x g durante 15 min a 4°C.

Se retird la fase acuosa incolora (donde se encuentra el ARN), extrayéndola
con micropipeta y por la pared del tubo sin inclinar, cuidando de no llevarse
la interfase y el solvente organico, y se coloco en un tubo eppendorf de 1.5
ml

El ARN se precipitd de la fase acuosa agregando 0.5 ml de isopropanol
(grado biologia molecular, Sigma Aldrich Inc., cat. F9516) al 100% por cada
ml de TRIsure™. Se incub0 a temperatura ambiente durante 10 min.
Posterior a la incubacion, se centrifugd a 12 000 x g durante 10 min a 4°C.
Se desech6 el sobrenadante cuidadosamente, dejando Unicamente el
pellet.

El pellet se lavé con etanol (grado biologia molecular, Sigma Aldrich Inc.,
cat. F9516) al 75% en H,O DEPC (Dietilpirocarbonato, libre de ARNasas) (1
ml de etanol por cada 1 ml de TRIsure™ utilizado), se agit6 en vortex por
15 sy se centrifug6 a 10 000 x g durante 10 min a 4°C.

Se desech¢ el sobrenadante y se dejé secar durante 15-20 min.

10.Una vez que el tubo se seco, se agregaron 20 ul de H,O DEPC, se dejo

reposar por 30 s y la pastilla se resuspendio varias veces. Los tubos, se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

11. EI RNA total se cuantifico en un espectrofotbmetro Nanodrop ND-1000

(Thermo Fisher Scientific, Inc.)

b) Sintesis de ADNc

1.

2.

3.

En un tubo eppendorf se agrego: 1l de random hexamers 50uM (Promega,
cat. C1181), 380 ng de ARN total, 1yl de dNTPs 10mM (Promega, cat.
U1515) y se agregd H,O DEPC hasta un volumen de 12l.

La mezcla se calenté a 65°C por 5 minutos e inmediatamente se colocé en
hielo durante 3 min.

Se centrifug6 15 s y se agreg6: 4ul de amortiguador “First-Strand” 5X, 2ul

de M DTT (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc., cat. 28025-013) y 1l
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de DNAsa (DNAse I, Cat. AM2222, Ambion Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific Inc.). Se mezcld con vortex y se incub6 a 32°C por 2 min.

4. Se agreg0 0.5 pl (100 unidades) de la enzima transcriptasa reversa M-MLV
RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, M-MLV RT
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc., cat. 28025-013), se pipeted
gentilmente y se incubd a 37°C durante 50 min.

5. Seincubd a 70°C durante 15 min para inactivar la enzima.

6. Se almacend a -20°C hasta su uso.

c) PCR de punto final:

1. A cada tubo se agregd 6 pl de mezcla de reaccion 2X (GoTag® Green
Master Mix, 2X, Promega, cat. M7122), 1ul del cebador de amplificacion
sentido (10uM), 1pl de cebador de amplificacién antisentido (10uM) (ver
Tabla 2), 1pl de ADNc, 1.8 pl de agua DEPC estéril y 1.2 pl de DMSO (para
una concentracion final del 10%).

2. Se mezclo gentiimente y los tubos se colocaron en el termociclador para
llevar a cabo la reaccion, bajo las siguientes condiciones de amplificacion:

a) 95°C por 4 min para desnaturalizar el ADNCc.

b) 40 ciclos de PCR con las siguientes temperaturas:
0 95°C por 30 s (desnaturalizacién)
0 60°C por 30 s (hibridacion)
0 72°C por 1 min (extension).

c) Extension final a 72°C por 10 min.

Los cebadores no reportados previamente y que fueron utilizados tanto para PCR
de punto final como para gRT-PCR, se disefiaron con el programa Primer 3 v.0.4.0
(Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, E.U.A); la

concentracion de trabajo para todos los cebadores fue de 10uM (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados para el ensayo de gRT-PCR,
tamafio del fragmento amplificado, nUmero de acceso en GeneBank y referencia.

Tamaiio del
Gen Secuencia del cebador (5’-3) fragmento Numero de acceso  Referencia

(pb)

F: GGAGCTACTGGGCTGTGAAG
Nrp-1 R: ATGTCGGGAACTCTGATTGG 202 XM_006255825.1

F: TTGTCCAGCTGCAACTCAAG
P4 R: ATGTCTTGGGGTCATGGGTA 168 XM_008762859.1

F: AGGCTGTGCTGTCCCTGTAT
ACTB R: GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA 201 NM_031144.3 *

F: CTCATGACCACAGTCCATGC
GAPDH R: ACATTGGGGGTAGGAACAC 199 NM_017008.4 *

Bonefeld
F: TTGAGCAGAAGACGGAAGGT ’
Ywhaz R: GAAGCATTGGGGATCAAGAA 136 NM_013011.3 ;&;’ga’e

*Donacién Dr. Juan D. Santiago Garcia, 1B, UV.

3. Posteriormente, se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 2%

para verificar los productos amplificados.

A partir del ADNc obtenido, se llevo a cabo la reaccion de PCR cuantitativa o PCR
en tiempo real (QRT-PCR) para cuantificar la expresion de los receptores Nrp-1y
PIxA4; las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en un termociclador 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) con capacidad para placas de 96
pocillos.

a) Reacciéon de gRT-PCR:

La expresion del ARNm de los receptores Nrp-1 y PIxA4 se evalué por medio de
PCR en tiempo real, bajo las siguientes condiciones:

1. Para cada reaccion se emplearon 5.5 ul de mezcla de reaccion 2x
SensiFAST SYBR Lo-ROX Mix (Bioline Reagents Ltd., cat. BIO-94005), 0.5
ul del cebador de amplificacion sentido (10uM), 0.5ul de cebador de
amplificacion antisentido (10uM), 1ul de ADNc, 2.4 pl de agua MilliQ estéril
y 1.1 pul de DMSO (para una concentracion final del 10%).

2. Se sell6 la placa (MicroAmp®, Thermo Fisher Scientific Inc., cat. N8010560)
y se colocoé en el termociclador (7500 Real-Time PCR System, Applied
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Biosystems™) para llevar a cabo la reaccidn, bajo las siguientes
condiciones de amplificacion:
a) Etapa 1: 95°C por 2 min.
b) Etapa 2: 40 ciclos
o 95°Cporil5s
0 60°C por 1 min
c) Etapa 3 (analisis de desnaturalizacion): un ciclo de 95°C por
15 s, 60°C por 1 miny 95°C por 15 s.

