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Resumen

En nuestro laboratorio se encontré que el potencial de membrana plasmatica (PMP) es capaz
de provocar la reorganizacion del citoesqueleto de actina y tubulina en distintos epitelios.
Asimismo, en las células tubulares renales otros autores reportaron que la despolarizacién del
PMP (DPMP) determina un aumento en la fosforilacién de la cadena liviana de la miosina
(MLC) difosforilada por la activacion de la via ERK/Rho A. En linea con los hallazgos de nuestro
laboratorio, este trabajo de tesis se orientd en el estudio de la(s) via(s) molecular(es) que
media(n) la remodelacién del citoesqueleto de actina y tubulina en respuesta a la
despolarizacién y a la hiperpolarizacion del PMP en células de endotelio de cérnea (BCE) en
cultivo. El abordaje experimental incluyé distintos procedimientos para modificar el PMP,
estudios de inmunofluorescencia, ELISA, ensayos de “pull down”, geles bidimensionales y

Western blot.

En este trabajo encontramos que en las células BCE, la DPMP provoca una disminucién de la
MLC monofosforilada (pMLC) y no afecta a la MLC difosforilada (ppMLC). En la busqueda de las
vias implicadas en la reduccién de la pMLC y la remodelacién del citoesquleto de actina
cortical, nuestros resultados sugieren que la via cAMP/PKA esta implicada. Asi, la DPMP induce
un aumento de cAMP dependiente de la adinililciclasa soluble (sAC). Empleando un anticuerpo
contra los sustratos fosforilados de la PKA, se hallé por Western blot que el perfil de bandas
obtenido con tratamientos despolarizantes es distinto al del control, observandose el aumento
de dos bandas de alrededor de 70 y 50 KDa con la DPMP. La inhibicién tanto de la sAC como de
la PKA interfiere con la reorganizacion de la actina cortical y disminuye la desfosforilacion de la
pMLC. Con respecto al citoesqueleto de tubulina, la inhibicién de la sAC y la PKA atenua la
remodelacidn de los microtubulos corticales en respuesta a la DPMP. Al investigar la existencia
de interacciones entre los microfilamentos y los microtubulos empleando distintos agentes
que conducen a la polimerizacién y despolimerizacién de estos filamentos, se observé que la
remodelacion de los microfilamentos es necesaria para que ocurra la de los filamentos de
tubulina periféricos en respuesta a la DPMP. A su vez, en presencia de un agente
desestabilizante de los microtubulos el citoesqueleto de actina no se reorganiza. Por otro lado,
evaluamos la activacion de intermediarios clave de las vias de RhoA y de las MAPK. A través de
un ensayo de “pull down” pudimos evidenciar que la DPMP activa a RhoA. La inhibicién de la
RhoA quinasa (ROCK), uno de los principales efectores de RhoA, no atenud los efectos de la
DPMP sobre la remodelacién de los microfilamentos periféricos. A diferencia de lo que ocurre

en el epitelio renal, no observamos un incremento de pERK con la DPMP.



En la investigacién de las vias de sefializacién implicadas en la hiperpolarizacién del PMP
(HPMP), comenzamos evaluando aquellas que participan en la DPMP en las células de BCE, ya
gue podrian estar implicadas las mismas moléculas. Mientras que la ppMLC disminuye con la
HPMP, la pMLC no varia. A diferencia de la DPMP, durante la HPMP en las células BCE no
encontramos activacion de cAMP/PKA, ni tampoco un incremento de RhoA activo y si hallamos
un incremento de pERK.La inhibicion de esta MAPK reduce la compactacién de la actina, el
efecto protector de la HPMP sobre las uniones al extraer el calcio extracelular y también

atenua significativamente la disminucién de la ppMLC determinada por la HPMP.

En suma, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que en respuesta a los cambios del
PMP se activan vias de sefializacidn celular que se encuentran involucradas en la remodelacion
del citoesqueleto de actina y tubulina en células de BCE. En efecto, encontramos que las
variaciones del PMP determinan la activacion de intermediarios de vias de sefializacion,
cAMP/PKA para la DPMP y pERK para la HPMP, que parecen estar involucrados en la

reorganizacion de los microfilamentos y microtibulos.



Introduccion

Los epitelios de transporte cubren las superficies luminales de los drganos internos formando
una barrera de permeabilidad selectiva entre la luz del 6rgano y el medio intersticial y regulan,
a su vez, el pasaje vectorial de iones, agua y moléculas a través de estos compartimentos
biolégicos (Yeaman et al., 1999). La habilidad de conducir este transporte es dependiente de la
organizacién estructural y funcional de las células, lo cual se ve reflejado en la presencia de: 1)
una polaridad de la membrana plasmatica con un dominio apical y otro basolateral que
difieren estructural, bioquimica y fisiolégicamente, y 2) complejos de unién que integran las
células en una monocapa (Simons and Fuller, 1985; Yano et al., 2017). El establecimiento y
mantenimiento de esta organizacidon celular especializada es un proceso complejo que
involucra la formacién de contactos célula-célula y célula-sustrato y la distribucién polarizada
de componentes de membrana y citosélicos. La interferencia de estos procesos puede
comprometer la barrera epitelial desencadenando distintas patologias que pueden
comprometer la integridad del individuo (Edelhauser, 2006; lzdebska et al., 2018;
Schneeberger et al., 2018).

En los epitelios, el citoesqueleto presenta una organizacién caracteristica que es de especial
importancia para el establecimiento y el mantenimiento de la estructura y funcién de las
células de este tejido (Bogatcheva and Verin, 2008; Rodgers and Fanning, 2011; Rodriguez-
Boulan and Macara, 2014; Yano et al., 2017). La regulacién del citoesqueleto de los epitelios es
muy compleja e involucra diversos efectores (Etienne-Manneville, 2010; Lee and Dominguez,
2010; Senju et al., 2017). En este sentido, en nuestro laboratorio se ha encontrado que el
potencial de membrana plasmatica (PMP) es capaz de modular la organizacion del
citoesqueleto (Chifflet et al., 2003; Nin et al., 2009). En linea con estos hallazgos, este trabajo
de doctorado intenta contribuir a dilucidar los mecanismos celulares y moleculares
involucrados en la reorganizaciéon del citoesqueleto en los epitelios de transporte en respuesta
a los cambios de PMP. Se ha reportado que diversos intermediarios de vias de sefializacién son
sensibles a las modificaciones del PMP (Ishii et al., 2001; Roos et al., 2006), muchos de los
cuales son reguladores conocidos del citoesqueleto (Szaszi et al., 2005; Waheed et al., 2010).
En la activacion de los intermediarios que llevan a la modificacién del citoesqueleto se han
visto implicadas proteinas de transmembrana que son sensibles a los cambios del PMP (Cohen-
Armon and Sokolovsky, 1993; Martinez-Pinna et al., 2005; Ben-Chaim et al., 2006; Murata and
Okamura, 2007a; Okamura and Dixon, 2011), algunas de las cuales presentan un dominio

sensible al voltaje (Murata and Okamura, 2007a; Okamura and Dixon, 2011). A su vez, varias
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proteinas periféricas implicadas en la regulacién del citoesqueleto se encuentran unidas a la
membrana plasmadtica por interacciones electrostaticas y al cambiar la carga superficial de la
membrana la interacciéon puede alterarse (Sigal et al.,, 1994; Gomez and Daniotti, 2007;
Magalhaes and Glogauer, 2010; Dietrich et al., 2011). En funcién de estos antecedentes, nos
enfocamos en investigar si el PMP activa intermediarios de vias de sefializacion y si éstos a su

vez estdn involucrados en la remodelacidn del citoesqueleto.

1 Elcitoesqueleto en los epitelios

El citoesqueleto de actina en epitelios

En los epitelios el citoesqueleto de actina tiene una distribucidn particular que contribuye a
establecer y mantener su organizacion estructural y funcional (Bogatcheva and Verin, 2008;

Rodgers and Fanning, 2011; Rodriguez-Boulan and Macara, 2014; Yano et al., 2017).

El citoesqueleto de actina se compone de filamentos (actina-F) que son polimeros helicoidales,
enroscado de dos en dos, de mondmeros de actina (actina-G) (Bruce Alberts et al., 2014). Los
microfilamentos (MF) en general forman parte de grandes ensamblajes proteicos (“super-
structured protein assemblies”). Tal es el caso de los haces de actina, las redes de actina, los
filamentos de actina corticales y el citoesqueleto de la membrana plasmatica (Schnittler et al.,
2014). Una de las caracteristicas de los filamentos de actina es su capacidad de reorganizacion
en respuesta a cambios en la dindmica celular -cambio de forma, migracidn, proliferacién- o
frente a distintos estimulos para realizar distintas funciones celulares por ejemplo, durante la
cicatrizacion, inflamacién, etc. (Schnittler et al., 2014; Letort et al., 2015). La remodelacion de
los MF se encuentra a menudo mediada por un rdpido ensamblaje y desensamblaje de
filamentos de actina, un proceso que depende de multiples proteinas de unién y reguladoras

de la actina (Pollard et al., 2000; Suarez and Kovar, 2016) .

Una manera de describir la organizacién de los filamentos de actina en los endotelios es la
propuesta por Prasain y Stevens (Prasain and Stevens, 2009). De acuerdo con estos autores, la
actina-F se organiza en tres estructuras principales: el citoesqueleto de la membrana
plasmatica, el anillo de actina cortical, y las fibras de estrés. El anillo de actina cortical esta

compuesto por haces de actina-F largos, mientras que el citoesqueleto de membrana y las
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fibras de estrés por filamentos de actina cortos. Cada una de estas estructuras cumple roles
particulares en el control de los procesos celulares (ibid.). En otros epitelios la organizacién del
citoesqueleto es similar, pero ademas en la superficie apical presentan extensiones
digitiformes, las microvellosidades (Apodaca, 2018). Estas se componen de un haz rigido de 20
a 30 filamentos paralelos de actina anclados a una region especializada de la corteza conocida

como red terminal (Bruce Alberts et al., 2014).

El citoesqueleto de membrana constituye una red proteica de especial importancia para la
arquitectura de la membrana plasmatica. Esta red se encuentra formada por espectrina y
actina, junto a una serie de proteinas adaptadoras que contribuyen a su organizacion y
regulacion (Bennett and Gilligan, 1993; Prasain and Stevens, 2009; Machnicka et al., 2012;
Schnittler et al., 2014). Las proteinas que la componen se asocian a los lipidos y a las proteinas
integrales de membrana. A su vez, este citoesqueleto conecta la membrana plasmatica con los

filamentos de actina corticales (Bennett and Gilligan, 1993; Kapus and Janmey, 2013).

En los epitelios, el anillo cortical se encuentra formado por haces paralelos de actina-F
estrechamente empaquetados que se localizan debajo de la membrana plasmatica (lvanov,
2008; Schnittler et al., 2014). En el apex de la membrana plasmatica lateral, este anillo es parte
de las uniones adherentes ("Adherens Junctions", Al) y de las uniones ocluyentes ("Tight
Junctions", TJ) en el complejo de unidn apical ("Apical Junctional Complex", AJC). Estas uniones
son de especial importancia en el mantenimiento de la barrera epitelial (Gonzalez-Mariscal et
al., 2008; Hartsock and Nelson, 2008; Giepmans and van ljzendoorn, 2009; Coradini et al.,
2011). Un deterioro de la adhesién intercelular mediada por las Al y TJ puede conducir a la
pérdida del fenotipo celular polarizado y la cohesidn intercelular caracteristicos de los epitelios
y, por consiguiente, de su funcién de barrera selectiva. Esto puede resultar en disfunciones y
estados patoldgicos (Dejana et al., 2009; Coradini et al., 2011; Rodgers and Fanning, 2011). Los
MF constituyen el componente principal del citoesqueleto de las Al y TJ. En los epitelios de
transporte, los haces paralelos de actina-F se disponen en forma circunferencial tapizando la
cara interna de estas uniones (lvanov, 2008; Mege and Ishiyama, 2017). Se ha postulado que la
dindmica de los filamentos de actina es un determinante importante de la plasticidad de las
uniones. Las reorganizaciones de los MF pueden afectar a las AJ y TJ directamente a través de
las proteinas de unién de la actina o indirectamente al organizar el trafico vesicular de las
mismas (lvanov, 2008; Rodgers and Fanning, 2011). La pérdida de la actina-F de las AJ y TJ

conduce a una disminucion de la estabilidad de las uniones con la correspondiente
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disminucién de la cohesidn intercelular (lvanov et al., 2004; Cavey and Lecuit, 2009; Srinivas,
2010; Rodgers and Fanning, 2011). Asimismo, un incremento de la actina-F en las uniones
aumenta la fuerza de las mismas (Angres et al., 1996; Chu et al., 2004; Gout et al., 2004; Mege
etal., 2006).

Mientras que el citoesqueleto de membrana y el anillo cortical se localizan cercanos a la
membrana plasmatica, las fibras de estrés se extienden a lo largo del citoplasma. Desde el
punto de vista estructural las fibras de estrés se componen de actina-F y filamentos de miosina
no muscular Il (Drenckhahn and Wagner, 1986; Katoh et al., 2008; Tojkander et al., 2012). La
actividad contractil de las fibras de estrés es capaz de generar una tension centripeta y retraer
los bordes celulares provocando la separacion de las células. A esta retraccion se oponen las
fuerzas de anclaje ejercidas por las uniones intercelulares (Dudek and Garcia, 2001; Prasain

and Stevens, 2009).

La mayor parte de las fibras de estrés forman parte de uniones especializadas, llamadas
contactos focales, que anclan mecdnicamente la actina-F a la matriz extracelular (Pellegrin and
Mellor, 2007; Tojkander et al.,, 2012; Livne and Geiger, 2016). En estos complejos
multiproteicos las fibras de estrés se asocian, a través de una serie de proteinas
intermediarias, con las proteinas transmembranales llamadas integrinas, las que contactan con
la lamina basal (ibid). Asimismo, en los Ultimos afios se ha reportado que éstas también son
parte de un tipo de unién adherente llamada unién adherente célula-célula discontinua o
focales o puntuales (Millan et al., 2010; Taguchi et al., 2011; Huveneers et al., 2012; Ando et
al., 2013). Las AJ discontinuas se diferencian de las AJ cldsicas, asociadas a los haces de actina
corticales circunferenciales, en varios aspectos. Las primeras son estables, se disponen de
manera continua y paralela al limite celular (Hartsock and Nelson, 2008; Wu et al., 2015). Las
segundas son inestables y se extienden de manera discontinua y ortogonal al borde celular.
Aparecen conectadas a las fibras de estrés radiales en respuesta a estimulos que
comprometen la integridad de la barrera epitelial (Milldn et al., 2010; Taguchi et al., 2011;

Huveneers et al., 2012; Ando et al., 2013).
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Miosina Il no muscular y la cadena liviana de la miosina

La miosina Il no muscular (“non-muscle myosin II”, NM 1), es una proteina que se asocia a la
actina y forma un complejo con propiedades contrdctiles (Conti et al., 2008) (Figura 1). Como
mencionamos en la seccion anterior, la NM Il es uno de los componentes principales de las
fibras de estrés. Ademas, la NM Il se encuentra ligada a los haces de actina-F que forman el
anillo cortical que son parte de las TJ y las AJ (Ebrahim et al., 2013). Por lo cual, las células de la
monocapa epitelial unidas entre si por estas uniones especializadas se encuentran tensionadas
por los MF de actomiosina que, en su conjunto, conforman una red que se extiende por toda la

monocapa (Liu and Cheney, 2012) (Figura 1B).
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Figura 1- Estructura de la miosina no muscular Il y su disposiciéon en el anillo de actina
cortical. La NM Il se encuentra formada por dos cadenas pesadas, dos cadenas reguladoras
livianas (RLCs) y dos cadenas livianas esenciales (ELCs). Cuando la RLC se fosforila, la NM Il
cambia de conformacién, se desenrolla y se ensambla a través de los dominios “coil-coiled”
formando filamentos bipolares. Los filamentos de NM Il se unen a través del dominio globular
de la cabeza a la actina. La actividad ATPasa del dominio de la cabeza provoca un cambio
conformacional en el mismo y mueve los filamentos de actina de manera antiparalela.
Adaptado de Vicente-Manzanares et al., 2009 (A). Disposicién de los filamentos de NM Il en

relacién al anillo de actina cortical en el AJC. Adaptado de Ebrahim et al., 2013 (B).
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La actividad de la NM Il se encuentra regulada por la fosforilacién de su cadena liviana
regulatoria (“Myosin Light Chain”, MLC). La MLC se fosforila en la serina 19 e incrementa el
ensamblaje de los filamentos de la NM Il y su actividad Mg*2-ATPasa en presencia de actina. La
fosforilacién adicional de la treonina 18, aumenta la actividad Mg*>-ATPasa de la NMII
(Adelstein and Anne Conti, 1975; Vicente-Manzanares et al., 2009) (Figura 1A). La MLC es
fosforilada por miltiples quinasas como la quinasa activada por RhoA ("Rho-Associated Coiled
coil-containing Kinase", ROCK), la quinasa de la MLC ("Myosin Light Chain Kinasae", MLCK), la
citron quinasa, entre otras, y es desfosforilada por la fosfatasa de la MLC ("Myosin Light Chain
Phosphatase”, MLCP) (Newell-Litwa et al., 2015) (Figura 2). En futuras secciones se verd como

distintas vias de sefializacién regulan la actividad de estas quinasas y fosfatasas.
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Figura 2- Regulacion de la fosforilacion de la MLC. La MLC es fosforilada por la quinasa de la
MLC (MLCK) y la Rho quinasa (ROCK), entre otras, y es desfosforilada por la fosfatasa de la MLC
(formada por las subunidades M20, MYPT1 y PP1). En el esquema se muestra como estas
quinasas y la fosfatasa pueden ser reguladas por la despolimerizacién de los microttbulos (1) y
por la proteina quinasa A (PKA) (2). La despolimerizacién de los microtubulos libera a GEF-H1
(1). GEF-H1 libera el GDP de RhoA y la GTPasa se une GTP. RhoA-GTP activa a ROCK quien
promueve la fosforilacién de la MLC. Ademas de fosforilar a la MLC (1A), RhoA fosforila e
inactiva a la MYPT1 (1B) y fosforila y activa al inhibidor endégeno de la fosfatasa CPI-17 (1C).
La PKA por otro lado, conduce a la desfosforilacion de la MLC, por los siguientes mecanismos.
La PKA fosforila e inhibe a la MLCK (2A), promueve la desfosforilacién de CPI-17 y lo activa
(2B), fosforila a RhoA (2C) y a el inhibidor de nucledtidos de guanidina (GDI) (2D), aumentado
la afinidad de RhoA por GDI. Adaptado de Sayner, 2011.
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En los dltimos afos han surgido una serie de trabajos en los cuales se muestra que la
difosforilacién de la MLC podria tener una funcién distinta a la de reforzar la activacién de la
NM Il provocada por la monofosforilacion. En células de endotelio de aorta confluentes, la
MLC monofosforilada (pMLC)? se localiza en la regién perinuclear, mientras que la difosforilada
(pPMLC)? es casi indetectable (Hirano and Hirano, 2016). Ante la estimulacién de las células
con trombina, un conocido modulador de la barrera epitelial, se observa un incremento de la
ppMLC en la regidn periférica de la célula que colocaliza con el anillo de actina cortical y la VE-
Cadherina (ibid.). La sefial de la pMLC incrementa su intensidad, sin cambiar su localizacién
perinuclear (ibid.). En la migracion celular, la pMLC y la ppMLC presentan diferencias en la
localizacién subcelular y en el tipo de adhesiones célula-sustrato que estas dos formas
promueven (Vicente-Manzanares and Horwitz, 2010). En las plaquetas, la pMLC participa en
los cambios de la forma de éstas y la ppMLC juega un rol en la liberacion de sus granulos

densos (Getz et al., 2010).

Se encuentra extensamente documentado que un incremento en la actividad de la NM Il se
asocia a la reorganizacion del anillo de actina cortical con la consecuente desestabilizacién de
las uniones celulares en distintos epitelios (Dudek and Garcia, 2001; Shen et al., 2006; lvanov,
2008; Ivanov et al., 2010; Shen et al., 2010; Shivanna et al., 2010). La activacion de la NM Il es

producto de un aumento de la fosforilacion de la MLC (Vicente-Manzanares et al., 2009).

El citoesqueleto de tubulina en epitelios

Los microtubulos estan compuestos por 13 protofilamentos lineales, con una disposicion
paralela formando un cilindro. Cada uno de los protofilamentos, a su vez, estd formado por

heterodimeros de a- y B- tubulina.

Los microtubulos (MT) adoptan arreglos espaciales especificos en las células diferenciadas para
desempefiar diferentes funciones, y emanan de sitios celulares conocidos como centros
organizadores de microtubulos ("Microtubule Organizing Centers", MTOC). Los MTOC nuclean,
estabilizan y/o anclan a los MT (Sanchez and Feldman, 2016). En la mayoria de las células

animales, el centrosoma es el MTOC mas importante y los microtubulos se disponen de

L A lo largo de este trabajo cuando se hace referencia a la pMLC esta corresponde a la MLC fosforilada
en la serina 19.

2 A lo largo de este trabajo cuando se hace referencia a la ppMLC esta corresponde a la MLC
difosforilada en la serina 19 y treonina 18.
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manera radial con su extremo menos anclado al centrosoma y el extremo mas extendiéndose
hacia la periferia (ibid.). La mayoria de los epitelios polarizados presentan microtibulos no
centrosomales que mayoritariamente se ubican en la periferia celular dénde se extienden
longitudinalmente a lo largo del eje apico-basal con el extremo menos anclado en sitios no
centrosomales y el extremo positivo dirigido hacia el polo basal (Bacallao et al., 1989; Meads
and Schroer, 1995a; Musch, 2004; Bellett et al., 2009; Toya and Takeichi, 2016). En algunos
epitelios se han descrito ademas redes apicales (Bacallao et al., 1989; Yano et al., 2017) y
basales (Reilein et al., 2005) de microtibulos no centrosomales cortos con polaridad mixta.

Estas redes son independientes de los microtubulos alineados a lo largo del eje apico-basal

(Bacallao et al., 1989; Reilein et al., 2005) (Figura 3).

Figura 3 — Organizacion de los microtubulos en células epiteliales polarizadas. Reconstruccién
de imagenes tomadas cada 0.2 um en el eje Z de células MDCK expresando tubulina-GFP (A).
Imagen A rotada para poder visualizar la red basal de microtibulos (B). Microscopia de
deconvolucién de células MDCK en donde se evidencia la tubulina en secciones apicales,
medias y basales. En las imdgenes se observa la red de los microtubulos apicales y basales y los
haces de microtubulos que se disponen en la periferia celular paralelos a la membrana

plasmatica lateral (C). Barra 10 um. Figura tomada de Reilein et al., 2005.
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No se conoce con exactitud la composicién de los MTOC no centrosomales, sin embargo,
Sanchez y Feldman (Sanchez and Feldman, 2016) plantean que estos se encuentran formados
por proteinas que interactian con los extremos negativos de los microtubulos y por proteinas
adaptadoras que conectan las primeras a sitios subcelulares especificos. Dentro de las
proteinas que se unen y regulan la dinamica de los extremos negativos de los microtubulos no
centrosomales se encuentran la familia de proteinas Protonina o CAMSAP (“Calmodulin-
regulated Spectrin-Associated Protein”) (Meng et al., 2008; Akhmanova and Hoogenraad,
2015), la nineina (Mogensen et al., 2000) y la y-tubulina (Meads and Schroer, 1995b). En
células epiteliales colorrectales (Caco2), CAMSAP3/Nezha y CAMSAP2 cooperan para nuclear
MT no centrosémicos y su silenciamiento reduce esta poblacién de microtubulos e induce el
crecimiento de microtubulos centrosomales (Tanaka et al., 2012). En células epiteliales
cocleares, la nineina forma un anillo apical periférico que estabiliza y ancla microtubulos no
centrosomales (Mogensen et al., 2000; Moss et al., 2007). La microinyeccién de anticuerpos
anti-nineina provoca la despolimerizacidon de estos microtibulos no centrosomales (Moss et
al., 2007). De esta forma, estos trabajos apoyarian el concepto de que estas proteinas de unién
a los extremos menos de los microtubulos son un componente de gran importancia de los
MTOC no centrosomales. Asimismo, los microtubulos se anclan a varios sitios subcelulares,
tales como los desmosomas (Lechler and Fuchs, 2007), las uniones adherentes (Moss et al.,
2007; Meng et al., 2008; Bellett et al., 2009), las uniones ocluyentes (Yano et al., 2013) y la

corteza celular (Mogensen et al., 2000).

Los microtubulos, al igual que los filamentos de actina, son de especial importancia para el
mantenimiento de los epitelios. Existen numerosos trabajos que demuestran que la disrupcién
de los microtubulos a través de diferentes agentes compromete de manera importante la
barrera epitelial (Jalimarada et al., 2009; Alieva et al., 2013). Asi, por ejemplo, cuando las
monocapas de endotelio pulmonar se tratan con nocodazol, un agente que induce la
despolimerizacion de los microtubulos, se observa una dramatica remodelacién de las Al y la
consecuente pérdida de la integridad de la monocapa endotelial (Birukova et al., 2004c). A su
vez, la estabilizacidn de los microtubulos fortalece la barrera epitelial y contrarresta los efectos
nocivos de agentes desestabilizantes de la misma (lvanov et al., 2006; Jalimarada et al., 2009;
Shivanna and Srinivas, 2009; Sumigray et al., 2012). A modo de ejemplo, en células de
endotelio de cérnea el efecto nocivo del TNF-a sobre la integridad de la barrera epitelial es
bloqueado con drogas (como paclitaxel y epothilone B) que estabilizan los microtubulos

(Shivanna and Srinivas, 2009). El mecanismo a través del cual los microtubulos ejercen su
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efecto sobre la barrera epitelial no se conoce con exactitud. En queratinocitos se ha visto que
la estabilizacion de los microtubulos con taxol conduce a un aumento de la miosina no
muscular cortical, que a su vez estabiliza a las TJ y a las AJ (Sumigray et al., 2012). El taxol a su
vez provoca un incremento en la asociacién entre la E-cadherina y B-catenina, dos proteinas

gue forman parte de las AJ (ibid.).

Es interesante sefalar que cuando se desestabiliza la barrera epitelial en monocapas de
endotelio pulmonar con distintos agentes, los microttubulos corticales se despolimerizan de
manera temprana y el citoesqueleto de actina se reorganiza de manera mas tardia (Alieva et
al., 2013). Esto sugiere que, en este tipo celular, los microtubulos son aparentemente el primer
blanco del citoesqueleto que lleva al compromiso de la barrera de endotelial pulmonar. Su
despolimerizacidon podria ser una condicién necesaria y suficiente para iniciar su disfuncién

(ibid.).

Interacciones entre los microttbulos y los filamentos de actina

Los microtubulos y la actina-F son capaces de coordinar su funcionamiento para mediar
numerosos procesos celulares. Para ello exhiben dos tipos de interacciones: estructurales y
regulatorias (Rodriguez et al., 2003). En las interacciones estructurales, los microtibulos y la
actina-F estan ligados fisicamente (ibid.). La proteina IQGAP1 establece una conexion
estructural entre ambos filamentos (Watanabe et al., 2004). Su extremo amino terminal se une
directamente a actina-F (Bashour et al., 1997) y se asocia a los microtubulos a través de la

proteina de unién a los microtubulos, CLIP-170 (Fukata et al., 2002; Watanabe et al., 2004).

El ejemplo mds conocido de interacciones regulatorias entre los MT y los MF lo ejerce la
familia de las Rho GTPasas. La induccion de la polimerizacion de los microttibulos hacia el
borde lider en fibroblastos en migracién induce la activacion de la pequefia Rho GTPasa, Rac
(Waterman-Storer et al., 1999). Rac favorece la polimerizacién de la actina en los lamelipodios
(ibid), ya que esta GTPasa activa a WASP/SCAR, la que a su vez activa el complejo nucleador de
la actina, Arp2/3 (Smith and Li, 2004). Los MT también pueden provocar la remodelacién de los
filamentos de actina a través de RhoA (Krendel et al., 2002; Chang et al., 2008). Las Rho
GTPasas son activadas por factores de intercambio de nucleétidos ("Guanine-nucleotide
Exchange Factors", GEFs) al estimular la liberaciéon de GDP de las GTPasas permitiendo la unidn

de GTP. La proteina GEF-H1 es una GEF que se une a los MT (Ren et al., 1998). Cuando la GEF-
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H1 se encuentra unida a los MT, ésta no puede activar a RhoA. Al despolimerizar los MT, la
GEF-H1 queda libre para activar a RhoA (Krendel et al., 2002; Chang et al., 2008) (Figura 2). En
consecuencia,l el desensamblaje de los MT resulta en la activacidon de RhoA, lo que conduce a
la contraccion de la NM Il y a la formacién de las fibras de estrés (Liu et al., 1998; Verin et al.,
2001). Por lo tanto, a través de sistema que involucra a RhoA y GEF-H1, los MT coordinan su

dindmica con los MF.

2 El potencial de membrana plasmatica y la sefalizacién celular en células no

excitables

Se ha constatado que, en células no excitables, el potencial de membrana plasmatica (PMP) se
modifica en distintos procesos fisiolégicos o patoldgicos (Chifflet and Hernandez, 2012), tales
como la cicatrizacion (Rao et al., 2002; Chifflet et al., 2005; Justet et al., 2013; Girault and
Brochiero, 2014), la diferenciacién celular (Konig et al., 2004; Konig et al., 2006; Sundelacruz et
al., 2008), la proliferacién (Arcangeli et al., 1995; Song et al., 2002; Pardo, 2004; Lang et al.,
2005; Blackiston et al., 2009; Aprea and Calegari, 2012), la apoptosis (Wang et al., 1999; Miki
et al., 2001; Lang et al., 2005) y el cancer (Wang et al., 1998; Brackenbury, 2012; Yang and
Brackenbury, 2013).

A su vez, se ha propuesto que cambios del PMP podrian actuar como un intermediario en
diversas vias de sefalizacidn celular (Olivotto et al., 1996; Levin, 2009; Chifflet and Hernandez,
2012; Levin, 2014; Levin and Martyniuk, 2017). En este sentido, tal como fue originalmente
descrito en nuestro laboratorio, se encontré que la despolarizacion inespecifica del PMP de
células de endotelio de cérnea de bovino ("Bovine Corneal Endothelium", BCE) en cultivo
constituye, por si misma, una sefal para promover cambios en la organizaciéon del
citoesqueleto de actina y de tubulina, asi como de otros componentes celulares. En particular,
dicha despolarizacidn provoca la desorganizacién de la actina-F cortical asociada a las AJ y TJ,
lo que finalmente conduce a la pérdida de los contactos célula-célula (Chifflet et al., 2003). Los
resultados posteriores de nuestro laboratorio pudieron establecer que dicha respuesta ocurre
en otros epitelios bien diferenciados en confluencia en los que también se constituyen Al y T)
(por ejemplo, epitelio de cérnea y endotelio de aorta de bovino), aunque las mismas se
afectarian mas tardiamente que la respuesta del citoesqueleto de actina en BCE (Chifflet et al.,
2004). Estos resultados fueron complementados por otros autores que hallaron que la
despolarizacion del PMP determina un aumento en la fosforilacién de la MLC en las células

tubulares renales (Szaszi et al., 2005) y provoca la activacién de RhoA en estas células (Waheed
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et al.,, 2010) y en musculo liso (Liu et al., 2005). Por otro lado, en nuestro laboratorio se
demostrd que la hiperpolarizacion inespecifica del PMP de monocapas confluentes de células
BCE en cultivo provoca una compactacion de la actina a nivel de las uniones celulares y un

incremento de la estabilidad de dichas uniones (Nin et al., 2009).

La membrana plasmatica tiene un espesor de 80 A y un potencial de membrana de
aproximadamente -60 mV por lo cual se generan campos eléctricos de alrededor de 100 kV/cm
(Cantiello et al., 1991). Los campos eléctricos generados por el PMP pueden extenderse un
nanometro desde la membrana plasmatica hacia el citosol (Olivotto et al., 1996). Se ha
reportado que los filamentos de actina son poliméros cargados capaces de propagar corrientes
eléctricas vy reorganizarse por efecto de campos eléctricos (Luther et al., 1983; Laub and
Korenstein, 1984; Yang et al.,, 1984; Onuma and Hui, 1988). Por consiguiente, existe la
posibilidad de que la actina-F cortical detecte cambios en el PMP y se remodele en respuesta a
éstos (Cantiello et al., 1991). A pesar de que existe un consenso en que los MT son polimeros
cargados, la informacion en relacion a la capacidad conductora de estos filamentos es confusa.
Mientras que los resultados de Priel y colaboradores (Priel et al., 2006) parecen indicar que los
microtubulos aislados pueden comportarse como amplificadores eléctricos, otros estudios

(Umnov et al., 2007) sugieren que los microtibulos son malos conductores.

Los filamentos de actina ademas se encuentran estrechamente asociados con una variedad de
canales ionicos (Janmey, 1998; Mazzochi et al., 2006; Noda and Sasaki, 2008; Sasaki et al.,
2014) que pueden verse en este contexto como generadores de corriente eléctrica, por lo que
Goldman plantea que la interfase canal idnico-actina podria formar parte de un mecanismo de
sefializaciéon electrodindmico (Goldmann, 2008). Las sefiales eléctricas generadas en la
membrana plasmatica, por ejemplo por la actividad de canales idnicos, puede ser traducida a
la actina-F (Janmey, 1998; Tuszynski et al., 2004) o a las redes de MT (Priel et al., 2006),
actuando como conductores. Ademds, se ha encontrado que los filamentos de actina
(Goswami et al., 2010) pueden controlar la actividad de los canales iénicos (Prat et al., 1995;
Noda and Sasaki, 2008; Goswami et al., 2010; llatovskaya et al., 2011). Por esa razdn, la
interfase funcional entre las moléculas de transporte idnico y el citoesqueleto subyacente
podria ser indicativa de un mecanismo dindmico donde las sefiales generadas en la membrana
plasmatica podrian ser conducidas directamente a los compartimentos intracelulares por el

citoesqueleto (Goldmann, 2008).
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Las variaciones del PMP podrian también provocar una reorganizacion de los filamentos
indirectamente a través de proteinas que se unen a ellos o a través de la activacién de vias de
sefializaciéon intracelular. En este sentido se ha demostrado que ciertos intermediarios, como
RhoA (Waheed et al., 2010) y el calcio (Nilius and Droogmans, 2001), o enzimas, como la
fosfatidil inositol fosfatasa Ci-VSP (Murata and Okamura, 2007b), y las tirosinas fosfatasas
(Hobiger and Friedrich, 2015), involucrados en la sefalizacidn intracelular, responden a los

cambios del PMP.

3 Algunas vias celulares implicadas en la reorganizacion del citoesqueleto de actina

cortical y de los microtubulos

Las vias de sefalizacion que modulan el citoesqueleto de actina y tubulina son muy diversas y
complejas. En las siguientes secciones se sefialaran las vias moduladoras de los MF y los MT

gue se estudiaron en este trabajo.

La viade Rho A

Como se menciond en secciones anteriores, la proteina RhoA es una pequefia GTPasa que
pertenece a la superfamilia de las GTPasas Ras monomeéricas. La RhoA actla como un
interruptor molecular para varias sefiales extracelulares y esta implicada en una variedad de
funciones celulares. Al igual que otras Rho GTPasas, RhoA presenta una actividad GTPasa y
cicla entre un estado inactivo unida a GDP y un estado activo unida a GTP. El pasaje de un
estado a otro se encuentra regulado por tres tipos de proteinas: las factores de intercambio de
nucledtidos (GEFs), las proteinas activadoras de GTPasas y los inhibidores de disociacion de

nucledtidos de guanidina (Heasman and Ridley, 2008).

La proteina RhoA presenta dos efectores principales que regulan la dinamica del citoesqueleto
de actina y tubulina, la formina mDia (Palazzo et al., 2001; Bartolini et al., 2012) y la RhoA
quinasa (ROCK) (Maekawa et al., 1999; Kalaji et al., 2012; Schofield et al., 2012; Prunier et al.,
2017).

La formina mDia y la RhoA quinasa

La formina mDial promueve la polimerizacion de la actina y la estabilizacién de los

microtubulos (Palazzo et al., 2001; Goode and Eck, 2007; Bartolini et al., 2012). En distintas
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lineas celulares epiteliales, mDia regula la polimerizacién de la actina-F cortical que forma
parte de las AJ y conduce a la estabilizaciéon de las mismas (Sahai and Marshall, 2002). La
formina mDial es capaz de formar un complejo con las proteinas de unidn a los extremos
positivos de MT, APC y EB1, estabilizando estos extremos en fibroblastos en proceso de
migracion (Wen et al., 2004). La quinasa GSK3b se encuentra involucrada en la
desestabilizacién de los microtubulos. En fibroblastos, se ha reportado que mDial conduce a la
fosforilacién e inhibicién de GSK3B, afectando indirectamente la estabilidad de los MT (Eng et

al., 2006).

El otro efector de Rho es ROCK, su activacidon provoca la reorganizacion de la actina cortical
asociada a la NM Il en fibras de estrés que se distribuyen a lo largo del cuerpo celular. Estas
fibras de estrés incrementan la tension centripeta provocando la reorganizacion del complejo
de adhesion, median la retraccion de los limites de las células provocando espacio entre las
células y desestabilizan la barrera epitelial (McKenzie and Ridley, 2007; Samarin et al., 2007;
van Nieuw Amerongen et al., 2007). Uno de los principales blancos de ROCK, a través de los
cuales esta quinasa orquesta la reorganizacién del citoesqueleto de actomiosina, es la MLC
(Amano et al., 2010; Nunes et al., 2010). La ROCK activa a la MLC por varios mecanismos
(Figura 2), 1) fosforilando directamente a la MLC, como ya mencionamos anteriormente (ver
“Miosina Il no muscular y la cadena liviana de la miosina) (Amano et al., 1996), 2) fosforilando
a la subunidad de unidn a la miosina (“Myosin-Binding Subunit”’, MBS) de la fosfatasa de la
MLC (en Thr853 and Thr696) e inactivandola (Kimura et al., 1996; Kawano et al., 1999), y 3)
fosforilando a un inhibidor enddégeno de la MLCP (en Thr38), el CPI-17 (Kitazawa et al., 2000;
Koyama et al., 2000). La ROCK también fosforila y activa a la LIM kinasa (en Thr 505) (Maekawa
et al., 1999; Amano et al., 2001), la cual a su vez fosforila a la cofilina (en Ser3), inactivdndola
(Arber et al., 1998). La cofilina es un factor que regula la dindamica de la actina y conduce a su
despolimerizacion (Mizuno, 2013). De este modo, la ROCK induce y mantiene las fibras de
estrés aumentando la contraccién por fosforilacidon de la MLC y estabilizando los filamentos de
actina al inactivar indirectamente a la cofilina (Amano et al., 2010). La Rho quinasa regula la
dindmica de los MT a través de la LIMK1. En un estudio realizado en células endoteliales se
pudo determinar que LIMK1 colocaliza con los MT y forma un complejo con la tubulina
(Gorovoy et al., 2005). En este mismo trabajo se constatd que la sobreexpresién de ROCK2,
que fosforila y activa a LIMK1, disminuye la interaccion de LIMK1 con los MT y los desestabiliza
(ibid). A su vez se observoé que tanto el silenciamiento de la LIMK1 como la sobreexpresion de

una LIMK1 sin actividad quinasa, bloquea la desestabilizacion de los MT inducida por trombina
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(ibid). A pesar de que existe un consenso en la accion desestabilizadora de LIMK1 sobre los MT,

los mecanismos involucrados aun se encuentran en discusién (Prunier et al., 2017).