El analisis de los datos y obtencion de los C, (crossing points) o Cr (ciclo umbral)
se llevé a cabo utilizando el programa 7300 System SDS v1.4 (Applied
Biosystems, California E.U.A.). Posteriormente, se determind la eficiencia de
amplificacion de cada muestra con el programa LinRegPCR (Heart Value
Research Center, Amsterdam, Holanda), el cual calcula la eficiencia de
amplificacion mediante un andlisis de regresion lineal de los datos de

fluorescencia en la fase exponencial de la amplificacion.

Se seleccionaron 3 candidatos a genes de referencia (genes cuya expresion es
constitutiva); estos  fueron: p-actina (ACTB), Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y Tirosin 2-monooxigenasa/triptéfano proteina de
activacion 5-monooxigenasa polipéptido Z (Ywhaz). Se utilizd la hoja de célculo
BestKeeper® de Pfaffi, et al. (2004) para determinar qué gen de referencia era el

adecuado para llevar a cabo la cuantificacion relativa de los genes de interés’’.

Posteriormente se llevé a cabo la cuantificacion relativa de la expresion de los
genes de interés (Nrp-1 y PIxA4) en neuronas de GRD cultivadas sobre sustratos
con diferente rigidez, para lo cual se calculo el porcentaje de cambio relativo, de

acuerdo a la ecuacion propuesta por Pfaffi, et al. (2001)"®.
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5.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos primero se analiz6 la distribucién de los
datos con la prueba Kolmogorov-Smirnov, posteriormente se utilizd la prueba
ANOVA de una via (en el caso de datos con una distribucién normal) o la prueba
no parameétrica de Kruskal-Wallis (en el caso de datos que no cumplieron con la
distribucion normal) para el contraste de medianas. La diferencia entre las
condiciones experimentales se determiné utilizando la prueba de comparaciones
multiples de Tukey o de Mann-Whitney (para medianas) con la correccion
Bonferroni, segun fue el caso. Se consideraron significativas las diferencias con un
valor p menor a 0.05; todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el
programa informéatico IBM SPSS Statistics v.20.0.0 (International Business
Machines, E.U.A.).
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6. Resultados

6.1.Modulacién de la morfologia de neuronas de GRD cultivadas sobre
geles HAB con diferente rigidez

Como parte del primer objetivo de este trabajo, se llevé a cabo la obtencion y el
cultivo de neuronas de GRD, a partir de la diseccién de embriones de E14.5. Las
células obtenidas se sembraron sobre geles HAB con diferente rigidez (0.15, 0.32,
3.43 y 40.4 kPa) o sobre vidrio (condicién control). Se observo el crecimiento de
neuronas cultivadas sobre los geles con diferente rigidez en todas las condiciones
a las 24 h post-siembra. Las células crecidas sobre los sustratos mas blandos
(0.15 kPa y 0.32 kPa) presentaron una morfologia mas redondeada y los conos de
crecimiento fueron poco evidentes, conforme se aumento la rigidez del sustrato las
células se observaron mas extendidas y con neuritas mas largas y conos de
crecimiento mas evidentes (3.43 kPa y 40.4 kPa), estas dUltimas con una
morfologia parecida a la de los cultivos sobre vidrio (control) (Figura 7).
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40.4 kPa Vidrio
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Figura 7. Micrografias de neuronas de GRD (E14.5) ¢ ultivadas sobre HAB con
diferente rigidez recubiertos con PLO-colagena (0.1  mg/ml-0.2 mg/ml). En sustratos
con menor rigidez las células mostraron axones mas cortos y con menor nimero de
filopodios; tanto los conos de crecimiento (flechas amarillas) como los axones (flechas
rojas) aumentaron de tamafio conforme aumento la rigidez de los geles, hasta tener una
morfologia muy parecida a las neuronas de la condicion control (vidrio). Objetivo de 20X.
Barra de calibracion 10 pm.

Para cuantificar las diferencias morfolégicas observadas en las neuronas
cultivadas por 24 h, se seleccionaron conos de crecimiento con morfologia
caracteristica y evidente en la que se apreciaran claramente los filopodios y que
no estuviera en contacto con ninguna otra célula o proyeccién neuronal, y se
realizo la medicion del area del cono de crecimiento, longitud axonal y conteo de
filopodios en cada condicién, adicionalmente se cuantificaron las ramificaciones de

cada neurona observada.

El andlisis estadistico de las mediciones mostré que existe diferencia significativa
en el area de los conos de crecimiento de neuronas cultivas sobre geles HAB en
comparacion con aquellas sembradas sobre vidrio, siendo menor el area del cono
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de crecimiento en las neuronas sembradas sobre los geles. Por otra parte, las
neuronas crecidas en el gel mas blando (0.15kPa) mostraron una menor area del

cono de crecimiento en comparacion con los demas geles (Grafica 1).
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Gréfica 1. Area del cono de crecimiento de neuronas de GRD (E14.5) al crecer sobre
HAB con diferente rigidez recubiertos con PLO-colag ena (0.1mg/ml - 0.2 mg/ml). El
area del cono de crecimiento de neuronas cultivadas sobre los geles con diferente rigidez
es menor respecto al area del cono de crecimiento de neuronas GRD crecidas sobre
vidrio; asimismo, el area en neuronas cultivadas sobre el gel mas blando (0.15 kPa) fue
significativamente menor al area registrada en los demas geles (0.32 kPa, 3.43 kPay 40.4
kPa). *p<0.05 Kruskal-Wallis; vidrio n=37, 0.15 kPa n=51, 0.32 kPa n=35, 3.43 kPa n=81,
40.4 kPa n=77 (n obtenida de un total de 3 experimentos por condicion). La gréfica
muestra las medianas con sus respectivos cuartiles, las cajas representan el rango
intercuartilico (RQ=Q1-Q3).
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En cuanto al nimero de filopodios, también se observaron diferencias en neuronas
cultivadas sobre el sustrato blando (0.15 kPa) en comparacion con las neuronas
cultivadas sobre los geles mas rigidos (3.43 kPa y 40.4 kPa), asi como sobre
vidrio, siendo mayor el numero de filopodios en los sustratos mas rigidos (Grafica
2). De igual manera, se registr6 un menor niumero de filopodios en la condiciéon