Via de cAMP/PKA

El adenosin 3’5’- monofosfato ciclico ("3',5'-cyclic adenosine monophosphate", cAMP) es un
segundo mensajero ubicuo capaz de traducir estimulos extracelulares a una variedad de
respuestas celulares (Antoni, 2012). En las células eucariotas, los efectos del cAMP estdn
mediados por tres efectores celulares: la proteina quinasa A ("Protein Kinase A", PKA), la
proteina de intercambio activada por cAMP ("Exchange Protein directly Activated by cAMP",

EPAC) y los canales idnicos regulados por nucledtidos ciclicos (ibid).

Existen numerosos trabajos donde se ha reportado la accién del cAMP sobre los filamentos de
actina y los microtubulos. La PKA es capaz de fosforilar directamente a proteinas de unién a la
actina como por ejemplo la filamina (Wang et al., 1996; Hastie et al., 1997; Jay et al., 2004) y la
aducina (Matsuoka et al., 2000). Ademas, conduce a la fosforilacion de proteinas de unién o
vinculadas a la actina como por ejemplo la cofilina -a través de LIMK1- (Nadella et al., 2009) o
la MLC (Moy et al., 1993; Qiao et al., 2003; Aslam et al., 2010), y asi induce la reorganizacién
de los filamentos de actina. La PKA también fosforila a proteinas que se asocian a los MT, como
tau (Zhu et al., 2010) y estatmina (Di Paolo et al., 1997), modificando de esta forma la

dinamica de estos filamentos.

Compartimentalizacién del cAMP

La sefializacién del cAMP ocurre en compartimentos intracelulares o microdominios regulados
independientemente. La compartimentalizacion del cAMP puede ser explicada en parte por la
localizacién de las adenililciclasas (AC), que contribuyen a la generacién del cAMP en
determinados microdominios celulares (Edwards et al., 2012; Caldieri and Sigismund, 2016), y
por la distribuciéon de fosfodiesterasas que restringen el cAMP a un microambiente celular
(Surapisitchat and Beavo, 2011; Edwards et al., 2012; Conti et al., 2014). Las proteinas de
anclaje de la PKA ("A-Kinase Anchoring Proteins", AKAPs) pueden asociarse a las AC y a las
fosfodiesterasas y asi limitan su localizacién intracelular (Houslay, 2010; Edwards et al., 2012;
Dema et al., 2015). Las AKAP se unen también a los dos efectores del cAMP, la PKA y el EPAC
(Dodge-Kafka et al., 2005; Dema et al., 2015). Asi, las AKAP son capaces de ensamblar

complejos macromoleculares los cuales reinen una AC y generan un “pool” de cAMP que
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actua efectivamente sobre sus efectores (Edwards et al., 2012; Kritzer et al., 2012; Dema et al.,
2015). La presencia de las fosfodiesterasas a la vez determina el nivel y la persistencia de una
sefial de cAMP en un sitio especifico y puede impedir la activacion inapropiada de estos

efectores por fluctuaciones de los niveles de cAMP basales (Houslay, 2010; Kritzer et al., 2012).

En los mamiferos se han identificado diez genes que codifican para las isoformas de la AC
(Antoni, 2012; Steegborn, 2014). Nueve de ellos codifican para las isoformas
transmembranales. Las adenililciclasas transmembranal presentan dos dominios hidrofébicos
con seis hélices que se expanden en la membrana. Su actividad es regulada principalmente por
proteinas G heterotriméricas asociadas a receptores acoplados a proteinas G (Antoni, 2012).
Las AC transmembranales difieren en su patrén de expresidn y en sus propiedades reguladoras
(Steegborn, 2014). Se localizan mayoritariamente en la membrana plasmatica, pero también se
han encontrado en la membrana del reticulo sarcoplasmatico en cardiocitos (Gao et al., 1997;

Zaccolo and Pozzan, 2002; Head et al., 2005) o en endosomas (Calebiro et al., 2009).

El segundo tipo de AC, la adenililciclasa soluble (sAC), es codificada por un solo gen que es
regulado por multiples promotores y cuyo mensajero también puede sufrir un extenso
empalme (“splicing”) alternativo (Tresguerres et al., 2011; Schmid et al., 2014). Las sAC
carecen de dominios transmembranales y se localizan en el citoplasma, dentro de Ia
mitocondria y el nicleo, junto a los MT y en centros organizadores de MT (Zippin et al., 2002).
A pesar de que la sAC no es una proteina transmembranal, se la ha encontrado en fracciones
de membrana (Braun and Dods, 1975; Kolodecik et al., 2012; Chen et al., 2013) y podria estar
asociada a la membrana plasmdtica (Chen et al., 2013). A diferencia de las AC
transmembranales, las sAC son insensibles a la forscolina, son reguladas por bicarbonato, el
gue aumenta el nimero de recambio del sustrato, y por iones calcio, que incrementan su

afinidad por el sustrato (Lee et al., 2014; Steegborn, 2014).

Se ha observado que variaciones en la concentracion de cAMP en distintos compartimentos
intracelulares tienen efectos diferentes. Un incremento en la concentracién de cAMP cercano
a la membrana tiene un efecto protector sobre la barrera epitelial (Sayner, 2011). Existen
numerosos trabajos en distintos epitelios donde también se reporta el efecto antagonista del
cAMP préximo a la membrana frente a situaciones que activan la maquinaria contractil celular
por un aumento en la fosforilacion de la MLC, por ejemplo por la accién de agentes

inflamatorios (Moy et al., 1993; Qiao et al., 2003; Goeckeler and Wysolmerski, 2005; Aslam et
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al., 2010) o por drogas que desestabilizan los microtubulos (Birukova et al., 2004a). EIl cAMP
conduce a una disminucidn de la MLC a través de los siguientes mecanismos (Figura 2). Por un
lado, la PKA fosforila RhoA (en Ser188) (Goeckeler and Wysolmerski, 2005; Ramachandran et
al., 2011). Dicha fosforilacion incrementa la afinidad de RhoA al inhibidor de disociacidn de los
nucledtidos de guanidina y promueve el pasaje de la GTPasa a un estado inactivo (Lang et al.,
1996; Ellerbroek et al., 2003). En este estado, RhoA no puede activar a ROCK. La ROCK inactiva
es incapaz de fosforilar a la MLC (Qiao et al., 2003) y a la subunidad reguladora de la MLCP,
MYPT1, y de inhibirla (Kimura et al., 1996). Por otro lado, la via del cAMP/PKA promueve la
desfosforilacion e inactivacion del inhibidor endégeno de la MLCP, el CPI-17 (Aslam et al.,

2010) (Figura 2).

Existen numerosos trabajos que muestran que un incremento del cAMP producto de la sAC
tiene un efecto desestabilizador sobre la barrera epitelial. La bacteria Pseudomonas
aeruginosa produce una toxina, la Exo Y, que actlia como una sAC. Cuando la ExoY se introduce
a las células endoteliales microvasculares, se produce un incremento de cAMP citosélico que
afecta la barrera epitelial. Este incremento de cAMP genera espacios entre las células
endoteliales a través de un mecanismo que involucra la hiperfosforilacién de Tau en Ser-214 (y
acumulacién de Tau insoluble) y la desestabilizaciéon de los MT (Sayner et al., 2011; Balczon et
al., 2013) y los MF (Cowell et al., 2005) (Figura 4). El grupo de Stevens ha publicado una serie
de trabajos empleando una AC quimérica soluble, sAC I/1l, que responde a la forscolina (Sayner
and Stevens, 2006; Sayner et al., 2006; Prasain et al., 2009). El cAMP generado por esta enzima
produce un efecto similar sobre la barrera epitelial a la toxina (ibid.). En células endoteliales
microvasculares la activaciéon de la sAC I/Il provoca espacios intercelulares y determina una
disminucién de los MT periféricos (Prasain et al., 2009). Junto a esta remodelacidon no se
observa la reorganizacion de la actina-F del anillo cortical en fibras de estrés, como
habitualmente ocurre al verse comprometida la barrera epitelial y afectarse los MT periféricos
(ibid.). El incremento del cAMP citosdlico por accion de la sACI/Il conduce a una disminucion
en la fosforilacion de la MLC, los autores concluyen que esto previene la reorganizacion de la
actina cortical (ibid.). Asimismo, proponen que la remodelacién de los MT esta acoplada a
cambios en las proteinas de las AJ, las que a su vez son las responsables de desestabilizar la
barrera epitelial (ibid.) (Figura 4). En células endoteliales, al estimular la AC transmembranal y
a la vez inhibir la fosfodiesterasa PDE4D4, se logra que el “pool” de cAMP de la membrana
plasmatica acceda al citosol (Creighton et al., 2008; Zhu et al., 2010). El incremento de cAMP

citosdlico generado de esta manera tiene efectos similares a los observados en los trabajos
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anteriores sobre la barrera epitelial y los microtubulos (Zhu et al., 2010) (Figura 4). En este
articulo, se constata ademds una activacién de la proteina quinasa A (PKA), la que colocaliza

con los MT despolimerizados (ibid).

Figura 4 — Incremento del cAMP citosolico El cAMP citosdlico puede aumentar por accién de
la adenililciclasa soluble (1A) o por la inactivacién de la fosfodiestersa PDE4D4 que permite
que el cAMP sintetizado por la adenililciclasa transmembranal difunda hacia el citosol (1B).
Este cAMP activa a una PKA que colocaliza con los microtibulos y fosforila Tau, la que se
disocia de los microtubulos. Esto favorece el desensablaje de los mismos y lleva a la formacidn
de espacios intercelulares (2). La PKA también conduce a la desfosforilaciéon de la pMLC (ver

Figura 2) (3). Adaptado de Sayner, 2011.

Es interesante sefialar que, frente a un aumento simultdneo de cAMP por la AC
transmembranal y por la sACI/Il quimérica, prima el efecto desestabilizador sobre la barrera
epitelial (Sayner et al., 2006). Esto ocurre a pesar de que la actividad de la AC transmembranal

es 4.5 veces mayor que la generada por la sACI/Il quimérica (ibid).
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La via de ERK1/2

La via de ERK (“extracelular signal-regulated kinase”) pertenece a un grupo de vias de
sefializacién intracelular que se encuentra evolutivamente conservada en las células eucariotas
y es activada en respuesta a una variedad de ligandos extracelulares, tales como factores de
crecimiento, hormonas y neurotransmisores (Ramos, 2008; Yao and Seger, 2009; Cargnello and
Roux, 2011; Roskoski, 2012). La sefializacion de esta MAPK (“mitogen-activated protein
kinase”) opera a través de la fosforilacidn y activacién secuencial de tres MAP quinasas (Figura
5). Estas son: 1) las MAPKK quinasas, A-Raf, B-Raf y Raf-1, 2) las MAPK quinasas, MEK1 y MEK2
y 3) las MAPK, ERK1 y ERK2. La primera quinasa Raf (MAPKK quinasa) es reclutada en la
membrana plasmatica u otras membranas donde es activada por fosforilacidn. En su estado
activo, Raf fosforila y activa a MEK1/2 (MAPK quinasa) que a su vez fosforila y activa a ERK1/2
(MAPK) (ibid). Al ser fosforilada en los residuos de treoninal83 y tirosinal85, las ERK1/2
pueden fosforilar a mas de 180 sustratos diferentes provocando diversas respuestas (Yoon and

Seger, 2006).
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Figura 5 —Via de MAPK-ERK. La via ERK se puede activar por receptores acoplados a las

proteinas G, las integrinas, las tirosinas quinasas Src/Fyn y otros receptores de tirosina
quinasas. Cuando el receptor de EGF se une a su ligando se autofosforila. Esto promueve el
reclutamiento de Grb-2, que a su vez recluta al intercambiador de nucledtidos de guanidina,
SOS. SOS activa a Ras. Ras-GTP recluta a las distintas Raf a la membrana, donde es activada por
multiples quinasas y fosfatasas. Raf fosforila a MEK y éste a su vez fosforila a ERK. ERK fosforila
a multiples sustratos a nivel citosélico y también es capaz de translocarse al nicleo donde

fosforila muchos factores de transcripcion. Adaptado de Ramos, 2008.

Al igual que la via del cAMP/PKA, la respuesta especifica desencadenada por ERK1/2 se debe
en gran parte a su union con distintos complejos de proteinas de andamiaje (Ebisuya et al.,
2005; Brown and Sacks, 2009; Casar and Crespo, 2016). Estos complejos son capaces de

regular la duracién y magnitud de la respuesta de ERK1/2, controlar su localizacién subcelular
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(Yao and Seger, 2009; Wortzel and Seger, 2011) y facilitar su interaccién con componentes de

otras vias de sefializacion (Brown and Sacks, 2009; Casar and Crespo, 2016).

Se ha constatado que existe un “pool” de moléculas de ERK que se asocian con los MT (Reszka
et al., 1995; Harrison and Turley, 2001; MacCormick et al., 2005) y con los filamentos de actina
(Leinweber et al., 1999; Hirata and Sokabe, 2015), y que estd involucrado en su reorganizacion.
Es muy frecuente que ERK sea reclutado junto a los filamentos a través de proteinas de
andamiaje (Brown and Sacks, 2009). Una de estas proteinas es IQGAP, una proteina
multidominio capaz de formar un complejo con B-Raf (Ren et al., 2007), MEK1/2 (Roy et al.,
2005) y ERK1/2 (Roy et al., 2004). Como mencionamos anteriormente (ver “Interacciones ebtre
los microtubulos y los filamentos de actina”), IQGAP se une a la actina-F y a proteinas de unidn
a MT. Al formar un complejo con estos tres componentes de la cascada, IQGAP facilita la
activacién de ERK asociada al citoesqueleto. Asimismo, ERK puede fosforilar y regular a
proteinas de unién a la actina y a la tubulina. Uno de los blancos de ERK es la cortactina (Kelley
et al., 2010, 2011; Zhao et al., 2012; Stamatovic et al., 2015), una proteina que se une a la
actina y contribuye a su polimerizaciéon (Martinez-Quiles et al., 2004). En los epitelios la
cortactina se asocia a la actina del anillo cortical (Zhao et al., 2012), donde colocaliza con ZO-1,
una proteinas que forma parte de las TJ (Stamatovic et al., 2015). Al ser fosforilada por ERK (en
Ser 405), la cortactina se transloca de la membrana plasmatica al citosol donde es degradada
(Zhao et al., 2012). Esto provoca una reduccién en la interaccidon de ZO-1 con el citoesqueleto
de actina cortical y compromete la estabilidad de las TJ (Stamatovic et al., 2015). La estatmina
es una proteina que se une a los heterodimeros de tubulina libres en el citoplasma, regulando
por tanto la concentracion de tubulina libre. Cuando la estatmina es fosforilada (en Ser 25 y
38) por ERK, los heterodimeros de tubulina quedan libres para polimerizarse y formar los MT

(Lovri¢ et al., 1998).

Existen diversos trabajos en donde se ha reportado la activacién de ERK1/2 por cambios en el
PMP en células excitables (Carrasco et al., 2003; Corvol et al., 2005; Obara et al., 2007
Nordstrom et al., 2009). Asimismo, se ha observado que ocurre un incremento en la
fosforilacion de ERK1/2 en queratinocitos y neutréfilos expuestos a campos eléctricos (Zhao et
al., 2006). También se ha encontrado una activacion de ERK en respuesta a la DPMP en células

epiteliales de tubulo renal (Waheed et al., 2010).
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Interacciones entre las vias de RhoA, cAMP y ERK

Como se sefiald en anteriormente (ver “Compartimentalizacién del cAMP”) la PKA es capaz de

fosforilar a RhoA y promover el pasaje de la GTPasa a un estado inactivo.

Se ha reportado que ERK también puede regular a RhoA. En algunos tipos celulares con
activacion de ERK sostenida, se ha observado una menor activacion de RhoA con la
consecuente inactivacion de ROCK (Sahai et al., 2001; Pawlak and Helfman, 2002; Vial et al.,
2003). Sin embargo, en otros tipos celulares la activacidon constitutiva de ERK provoca la
activacion de RhoA a través de la fosforilacidon de la GEF-H1 (Fujishiro et al., 2008). En células
epiteliales de tubulo renal, la despolarizacién del PMP activa a ERK y éste a su vez conduce a la
activacion de RhoA (Waheed et al., 2010). La via de RhoA/ROCK a su vez puede activar a ERK

(Yanazume et al., 2002).

El cAMP también puede modular la activacion de ERK. Existen numerosos trabajos en donde se
observa que la via del cAMP/PKA inhibe la activacion de ERK (Cook and McCormick, 1993; Wu
et al., 1993a; Hafner et al., 1994). Esta inhibicidén es producto de la fosforilacién de Raf-1 en
distintos residuos (Ser 43, 259, 621) por parte de la PKA (Wu et al., 1993a; Dhillon et al., 2002).
En el endotelio pulmonar, se produce una activacién de ERK en respuesta a la inhibicidn de la
PKA (Liu et al., 2001). Sin embargo, también se encuentra reportado que el cAMP puede
activar ERK a través de Rapl, que a su vez activa a B-Raf (Young et al., 1994; Vossler et al.,
1997). El cAMP puede activar a Rapl a través de sus dos efectores: PKA y EPAC. La PKA
fosforila a la tirosina quinasa Src, que a su vez activa a Rapl (Obara et al., 2004). La EPAC es la
GEF que activa a Rap1 (de Rooij et al., 1998). La accién del cAMP sobre la MAP quinasa parece
depender del tipo celular, del “pool” de cAMP involucrado y de los factores que activan la via

de ERK (Houslay and Kolch, 2000).

En este trabajo nos centramos en la busqueda de intermediarios de vias de sefializacién
celular, activadas directamente por el PMP, que estén implicadas en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y de tubulina en el endotelio de cérnea. Si bien el grupo de Szaszi
encontré que en células de epitelio renal en cultivo la DPMP activa la via Ras/Ref/MEK/
ERK/GEF-H1/Rho/ROCK con el consecuente incremento en la ppMLC, los efectos morfoldgicos
de la DPMP sobre las células renales (Szaszi et al., 2005; Waheed et al., 2010) no son los

mismos a los observados en las células BCE (Chifflet et al., 2003). Asimismo, mientras que en
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células BCE el citoesqueleto de actina y tubulina se remodela en respuesta a la DPMP (Chifflet
et al.,, 2003), estudios preliminares de nuestro laboratorio en MDCK indican que el
citoesqueleto no se reorganiza en dichas condiciones (resultados presentados en forma de
poster en las XI Jornadas de la SUB (Correa et al., 2005)). En consecuencia, podrian activarse

vias de sefializacién diferentes en estos epitelios.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de esta tesis de doctorado consiste en contribuir a comprender los
mecanismos celulares y moleculares involucrados en la remodelacidon del citoesqueleto de
actina y tubulina, vinculado a las uniones intercelulares en epitelios de transporte, en

respuesta a los cambios del potencial de membrana plasmatica.

Objetivos especificos

-ldentificar la(s) via(s) molecular(es) que media(n) las respuestas del citoesqueleto de actina a

la despolarizacién del potencial de membrana en endotelio de cérnea.

-ldentificar la(s) via(s) molecular(es) que media(n) las respuestas del citoesqueleto de actina a

la hiperpolarizacién del potencial de membrana en endotelio de cérnea.

-Determinar si la(s) via(s) molecular(es) que media(n) las respuestas del citoesqueleto de
actina a la despolarizacion del potencial de membrana en este epitelio también son
responsables de las modificaciones de los microtubulos y si las remodelaciones de ambos

filamentos estan vinculadas.
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Materiales y métodos

1 Soluciones y reactivos

Todos los reactivos y drogas se adquirieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), a menos que se

especifique lo contrario.