con rigidez de 3.43 kPa en comparacion con el gel mas rigido (40.4 kPa).
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Gréfica 2. Numero de filopodios en el cono de creci  miento de neuronas de GRD
(E14.5) al crecer sobre HAB con diferente rigidez r  ecubiertos con PLO-colagena
(0.1mg/ml - 0.2 mg/ml). El sustrato blando ejerce un efecto de inhibicién en la formacién
del numero de filopodios, es decir, el nimero de filopodios es estadisticamente menor en
los geles 0.15, 0.32 y 3.43 kPa respecto a las condiciones mas rigidas (40.4 kPa vy vidrio).
Las neuronas cultivadas sobre el sustrato blando (0.15 kPa), presentaron el menor
namero de filopodios en comparacion con los geles rigidos (3.43 y 40.4 kPa), no asi con
la otra condicién blanda (0.32 kPa). Asimismo, el numero de filopodios en los geles rigidos
es diferente entre ellos (3.43 kPa y 40.4 kPa). *p<0.05 Kruskal-Wallis; vidrio n=37, 0.15
kPa n=51, 0.32 kPa n=35, 3.43 kPa n=81, 40.4 kPa n=77 (n obtenida de un total de 3
experimentos por condicion). La grafica muestra las medianas con sus respectivos
cuartiles, las cajas representa el rango intercuartilico (RQ=Q1-Q3)
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Respecto a la proyeccion axonal, se observo que las neuronas cultivadas sobre el
sustrato blando (0.15 kPa) mostraron una menor longitud axonal, en comparacion
con las neuronas cultivadas sobre los otros sustratos. De igual manera, las
neuronas cultivadas sobre el vidrio presentaron los axones mas largos en
comparacion con los axones de las neuronas cultivadas sobre los geles con
diferente rigidez (Grafica 3). Se llevo a cabo la cuantificacion de las ramificaciones
de las neuronas cultivadas sobre las diferentes rigideces sin embargo, el valor de
p obtenido fue de 0.52, por lo cual no se pudo considerar que existiera una
diferencia estadisticamente significativa en el numero de ramificaciones

presentadas en las células cultivadas sobre las diferentes rigideces.

La rigidez del sustrato sobre el cual se cultivan las neuronas impacta tanto en la
morfologia del cono de crecimiento como en la proyeccion axonal. En la rigidez de
0.15kPa (la mas parecida a la que tendria el tejido in situ), las neuronas
presentaron menor area del cono de crecimiento, menor numero de filopodios y
axones mas cortos, al contrario de las neuronas cultivadas sobre los sustratos

mas rigidos.
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Grafica 3. Longitud axonal de neuronas de GRD (E14 .5) al crecer sobre geles HAB
con diferente rigidez recubiertos con PLO-colagena (0.1mg/ml - 0.2 mg/ml), medida
desde el extremo del cono de crecimiento hasta el comienzo del soma celular. Las
neuronas cultivadas sobre el sustrato blando (0.15 kPa) presentaron axones mas cortos
respecto a las cultivadas sobre las demas rigideces. Las neuronas cultivadas sobre la
condicion mas rigida (vidrio) presentaron axones significativamente mas largos que las
neuronas cultivadas sobre los geles. *p<0.05 Kruskal-Wallis; vidrio n=37, 0.15 kPa n=51,
0.32 kPa n=35, 3.43 kPa n=81, 40.4 kPa n=77 (n obtenida de un total de 3 experimentos
por condicién). La grafica muestra las medianas con sus respectivos cuartiles, las cajas
representan el rango intercuartilico (RQ=Q1-Q3)
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6.2. Cambios en la distribucion del citoesqueleto en los conos de
crecimiento de neuronas de GRD cultivadas sobre sus  tratos con
diferente rigidez

A continuacion se analiz6 si las diferencias morfologicas observadas en los conos
de crecimiento podrian reflejarse en cambios a nivel del citoesqueleto de las
células. Se analiz6 la distribucion de los filamentos de actina y los microtibulos
inmunotefidos en el cono de crecimiento de neuronas de GRD cultivadas sobre
geles con diferente rigidez. Para el analisis cuantitativo, se obtuvo la diferencia de
areas actina-plll-tubulina, para lo cual se midieron 10 um desde el extremo del

cono de crecimiento hacia el axoén.

El andlisis cualitativo de las imagenes mostré que conforme aumenta la rigidez del
sustrato sobre el cual se cultivan las células, la distribucién de areas actina-lll-
tubulina se delimita, mientras que en los sustratos menos rigidos (0.15 kPa y
0.32 kPa), la distribucion es muy semejante, es decir, se puede observar que los
microtubulos abarcan hasta la parte mas externa del cono de crecimiento,
llegando al dominio periférico, a la par que el citoesqueleto de actina, mientras que
en los sustratos mas rigidos, se puede observar que los microtubulos se localizan
principalmente en la parte correspondiente al dominio central del cono de
crecimiento y los filamentos de actina se sitlan en la zona de transicion y el

dominio periférico del cono de crecimiento (Figura 8).
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Figura 8. Distribucién de actina polimerizada vy Blll-tubulina en el cono de
crecimiento de neuronas de GRD al crecer sobre gele s HAB con diferente rigidez
recubiertos con PLO-colagena (0.1mg/ml - 0.2 mg/ml) . Se observa la presencia de

actina polimerizada (rojo) y de los microtibulos (verde) conformando el citoesqueleto del
cono de crecimiento. En las condiciones mas rigidas (3.43 kPa. 40.4 kPa y vidrio), se
observa a los microtabulos Unicamente en el dominio central del cono de crecimiento y a
los filamentos de actina en la zona de transicion y el dominio periférico del cono de
crecimiento, al contrario de las condiciones menos rigidas (0.15 kPa y 0.32 kPa), donde
puede observarse a los microtubulos distribuidos hasta el dominio periférico del cono de
crecimiento, a la par del citoesqueleto de actina. Objetivo 63X. Barra de escala: 0.15 kPa,
0.32 kPa 'y control negativo = 10 pum, vidrio y 3.43 kPa = 7.5 pm y 40.4 kPa = 5um
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El analisis estadistico mostro diferencias significativas en la distribucién actina-plllI-
tubulina en las neuronas cultivadas sobre los geles con menor rigidez, siendo la
diferencia entre el area con actina y Blll-tubulina menor en comparacion con la
diferencia de area ocupada por actina y Blll-tubulina en las neuronas cultivadas

sobre los sustratos mas rigidos (3.43 kPa, 40.4 kPa y vidrio) (Grafica 5).
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Grafica 4. Distribucion de actina polimerizada-  Blll-tubulina en el cono de crecimiento
de neuronas GRD cultivadas in vitro sobre geles HAB de diferente rigidez.  En las
condiciones de mayor rigidez vidrio, 3.43 kPa y 40.4 kPa, la diferencia entre las areas
actina positiva y Bl tubulina positiva es significativamente mayor en comparacion con la
diferencia de areas en neuronas cultivadas sobre las condiciones menos rigidas (0.15 kPa
y 0.32 kPa, en donde llI-tubulina abarca casi la misma area que actina.*p<0.05 Kruskal-
Walllis; vidrio n=19, 0.15 kPa n=8, 0.32 kPa n=16, 3.43 kPa n=22, 40.4 kPa n=20 (n
obtenida de un total de 3 experimentos por condicién). La grafica muestra las medianas
con sus respectivos cuartiles, las cajas representan el rango intercuartilico (RQ=Q1-Q3)
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6.3. Expresion de ARN mensajero de los receptores a Sema3A, Nrp-1y
PIxA4 en neuronas de GRD cultivadas sobre geles HAB con diferente
rigidez