Solucion control (SC): NaCl 127 mM, KCI 5.4 mM, NaH,P0O41.02 mM, CaCl; 3.6 mM, MgS0,0.8

mM, Hepes 10 mM pH 7.4. El CaCl; se adiciond en el momento de la utilizacién de la solucién.

Soluciones despolarizantes: KGIn: Solucidon de gluconato de potasio. Igual que la solucién
control, sustituyendo el NaCl por KGIn en cantidades equimolares. NaGln: Soluciéon de
gluconato de sodio. Igual que la solucién control, sustituyendo el NaCl por KGIn en cantidades
equimolares. Na,S04: Solucion de sulfato de sodio, igual que la solucién control, sustituyendo
el NaCl por Na,SO, en cantidades equimolares. Gram: Solucién de gramicidina. Solucién SC

suplementada con 1 pg/ml de gramicidina.

Soluciones hiperpolarizantes: ChoCl: Solucién de cloruro de colina. Igual que la SC,
sustituyendo el NaCl por ChoCl en cantidades equimolares. NMDG: Solucién de N-metil-D-
glucamina. lgual que la SC, sustituyendo el NaCl por una cantidad equimolar de cloruro de N-
metil-D-glucamina. Val: Solucion de valinomocina. Solucion SC suplementada con 1 pg/ml de

valinomicina.

Buffer PBS de Dulbecco (DPBS): NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na;HPO; 5.8 mM, KH,PO; 1.5 mM,
MgCl, 0.5 mM, CaCl, 0.9 mM, pH 7.5. El MgCl, y el CaCl, se adicionaron en el momento de su

utilizacion.

Drogas. El inhibidor de la PKA (iPKA) se reconstituyd en agua como una solucién stock 750 uM
y se diluyd a una concentracién de trabajo de 20 uM. El resto de las drogas se prepararon
como soluciones stock 1000 X en dimethilsufoxido (DMSO): KH7 (15 mM), SQ22536 (50 mM),
Y-27632 (5 mM), A6355 (27 mM), citocalasina D (25 uM), jasplakinolide (20 mM), nocodazol

(0.1 mM), paclitaxel (10mM). Se realizaron alicuotas de las soluciones que se preservaron a
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-20 °C. Las drogas se diluyeron a la concentracion final en el medio o solucién correspondiente

inmediatamente antes de su uso.

2 Cultivos celulares

En este trabajo se utilizaron células de endotelio de cérnea de bovino (BCE) y células de
endotelio de aorta de bovino (“Bovine Aortic Endothelial Cells”, BAEC), las que se obtuvieron a
partir de ojos y aortas toracicas frescas, respectivamente, amablemente brindadas por el

I”

frigorifico “Las Piedras” y el frigorifico “Lorsina

Los cultivos de células de endotelio de cérnea de bovino (BCE) se realizaron como fuera
descrito en trabajos previos del laboratorio (Chifflet et al., 2003). Brevemente, las cérneas
disecadas se trataron con tripsina (0.25%)-EDTA (0.02%) en PBS sin Ca** y Mg? de 20 a 30
minutos a 37 °C. Las células endoteliales de cada cérnea se removieron suavemente con una
espatula roma, y se colocaron en cajas de cultivo de 35 mm conteniendo medio de cultivo
MEM suplementado con 10% de suero, 50 pg/ml de gentamicina, 0.25 pug/ml de anfotericina B
y 50 pg de proteina total/ml de extracto total de retina (Arruti and Courtois, 1978). Una vez

alcanzada la confluencia, las células se subcultivaron y se mantuvieron en el mismo medio.

Los cultivos de células de endotelio de aorta de bovino (BAEC) se realizaron como fuera
descrito en nuestro trabajo previo (Justet et al., 2013). Brevemente, luego de extraer el tejido
adiposo y conectivo, las aortas se lavaron con DPBS estéril y se cortaron en trocitos pequefios
(0.5 x 1 cm), y el endotelio se tratd con colagenasa (6.5 U/ml) en DPBS durante 30 minutos a
37 °C. Las células endoteliales se removieron con una espatula roma y se colocaron en cajas de
cultivo de 35 mm conteniendo medio de cultivo MEM suplementado con 10% de suero, 50
pg/ml de gentamicinay 0.25 pg/ml de anfotericina B. Una vez alcanzada la confluencia, las
células se subcultivaron y se mantuvieron en el mismo medio. Se utilizaron células del 12 al 52

pasaje con 15-20 dias de cultivo (BCE) y del 42 al 162 pasaje con 10-15 dias de cultivo (BAEC).

Las células B16F1 (ATCC CRL-6323, Rockville, MD, USA), fueron gentilmente cedidas por el Dr.

Alejando Chabalgoity y cultivadas en el mismo medio que las anteriores.
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3 Procedimientos despolarizantes e hiperpolarizantes del potencial de

membrana plasmatica

La diferencia del potencial de membrana plasmatica (APMP) es el resultado de Ia
permeabilidad y distribucidn asimétrica de los iones Na*, K*, CI. EIl APMP puede calcularse

mediante la ecuacién de Goldman-Hodkin-Katz (G-H-K):

RT Py[K .+ Py[Na™],+ P,[CL7];
APMP = 2 1n xl +] val a+] al _]
F  PglK™];+ Pyg[Na ™]; + PglCL™],

Donde:

- APMP es la diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana plasmatica

- Reslaconstante universal de los gases

- Feslaconstante de Faraday

- Teslatemperatura absoluta

- Py, Png®, Po- son los coeficientes de permeabilidad de K*, Na*y CI', respectivamente.

- [K*], [Na*] [CI] indican concentraciones de K*, Na* y CI, respectivamente. Los

subindices i y e hacen referencia a los medios intra o extracelular, respectivamente.

La DPMP se consiguid incubando a las monocapas celulares de BCE en una solucién salina en la
que se sustituyd el NaCl de la SC por una sal conteniendo un anién no difusible (gluconato o
sulfato). Las células BCE presentan una permeabilidad dominante de potasio. Al sustituir el
NaCl por KGIn, la corriente de K* saliente disminuye. Si observamos la ecuacion de G-H-K, este
procedimiento implic6 aumento de la [K*]e y, por consiguiente, del numerador. Cuando se
sustituye el NaCl por NaGln o Na,SO,, (los aniones gluconato y sulfato son no permeantes)
aumenta la salida de CI. Esto implica una corriente saliente de cargas negativas,
despolarizante. La gramicidina A es un iondforo permeable a cationes monovalentes que en
condiciones fisiolégicas provoca la DPMP por la entrada de sodio extracelular. Es decir, la
gramicidina aumenta la permeabilidad del Na* y con ello el numerador de la ecuacién de G-H-K
es mayor. Todos los procedimientos despolarizantes han sido utilizados en trabajos previos de
nuestro laboratorio para provocar la DPMP en monocapas de células BCE y en otros epitelios

(Chifflet et al., 2003; Chifflet et al., 2004). En esta tesis no se utilizdé la gramicidina A en los

38



estudios de busqueda de las vias de sefalizacidn celular involucradas en la DPMP ya que, como
se describe en los resultados, la gramicidina A tiene efectos propios, no dependientes de su

efecto como iondforo, sobre las vias de sefializacién (ver ParteD de Resultados).

Con el fin de hiperpolarizar el PMP, se emplearon dos procedimientos. En uno de ellos, las
monocapas celulares de BCE se incubaron en una solucidn salina en la que se sustituyo el NaCl
de la SC por una sal conteniendo un catiéon no difusible (Cho o NMDG). Esta maniobra
disminuye la entrada de sodio, lo que provoca la HPMP. Si analizamos esto, en la ecuacién de
G-H-K, al disminuir el [Na*]e el numerador se vuelve mayor. El otro procedimiento consistio en
agregar a la SC valinomicina, un iondéforo de K*. La valinomicina provoca la salida del K*
intracelular a favor de su gradiente electroquimico. Es decir, aumenta el coeficiente de
permeabilidad del potasio haciendo mas importante su rol en la ecuacidon de G-H-K. Las dos
estrategias empleadas en este trabajo para hiperpolarizar el PMP han sido utilizando en las

monocapas celulares de BCE en nuestro laboratorio (Nin et al., 2009).

4 Tinciones fluorescentes

Las tinciones fluorescentes se realizaron sobre las monocapas celulares sembradas sobre
cubreobjetos de acuerdo a lo detallado en Tabla | y siguiendo los siguientes procedimientos
generales. Las monocapas celulares se fijaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con
paraformaldheido (PAF) o PAF-Tritén X-100. Luego, las células se permeabilizaron con Tritdn X-
100 (TX-100) a la dilucién apropiada o con 0.1% Tween 20- 1% seroalbumina bovina y se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente. A continuacién, las células se lavaron
tres veces con DPBS y se incubaron con el anticuerpo secundario. Finalmente, las monocapas
se lavaron tres veces con DPBS y una vez con agua destilada, y se montaron en glicerol-Tris 1.5
M, pH 8.8 (5:1). A las soluciones de PAF se les adiciondé CaCl, 0.9 mM y MgCl; 0.5 mM en el
momento de su utilizacién. Las incubaciones con los anticuerpos se realizaron durante una
hora a 37 °C en cdmara humeda. Las diluciones de los anticuerpos se hicieron en seroalbumina

bovina (BSA) 1% en DPBS.

Tabla |

Antigeno Fijacidn Permeabilizaciéon | Anticuerpo Anticuerpo
Primario Secundario
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pMLC 15 minutos 15 minutos anti-pMLC anti-conejo
PAF 4% 0.1% TX-100 (Abcam) conjugado a
1/500 Cy3 (Abcam) o
conjugado a
Alexa 488
(Molecular
Probes)
1/500
ppMLC 15 minutos 15 minutos anti-ppMLC anti-cabra
PAF 2% 0.25% TX-100 (Santa Cruz) conjugado  a
1/200 Rhodamina o
conjugado a
FiTC (Santa
Cruz)
1/200
N-Cadherina 15 minutos 15 minutos anti-N anti-ratén
PAF 4% 0.1% TX-100 cadherina conjugado a
(Sigma) Cy3 (Abcam) o o
1/100 conjugado a
FitC
1/500
Pan-Cadherina 15 minutos 15 minutos anti-pan anti-conejo
PAF 4% 0.1% TX-100 Cadherina conjugado a
(Sigma) Cy3 (Abcam) o
1/1000 conjugado a
Alexa 488
(Molecular
Probes)
1/500
cAMP 15 minutos 0.1% Tween 20- | anti-cAMP anti-ratén
PAF 4% 1% BSA (Abcam) conjugado a
1/500 Cy3 (Abcam) o
conjugado a
FitC
1/500
pPERK 15 minutos 5 minutos anti-pERK anti-conejo
PAF 4% 0.1% TX-100 (Sigma) conjugado a
1/500 Cy3 (Abcam) o
conjugado a
Alexa 488
(Molecular
Probes)
1/500
a-tubulina 10 minutos anti-o-tubulina | anti-ratén
PAF 2%-TX-100 (Sigma) conjugado a

0.25%

1/500

Cy3 (Abcam) oo
conjugado a
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FitC
1/500
fosfotirosina 15 minutos 5 minutos anti- anti-ratén
PAF 4% 0.1% TX-100 fosfotirosina conjugado a
(Sigma) Cy3 (Abcam) oo
1/50 conjugado a
FitC
1/500

Para la tincion de la actina-F se utilizé la faloidina conjugada a isotiocianato (FITC) 1/500. Los
nucleos se visualizaron con Hoechst 1/1000. Las células se incubaron con faloidina FITC o con
Hoechst junto con los anticuerpos secundarios en aquellos casos en los que se visualizé la
actina o los nucleos, respectivamente, de manera simultanea con los antigenos anteriormente

mencionados.

Cuantificacion de la ppMLC en imagenes de inmunofluorescencia

En las imagenes de inmunofluorescencia de la ppMLC obtenidas por microscopia de
epifluorescencia, ésta se observa de manera punteada en el limite celular (Figura 9A). A fin de
determinar la existencia de variaciones en el patrén de la sefial de la ppMLC en respuesta a los
cambios de la ppMLC, se realizo el analisis de las imagenes que se describe a continuacidon. En
primer lugar, se seleccionaron los "puntos" fluorescentes con la herramienta varita magica y se
cuantifico la densidad integrada (DI) de cada uno de éstos con el programa Adobe Photoshop
CS5 Extended software (Adobe Systems, Mountain View, Calif., USA). Se cuantificé la DI de 10
imagenes por condicién por experimento. A continuacién, se normalizaron los valores de la DI
de cada uno de los puntos en relacién al valor del punto con mayor DI de las diferentes

condiciones. Los valores de DI normalizados se ordenaron en intervalos de 0.1.

Cuantificacion del area de los microtubulos periféricos

El drea de los MT periféricos se determind de imagenes de inmunofluorescencia obtenidas por
microscopia de epifluorescencia. Las imagenes se procesaron con el ImageJ (National Institutes

of Health, Bethesda, Md., USA) siguiendo los pasos descritos a continuacién: 1) Se trazé una

linea sobre los microtubulos periféricos con la herramienta de “linea de trazo libre” (“Freehand

” (Il

Line”). 2) La linea se transformd en un area con el comando “linea a drea” (“Line to Area”). En

aquellos casos en que el ancho del drea obtenida con el procedimiento anterior era menor al
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area de los MT periféricos, el ancho se aumenté con el comando “agrandar” (“Enlarge”). 3) Las

|ll

areas seleccionadas se grabaron como una region de interés (ROI) utilizando el “plugin”
“Administrador de ROI” (“ROI manager”). 4) El area de los MT periféricos se midié con el

comando “medir

” (ll

Measure”) del “plugin” “Administrador de ROI”.

Microscopia

La mayor parte de las tinciones fluorescentes se observaron empleando un microscopio de
epifluorecencia Nikon 50i (Nikon, Tokyo, Japan) y se fotografiaron con una cdmera Moticam
Pro 282B y el software Moticam Image Advanced 3.2 (Motic, Xiamen, China). Asimismo, se
empled el microscopio confocal Leica (modelo TCS SPIl). En este Ultimo caso se adquirieron

planos confocales cada 1 um.

Cuantificacion de nucleos ERK positivos

Para determinar la localizacion de pERK, se realizaron mascaras de los nlcleos Hoechst
positivos (“Varita magica” del Adobe Photoshop) que se superpusieron sobre las imagenes

tefiidas para pERK. El nUmero de los nucleos pERK positivos se determind para cada condicién.

5 Estudios de la desestabilizacion de las uniones adherentes

Las monocapas de BCE en cultivo se incubaron 30 min con vy sin el inhibidor de ERK, A6355 27
UM, en MEM sin suero y a continuacién 30 min en SC o en ChoCl, con o sin la adicién de A6355
27 uM. Luego, la mitad de las monocapas se transfirieron a las soluciones correspondientes sin
calcio. El efecto de las soluciones sin Ca?* se siguié en un microscopio de contraste de fase
hasta que se detectaron separaciones intercelulares en cualquiera de las monocapas
(aproximadamente 10 minutos después). Las monocapas se fijaron y se realizd una tincién de

la actina con faloidina FITC.

Cuantificacion de la separacidn intercelular

El area entre las células en los estudios de desestabilizacion de las uniones adherentes se
determind de las imagenes de las células tefiidas con faloidina FITC obtenidas por microscopia

de epifluorescencia. Las imagenes se procesaron con el programa Adobe Photoshop. Para ello,
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se selecciond el area entre las células con la herramienta “Varita mdgica” y luego se determiné

el drea con el comando “Measurement log”.

6 Western blot

Para determinar las variaciones de la pMLC, la ppMLC, pERK y en la fosforilacion de los
sustratos fosforilados de la PKA por Western blot (WB), se utilizaron monocapas cultivadas en
placas de Petri de 35 mm (pMLC, sustratos fosforilados de la PKA y pERK) o 60 mm (ppMLC).
Una vez culminados los distintos tratamientos, las placas se colocaron sobre hielo y las células
se extrajeron con buffer de lisis (ver Tabla Il). A las células que se resuspendieron con el buffer
de lisis de pERK se les agregd 67 pl de buffer Laemmli 4x. Las muestras para el WB de la pMLC
y la ppMLC debieron ser sonicadas con 3 pulsos de 10 segundos de duracién y de 8500 rpm
antes de ser hervidas, para lograr romper el ADN. En el resto de las muestras, el ADN se
fragmenté forzando la muestra a pasar a través de una jeringa de punta fina varias veces. A
continuacién, todas las muestras se centrifugaron 10 minutos a 25.000 g y se conservo el
sobrenadante. En el caso del WB de la PKA, se agregd 30 ul de buffer Laemmli 4x al
sobrenadante. Se cargaron 100 pg de proteina para el WB de la pMLC, de los sustratos
fosforilados de la PKA y de la pERK, y 200 pg de proteina para el WB de la ppMLC en un gel
SDS-PAGE (en la Tabla Il se indican los porcentajes de los geles de apilamiento y separacion),
que se corrié a voltaje constante. Luego de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
una membrana de polivinil difluoruro (PVDF) (Amersham-GE, Healthcare). Para verificar la
transferencia de las muestras, las membranas se tifieron con Ponceu, se escanearon y se
cuantificod la densidad integrada de cada carril con el Imagel. Las membranas se bloquearon
con leche descremada al 5% en DPBS y se incubaron con el anticuerpo correspondiente (ver
Tabla Il) toda la noche a 4°C. A continuacion, la membrana se lavé tres veces con DPBS-Tween
0.05% y se incubd 1 hora en cdmara hiumeda con el anticuerpo secundario correspondiente.
Los anticuerpos se diluyeron en una soluciéon de leche descremada 1%- Tween-20 0.05% en
DPBS. Para visualizar las bandas se utilizé el procedimiento de quimio-luminiscencia
desarrollado por Haan y Behrmann (Haan and Behrmann, 2007). Se cuantificé la densidad
integrada (DI) de cada banda empleando el Imagel. Se realizé un control de transferencia
cuantificando la densidad integrada del Ponceu con el mismo programa. A fin de normalizar las
DI, en cada experimento la DI de cada condicién se dividié entre la suma de las DI de todas las

bandas de ese ensayo.
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Tabla ll

Antigeno Buffer de Lisis Anticuerpo Anticuerpo Tipo de Gel
Primario Secundario
pMLC 200 pl Buffer anti-pMLC anti-conejo 4% de
. (Abcam) 1/500 conjugado a la apilamiento-
Laemmli 1x peroxidasa 12% de
(Sigma) 1/10.000 | separacidn
ppMLC 300 pl Buffer anti-ppMLC (Cell | anti-conejo 4% de
. Signalling) 1/500 | conjugado ala apilamiento-
Laemmli 2x peroxidasa 12% de
(Sigma) 1/10.000 | separacidn
Sustratos 90 pl Buffer de anti-sustratos anti-conejo 4% de
. . fosforilados de la | conjugado ala apilamiento-
1
fosforilados de la | 'Lisis de la PKA PKA (Cell peroxidasa 10% de
PKA Signalling) 1/500 | (Sigma) 1/10.000 | separacion
pPERK 200 ul Buffer de | anti-pERK (Sigma) | anti-ratén 4% de
.. 1/500 conjugado a la apilamiento-
2
Lisis de pERK. peroxidasa 10% de
(Sigma) 1/2.000 separacion

1Buffer de Lisis PKA: Tris-HCl 20 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM y NP-40 0.5%. Se

adiciond en el momento de su utilizacién NaF 5mM, NazVO. 1mM y cocktail anti-proteasas.

2Buffer de Lisis pERK: NaCl 100 mM, HEPES 30 mM pH 7.5, NaF 20 mM, EGTA 1 mM y Triton X-
100 1%. En el momento de su uso se suplementd con NasVOs 1 mM, PMSF 1 mM y cocktail

anti-proteasas.