A partir del ARN total se sintetizo ADNCc, el cual se empled para llevar a cabo
reacciones de PCR de punto final para verificar la especificidad de los cebadores.
Los resultados muestran las bandas correspondientes a los productos de PCR
amplificados de los receptores Nrp-1, PIxA4 y el gen de referencia Ywhaz
(fragmentos de aproximadamente 200 pares de bases, Figura 9). En este caso, se
emple6é como control ADNc obtenido de GRD, para comparar con la expresion del
ARNmM de los receptores en el tejido. Se puede observar que en condiciones de
menor rigidez del sustrato (0.15 kPa y 0.32 kPa) no se detecta el mensajero para
PIxA4, mientras que para Nrp-1 la intensidad de los fragmentos fue menor en
comparacion con las demas condiciones. En las condiciones mas rigidas y el
control, si hubo amplificacién de PIxA4, al igual que para Nrp-1; lo cual podria
sugerir que existe una modulacion en la expresion de los receptores debida a la
rigidez del sustrato, por lo cual se llevo a cabo el experimento de PCR en tiempo

real.

Neuropilina-1 Plexina A4 Ywhaz

G V 0.15 032 343 404 CN G V 0.15 032 343 404 CN G V 0.15 032 3.43 404

pb

200

Figura 9. Electroforesis de los productos de PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
2% de los productos amplificados de Neuropilina-1, Plexina-A4 y Ywhaz como control
positivo (gen constitutivo), a partir de ADNc obtenido de neuronas de GRD (E.14.5)
cultivadas sobre sustratos con diferente rigidez (0.15 kPa, 0.32 kPa, 3.43 kPa, 40.4 kPa,
sobre vidrio (V), o directamente de tejido de GRD como control (G). Marcador de pares de
bases (1 Kb plus, Invitrogen™); los productos obtenidos fueron de aproximadamente 200
pb. CN= control negativo (con todos los reactivos pero sin ADNCc).

50



En el analisis de expresion relativa de los receptores no se observo cambio en la
expresion de Nrp-1 en las neuronas cultivadas sobre geles HAB de diferente
rigidez con respecto a la expresion presente en los GRD, con excepcion de las
neuronas cultivadas sobre el gel mas rigido (40.4 kPa), en donde se observo un

aumento de la expresidon en comparacion con las demas condiciones (Grafica 6).
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Gréfica 5. Expresion relativa del ARNm del receptor Nrp-1 en neuronas de GRD
cultivadas sobre HAB con diferente rigidez, recubie rtos con PLO-colagena
(0.1mg/ml-0.2 mg/ml). La expresion relativa Nrp-1 aumenta conforme aumenta la rigidez
del sustrato, existiendo una mayor expresion relativa del receptor en la condicion rigida
40.4 kPa, la cual es estadisticamente significativa con respecto a las demas condiciones.
*p<0.05 ANOVA, n=3. La grafica representa las medias + EEM
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Por otra parte, la expresion del receptor PIxXA4 fue menor en neuronas crecidas
sobre geles con mayor rigidez (40 kPa), comparado con las neuronas del tejido de
GDR; no obstante, en geles mas blandos (0.32 kPa) la expresién de PIxA4 se
asemeja a la expresion en tejido de GRD, y es significativamente mayor que en los
sustratos mas rigidos (3.43 kPa y vidrio) (Grafica 7). En este caso no se considero
la expresion para el gel de 0.15 kPa debido a que la muestra presentd una alta
variacién intrinseca (InVar), y de acuerdo al programa BestKeeper® no lo

considera una medicién confiable.
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Grafica 6. Expresion relativa de ARNm del receptor Plexina A4 (PIxA4) en neuronas
de GRD cultivadas sobre sustratos con diferente rig idez, recubiertos con PLO-
colagena (0.1mg/ml-0.2 mg/ml). La expresion relativa de PIXA4 en neuronas cultivadas
sobre las diferentes rigideces es significativamente menor que la registrada en el tejido de
GRD (control). La expresion relativa de PIxA4 en neuronas cultivadas sobre 0.32 kPa, es
mas alta en comparacion con la expresion en las condiciones rigidas vidrio y 3.43 kPa y
no fue diferente de la expresion en el tejido de GRD. *p<0.05 ANOVA, n=3, ND=No
Detectado. La gréfica representa la media + EEM
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La expresion del ARNm de Nrp-1 no se ve alterada por los cambios en la rigidez
del sustrato dentro de un intervalo relativamente amplio (0.15kPa - 3.43kPa), es
decir se mantiene estable en las neuronas cultivadas sobre sustratos con baja y
mediana rigidez, pero aumenta en sustratos mas rigidos (40 kPa). En el caso de
PIxA4, hay una mayor sensibilidad a los cambios en la rigidez del sustrato, y la
expresion es menor en las células cultivadas sobre sustratos mas rigidos, al

contrario de lo que ocurre con Nrp-1.

6.4. Distribucién del receptor a Sema3A, Nrp-1 en neuronas de GRD

cultivadas sobre sustratos con diferente rigidez

Para corroborar si los datos obtenidos en cuanto a la expresion relativa del ARNm
para el receptor Nrp-1, concuerdan con la expresion de la proteina, se llevo a cabo
la inmunotinciébn de la proteina utilizando un anticuerpo contra Nrp-1, y se
identific6 ademas los filamentos de actina utilizando faloidina rodaminada para
distinguir los conos de crecimiento. La distribuciéon del receptor Nrp-1 en las
neuronas de GRD y especificamente en el cono de crecimiento de neuronas
cultivadas sobre los geles con diferente rigidez, se pudo observar en todas las
condiciones analizadas. El receptor esta presente y se distribuye en todo el cono
de crecimiento, concentrandose en el dominio central, aunque también se pueden
observar receptores en los filopodios (dominio periférico), por lo que no hay un
aparente cambio en la distribucion, ni ausencia de la proteina en las neuronas

cultivadas sobre los geles con diferente rigidez (Figura 10).
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Figura 10. Inmunotincién del receptor Nrp-1 en neur  onas de GRD cultivadas sobre
geles HAB con diferente rigidez recubiertos con PLO  -colagena (0.1mg/ml-0.2mg/ml).
Se puede observar a Nrp-1 en todo el cono de crecimiento de la neurona, incluyendo en
los filopodios y lamelipodios (verde).En rojo se observan los filamentos de actina (tincion
con faloidina rodaminada). Objetivo 63X. Barras de escala: Vidrio 7.5 um, 0.15 kPa, 3.43
kPa, 40.4 kPa y Control negativo 10 um y 0.32 kPa 25 um.
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7. Discusion

Actualmente, entre las estrategias que buscan promover la regeneracion neuronal
tras un dafio o lesidn en el SNC se encuentra el disefio de biomateriales que
favorezcan la sobrevivencia, diferenciacion y proyeccion de neuronas. La rigidez
del sustrato o material con el que interaccionan las células es un tema que
comienza a cobrar importancia debido a que se ha reportado su papel tanto en la

diferenciacion, como en la proliferacion y migracion celular.