7 Geles bidimensionales

Para estos geles se utilizaron monocapas confluentes cultivadas en placas de Petri de 60 mm.
Una vez culminados los distintos tratamientos, las placas se colocaron sobre hielo y las células
se extrajeron con 100 ul de buffer de lisis (urea 8M, CHAPS 4%. En el momento de su uso se
suplementdé con DTT 40 mM y PMSF 1 mM). Las muestras se centrifugaron a 25000 g durante
10 min a 4 °C y se conservé el sobrenadante. Luego, las muestras se trataron con 1 pl de mix

nucleasa (GE Healthcare, Life Science)/ 100 pl de muestra para digerir el ADN, se centrifugaron
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a 15000 g durante 10 minutos a 4 °C y se conservo el sobrenadante. La muestra se traté con el
Kit de limpieza en 2-D (“2-D Clean-Up Kit”, GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del
fabricante y finalmente se resuspendié en 125 pl de buffer de rehidrataciéon (Urea 8M, CHAPS
2%. En el momento de su uso se suplementé con DTT 40 mM y un buffer de gradiente de pH
de inmovilizado (IPG, “immobilized pH gradient”) de un rango de pH 4-7 no lineal (GE
Healthcare) 0.5%. Para la primera dimensién (IEF) las muestras se cargaron en tiras IPG de
rango de pH 4-7 no lineales y de 7 cm longitud (GE Healthcare). En la primera dimensién se
siguio el siguiente programa: 1) 12 h de rehidratacion, 2) 30 min a 150 volts, en gradiente, 3)
1:30 h a un voltaje constante de 300 volts, 4) 30 min a 1000 volts, en gradiente, 5)1 h a un
voltaje constante de 1000 volts, 6) 1:30 h a 5000 volts, en gradiente, 7) 6 h a un voltaje
constante de 5000 volts. Las tiras de IEF se incubaron durante 15 min con agitacion constante
en el buffer de equilibracidn (urea 6M, buffer Tris-HCl 75 mM pH 8.8, glicerol 29.3%, SDS 2%,
azul de bromofenol 0.002%) al que se le agreg6 dithiothreitol (DTT) 10 mg/ml y luego otros 15
min también con agitacidon constante en el buffer de equilibracion 2D al que se le agregd
iodoacetamida 25 mg/ml. A continuacion, se realizd la segunda dimension en geles de SDS-
PAGE 10% que se corrieron a voltaje constante. Los geles fueron posteriormente tefiidos con

una tincion para fosfoproteinas y luego con una de plata como se describe mas abajo.

Tincidn fosfoproteinas

La tincion de fosfoproteinas se realizd sobre los geles bidimensionales y los geles de SDS-PAGE.
Para ello se siguié un protocolo desarrollado por Cong y colaboradores (Cong et al., 2014).
Brevemente, los geles se incubaron con la solucién de tincién (purpurina 3 uM, AICl3 50 uM,
formamida 30%, etanol 30%, buffer acetato de sodio /acido acético 250 mM pH 5.0) durante
una 1:30 min a 50 °C con agitacion constante. Luego se destifieron 10 min con la solucién de

destefiido (etanol 37.5%, buffer acetato de sodio/acido acético 500 mM pH 5.0).

Tincion con plata de los geles bidimensionales

La tincién con plata se realiz6 sobre los geles bidimensionales ya tenidos para visualizar
fosfoproteinas. Para ello en primer lugar, los geles se incubaron con una solucién de fijacién
(dcido acético 12%, etanol 50%, formaldehido 0.0185%) durante una hora con agitacion
constante. A continuacién, se realizaron tres lavados de 5, 10 y 15 min con etanol 50%. Los
geles se enjugaron rapidamente con una solucion de Na;S;03.5H,0 0.2 g/l, se lavaron tres

veces con agua destilada e incubaron 20 min con solucién de nitrato de plata (AgNOs 2g/I,
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formaldehido 0.028%) con agitacién constante. Luego de tres lavados con agua destilada, los
“spots” se revelaron con la solucion de revelado (Na,COs 30 g/l, NayS,0s.5H.0 4 mg/l,
formaldehido 0.0185%). La reaccién, con la solucidn de revelado, se detuvo con la solucién de

fijacién.

8 Evaluacion de RhoA activo

La activacion de RhoA GTPasa se evalud a través de un ensayo de “pull-down”. Se utilizaron
monocapas confluentes cultivadas en cajas de Petri de 60 mm. Una vez finalizados los distintos
tratamientos, se realizé un lavado rdpido con TBS (Tris-HCI 25 mM pH 7.4, NaCl 137 mM, KCl
2.7 mM). Las placas se colocaron sobre hielo y las células se extrajeron con 400 ul de buffer de
lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, TX-100 1%, NaCl 500 mM, SDS 0.1%, NaF 20 mM, en el momento
de su uso se suplementé con MgCl, 0.6 M, NasVO, 1 mM, PMSF 1 mM, y cocktail
antiproteasas). Las células se homogenizaron a 4 °C con homogeinizador Potter Elvehjem y se
centrifugaron a 250000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un tubo
eppendorf de 1.5 ml conteniendo 50 ug de microesferas unidas a Rhotekin (GST-Rhotekin-
Beads; Cytoskeleton, Inc) y se incubé durante 1 h a 4 °C con agitacion continua. La muestra se
colocd en una punta de pipeta automdtica de 1000 pl con filtro. A la punta se le recorté el
extremo inferior y a su vez se la colocé en un eppendorf de 2 ml. La muestra se centrifugo a
500 g durante 20 seg a 4° C. Las microesferas unidas a RhoA activo quedaron retenidas sobre
el filtro de la punta y RhoA inactivo se eluyd. Luego de cuatro lavados con buffer de lavado
(Tris-HCI 50 mM pH 7.4, TX-100 1%, NaCl 150 mM, NaF 20mM, en el momento de su uso se
suplemento con MgCl, 0.6 M), las microesferas se separaron de RhoA activo-Rhotekin con 100
pl de buffer Laemmli 1x. Las muestras con RhoA activo se hirvieron 5 min y se cargaron (50 pl
de muestra) en un gel de SDS-PAGE 4% de apilamiento/ 12% de separacion. El gel se corrio a
voltaje constante. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF (Amersham-GE, Healthcare). Las membranas se bloquearon con leche
descremada al 5% en DPBS y se incubaron con el anticuerpo anti-RhoA (Santa Cruz
Biotechnology) 1 h con agitacién constante. A continuacién, la membrana se lavd tres veces
con DPBS-Tween 0.05% y se incubd 1 h con agitacion constante con un anticuerpo anti-Ig G de
raton conjugado a peroxidasa de rabano picante (dilucion final 1/10,000) (Sigma). Se realizaron
tres lavados con DPBS-Tween 0.05%, previo al revelado. Los anticuerpos se diluyeron en una
solucion de leche descremada 1%-Tween-20 0.05% en DPBS. Para visualizar las bandas se
utilizé el procedimiento de quimio-luminiscencia desarrollado por Haan y Behrmann (Haan and

Behrmann, 2007). Los blots se escanearon y se analizaron con el ImageJ.
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9 Cuantificacion de cAMP

Para cuantificar el cAMP se siguié un protocolo de ELISA de competicién desarrollado por
Karimova y Ladant (Karimova and Ladant, 2007). Luego de obtener el conjugado BSA-cAMP,
siguiendo el procedimiento descrito por los autores, se cuantifico el cAMP del conjugado
midiendo su absorbancia. La concentracion de cAMP en el conjugado obtenido fue de 2.4 mM
y luego de testear distintas diluciones del conjugado se determind que la dilucién apropiada
del conjugado que nos permitia cuantificar y discriminar diferencias de cAMP en nuestro
sistema era de 1/20.000. Las placas de ELISA (Greiner) de 96 pocillos se sensibilizaron con 50 pl
del conjugado BSA-cAMP 100 diluido en buffer carbonato 50 mM pH 9.6 durante toda la noche
a 4 °C. Los pocillos se lavaron tres veces con DPBS-Tween 0.05% (DPBS-T) y se bloquearon con
BSA 20 mg/ml a temperatura ambiente. Una vez finalizados los distintos tratamientos, las
placas de 35 mm con las monocapas celulares de BCE se colocaron sobre hielo y las células se
extrajeron con 200 pl de DPBS-T. Los lisados celulares se hirvieron 5 min y se centrifugaron 10
min a 13000 g. Los sobrenadantes se diluyeron 20 veces en DPBS-Tween 0.05% e incubaron
durante 30 min con una dilucién 1/10000 de anti-cAMP (Abcam). En paralelo, diluciones de
cAMP (concentraciones de 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 nM) se incubaron durante el mismo tiempo
con el anti-cAMP (Abcam) 1/10000. A continuacién, cada pocillo se cargd con 80 ul de las
diluciones de los sobrenadantes o de cAMP mas el anti-cAMP y la placa de ELISA se incubd
toda la noche a 4 °C. Cada condicion se realizd por cuadruplicado. Luego de cuatro lavados con
DPBS-T, los pocillos se incubaron con 80 pl de anti-IgG de ratdén conjugado a peroxidasa de
rabano durante 1 h a 37 °C. Los pocillos se lavaron cuatro veces con DPBS-T y se incubaron con
la solucién de revelado a temperatura ambiente. Cuando se visualizé un color en la solucién de
revelado (OPD 0.5 mg/ml, acido citrico 50 mM, Na;HPO4 100 mM y H,0, 0.012%) que podia ser
medido de manera adecuada, la reaccién se detuvo con H,SO4 2 N. La absorbancia se midid en

un lector de placas a 492 nm.

10 Tratamiento estadistico de los resultados

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces de forma independiente, a no ser
gue se indique le contrario. Se utilizé el test de diferencias de medias (test t de Student) para
evaluar la significacidn estadistica de los resultados. El procesamiento de los datos se realizd

utilizando el programa “Microsoft Excel” de Microsoft Office.
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Resultados

Parte A: Estudio de las vias de sefializacion molecular que median las respuestas
del citoesqueleto de actina a la despolarizacidon del potencial de membrana en

endotelio de cornea

1 Determinacion de los cambios en la fosforilacion de la cadena liviana de la

miosina en respuesta a la despolarizacion del potencial de membrana plasmatica

En la investigacion de las vias de sefializacion involucradas en la remodelaciéon del
citoesqueleto de actina cortical en respuesta a la despolarizacion del PMP (DPMP),
comenzamos evaluando si existian variaciones en la fosforilacion de la MLC, ya que en las
células de epitelio renal la DPMP provoca un incremento en la ppMLC (Szaszi et al., 2005).
Ademas, como se mencionara en la Introduccidén, la miosina ||l no muscular se encuentra
asociada al citoesqueleto de actina. El encontrar cambios en la MLC nos permitiria acotar
nuestro estudio de las vias de sefializacién involucradas en la remodelacion del citoesqueleto a

aquellas que modulen la fosforilacién de la MLC.

Mediante la utilizacién de anticuerpos especificos para las formas mono- y difosforiladas de la
MLC se pudo observar que, en monocapas confluentes de células BCE en cultivo (Figuras 8A-B
y 9A-B), ambas especies moleculares presentan una distribucion similar a la de las células en
BCE in situ (Figura 6). Por otra parte, si bien las dos especies fosforiladas se localizan en la
periferia celular, lo hacen con un patrén de distribucion diferente. La ppMLC se localiza en el
limite celular con un patrén regular punteado (Figuras 6 y 9A-B) y la pMLC se dispone de

manera mas difusa en la corteza celular (Figuras 6 y 8A-B).

En células de BCE aisladas, tal como en aquellas que han establecido contactos celulares en
monocapas inmaduras, la pMLC se distribuye de manera difusa en la célula (Figura 7A-B).
Como mencionamos en el parrafo anterior, una vez que las monocapas han alcanzado la
madurez la pMLC se concentra en la periferia celular (Figura 8A). A diferencia de la pMLC, la
ppMLC no se visualiza en células aisladas y la ppMLC se detecta Unicamente en la corteza
celular en aquellos sitios en donde dos células contactan (Figura 7C y 7D). Por esta razon, la

ppMLC podria estar vinculada con la actina que forma parte de las uniones celulares.
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En BAEC observamos una sefal baja y difusa de las formas fosforiladas de la MLC (cf.Figura 10,
en la misma se muestra solo la pMLC pero puede observarse el mismo tipo de imagen para la
ppMLC), en consistencia con los reportado en la literatura para estas células (Hirano and

Hirano, 2016).

A

Actina-F *

Actina-F

Figura 6- Distribucion de las dos formas fosforiladas de la MLC en el endotelio de cérnea de
bovino in situ. Inmunofluorescencia de la pMLC (A) y de la ppMLC (B). Junto a cada una de
éstas se muestra una tincidon con faloidina-FITC realizada en simultdneo para observar la
distribucién de las MLC en relacidn a la actina-F. Barra: 15 um. Proyecciones Z de stacks de 1

pum obtenidos por microscopia confocal.
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A

B N-Cadherina

Actina-F

E

Figura 7. Distribucion de las dos formas fosforiladas de la MLC en células aisladas y en

monocapas subconfluentes de células BCE en cultivo. Las monocapas se fijaron, para luego
evaluar por inmunofluorescencia la localizacién de la pMLC en relacién a la actina-F (A) y a la
cadherina (B); de la ppMLC con respecto a la actina-F (C) y a la cadherina (D), y de ambas

formas fosforiladas de la MLC (E). Barra: 30 um.
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Al incubar las monocapas de BCE en las distintas soluciones despolarizantes se observé por
inmunofluorescencia una disminucién de la pMLC. Tal como ocurre con el citoesqueleto de
actina (Chifflet et al., 2003), la intensidad del efecto de la DPMP sobre la pMLC varia entre
distintas monocapas de BCE en cultivo (Figura 8A-B). En la Figura 8A se puede observar una
disminucién de la pMLC en monocapas que no han sufrido cambios importantes en la actina-F.
En aquellas monocapas celulares de BCE en donde la DPMP provocé una mayor remodelacién
del citoesqueleto de actina y una separacion de las células, la pMLC también disminuyé en la
mayor parte de las células (Figura 8B). En respuesta a la DPMP también se constaté por

Western blot una menor fosforilacion de la pMLC total en relacién al control (Figura 8C).

Si bien la DPMP provocé una reduccién de la pMLC en las monocapas de células de BCE, no se
observaron cambios en la fosforilacion de la ppMLC por inmunofluorescencia (Figura 9A).
Cuando la DPMP provocé la separacidon de células, tampoco se evidenciaron variaciones en la
ppMLC, salvo en aquellos sitios de la periferia celular en los que las células perdieron los
contactos celulares (Figura 9B). La figura 9C muestra una comparacién cuantitativa de la
fosforilacién de la ppMLC entre las distintas soluciones despolarizantes. Los datos de la grafica
representan los valores de densidad integrada (Dl) de cada uno de los puntos fluorescentes de
las imagenes de inmunofluorescencia, obtenidos utilizando el software de Photoshop, tal
como se describe en Materiales y métodos. Los valores de DI normalizados se ordenaron en
intervalos de 0.1 y se graficé la frecuencia de estos intervalos en funcién de la DI normalizada
(Figura 9C). Como se observa en la Figura 9C, la distribucién de los valores de DI de los
tratamientos con las distintas soluciones despolarizantes son similares a los de la solucién
control (SC). Asimismo, no se encuentran diferencias significativas entre las distintas
soluciones despolarizantes y la solucién control cuando se grafica la frecuencia en funcién del
intervalo de DI con mayor nimero de eventos de todos los tratamientos (0,1-0,2), de acuerdo
con los datos obtenidos en la Figura 9C (Figura 9D). Al evaluar las variaciones de la ppMLC por
Western blot en respuesta a la DPMP, tampoco se encontraron diferencias significativas de la

misma en relacién a SC (Figura 9E).

En su conjunto, nuestros resultados muestran que la respuesta de la MLC a la DPMP en las
monocapas de BCE es, por lo tanto, distinta a la de las células de tubulo renal, ya que en este
tipo celular la DPMP provoca un aumento en la ppMLC y no altera a la pMLC (Szaszi et al.,

2005).
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Figura 8- Efecto de la DPMP sobre la pMLC. Las monocapas de células BCE en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones despolarizantes (A-C). Las
monocapas se fijaron y se realizd una doble tincidn para visualizar la pMLC y la actina-F. Las
tinciones se realizaron en lineas celulares en donde la respuesta del citoesqueleto de actina a
la DPMP fue moderada (A) o muy pronunciada (B). Las puntas de flechas indican zonas en
donde disminuye la pMLC vy los asteriscos las zonas donde las células se separan (Barra A: 30
um, y B: 60 um). Western blot para la pMLC (C). El grafico muestra el porcentaje de la
densidad integrada respecto al control a partir de un andlisis densitométrico. Se representan
promedios = desvio estandar. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al
control (p<0.03, n=3). El control de la transferencia y la cuantificacidon de las bandas fueron
realizados como se describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de

tres experimentos independientes (C).
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Figura 9- Efecto de la DPMP sobre la ppMLC. Las monocapas de células BCE en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones despolarizantes (A-E). Las
monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar la ppMLC y la actina-F. Las
inmunofluorescencias se realizaron en lineas celulares en las que la respuesta del
citoesqueleto de actina a la DPMP fue moderada (A) o muy pronunciada (B). Las puntas de
flechas indican algunas de las zonas de las monocapas en que las células se separan. Barra: 30
um. Histogramas de las frecuencias de las DI normalizadas de las imagenes de
inmunofluorescencias (C). Grafico de la frecuencia promedio del intervalo con mayor nimero
de eventos de DI normalizada de todos los tratamientos (0.1-0.2, ver Figura 4C) (D). Western
blot para la ppMLC (E). El grafico muestra el porcentaje de la densidad integrada respecto al
control a partir de un andlisis densitométrico. Se representan promedios * desvio estandar
(n=3). El control de la transferencia y la cuantificacion de las bandas fueron realizados como se
describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de tres experimentos

independientes (E).
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A los efectos de determinar si en respuesta a la DPMP también se producen cambios en las dos
formas fosforiladas de la MLC en otros epitelios, realizamos estudios de inmunofluorescencia
en monocapas de BAEC en cultivo (Figura 10). En las monocapas incubadas en SC, la seial
observada de ambas formas fosforiladas de la MLC es baja y difusa. En respuesta a la DPMP no
se observaron cambios en la pMLC (Figura 10) ni tampoco en la ppMLC (resultados no

mostrados).

Control KGIn NaGIn

pMLC

Actina-F

Figura 10- Efecto de DPMP sobre la pMLC en BAEC. Las monocapas de BAEC en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones despolarizantes. Las monocapas se

fijaron y se realizé una doble tincidn para visualizar la pMLC y la actina-F. Barra: 60um.
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2 Evaluacién de los cambios del cAMP en respuesta a la despolarizacion del

potencial de membrana plasmatica

En funcién del resultado anterior en relacion a la DPMP y la MLC, nos centramos en aquellas
vias de sefializacion que al activarse pudieran inducir la disminucion de la pMLC. Como se
indica en la Introduccidn, existen trabajos que reportan que un incremento del cAMP puede
conducir a la disminucidn de la fosforilacion de la MLC (Aslam et al., 2010; Sayner, 2011). La
evaluacion de los cambios en la concentracion de cAMP intracelular se realizd6 por

inmunofluorescencia y a través de un ELISA de competicion.

A los efectos de confirmar que las células BCE responden a los cambios de cAMP se realizaron
controles con forscolina, un agonista de las adenilil ciclasas transmembranales. Como se
observa en la Figura 11, en presencia de forscolina se detecta un aumento de cAMP. Este
incremento de la concentracién de cAMP se inhibe en presencia de un inhibidor especifico de

las AC transmembranales, el SQ22,536 (Figura 11).