El médulo de elasticidad es una propiedad mecanica que indica la rigidez de un
material. Cuando se aplica una fuerza externa a un material, éste se comprime
internamente (se estresa) y subsecuentemente se deforma (se tensiona); esta
propiedad es llamada modulo elastico de Young (E) y su unidad de medida es el
Pascal (Pa)™. La rigidez de los diversos tejidos del cuerpo humano varia desde los
mas blandos, como el cerebro, cuyo E varia de 0.5 a 1 kPa®, hasta los mas
rigidos, como el hueso, cuyo E varia de 25 a 40 kPa, e intermedios como el
musculo esquelético, cuyo E es de 8 a 17 kPa®/, de ahi que sea relevante
considerar este parametro fisico como parte del disefio de biomateriales en el

ambito de la regeneracion.

El presente trabajo tuvo como proposito estudiar el impacto de la rigidez del
sustrato sobre algunos mecanismos celulares y moleculares que podrian modular
la respuesta de axones de neuronas de ganglios de la raiz dorsal (neuronas
sensitivas) a estimulos quimiotrépicos como la proteina Sema3A. Se utilizé el
modelo de hidrogeles de acrilamida/bisacrilamida inicialmente propuesto por Wang
y Pelham (1998)** y se probaron 4 rigideces, dos cercanas a la reportada para el
cerebro, que fueron 0.15 y 0.32 kPa, una cercana a la reportada para musculo,
que fue 3.43 kPa, y una cercana a la reportada para hueso, que fue 40.4 kPa. Los
resultados mostraron que en el sustrato mas blando (0.15 kPa), el area del cono
de crecimiento, la longitud axonal y el nimero de filopodios fue menor que en los

sustratos mas rigidos.
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Al respecto, se ha reportado que la motilidad del cono de crecimiento de neuronas
de SNC es mejor en sustratos mas blandos, donde los conos de crecimiento
generan fuerzas de traccion débiles debido a la baja rigidez elastica del sustrato,
esto quizas asemejando la adaptacion de la morfologia del cono de crecimiento al
tejido blando generado por las células gliales, mismas que proveen de un sustrato
con un moédulo elastico blando de 0.3 kPa®. No obstante, para otros tipos
celulares como las células troncales mesenquimales (MSCs, por sus siglas en
inglés), los sustratos blandos (0.1 a 1 kPa) favorecen una mayor adherencia,
mayor extension celular y una morfologia con mayor numero de filopodios y
ramificaciones, semejando a la morfologia neural, mientras que en los sustratos
con una rigidez media (8 a 17 kPa), las células son mas alargadas y finalmente, en
los sustratos mas rigidos (25 a 40 kPa), las células presentan una forma poligonal,
con menos ramificaciones, semejantes a la morfologia de las células 6seas. Por
otro lado, se ha reportado que fibroblastos sembrados en sustratos rigidos
presentan una morfologia mas extendida y aplanada, y generan mayor fuerza de
traccion, mientras que en los sustratos blandos, son mas dinamicos, tienen menos
adhesiones, por lo que su morfologia es redondeada y generan menor fuerza de
traccion®” 8% 83, Lo anterior indica que el impacto de la rigidez del sustrato en la
morfologia y adhesién depende no sélo de la mecanica que ejerza el sustrato

sobre la célula, sino también del tipo celular.

Especificamente se ha reportado que neuronas primarias de la médula espinal
presentan mas ramificaciones en sustratos blandos que en los sustratos mas
rigidos®. También se reporta que MSCs presentan tres veces mas ramificaciones
en los sustratos blandos, al contrario de las cultivadas sobre sustratos mas
rigidos™; no obstante, en el caso de neuronas de GRD, lo anterior no pudo ser
corroborado con los datos obtenidos en este trabajo, aunque el valor obtenido en
la prueba estadistica sea cercano al valor significativo (p=0.52), por lo que seria
interesante aumentar el nimero de muestra para corroborar si en este caso el

efecto es similar a lo reportado.
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La diferencia en la morfologia del cono de crecimiento de las neuronas de GRD
cultivadas sobre los geles con diferente rigidez, podria estar relacionada con tres
procesos: los sitios de adhesion (adhesiones focales), la polimerizacion y el flujo
retrogrado de F-actina y las fuerzas de tension internas asi como las fuerzas de

traccion generadas sobre el sustrato.

La formacién de complejos de adhesion celular (adhesiones focales o FAs, por sus
siglas en inglés) median el anclaje de las células al sustrato e interaccionan con el
citoesqueleto al interior de la célula; estas adhesiones estan conformadas por
varias proteinas, entre ellas las proteinas de union a actina (Actin Binding Proteins
o ABPs, por sus siglas en inglés) como Talina, Filamina, Tensina, a-actinina, que
controlan el acoplamiento mecénico entre las FAs y el citoesqueleto de actina'*%,
En este acoplamiento, las integrinas también tienen un papel primordial ya que
acoplan la actina del citoesqueleto a la matriz extracelular; se ha reportado la
colocalizacion de actina polimerizada con integrinas 1 principalmente en los
bordes externos de fibroblastos en migracién®. Por otra parte se ha reportado que
al disminuir la polimerizacion de actina con citocalasina D, se disminuye la
densidad de integrinas Bl activadas® De igual manera, el nivel de integrina 1
activada disminuye conforme lo hace la rigidez del sustrato, lo cual podria reflejar
cambios en la internalizacion de receptores y ligandos, asi como en la
sefializacién intracelular®®. Sera relevante verificar a futuro si la presencia y
distribucion de proteinas de los complejos de FA, por ejemplo a-actinina, vinculina
o talina, se expresan de manera diferencial en las neuronas de GRD cultivadas
sobre los sustratos blandos o rigidos. Asimismo, sera util analizar si existen
diferencias en la distribucion y densidad de integrinas como a5B1 en el cono de
crecimiento de neuronas de GRD cultivadas sobre diferentes rigideces, para poder
establecer una relacion clara entre el efecto del sustrato y la formacion de
complejos de adhesion, con la morfologia del cono de crecimiento y las

proyecciones colaterales de las neuronas en las diferentes condiciones de rigidez.

57



Por otra parte, el movimiento del cono de crecimiento involucra la polimerizacion
de actina y la contraccion de la red de filamentos de actina mediada por miosina
en el lamelipodio; para que se lleve a cabo este movimiento, existe una correlacion
directa entre la rigidez celular, las fuerzas de tension internas y las fuerzas de
traccion acopladas al sustrato®’. La rigidez del sustrato influye en la dinamica del
flujo retrégrado de F-actina, se reporta que menos de 1 kPa de diferencia en la
rigidez del sustrato puede ocasionar que se produzca una falla repentina del
acoplamiento de miosina al haz de filamentos de F-actina, provocando la pérdida
de adherencia al sustrato (de 0.73 kPa a 1.3 kPa), mientras que en una rigidez por
encima de 1.3 kPa, el flujo retrogrado de F-actina se vuelve insensible a la rigidez
ademas, una rigidez menor a 0.08 kPa provoca la muerte de las células'’. La
morfologia redondeada, filopodios mas cortos y menor longitud axonal observada
en las neuronas de GRD cultivadas sobre el gel mas blando podria explicarse por
un aumento en la tensién interna del cono de crecimiento que, a su vez, disminuye
el flujo retrégrado de F-actina y la fuerza de traccion ejercida por la células sobre
el sustrato'’. Se sabe que en sustratos blandos, las células generan menor fuerza
de traccidon ya que las adhesiones focales que median la interaccion con el
sustrato son menores y no estan vinculadas a los haces de fibras de actina
polimerizada conocidos como fibras de estrés y que favorecen una mayor traccion
sobre el sustrato. En estos sustratos, se cuantificd una menor cantidad de actina
polimerizada®, observandose también una mayor cantidad de actina

monomérica®’.

Los resultados de la relacion actina polimerizada/@lil-tubulina en el cono de
crecimiento de las neuronas GDR cultivadas sobre sustratos con diferente rigidez,
muestran que el sustrato modula la distribucion del citoesqueleto de actina-plll-
tubulina de las neuronas, ya que en los sustratos con una rigidez cercana a la del
cerebro (0.15 y 0.32 kPa), los microtubulos no so6lo se encontraron en el dominio
central, sino que invaden el dominio periférico del cono de -crecimiento,
registrandose a la par del citoesqueleto de actina. Al respecto, se reporta que

aunqgue los microtubulos del dominio central pueden invadir la zona periférica del
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cono de crecimiento, y esto es un factor clave en la determinacion del

direccionamiento axonal*?

. Al inhibir la polimerizacion de actina en el cono de
crecimiento con la toxina citocalasina B, la fuerza de tensién generada por el
citoesqueleto de actina esta ausente, dando paso a que una mayor proporcion de
microtubulos invadan la regién periférica™®, por lo que no ocurre el efecto de “jale”
de la actina; pero se registra elongaciéon de las neuritas debido al transporte
anterogrado de tubulina que ejerce una fuerza de “empuje” sin la necesidad de los
contactos adhesivos mediados por actina'®. De manera interesante, se ha
mostrado que la supresion de la habilidad de girar del cono de crecimiento en
presencia de un componente inhibitorio de la proyeccién axonal, como es el
proteoglicano de condroitin sulfato, se impide al inhibir la polimerizacion de actina,
y el consiguiente desplazamiento de los microtibulos a la regién periférica™®, a
semejanza de lo observado en las neuronas de GRD sobre sustratos blandos.
Esto puede indicar que la inhibicion de la respuesta de repulsién a Sema3A en
sustratos blandos, previamente observada por Rios, A. (2010) puede deberse en
parte a la distribucién diferencial de actina polimerizada/BllI-tubulina observada.
Por otra parte, es posible que nuestros resultados muestren que en los sustratos
blandos, al no haber fuerza de traccién suficiente ejercida por actina-miosina
debido a la menor cantidad de actina polimerizada en las células cultivadas sobre
los sustratos blandos, los microtubulos avancen hacia la zona periférica
impulsando de esta manera la elongacion axonal y por tanto sea la responsable
del efecto en el aumento en la proyeccién observada también por Rios, A. (2010)
en presencia de la Sema3A en sustratos blandos. Serd importante, a futuro,
verificar si existe efectivamente una disminucién de la polimerizacién de actina en
los sustratos blandos mediante la cuantificacion de la cantidad de actina
polimerizada a partir de lisados de las células cultivadas sobre las diferentes
rigideces o la cuantificacion mediante intensidad de fluorescencia de actina
marcada, asi como mediante la observacion de la dindmica de los microtabulos en

los sustratos con diferente rigidez.
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En el estudio llevado a cabo por Rios, A. (2010) se concluy6 que la retraccion
axonal ejercida por la proteina quimiorrepelente Sema3A es modulada por el
sustrato, ya que en los sustratos blandos se registrd un efecto inhibitorio de la
accion de Sema3A®; lo anterior nos llevé a preguntarnos si el sustrato podria
estar modulando la expresion de los receptores a Sema3A. Nuestros resultados
muestran que en un intervalo relativamente amplio de rigidez (0.15kPa - 3.4 kPa)
no parece haber una disminucion en la expresion del receptor Nrp-1, e incluso la
expresion observada es parecida a la encontrada en el tejido completo de GRD,
aunqgue conforme va aumentando la rigidez aumento la expresion del receptor. Por
otra parte las inmunotinciones contra la proteina muestran que el receptor Nrp-1
se expresa en las neuronas cultivadas en todas las condiciones de rigidez (geles y
vidrio), asi como en todo el cuerpo de la neurona (soma, axon y dendritas);
aunque se requiere cuantificar esta expresion y corroborar que la expresion
relativa de la proteina de Nrp-1 efectivamente se mantiene o aumenta conforme lo

hace la rigidez sobre la cual se cultivan las células.

Al respecto, se ha reportado en células endoteliales, que el procesamiento de
VEGF, otro ligando de Nrp-1 que podria competir con Sema3A, es modificado por
la rigidez del sustrato, provocando un cambio en la internalizacion y la
sefalizacion intracelular a través de la disminucion del namero de integrinas 1 y
en la consecuente disminucion de la internalizacion del ligando en los sustratos
rigidos®, lo cual habia sido anteriormente propuesto por Gallo y Letourneau
(2004), quienes sugirieron que el incremento en la actividad endocitica durante el
colapso del cono de crecimiento podria reflejar la internalizaciéon de receptores
unidos a los ligandos inductores del colapso®®, como Sema3A. Sera interesante
evaluar si existen modificaciones en la actividad endocitica de Nrp-1 en las

neuronas de GRD sembradas sobre diferente rigidez.