*
250 * %k
200
o 150
2 1
(%]
* 100
50
0 ]
Control 5022,536 Forscolina Forscolina+
5022,536

Figura 11- Efecto de la estimulacion (forscolina) e inhibicion (SQ22536) de las AC
transmembranales sobre los niveles del cAMP. Las monocapas de células BCE en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con SC conteniendo forscolina 15 puM, SQ22536 50 uM o
forscolina 15 uM + SQ22536 50 uM. Cuantificacidn de la concentracién de cAMP mediante
ELISA. Se grafica el porcentaje de cAMP en relacién al control. Se representan promedios +
desvio estandar. Los asteriscos (*, **) indican diferencias significativas (*p<0.01, ** p<0.05

n=3).
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Al incubar las monocapas de BCE en distintas soluciones despolarizantes se pudo observar, en
una primera instancia, mediante inmunofluorescencia, un incremento en la concentracién de
cAMP (Figura 12A-B). El aumento en la concentracidon de cAMP se observé a los 15 minutos del
tratamiento con las soluciones despolarizantes y se prolongd por 15 -20 minutos mds. En los
casos en los que la DPMP provocd la separacion de células, el incremento de cAMP se
evidencid mayoritariamente en aquellos sitios de la periferia celular en los que las células

perdieron los contactos celulares (Figura 12B).

A fin de determinar los cambios en la concentracién de cAMP en respuesta a la DPMP y
contrastar con los resultados ya obtenidos por inmunofluorescencia en monocapas de BCE, se
realizé un ELISA. Con esta metodologia se encontré un incremento en la concentracidon de

cAMP de aproximadamente 35% (Figura 12C).
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Figura 12- Efecto de la DPMP sobre la concentracidon de cAMP. Las monocapas de células BCE
en cultivo se incubaron durante 30 min en SC o en distintas soluciones despolarizantes (A-C).
Las monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar el cAMP y la actina-F.
Las inmunofluorescencias se realizaron en lineas celulares en donde la respuesta del
citoesqueleto de actina a la DPMP fue moderada (A) o muy pronunciada (B). Las puntas de
flechas indican algunas de las zonas de las monocapas en que las células se separan y se
observa un incremento del cAMP. Barra: 30 um. Cuantificacién de la concentracién de cAMP
mediante ELISA (C). Se grafica el porcentaje de la concentracion de cAMP en relacion al
control. Se representan promedios *+ desvio estandar. El asterisco (*) indica una diferencia

significativa (*p<0.02, n=3) (C).
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El incremento en la concentracién de cAMP en respuesta a la DPMP puede ser producto de un
incremento en la actividad de la adenilil ciclasa transmembranal y/o de la adenilil ciclasa
soluble (sAC). Es importante sefalar que en las BCE se expresa tanto la AC transmembranal
como la sAC (Sun et al., 2003; Li et al., 2011). Para evaluar el origen del cAMP empleamos los
inhibidores especificos de las AC transmembranales y de la sAC, SQ 22,536 y KH7

respectivamente (Bitterman et al., 2013; Schmid et al., 2014).

Cuando las monocapas de BCE se incubaron en KGIn en presencia del inhibidor de la sAC (KH7),
el aumento en la concentracién de cAMP provocado por la DPMP no fue significativo (Figura
13A). El inhibidor de la AC transmembranal (SQ 22,536) no tuvo efecto sobre el incremento en
la concentracion de cAMP provocado por la solucién de KGIn (Figura 13B). Estos datos sugieren

gue el aumento en la concentracion de cAMP seria producto de la activacidn de la sAC.
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Figura 13- Efecto de la inhibicién de la sAC y de las AC transmembranales sobre los cambios
en la concentracion de cAMP en respuesta a la DPMP. Las monocapas de células BCE se
preincubaron 30 min en MEM sin suero en ausencia o en presencia de KH7 15 uM. Luego, se
transfirieron por 30 min a SC o a la solucién de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las
células pretratadas con el mismo (A). Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en
MEM sin suero en ausencia o en presencia de SQ22536 50 uM. Luego, se transfirieron por 30
min a SC o a la solucidn de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas
con el mismo (B). La concentracién de cAMP se cuantificd por ELISA. Los graficos muestran el
porcentaje de la concentracion de cAMP respecto al control. Se representan promedios *

desvio estandar. El asterisco (*) indica diferencias significativas (*p<0.005, n=3) (A-B).
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Efecto de la inhibicion de la sAC sobre la pMLC y sobre la remodelacién del

citoesqueleto de actina en respuesta a la DPMP

Teniendo en cuenta el hallazgo de que la DPMP indujo un incremento en la concentracién de
cAMP y que este aumento se atenud con el inhibidor de la sAC, se realizaron experimentos
para determinar si el CAMP participa de la remodelacidon del citoesqueleto de actina y la
disminucién de la fosforilacion de la pMLC que ocurre en respuesta DPMP. Para ello, las

monocapas de BCE se incubaron en KGIn en presencia del inhibidor de la sAC, KH7.

En la Figura 14 se puede observar, que el KH7 atenua de manera significativa la disminucion de
la fosforilacion de la pMLC por la solucién de KGIn. Asimismo, que el inhibidor bloquea la
remodelacion del citoesqueleto de actina y la separacidén de las células en respuesta a la
solucion de KGIn (Figura 14A). Si bien estos resultados se realizaron empleando Unicamente el
KGIn y habria que repetir los experimentos con otras soluciones despolarizantes, los resultados
son consistentes con la idea de que el incremento en la concentracién de cAMP dependiente
de la sAC induce una desfosforilacién de la pMLC y la reorganizacién de la actina-F cortical en

respuesta a la DPMP.
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Figura 14- Efecto de la inhibicion de la sAC sobre la pMLC y la reorganizacion del
citoesqueleto de actina en respuesta a la DPMP. Las monocapas de células BCE se
preincubaron 30 min en MEM sin suero en ausencia o en presencia de KH7 15 uM. Luego, se
transfirieron por 30 min a SC o a la solucion de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las
células pretratadas con el mismo (A-B). Las monocapas se fijaron y se realizdé una doble tincién
para visualizar la pMLC y la actina-F. Las puntas de flechas indican las zonas donde las células
se separan. Barra A: 30 um (A). Western blot para la pMLC (B). El grafico muestra el porcentaje
de la densidad integrada respecto al control a partir de un analisis densitométrico. Se
representan promedios + desvio estdndar. El asterisco (*) indica diferencia significativa
(*p<0.01, n=3). El control de la transferencia y la cuantificacion de las bandas fueron realizados
como se describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de tres

experimentos independientes (B).
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3 Evaluacidén de la participacion de la PKA en la respuesta a la despolarizacion del

potencial de membrana plasmatica

En virtud de que la concentracion de cAMP aumenta en respuesta a la DPMP, se exploré si este
segundo mensajero activaba a la PKA, uno de sus efectores. La PKA es una candidata atractiva
a estudiar dentro de los efectores del cAMP, ya que su activacion conduce a una disminucién

en la fosforilacion de la MLC (Aslam et al., 2010).

Como una primera aproximacion para estudiar si la PKA estaba involucrada en los cambios
provocados por el DPMP, se realizd un Western blot con un anticuerpo que reconoce los
dominios fosforilados de los sustratos de la PKA. En la puesta a punto de este ensayo se
realizaron controles positivos con forscolina y con un analogo permeable del cAMP, el dibutiril
cAMP. También se hizo un control negativo con un inhibidor especifico de la PKA. Al incubar las
monocapas de BCE con forscolina, se constaté un aumento en la fosforilacién de todos los
sustratos de la PKA (Figura 15A). Como se observa en la Figura 15A, el dibutiril-cAMP provocé
el incremento de algunos de los sustratos fosforilados de la PKA. Resulta muy probable que las
diferencias del efecto sobre los sustratos fosforilados de la PKA entre la forscolina y el dibutiril
cAMP se deban a que estos agonistas de la PKA activen a diferentes “pools” de PKA celulares.
Como era esperable, en presencia del inhibidor de la PKA disminuyeron todas las bandas

detectables con el anticuerpo que reconoce los sustratos fosforilados de la PKA (Figura 15B).
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Figura 15- Fosforilacidn de los sustratos fosforilados de la PKA en presencia de forscolina, dB-
cAMP e iPKA. Las monocapas de células BCE en cultivo se incubaron durante 30 min con
forscolina 15 uM, dB-cAMP 1 uM (A) o iPKA 20 uM (B) y se realizé un Western blot empleando

un anticuerpo que reconoce los sustratos fosforilados de la PKA (A-B).

Cuando los Western blots se realizaron en monocapas de BCE tratadas con distintas soluciones
despolarizantes se obtuvo un perfil de bandas distinto al del control, y se observé un aumento
de dos bandas de aproximadamente 70 y 50 KDa (Figura 16A). En monocapas de BAEC, el
tratamiento con KGIn también provocd un incremento de la banda de 50 KDa y ademds de dos

bandas de aproximadamente 110y 149 KDa (Figura 16B).
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Figura 16- Efecto de la DPMP sobre los sustratos fosforilados de la PKA. Western blots utilizando un
anticuerpo que reconoce los sustratos fosforilados de la PKA (A-B). Previo al Western blot, las
monocapas de células BCE en cultivo se incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones
despolarizantes (A) y las de BAEC durante 30 min con SC o con KGIn (B). Los graficos muestran el
porcentaje de la densidad integrada respecto al control a partir de un andlisis densitométrico de las
bandas de 50, 70, 110 y 149 KDa. La banda de 149 KDa no cambia en las células BCE con los
tratamientos despolarizantes en relacién al control. Se representan promedios + desvio estandar. Los
asteriscos (*, **) indican diferencias significativas (*p<0.03, ** p<0.003 n=3). El control de la
transferencia y la cuantificacion de las bandas fueron realizados como se describe en Materiales y

métodos. En cada caso, se muestra un blot representativo de tres experimentos independientes (A-B).
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Con el fin de continuar los estudios de la participacién de la PKA en los cambios del
citoesqueleto de actina en respuesta a la DPMP, evaluamos el efecto de la inhibicién de esta

guinasa sobre la pMLC y los MF al despolarizar el PMP.

A través de ensayos de inmunofluorescencia y Western blot se pudo establecer que la
inhibicién de la PKA con un péptido especifico (iPKA) atenda de manera significativa la
disminucién de la fosforilacién de la pMLC (Figura 17). Asimismo, este inhibidor bloquea la
remodelacion del citoesqueleto de actina en respuesta al tratamiento con KGIn (Figura 17A). Si
bien en los experimentos en los que se inhibid la sSAC y PKA se utilizé Unicamente el KGIn, y
habria por lo tanto que repetirlos empleando otras soluciones despolarizantes, los resultados
obtenidos hasta aqui son consistentes con el concepto de que la via de la cAMP/PKA podria ser

una de las implicadas en los cambios de la actina-F cortical en respuesta a la DPMP.
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Figura 17- Efecto de la inhibicion de la PKA sobre la pMLC y la reorganizacidon del
citoesqueleto de actina en respuesta a la DPMP. Las monocapas de células BCE se
preincubaron 30 min en MEM sin suero en ausencia o en presencia de iPKA 20 uM. Luego, se
transfirieron por 30 min a SC o a la solucion de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las
células pretratadas con el mismo (A-B). Las monocapas se fijaron y se realizdé una doble tincién
para visualizar la pMLC vy la actina-F (A). Western blot para la pMLC (B). El grafico muestra el
porcentaje de la densidad integrada respecto al control a partir de un andlisis densitométrico.
Se representan promedios * desvio estandar. El asterisco (*) indica diferencia significativa
(*p<0.01, n=3). El control de la transferencia y la cuantificacién de las bandas fueron realizados
tal como se describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de tres

experimentos independientes (B).
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4 Estudio de los sustratos fosforilados de la PKA en respuesta a la despolarizacion

del potencial de membrana plasmatica

En funcién de los resultados de la seccidn anterior resulté pertinente lograr identificar los
sustratos fosforilados de la PKA. Con este fin, se planeé realizar electroforesis bidimensionales
en geles de poliacrilamidas seguidas de espectrometria de masa de aquellas proteinas que se
modificaran con la DPMP. Asimismo, con esta estrategia teniamos la intencion de llegar a
determinar cambios en la fosforilacion de otros posibles intermediarios que pudiesen estar
implicados en la reorganizacidn del citoesqueleto de actina. Esta parte del proyecto se efectud
en el marco de una pasantia en la Unidad de Biologia del Instituto Pasteur de Montevideo bajo

la supervision de la Dra. Adriana Parodi.

Durante esta pasantia se corrieron geles bidimensionales con extractos proteicos obtenidos de
monocapas de células BCE incubadas en una solucidn despolarizante y en una solucién control.
Los geles obtenidos fueron tefiidos en una primera instancia empleando una tincién
desarrollada por Cong y colaboradores (Cong et al., 2014), a fin de detectar unicamente las
fosfoproteinas. Esta técnica presenta dos componentes esenciales, el aluminio que se une a los
residuos fosfato y la purpurina que quela al aluminio y pone en evidencia las proteinas
fosforiladas al visualizarlas con un transiluminador UV (ibid). Posteriormente, una vez

efectuado este procedimiento, los geles se tifieron con plata.

En la puesta a punto de la tincién de proteinas fosforiladas, una proteina pura que presenta
residuos fosforilados, la seroalbimina bovina (BSA), y una proteina que no presenta ningun
residuo fosforilado, el coldgeno, fueron sometidas a un SDS-PAGE y posteriormente coloreadas
con esta tincién (Figura 18A). Como era de esperarse, se obtuvo una sefial con la BSA y no con
el coldgeno. Cuando se empled la tincidn para visualizar proteinas fosforiladas en geles de SDS-
PAGE en los que se corrieron lisados celulares de monocapas de BCE incubadas con la SCy con
las soluciones despolarizantes, no se observaron diferencias entre las monocapas afectadas

por la DPMP y el control (Figura 18B).

En los geles bidimensionales de las muestras obtenidas a partir de las monocapas de BCE
incubadas en solucidon KGIn (y procesadas como se describe en Materiales y métodos) y
tefidos para visualizar fosfoproteinas, se detectaron una serie de "spots" de aproximadamente
54.5 KDa (sefialados en la Figura 18 C con los numeros 1, 2) y 38.5 KDa (sefialado en la Figura

18C con el nimero 3) que estaban incrementadas respecto al control, y que podrian por
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consiguiente ser buenos candidatos para analizar por espectrometria de masas en el futuro. La
aparente inconsistencia entre los resultados obtenidos en los geles bidimensionales y los del

Western blot de la PKA sera tratada en mayor profundidad en la Discusién.

BSA Cols Ext.Prot.  BSA Coldgeno Ext.Prot.
olageno o olageno Bxt.pro C KGIn NaGIn N2;SO; C KGIn NaGln Na,SO,

15KDa

Control KGIn

Figura 18- Efecto de la DPMP sobre la fosforilacion proteica. SDS-PAGE (10%) en el que se
corre seroalbimina bovina (BSA), colageno y un extracto proteico (Ext.Prot) de BCE coloreados
con Coomassie (a°) y con la tincidn de fosfoproteinas (a”’) (A). Las monocapas de células BCE
en cultivo se incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones despolarizantes. SDS-
PAGE (10%) tefiido para visualizar fosfoproteinas (B). Geles bidimensionales de lisados
celulares de monocapas incubadas en SC o en solucidn de KGIn y coloreados para visualizar

proteinas fosforiladas (n=4) (C).
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5 Determinacion de la activacion de RhoA en respuesta a la despolarizacion del

potencial de membrana plasmatica

La pequeiia GTPasa RhoA es un regulador clave del citoesqueleto de actina. En este proyecto
es pertinente estudiar su activacion ya que la PKA conduce a su fosforilacidon e inactivacién

(Sayner, 2011) y esto podria explicar la disminucién en la fosforilacién de la pMLC.

Para evaluar la activacion de RhoA realizamos un ensayo de "pull down", empleando
microesferas (“beads”) que estdn unidas a una proteina recombinante con el dominio de
Rhotekin (una proteina efectora de RhoA) de unién a RhoA activo. Con este sistema es posible
separar RhoA activo de RhoA inactivo y posteriormente comparar la cantidad de RhoA activo

con los distintos tratamientos respecto al control mediante Western blot.

Cuando las monocapas de BCE se trataron con distintas soluciones despolarizantes
encontramos un incremento significativo de RhoA activo (Figura 19A). Para evaluar si
RhoA/ROCK participa en la remodelacién de la actina-F cortical, las monocapas de BCE se
incubaron en KGIn en presencia de un inhibidor de ROCK, el Y-27632. Como se observa en la
Figura 19B, el Y-27632 no atenua los efectos de la DPMP sobre los microfilamentos corticales

ni evita que las células se separen.

72



>
N
g

*
200 * %k
o [ * %k
2
T 150
[
3 1
'n:: 100 v
21 KDa e
N3 | — ‘ -
50
Control KGIn NaGIn Na,SO,
0
Control KGIn NaGIn Na,SO,

Control Y-27632 KGIn KGIn+Y-27632

Figura 19- Efecto de la DPMP sobre la actividad de RhoA. Las monocapas de células BCE en
cultivo se trataron durante 30 min con SC o con distintas soluciones despolarizantes. Los
lisados celulares se incubaron con una proteina recombinante que contenia el dominio de
unién a RhoA activo de Rhotekin unida a microesferas. Luego de eluir las microesferas se
recuperd el RhoA activo y se realizd un Western blot. El grafico muestra el porcentaje de la
densidad integrada respecto al control a partir de un andlisis densitométrico (A). Se
representan promedios * desvio estdndar. Los asteriscos (*, **) indican diferencias
significativas (*p<0.08, **p<0.03, n=3). Se muestra un blot representativo de tres
experimentos independientes (A). Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en
MEM sin suero en ausencia o en presencia de Y-27632 5 puM. Luego, se transfirieron por 30
min a SC o a la solucidn de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas

con el mismo. Las monocapas se fijaron y se realizé una tincidn de la actina con faloidina FITC

(B).
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6 Estudio de la activacion de ERK en respuesta a la despolarizacion del potencial

de membrana plasmatica

Como se menciona en la Introduccién, en células de epitelio renal se encontré que la DPMP
provoca la activacion de ERK y que esta via conduce a cambios en la fosforilacién de la MLC
(Waheed et al., 2010). Por otra parte, se conoce que el cAMP puede regular a ERK (Cook and
McCormick, 1993; Wu et al., 1993a; Hafner et al., 1994; Dhillon et al., 2002). En base a estos
antecedentes, es de interés estudiar si la via de ERK se encuentra involucrada en los cambios
del citoesqueleto de actina en las monocapas de BCE en respuesta a la DPMP. Con este
objetivo, evaluamos por inmunofluorescencia y por Western blot, si la DPMP induce cambios

en la forma activa de ERK, es decir, en ERK fosforilado (pERK).

Luego de incubar las monocapas de BCE durante 30 minutos en SC, se observé una sefial
homogénea y baja de pERK en el citoplasma. La sefial de pERK permanecioé inalterada al
incubar las monocapas de BCE en soluciones despolarizantes (Figura 20A). Por Western blot
tampoco se constataron cambios en la fosforilacion de ERK, luego de investigar los mismos

empleando tratamientos despolarizantes (Figura 20B).