Nrp-1 es un receptor que actia durante el guiado axonal inducido por Sema3A

89,90

durante etapas embrionarias™ ", sin embargo, se ha demostrado que también

tiene un papel importante en la angiogénesis y la invasion de células tumorales,
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mediante la activacion de su dominio extracelular por el Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés) que promueve, a su vez, la
union de a5B1 integrinas a la matriz extracelular y produciendo a su vez, un
remodelamiento de la matriz extracelular de fibronectina, haciéndola mas rigida y

11, Asimismo, se comparé la expresién del

promoviendo el crecimiento tumora
ARNmM de Nrp-1 en muestras de cancer de higado humano y los datos obtenidos
mostraron que existe una relacién directa con la sobrevida, ya que los pacientes
con menor expresion del ARNm de Nrp-1 mostraron mayor sobrevida (cuantificada
en meses)”™. Lo anterior permite destacar que nuestros resultados sobre la
modulacién de la expresion de Nrp-1 por la rigidez del sustrato pudieran tener
importantes repercusiones en la comprension del papel del sustrato sobre la
respuesta migratoria y de proliferacion de células cancerosas mediada por

agonistas como el VEGF.

En lo que respecta al receptor PIXA4, las células cultivadas sobre los geles o sobre
vidrio, presentaron una expresion del mensajero a la baja respecto a la expresion
en los GRD, lo cual nos podria indicar que el incremento en la rigidez del sustrato
ejerce un efecto inhibitorio en la expresion, al contrario de lo registrado para el
mensajero del receptor Nrp-1. La identificacion del PIxA4, es relativamente
reciente’®, su expresién se ha descrito en el cerebro en desarrollo, asi como
también en tejido adulto; en ratones E14 se localiza en la zona marginal de la

corteza cerebral, en GRD y en el ganglio del triggmino®**3

, mientras que en tejido
adulto se ha descrito en neuronas del asta dorsal y mayormente en el asta ventral,
en motoneuronas o interneuronas, donde también se expresa Nrp-1, asimismo, en
neuronas de corteza e hipocampo, localizdndose tanto en soma como en
dendritas y en el axén®. La expresién tanto de Nrp-1 como de PIxA4 en embriones
varia de acuerdo al estadio de desarrollo en el que se encuentren, por ejemplo,
Npn-1 comienza a expresarse en GRD de raton en el estadio E9, en E12.5 se
expresa ya en GRD y se comienza a expresar en la médula espinal y su expresion
va aumentando conforme el desarrollo hasta que en el estadio E15.5 su expresion

en GRD y la médula espinal decrece rapidamente®; por otra parte, PIxA4 aumenta
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su expresion cuando las neuronas sensoriales comienzan a extender las
colaterales en la sustancia gris de la médula espinal alrededor del estadio E12.5%.
Hasta la fecha no hay reportes en la literatura sobre si la expresion de Nrp-1 y/o
PIXA4 en neuronas puede variar dependiendo de la rigidez del sustrato, sin
embargo recientemente se ha reportado que el tejido embrionario varia su rigidez
conforme avanza el desarrollo, asi como también se reportan cambios en la
rigidez neuronal durante el desarrollo embrionario, esto ultimo directamente
relacionado con la maduracion del citoesqueleto de BllI-tubulina (microttbulos)®,
por lo que los resultados del presente trabajo representan una evidencia
importante que muestra por primera vez que la expresion del ARNm de los
receptores a Sema3A puede variar conforme cambian las condiciones mecanicas
del medio extracelular, y que por lo tanto la rigidez del medio podria impactar en la
respuesta de sefializacion mediada por Sema3A/Nrp-1/PIxA4. Al disminuir la
expresion de uno de los receptores en los sustratos blandos, el efecto de colapso
inducido por Sema3A podria modificarse, seria interesante analizar si el cambio
del balance en el heterodimero formado por los receptores Nrp-1/PIxA4 podria, a
su vez, cambiar el efecto de repulsion de Sema3A, reportado por Rios, A. (2010).

Finalmente es necesario corroborar los datos de expresion relativa del ARNm de
PIxA4, para las neuronas cultivadas sobre geles de 0.15kPa, ya que en el
presente trabajo la cantidad de muestra obtenida no permitié su cuantificacion, lo
cual robusteceria la hipotesis de que la expresion de PIxA4 es modulada a la baja

al someter a las neuronas a condiciones de mayor rigidez.

Serd4 conveniente también analizar la expresion de la proteina mediante
inmunotinciones o western blot para corroborar esta expresion del ARNm para los
receptores o establecer si hay algin cambio a nivel postraduccional que incida en
la expresion de los receptores y su funcién en el colapso axonal inducido por
Sema3A. De igual manera, se sugiere el andlisis de la expresion de ARNm de las
otras plexinas receptoras a Sema3A (PIXAl, PIXA2 y PIXA3) en neuronas de GRD

cultivadas sobre los geles con diferente rigidez.
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Los resultados obtenidos nos muestran que la rigidez del sustrato sobre el cual se
encuentran las neuronas de GRD ejerce un efecto modulador tanto de la
morfologia celular, de la distribucién del citoesqueleto y de la expresion de los
receptores a Sema3A. Por lo anterior se puede sugerir el siguiente modelo: en las
células cultivadas en los sustratos blandos, podria ocurrir una disminucion de los
sitios de adhesion o adhesiones focales, asi como cambios en las cascadas de
sefalizacion mediadas por la adhesion, por ejemplo, la sefializacion mediada por
vinculina y Gpcl y Racl. Asimismo, se esperaria una menor polimerizacion y flujo
retrogrado de actina en el cono de crecimiento, lo cual podria involucrar el avance
de los microtubulos del dominio central hacia el dominio periférico del cono de
crecimiento, modificando el mecanismo de respuesta a sefales repelentes.
Ademas se podria generar un cambio en la internalizacion de Sema3A debido a
una menor transcripcion de los mensajeros para sus receptores y por lo tanto, una

menor respuesta de colapso del cono de crecimiento (Figura 11).