74



Control KGIn NaGIn Na,SO,

.
+
o M
Control KGIn NaGln Na,SO,

Control KGIn NaGin Na,SO,

Hoechst

% pERK

Figura 20- Efecto de DPMP sobre pERK. Las monocapas de células BCE en cultivo se incubaron
durante 30 min con SC o con distintas soluciones despolarizantes (A-B). Las monocapas se
fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar la pERK y los nucleos (con Hoechst). Barra:
30 um (A). Western blot de pERK (B). El grafico muestra el porcentaje de la densidad integrada
respecto al control a partir de un analisis densitométrico. Se representan promedios + desvio
estandar. El control de la transferencia y la cuantificacién de las bandas fueron realizados
como se describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de tres

experimentos independientes (B).
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Parte B: Estudio de las vias de sefalizacion molecular que median las respuestas
del citoesqueleto de actina a la hiperpolarizacidon del potencial de membrana en

endotelio de cornea

Los resultados anteriores parecen indicar que, al provocar una DPMP en las monocapas de BCE
se activan vias de sefializacion intracelular que podrian estar involucradas en la consecuente
remodelacion del citoesqueleto de actina cortical. En la hiperpolarizacion del PMP (HPMP),
estas vias podrian afectarse en formar inversa y/o podrian activarse nuevas. Por esta razdn,
con el objetivo de realizar los estudios correspondientes a esta parte de la tesis, comenzamos
explorando la participacién de las vias estudiadas para el caso de la DPMP cuando se

hiperpolariza el PMP en BCE.

1. Determinacion de los cambios en la fosforilacion de la cadena liviana de la
miosina en respuesta a la hiperpolarizacion del potencial de membrana

plasmatica

Como la DPMP provoca una disminucidn de la pMLC, se investigd si ésta también se modifica al
hiperpolarizar de manera inespecifica el PMP. Nuestros resultados muestran que, en respuesta
a la HPMP, no ocurren variaciones en la pMLC cortical (Figura 21). Como se menciona mas
arriba, la ausencia de cambios en la pMLC podria estar indicando que durante la HPMP se
activan vias distintas que en la DPMP. No es posible descartar, sin embargo, que en la
condicién control la pMLC haya llegado a su nivel maximo, y que la HPMP no estimule una

mayor fosforilacién.

En virtud de que la ppMLC no cambia con la DPMP y que la fosforilacién de ambas formas de la
MLC pueden regularse por vias distintas (Prahalad et al., 2004; Kassianidou et al., 2017), la
forma difosforilada podria modificar su fosforilacion en respuesta a la HPMP en BCE. Como se
observa en las imagenes de la figura 22A, al incubar las monocapas de BCE en distintas
soluciones hiperpolarizantes la ppMLC disminuye. Para comparar de forma cuantitativa la
ppMLC de las imagenes de inmunofluorescencia entre las distintas condiciones
hiperpolarizantes y el control, se realizé el mismo tipo de analisis que para la DPMP (cf. Figura
8C-D). Los valores de la densidad integrada normalizada (DI) de los tratamientos con las

soluciones hiperpolarizantes son menores que con SC (Figura 22B). La frecuencia del intervalo
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de DI con mayor nimero de eventos (0.1-0.2), de acuerdo con los datos obtenidos en la Figura
22B, es significativamente menor en respuesta a la HPMP (Figura 22C). Los resultados de
Western blot parecen confirmar que la HPMP conduce a una disminucién de la ppMLC (Figura

22D).

Control ChoCl NMDG Valinomicina
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Figura 21- Efecto de la HPMP sobre la pMLC. Las monocapas de células BCE en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones hiperpolarizantes (A-B). Las
monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar la pMLC y la actina-F. Barra:
30 um (A). Western blot para la pMLC (B). El grafico muestra el porcentaje de la densidad
integrada respecto al control a partir de un analisis densitométrico. Se representan promedios
+ desvio estandar. El control de la transferencia y la cuantificacion de las bandas fueron
realizados como se describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de

tres experimentos independientes (B).
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Figura 22- Efecto de la HPMP sobre la ppMLC. Las monocapas de células BCE en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones hiperpolarizantes (A-C). Las
monocapas se fijaron y se realizd una doble tincién para visualizar la ppMLC vy la actina-F.
Barra: 30 um (A). Histogramas de las frecuencias de las DI normalizadas de las imagenes de
inmunofluorescencias (B). Grafico de la frecuencia promedio del intervalo con mayor nimero
de eventos de DI normalizada de todos los tratamientos (0.1-0.2) (C). Los asteriscos (*, **, ***)
indican diferencias significativas (*p<0.09, **p<0.05, ***p<0.001, n=3) (C). Western blot para
la ppMLC (D). El grafico muestra el porcentaje de la densidad integrada respecto al control a
partir de un analisis densitométrico. Se representan promedios + desvio estandar. El asterisco
(*) indica diferencia significativa con respecto al control (*p<0.03, n=3). El control de la
transferencia y la cuantificacion de las bandas fueron realizados como se describe en
Materiales y métodos. Se muestra un blot representativo de tres experimentos

independientes (D).
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A los efectos de determinar si en respuesta a la HPMP también se producen cambios en las dos
formas fosforiladas de la MLC en otros epitelios, realizamos estudios de inmunofluorescencia
en monocapas de BAEC en cultivo. Como se menciona en una seccion anterior, ninguna de las
formas fosforiladas de la MLC se encuentra en la periferia. En respuesta a la HPMP no se
observaron cambios en la pMLC (Figura 23) ni tampoco en la ppMLC (resultados no

mostrados).

Control Valinomicina

pMLC

Actina-F

Figura 23- Efecto de la HPMP sobre la pMLC en BAEC. Las monocapas de BAEC en cultivo se
incubaron durante 30 min con solucidn SC o con distintas soluciones hiperpolarizantes. Las
monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar la pMLC y la actina-F. Barra:

30 um.
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2. Evaluacion de los cambios de cAMP en respuesta a la hiperpolarizaciéon del

potencial de membrana plasmatica

Teniendo en cuenta que la DPMP provoca un incremento en la concentracién del cAMP en las
monocapas de BCE, este segundo mensajero podria disminuir en respuesta a la HPMP. Por
otro lado, se ha reportado que el cAMP conduce a una desfosforilacién de la MLC (Aslam et al.,
2010; Sayner, 2011). Asi, la disminucidn de la ppMLC inducida por la HPMP podria ser producto
de un incremento del cAMP. Por ello, evaluamos mediante ELISA si existen cambios en su
concentracién al hiperpolarizar el PMP. Al incubar las monocapas de BCE en distintas

soluciones hiperpolarizantes, no encontramos variaciones en el cCAMP (Figura 24A).

3. Estudio de la posible participacion de la PKA en las respuestas celulares a la

hiperpolarizacion del potencial de membrana plasmatica

Si bien el principal activador de la PKA es el cAMP, se ha reportado que esta quinasa puede
activarse por mecanismos independientes de este segundo mensajero (Ma et al., 2005; Kohr et
al., 2010; Srinivasan et al., 2013). Por lo tanto, a pesar de no haber encontrado cambios en la
concentracién de cAMP en respuesta a la HPMP, la PKA aun podria activarse y conducir a la
desfosforilacion de la ppMLC. Cuando las monocapas de BCE se trataron con distintas
soluciones hiperpolarizantes no se obtuvo un perfil de bandas distinto al del control por
Western blot empleando el anticuerpo que reconoce los sustratos fosforilados de la PKA

(Figura 24B).

Los resultados obtenidos en estas dos Ultimas secciones sugiren que, en respuesta a la HPMP,

no se activa la via del cAMP/PKA, tal como ocurre durante la DPMP.
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Figura 24- Efecto de la HPMP sobre la concentracién de cAMP y la fosforilacion de los
sustratos fosforilados de la PKA. Las monocapas de células BCE en cultivo se incubaron
durante 30 min con SC o con distintas soluciones hiperpolarizantes (A-B). Cuantificaciéon de la
concentracion de cAMP mediante ELISA (A). Se grafica el porcentaje de la concentracion de
cAMP en relacidn al control. Se representan promedios + desvio estandar (n=3). Western blot
utilizando un anticuerpo que reconoce los sustratos fosforilados de la PKA (B). Se muestra un

blot representativo de tres experimentos independientes.
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4. Determinacion de la activacion de RhoA en respuesta a la hiperpolarizaciéon del

potencial de membrana plasmatica

La pequefia GTPasa RhoA es un regulador de importancia del citoesqueleto de actina que
podria participar en los cambios observados en respuesta a la HPMP. Para evaluar la activacion
de RhoA se efectud el mismo tipo de ensayo que se realizd en los estudios correspondientes
de la DPMP. Cuando las monocapas de BCE se trataron con distintas soluciones

hiperpolarizantes no encontramos cambios en RhoA activo (Figura 25).
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Figura 25- Efecto de la HPMP sobre la actividad de RhoA. Las monocapas de células BCE en
cultivo se incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones hiperpolarizantes. Los
lisados celulares se procesaron como en la Figura 19. El grafico muestra el porcentaje de la
densidad integrada respecto al control a partir de un analisis densitométrico. Se representan
promedios + desvio estdndar. El control de la transferencia y la cuantificacion de las bandas
fueron realizados como se describe en Materiales y métodos. Se muestra un blot

representativo de tres experimentos independientes.
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5. Estudio de la activacion de ERK en respuesta a la hiperpolarizacion del potencial

de membrana plasmatica

Se ha reportado que existe una poblacién de ERK que se asocia directamente con el
citoesqueleto de actina (Leinweber et al., 1999; Vetterkind et al., 2013). ERK puede modular la
dinamica del citoesqueleto de actina (Mendoza et al., 2015) y, a su vez, la tensidn desarrollada
por los haces de actomiosina pueden modular la activacion de ERK (Hirata et al., 2015).
Asimismo, se ha constatado que ERK puede modular la fosforilacion de la MLC (Carrillo-
Sepulveda and Barreto-Chaves, 2010; Haidari et al.,, 2011), por lo que la via de las MAP
quinasas también podria estar involucrada en la disminucidn de la ppMLC observada luego de
la HPMP. Es importante sefialar que ERK es activada por los cambios del PMP en células
epiteliales (Waheed et al., 2010). En funcién de estos antecedentes, decidimos estudiar si
ocurren cambios en la fosforilacién de ERK en respuesta a la HPMP en las monocapas de

células de BCE.

Luego de incubar las monocapas de células de BCE durante 30 minutos en soluciones
hiperpolarizantes se observé un pequeiio aumento de pERK en el citoplasma (Figura 26A).
Asimismo, por Western blot se pudo constatar el incremento en la fosforilacién de ERK en
respuesta a la solucion de ChoCl (Figura 26B). Los estudios preliminares realizados con la

solucién de NMDG sugieren que ésta tiene los mismos efectos sobre la MAPK (Figura 26B).
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Figura 26- Efecto de la HPMP sobre pERK. Las monocapas de células BCE en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC o con distintas soluciones hiperpolarizantes (A-B). Las
monocapas se fijaron y se realizé una tincidn para visualizar la pERK, actina-F y los nucleos (con
Hoechst). Barra: 50 um (A). Western blot para la pERK (B). El grafico muestra el porcentaje de
la densidad integrada respecto al control a partir de un analisis densitométrico, Unicamente
con la solucién de ChoCl. Se representan promedios + desvio estandar. El asterisco (*) indica
diferencia significativa con respecto al control (*p<0.0004, n=3). El control de la transferencia y

la cuantificacién de las bandas fueron realizados como se describe en Materiales y métodos.

(B).
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Efecto de la inhibicion de ERK sobre la disminucién en la ppMLC y la remodelacién
del citoesqueleto de actina en respuesta a la hiperpolarizacion del potencial de

membrana plasmatica

En virtud de que la HPMP indujo un incremento en la fosforilacion de ERK, se realizaron
experimentos para determinar si esta MAP quinasa participa en la compactacién del anillo de
actina cortical, la estabilidad de las uniones (Nin et al., 2009) y en la disminucién de la
fosforilacién de la ppMLC en respuesta a la HPMP. Para ello, las monocapas de BCE se
incubaron en una solucidn de ChoCl en presencia del inhibidor de ERK, A6355. Como se
observa en la Figura 27, las células incubadas en ChoCl presentan un anillo de actina periférico
mas intenso y delimitado que las monocapas control. Este resultado reproduce lo reportado en
un trabajo previo de nuestro laboratorio (Nin et al., 2009). En presencia del A6355 27 uM, no

se visualizan estos cambios sobre el citoesqueleto de actina de las células BCE.

86



Control

Figura 27- Efecto de la inhibicion de pERK sobre la reorganizacion del citoesqueleto de actina
en respuesta a la HPMP. Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en MEM sin
suero en ausencia o en presencia de A6355 27 uM. Luego, se transfirieron por 30 min a SCo a
la solucién de ChoCl y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas con el
mismo. Las monocapas se fijaron y se realizd una tincién de la actina con faloidina FITC. Barra:

30 um.

Para evaluar si ERK se encuentra involucrado en los efectos de la HPMP sobre las uniones
célula-célula, realizamos un ensayo de desestabilizacion de dichas uniones removiendo el
calcio extracelular en presencia del inhibidor de ERK. Al incubar las monocapas de BCE en
ChoCl sin calcio y con A6355 27 uM, la accién protectora de la HPMP sobre las uniones
celulares disminuye de manera significativa (Figura 28A-B). Como se observa en la Figura 28A,
al incubar las células BCE en soluciones salinas sin calcio los contactos celulares se pierden y
aparecen espacios entre las células. Se cuantifico el area entre los espacios intercelulares, y no

se encontraron diferencias significativas entre las monocapas de BCE tratadas con ChoCl mas
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A6355 y el control (SC mas A6355) (Figura 28B). Se obtuvieron resultados preliminares

similares con la solucién de NMDG, en lugar de ChoCl (resultados no mostrados).
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Figura 28- Efecto de la inhibicidon de ERK frente a la accion protectora de la HPMP sobre las
uniones celulares. Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en MEM sin suero en
ausencia o en presencia de A6355 27 uM. Luego, se transfirieron por 30 min a SC o a la
solucién de ChoCl y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas con el mismo.
Finalmente, la mitad de las monocapas se transfirieron a las soluciones correspondientes sin
calcio y la otra mitad permanecid en las soluciones en que se encontraban. A los 10 min las
células se fijaron y se realizé una tincidn de la actina-F con faloidina FITC. Barra: 120 pm. (A). El
grafico muestra el porcentaje del area entre las células respecto al control. Se representan
promedios * desvio estandar. Los asteriscos (*, **, ***) indican diferencias significativas

(*p<8x107%,**p<3x1071°,***p<5x1078, n=3) (B).
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Para continuar evaluando la participacién de ERK en la respuesta a la HPMP, estudiamos si el
incremento en pERK encontrado puede conducir a una disminucién de la ppMLC, como se ha
reportado por otros autores en situaciones en las que tiene lugar un aumento en la actividad
de ERK (Mavria et al., 2006; Im and Kazlauskas, 2007; Deng et al., 2011). Para ello evaluamos la
ppMLC al hiperpolarizar el PMP con ChoCl en presencia del A6355. Por inmunofluorescencia se
encontré que la inhibicién de pERK atenua la desfosforilacion de la ppMLC provocada por la
HPMP (Figura 29A-C). Al analizar estas imagenes, se encontroé que la distribucion de los valores
de DI de las monocapas incubadas con ChoCl y A6355 es similar al control (SC mas A6355)
(Figura 29B). Como se observa en la Figura 29C no hay diferencias significativas en la
frecuencia del intervalo de DI con mayor nimero de eventos de todos los tratamientos (0,1-
0,2) entre el tratamiento con ChoCl mas el A6355 y el control (SC mas A6355). Estos datos

parecen indicar que el A6355 atenua el efecto de la HPMP sobre la ppMLC.

Si bien en los experimentos de esta seccién se empled Unicamente el ChoCl y habria que
repetir los ensayos con otras soluciones hiperpolarizantes, los resultados obtenidos son
consistentes con la idea de que la via de la ERK podria estar implicada en los cambios del

citoesqueleto de actina cortical en respuesta a la HPMP.
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Figura 29- Efecto de la inhibicion de ERK sobre la disminucion de la ppMLC en respuesta a la
HPMP. Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en MEM sin suero en ausencia o
en presencia de A6355 27 uM. Luego, se transfirieron por 30 min a SC o a la solucién de ChoCl
y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas con el mismo (A-C). Las
monocapas se fijaron y se realizd una tincion de la ppMLC. Barra: 30 um (A). Histogramas de
las frecuencias de las DI de las imagenes de inmunofluorescencia (B). Grafico de la frecuencia
promedio del intervalo con mayor nimero de eventos de DI de todos los tratamientos. (0.1-

0.2). El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al control (*p<0.005, n=3) (C).
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Parte C: Estudio de la participacion de la via del cAMP/PKA en la reorganizacion
de los microtubulos en respuesta a la despolarizacidon del potencial de membrana
plasmatica y en el acoplamiento de la remodelacion de los microfilamentos y

microtubulos

La via del cAMP/PKA, ademas de estar involucrada en la remodelacién del citoesqueleto de
actina en respuesta a la DPMP, podria intervenir en la despolimerizacidn de los MT corticales,
tal como fuera mencionado en la Introduccién. A su vez, el citoesqueleto de actina y tubulina
pueden coordinar su funcionamiento para mediar numerosos procesos celulares (ver
“Interacciones entre los microtubulos y los filamentos de actina” en la Introduccidn). Por estos
motivos decidimos estudiar si existe una interrelacion entre las respuestas de los

microfilamentos y los microtibulos a la DPMP.

1. Estudio del efecto de la despolarizacion del potencial de membrana

plasmatica sobre los microtubulos

A fin de profundizar en el estudio de los efectos del DPMP en los microtubulos, ya observados
en un trabajo previo de nuestro laboratorio (Chifflet et al., 2003), se evaluaron los cambios del

citoesqueleto de tubulina en respuesta a la DPMP mediante microscopia confocal.

Los estudios de microscopia confocal nos permitieron visualizar distintas poblaciones de
microtubulos en las monocapas de BCE: una poblacion de microtubulos corticales que se
extiende longitudinalmente a lo largo del eje apico-basal, otra que se nuclea en un centrosoma
apical y una red de microtubulos basales cortos sin una orientacién definida (Figura 30A). Esta
distribucién es similar a la encontrada en otros epitelios (Reilein et al., 2005; Toya and
Takeichi, 2016) (cf. Figura 3). Los MT que se extienden longitudinalmente entre los dominios
apicales y basales muy cercanos a la corteza parecen disminuir en respuesta a la DPMP (Figura
30) (se observan efectos similares con NaGln, Na,SQ,, resultados no mostrados). La reduccidn
de los microtubulos corticales ocurre en la periferia celular, tanto en aquellos sitios en los que
las células perdieron los contactos celulares (Figura 30A), como en aquellas zonas en las que
las células permanecen unidas por cadherina (Figura 30C). La cuantificacién del drea de
microtubulos corticales (ver Materiales y métodos) muestra una disminucidn significativa de

los mismos en respuesta al KGIn (Figura 30B).
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Figura 30- Respuesta de las distintas poblaciones de MT a la DPMP. Las monocapas de células
BCE en cultivo se incubaron durante 30 min con SC o KGIn. Las monocapas se fijaron y se
realizé una doble tincion para a-tubulina y actina-F (A) o cadherina (C). Imagenes de
microscopia confocal en donde se observan proyecciones Z de stacks de 1 uM de los planos
apicales, intermedios y basales (se obtienen resultados similares con NaGln, Na;SO.,
resultados no mostrados) (A). Las puntas de flechas en el control indican los MT corticales y en
el KGIn zonas en donde los MT se despolimerizaron. Barra: 30 um (A 'y C). El grafico muestra el
porcentaje del drea de los MT corticales respecto al control (B). Se representan promedios +
desvio estandar. En cada experimento se midié el area de un promedio de 180 células por
tratamiento. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al control (*p<1x107??,

n=3) (B).
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2. Efecto de la inhibicidn de la sAC y la PKA en la respuesta de los microtubulos a

la DPMP

En este trabajo consideramos de interés evaluar si la via del cAMP/PKA se encuentra
involucrada en la despolimerizacién de los MT corticales en respuesta a la DPMP, por dos
razones principales. En primer lugar, dicha via se activa con la DPMP y parece participar en la

remodelacidn del citoesqueleto de actina en las monocapas de BCE (cf. Figuras 14 y 17). En

| ” Ill

segundo lugar, se ha encontrado que en células de endotelio vascular el incremento del “poo
de cAMP citosdlico por la activacién sAC induce la reduccidn de los MT periféricos (Prasain et
al., 2009). Con el fin de estudiar la posible participacion de la via del cAMP/PKA, se determind
el efecto de la inhibicién de la sAC y de la PKA sobre los MT corticales al inducir la DPMP con

KGIn.