Los efectos de la rigidez del sustrato sobre la respuesta a proteinas
quimiotropicas, y la comprension de los mecanismos biolégicos implicados, podran
impactar a futuro el desarrollo de sustratos o biomateriales especificos que
favorezcan o inhiban la respuesta de proyeccién o repulsion de neuronas para su

uso en el campo de la neuroregeneracion o en la terapéutica contra el cancer.
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Figura 11. Propuesta de modelo sobre el posible efe  cto de la rigidez del sustrato
ejercido en las neuronas de GRD. En el modelo, el sustrato blando sobre el cual son
cultivadas las neuronas de GRD ejerce un efecto modulador de la morfologia celular,
presentando cambios en la distribucion del citoesqueleto de BllI-tubulina/actina, con una
posible disminucion de actina polimerizada permitiendo que los microtdbulos invadan la
zona periférica del cono de crecimiento, ejerciendo un efecto de avance en ausencia de
polimerizacion de actina, también podria haber una disminucién de las adhesiones focales
y de la cantidad de B1 integrinas; la rigidez del sustrato también modula la expresion de
los receptores a Sema3A, donde hay una menor transcripcion del ARNm de Nrp-1y un
aumento en el ARNm de PIxA4. Lo anterior tendria como resultado una disminucion del
efecto de colapso del cono de crecimiento ejercido por Sema3A en neuronas de GRD.
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Conclusiones

o La rigidez del sustrato modula la morfologia del cono de crecimiento y la
proyeccion axonal en neuronas de GRD, a menor rigidez, hay un menor
namero de filopodios, menor area del cono de crecimiento y menor longitud

axonal.

o La rigidez del sustrato ejerce un efecto diferencial en la distribucion de los
filamentos de actina y los microtubulos en el cono de crecimiento de
neuronas de GRD, a menor rigidez la diferencia de areas entre actina

polimerizada/Blli-tubulina es menor.

0 Los receptores a Sema3A, Nrp-1y PIxA4 se expresan en neuronas de GRD
sembradas sobre sustratos con diferente rigidez y hay una modulacién en la
expresion de su ARNm de acuerdo a la rigidez del sustrato. La expresion
del ARNm de Nrp-1 aumenta conforme aumenta la rigidez del sustrato;
mientras que la expresion del ARNm de PIxA4 parece disminuir conforme
aumenta la rigidez del sustrato, siendo en el sustrato blando donde la
expresion es mayor respecto a los demas y similar a la expresion del

mensajero en el tejido de GRD.
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8. Perspectivas

A partir de los hallazgos presentados en este trabajo, se plantean las siguientes

perspectivas:

o Cuantificar el numero de ramificaciones secundarias al axén presentes en

neuronas de GRD cultivadas sobre geles HAB con diferente rigidez.

o Analizar los sitios de adhesion focal en neuronas de GRD cultivadas sobre
HAB con diferente rigidez, utilizando marcadores para proteinas como
talina, vinculina, a-actinina o paxilina, para establecer si existe una

modulacién de estos sitios que pueda ser debida a la rigidez del sustrato.

o Cuantificar, mediante qRT-PCR, la expresion del ARNm de PIxA4 en
células cultivadas sobre el gel HAB mas blando (0.15 kPa) y compararla
con la expresion del mensajero en las células cultivadas sobre las otras
rigideces (0.32 kPa, 3.43 kPa, 40.4 kPa vy vidrio), asi como con la expresiéon

del mensajero en el tejido in situ (GRD).

o Analizar si existe una expresion diferencial de las otras plexinas receptores
a Sema3A, PIxXAl, PIxA2 y PIXA3 debida a la rigidez del sustrato mediante

la cuantificacion de la expresion del ARNm.

0 Analizar si existen cambios en el efecto de colapso ejercido por Sema3A en
neuronas de GRD cultivadas sobre geles HAB con diferente rigidez,
cuantificados a través de parametros morfolégicos y cambios en la
distribucion del citoesqueleto. Asimismo, cuantificar la expresion de los
receptores a Sema3A (Nrp-1, PIxA1-A4) en neuronas de GRD cultivadas
sobre geles HAB con diferente rigidez en presencia de Sema3A.
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9. Consideraciones éticas y de bioseguridad

Para asegurar el bienestar de los animales de experimentacién utilizados en este

|97

proyecto, se sigui6 lo estipulado en la Ley Federal de Sanidad Animal®” y en la

NOM-062-Z00-1999, “para la produccion, cuidado y uso de animales de

laboratorio””

, los animales se mantuvieron en un espacio en el laboratorio de
Neurotoxicologia, especialmente  acondicionado como  estaciobn  de
experimentacion con temperatura y humedad controlada, ciclo de luz-oscuridad
adecuado, que cumplié con las especificaciones de jaulas, alimento, agua, camas,

pesajes, toma de muestras, etc., especificados en la norma oficial vigente.

Asi mismo, se cumplio con lo estipulado en la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002,
“Proteccibn ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos biolégico-
infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo™® y en la NOM-005-
STPS-1998, “relativa a las condiciones de seguridad e higiene en los centros de
trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias quimicas

peligrosas™®

, ya que todos los recipientes estuvieron debidamente identificados y
los desechos fueron debidamente dispuestos; de igual manera, los cadaveres de
los organismos sacrificados y demas material bioldgico fue almacenado a -20°C
hasta su traslado para el seguimiento de disposicion final, llevado a cabo por un

prestador de servicios autorizado.

El sacrificio de animales, se llevé a cabo cumpliendo lo estipulado en la NOM-033-
Z00-1995, “Sacrificio humanitario de los animales domésticos y silvestres™,
tratando de reducir al maximo el estrés y sufrimiento del animal. De igual manera,
el transporte de los animales se llevo a cabo tratando de que el animal sufriera el
menor estrés posible y tratando de no someterlo a movimientos bruscos que
pudieran hacerle dafio; asi como también, fueron transportados en una jaula
acorde a su tamafio, con alimento y agua ad libitum, de acuerdo a lo establecido

en la NOM-051-Z00-1995, “trato humanitario en la movilizacién de animales™°!,
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Anexo 1

Soluciones

a) PBS 10X

Reactivo Para lL
NaCl 80 g
KCI 29
Na,HPO,4 11.5¢9
KH,PO, 1 g

b) PFA 3.5%

Reactivo ParalL
Paraformaldehido 359
PBS 1X 1000 mi
NaOH 5N 1ml

c) Colagena (0.2 mg/ml)

Reactivo Para 1 ml
Colagena tipo | (4mg/ml) 50 ul
DMEM 950 pl
MEM 10X 1.5 ul
NaOH 0.1N 1.5 ul
d) Medio de montaje DABCO

Reactivo Para 10 ml
1,4-diazabiciclo[2.2.2] octano (DABCQO) |0.233 g
Tris-HCI| 1M pH8 200 ul
Glicerol 9 ml
Agua MilliQ estéril 800 ul
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Medio de cultivo

Medio GRD

Reactivo Para 50 mL
DMEM F12 12.5 ml
Opti-MEM 34.5 ml
Glutamina (200mM) 0.5 mil
Penicilina/Estreptomicina (10,000ug/ml) 0.5 ml
SFB inactivado 0.25 ml
Glucosa 1M 1.75 mi
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