Cuando las monocapas se incubaron en KGIn en presencia del KH7 15 uM, se pudo observar,
una menor reduccidn de los microtibulos corticales provocada por la DPMP (Figura 31). Al
cuantificar el area de los MT corticales, no se encontrd una diferencia significativa entre las
monocapas tratadas con KGIn mas el KH7 y su control (SC mds KH7) (Figura 31B). Asimismo, la
inhibicién de la PKA también parece atenuar la remodelacion de los microtubulos corticales

con KGIn (Figura 32).

A pesar de que en los experimentos de esta seccién se empled Unicamente el KGIn, y habria
gue repetir los ensayos con otras soluciones despolarizantes, los resultados son consistentes
con la idea de que la via del cAMP/PKA podria estar involucrada en la reorganizacion de los MT

corticales inducida por la DPMP.
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Figura 31- Efecto de la inhibicion de la sAC sobre la remodelacion de los microtubulos
corticales en respuesta a la DPMP. Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en
MEM sin suero en ausencia o en presencia de KH7 15 pM. Luego, se transfirieron por 30 min a
SC o a la solucién de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas con el
mismo. Las monocapas se fijaron y se realizé una tincion doble para la a-tubulina y la actina-F.
Las puntas de flechas en la condicion con KGIn indican zonas en donde los MT corticales se
despolimerizaron y los asteriscos las zonas donde las células se separan Barra: 30 um (A). El
grafico muestra el porcentaje del drea de los MT corticales respecto al control. Se representan
promedios + desvio estandar. En cada experimento se midié el drea de un promedio de 180
células por tratamiento. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al control

(*p<1x107, n=3) (B).
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Figura 32- Efecto de la inhibicion de la PKA sobre la despolimerizacion de los microtubulos
corticales en respuesta a KGIn. Las monocapas de células BCE se preincubaron 30 min en
MEM sin suero en ausencia o en presencia de iPKA 20 uM. Luego, se transfirieron por 30 min a
SC o a la solucidn de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las células pretratadas con el
mismo. Las monocapas se fijaron y se realizé una tincidn doble de la a-tubulina y de la actina-
F. Las puntas de flechas en la condicién con KGIn indican zonas en donde los MT corticales se
despolimerizaron y los asteriscos las zonas donde las células se separan. Barra: 30 um (A). El
grafico muestra el porcentaje del drea de los MT corticales respecto al control. Se representan
promedios + desvio estandar. En cada experimento se midié el drea de un promedio de 180
células por tratamiento. El asterisco (*) indica diferencia significativa con respecto al control

(*p<1x107%, n=3) (B).
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3. Estudio de la interaccion entre las respuestas de los microttibulos y de los

microfilamentos a la DPMP

En virtud del hallazgo de que la via del cAMP/PKA participa tanto en la reorganizacion del
citoesqueleto de la actina como en la de los microtubulos corticales en respuesta a la DPMP y
de que existe una extensa literatura en donde se reporta que ambos filamentos interaccionan,
se investigo si la respuesta de los microfilamentos y microtubulos a la DPMP estd acoplada.
Para ello, se utilizaron agentes que estabilizan y desestabilizan ambos filamentos y se

determind su efecto durante la DPMP.

Para evaluar si la despolimerizacién de los MT en respuesta a la DPMP es dependiente de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, las monocapas de BCE se incubaron en presencia
de drogas que estabilizan y desestabilizan los filamentos de actina, jasplakinolide y citocalasina
D respectivamente. En estos estudios, la dosis de las drogas que se utilizd es la minima para
provocar una respuesta sobre los MF sin alterar la morfologia celular y los microtubulos. En
presencia de jasplakinolide 20 uM, se pudo observar que las células presentaban un anillo de
actina-F cortical periférico poco definido debido al desplazamiento de la actina hacia el centro
celular (Figura 33A). A su vez, el jasplakinolide disminuyé de manera significativa la
despolimerizacion de los MT corticales y la separacion de las células provocada por el KGIn
(Figura 33A). Al cuantificar el area de los MT corticales de los distintos tratamientos, no se
encontrd una diferencia significativa entre las monocapas tratadas con la solucién de KGIn mas
jasplakinolide y su control (SC mas jasplakinolide) y si la hay con KGIn (Figura 33B). Como es de
esperar, la citocalasina D conduce a la disminucién de la actina-F cortical (Figura 34A). El area
de los MT corticales de las monocapas tratadas con KGIn mas la citocalasina D es
significativamente menor a su control (SC mas citocalasina D) y no hay diferencias entre las
células incubadas con KGIn y aquellas con KGIn mas citocalasina D (Figura 34B). Por
consiguiente, a pesar de que en los experimentos de esta seccién se empled Unicamente el
KGIn y habria que repetir los ensayos con otras soluciones despolarizantes, los resultados
sugieren que, mientras la estabilizacién de los microfilamentos interfiere con la respuesta de

los microtubulos a la DPMP, la desestabilizacion de la actina-F no la afecta.
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Figura 33- Efecto de la estabilizacion de los microfilamentos sobre la remodelacion de los
microtubulos corticales en respuesta al KGIn. Las monocapas de células BCE se preincubaron
30 min en MEM sin suero en ausencia o en presencia de jasplakinolide 20 nM. Luego, se
transfirieron por 30 min a SC o a la solucién de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las
células pretratadas con el mismo. Las monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para
la a-tubulina y la actina-F. Las puntas de flechas en la condicion con KGIn indican zonas en
donde los MT corticales se despolimerizaron y los asteriscos las zonas donde las células se
separaron. Barra: 30 um (A). El grafico muestra el porcentaje del drea de los MT corticales
respecto al control (B). Se representan promedios + desvio estandar. En cada experimento se
midié el drea de un promedio de 180 células. El asterisco (*) indica diferencia significativa

(*p<1x107%, n=3) (B).
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Figura 34 - Efecto de la destabilizacion de los microfilamentos sobre la remodelacién de los
microtubulos corticales en respuesta al KGIn. Las monocapas de células BCE se preincubaron
30 min en MEM sin suero en ausencia o en presencia de citocalasina D 25 nM. Luego, se
transfirieron por 30 min a SC o a la solucién de KGIn y se agregd nuevamente el inhibidor a las
células pretratadas con el mismo. Las monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para
la a-tubulina y la actina-F. Las puntas de flechas en la condicién con KGIn indican zonas en
donde los MT corticales se despolimerizaron y los asteriscos las zonas donde las células se
separaron. Barra: 30 um (A). El grafico muestra el porcentaje del drea de los MT corticales
respecto al control. Se representan promedios + desvio estdndar. En cada experimento se
midié el area de un promedio de 180 células. El asterisco (*) indica una diferencia significativa

(*p<2x107, n=3) (B).
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Asimismo, se investigd si la remodelacidn del citoesqueleto de actina durante la DPMP estd
supeditada a la despolimerizacion de los MT corticales. Para ello se empled paclitaxel y
nocodazol, drogas que estabilizan y desestabilizan los microtibulos respectivamente. Las dosis
de estas drogas tuvieron un efecto visible sobre los MT, pero no alteraron la morfologia celular
ni el anillo de actina-F cortical. Al incubar las monocapas en SC con paclitaxel 10 nM se observa
un incremento general de los microtubulos, y no se observan grandes cambios en la actina
(Figura 35). Cuando se despolariza el PMP, el paclitaxel no bloquea el efecto de la DPMP sobre
la actina-F y sobre las uniones celulares (Figura 35). Cuando las monocapas se incuban en SC
con nocodazol 0.1 uM, se observa Unicamente una poblacién de microtubulos centrosomales,
la actina cortical no sufre grandes modificaciones y se forma una gran cantidad de fibras de
estrés basales. Al despolarizar el PMP en presencia de nocodazol 0.1 uM, la poblaciéon de MT
se ve disminuida, el efecto de la DPMP sobre los microfilamentos se encuentra atenuado y las
células practicamente no se separan como ocurre con KGIn (Figura 35). Pese a que en los
experimentos de esta seccidén se empled Unicamente el KGIn y habria que repetir los ensayos
con otras soluciones despolarizantes, los resultados parecen indicar que, mientras la
estabilizacion del citoesqueleto de tubulina no interfiere con la remodelacion de los
microfilamentos provocada por la DPMP, la desestabilizacién de los microtubulos impide la

reorganizacién de la actina cortical.
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Figura 35- Efecto de la estabilizacion y desestabilizacién de los microtibulos sobre la
reorganizacion de los microfilamentos en respuesta a la DPMP. Las monocapas de células BCE
se preincubaron 30 min en MEM sin suero en ausencia o en presencia de paclitaxel 10 nM o
nocodazol 0.1 uM. Luego, se transfirieron por 30 min a SC o a la solucién de KGIn, con el
agregado de los inhibidores a las células pretratadas con los mismos. Las monocapas se fijaron
y se realizé una doble tincidn para la a-tubulina y la actina-F. Las puntas de flechas en la
condicién con KGIn indican zonas en donde los MT corticales se despolimerizaron y los

asteriscos las zonas donde las células se separaron. Barra: 30 um.
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Parte D: Estudios de los efectos de la gramicidina sobre intermediarios de vias de

sefalizacién
La gramicidina es un iondforo de cationes monovalentes, ampliamente utilizado para
manipular experimentalmente el PMP en diversos sistemas celulares (Kelkar and
Chattopadhyay, 2007). En condiciones normales de reposo, cuando el PMP se encuentra
cercano al potencial de equilibrio del potasio, la gramicidina provoca la DPMP al mediar la
entrada de sodio en soluciones fisioldgicas (Pittet et al., 1990; Brailoiu et al., 2008; Su et al.,
2017). Al reemplazar el sodio extracelular por ChoCl, la presencia de la gramicidina determina
una HPMP (Carpenter and Parsons, 1978; Koch et al., 1988). La gramicidina ha sido utilizada en
nuestro laboratorio para provocar la DPMP en células BCE y se ha comportado como los otros
agentes despolarizantes empleados (Chifflet et al., 2003; Chifflet et al., 2004). En el curso de
este trabajo hallamos que la gramicidina provoca efectos independientes de su condicion
como iondforo. Es por esta razén que la gramicidina no se utilizé como agente despolarizante

en esta tesis.

1. Efectos de la gramicidina sobre la fosforilacidn y localizacién de ERK

Como se describiera en secciones anteriores, no encontramos cambios en los niveles de
fosforilaciéon de ERK ni en su localizacién celular en respuesta a la DPMP y si observamos que la
HPMP provoca un incremento de pERK a nivel citosélico. Sin embargo, cuando las monocapas
de células BCE se incubaron con gramicidina en SC (condicién despolarizante) o en soluciones
hiperpolarizantes (condicién hiperpolarizante), se observé un incremento de pERK a nivel
nuclear (Figura 36A-B). En concordancia con estos resultados, el andlisis de Western blot

reveld en estas dos condiciones un incremento de pERK en relacién al control (Figura 36C).

En células de melonoma de murino (B16F1), al igual que en las células de BCE, la gramicidina
en SC o en la solucién de ChoCl también provoca la translocacién de pERK al nicleo (Figura
37A). Los resultados preliminares de Western blot parecen indicar que pERK también aumenta
con las soluciones hiperpolarizantes (ChoCl y NMDG) y no varia con KGIn (Figura 37B). Sin
embargo, a diferencia de lo que observamos en BCE, la cantidad de pERK no se ve afectada por

la gramicidina en estas células (Figura 37B).
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En funcién de los resultados obtenidos en las células BCE y B16F1, podriamos concluir que la
gramicidina tiene efectos propios sobre ERK que son independientes de su condiciéon de

ionoforo.
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Figura 36- Efecto de la gramicidina sobre pERK en células BCE. Las monocapas en cultivo se
incubaron durante 30 min con SC, KGIn o ChoCl, o con gramicidina en SC o en ChoCl (A-C). Las
monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar pERK y los nucleos
(Hoechst). Barra: 30 um (A). Grafico del porcentaje de nucleos ERK positivos. El asterisco (*)
indica diferencia significativa con respecto al control (¥*p<0.001, n=3) (B). Western blot para

pERK (C).
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Figura 37- Efecto de la gramicidina sobre pERK en células B16F1. Las monocapas en cultivo se

incubaron durante 30 min con SC, KGIn o ChoCl, o con gramicidina en SC o en ChoCl (A-C). Las

monocapas se fijaron y se realizé una doble tincién para visualizar pERK y los nucleos

(Hoechst). Barra: 30 um (A). Grafico del porcentaje de nucleos ERK positivos. El asterisco (*)

indica diferencia significativa con respecto al control (p<0.01, n=3) (B). Western blot para pERK

(C).
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2. Efecto de la gramicidina sobre la fosforilacion de la ppMLC

Como se describiera en secciones anteriores, la DPMP provoca un incremento y la HPMP una
disminucién de la ppMLC. Luego de incubar las monocapas de células BCE durante 30 minutos
con gramicidina, como un agente despolarizante (en la SC) o hiperpolarizante (en la solucién
de ChoCl), se observé una disminucion significativa de la ppMLC en relacidn al control (Figura
38A). Por Western blot también se pudo constatar la desfosforilacion de la ppMLC en
respuesta a la gramicidina (Figura 38B). Los resultados obtenidos parecen indicar que la
gramicidina es capaz de provocar cambios en la fosforilacion de la ppMLC,

independientemente de su condicién de ionéforo.
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Figura 38- Efecto de la gramicidina sobre la ppMLC. Las monocapas de células BCE en cultivo
se incubaron durante 30 min con SC, KGIn o ChoCl, o con gramicidina en SC o ChoCl (A-D). Las
monocapas se fijaron y se realizé una doble tinciéon para visualizar la ppMLC y la actina-F.
Barra: 30 um (A). Histogramas de las frecuencias de las DI normalizadas de las imagenes de
inmunofluorescencias (B). Grafico de la frecuencia promedio del intervalo con mayor nimero
de eventos de DI normalizada de todos los tratamientos (0.1-0.2). El asterisco (*) indica
diferencia significativa (*p<0.01, n=3) (C). Resultado preliminar de un Western blot para la
ppMLC (D). El grafico muestra el porcentaje de la densidad integrada respecto al control a
partir de un analisis densitométrico de un experimento (n=1) (D). El control de la transferencia
y la cuantificacion de las bandas fueron realizados como se describe en Materiales y métodos.
Se hace notar que el orden de las muestras Western blot no se corresponde con el del gréfico
del analisis densitométrico, el que se realizé siguiendo el orden del grafico mostrado en B a los

efectos de faciltar la comparacién con el mismo.
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3. Efecto de la gramicidina sobre la fosforilacion de tirosinas

La fosforilacion de tirosinas es una modificacion postraduccional implicada en la activacién de
vias de sefializacién que regulan multiples procesos celulares (Hubbard and Till, 2000; Lim and
Pawson, 2010). Las tirosinas quinasas son activadas en respuesta a diversos estimulos
extracelulares. Clasicamente, los receptores de membrana con actividad de tirosina quinasa se
activan cuando se unen a su ligando, pero también se ha reportado que existen tirosinas
quinasas citoplasmaticas activadas por estimulos diversos (ibid.). En particular, Src puede
activarse por la aplicacion de campos eléctricos externos (Zhao et al., 2006). Esto nos impulsé

a investigar si la fosforilacion de las tirosinas se modificaba con los cambios de PMP.

Cuando las monocapas se incubaron con gramicidina en SC (condiciones despolarizantes) y los
otros agentes depolarizantes (la Figura 39 muestra los resultados para el KGIn, pero se
obtienen resultados similares para el NaGIn y el Na,S0a4), se pudo observar que la sefial de las
tirosinas fosforiladas se desplaza de la periferia al citoplasma en algunas células y se pierde en
otras. Cuando el sodio extracelular es reemplazado por colina, la gramicidina no tiene efectos
en la distribucién de las tirosinas fosforiladas, igual a como se observa con la colina sola u otros

agentes hiperpolarizantes (por ejemplo, el NMDG) (Figura 39).

Los resultados descritos en las secciones anteriores revelan que la gramicidina es capaz de
afectar, por si misma, la activacién y localizacion de algunos intermediarios y/o efectores de
vias de sefalizacién de manera independiente de sus efectos eléctricos como iondforo. Sin
embargo, el efecto de la gramicidina en la localizacién de la sefial de las tirosinas fosforiladas

sugiere que se debe a sus propiedades como agente despolarizante.

Control KGIn Gramicidina Gramicidina-ChoCl ChoCl

Figura 39- Efecto de la gramicidina sobre las tirosinas fosforiladas. Las monocapas de células BCE en
cultivo se incubaron durante 30 min con SC, una solucién despolarizante (KGIn) o una hiperpolarizante
(ChoCl), o con gramicidina en SC o en solucion de ChoCl. Las monocapas se fijaron y se realizé una

tincion para visualizar las tirosinas fosforiladas. Barra: 30 um.
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Discusion

En trabajos previos de nuestro laboratorio se encontré que los cambios del potencial de
membrana plasmatica provocan la remodelacion del citoesqueleto de actina y tubulina
asociado a las uniones intercelulares en epitelios de transporte (Chifflet et al., 2003; Chifflet et
al., 2004; Nin et al., 2009). El objeto de investigacién que surge naturalmente de estos trabajos
es la comprension de los mecanismos celulares y moleculares que estan involucrados en esta
respuesta. Frente a este objetivo surgen diferentes posibilidades de estudio. En primer lugar,
el hecho de que los filamentos de actina y tubulina sean polimeros cargados y que éstos estén
en el radio de alcance del campo eléctrico generado por el PMP, posibilita que variaciones en
el PMP afecten directamente la estructura y las propiedades funcionales de los filamentos
corticales (Cantiello et al., 1991; Tuszynski et al., 2004; Priel et al., 2006; Goldmann, 2008).
Otra alternativa es que los cambios del PMP sean detectados por proteinas de membrana, y
que éstas activen vias de sefializacién que modifiquen la organizacidon los microfilamentos y los
microtubulos (Gomez and Daniotti, 2007, Waheed et al., 2010; Levin, 2014; Levin and
Martyniuk, 2017; Levin et al., 2017). La remodelacién de estos filamentos también podria ser
modulada a la vez por vias de sefializacién y directamente por el PMP. Asimismo, no se puede
descartar que los cambios estructurales en el citoesqueleto provoquen la activacion de vias de
sefializacién, ya que éste se encuentra asociado a moléculas que inducen diversas sefiales
intracelulares. En esta tesis nos centramos en estudiar la existencia de vias de sefializacion
activadas por los cambios del PMP responsables de modular la reorganizacién del

citoesqueleto de actina y tubulina en esta respuesta.

1 Participacion de la via del cAMP/PKA en la remodelacién del citoesqueleto de
actina y tubulina en respuesta a la despolarizacion del potencial de membrana

plasmatica

Nuestra investigacién comenzd con el estudio de la fosforilacion de la MLC, la cual regula la
contraccion de la miosina no muscular (Adelstein and Anne Conti, 1975; Vicente-Manzanares
et al., 2009). La MLC es un efector de varias vias de sefializacion que provocan la
reorganizacién del anillo de actina cortical (Satpathy et al., 2004; Birukova et al., 2005; Srinivas
et al., 2006; Samarin et al., 2007; Kakiashvili et al., 2009; Bogatcheva et al., 2011; Hirano and
Hirano, 2016). Asi, por ejemplo, en monocapas de células BCE la trombina activa RhoA/ROCK y
la PKC, ésta provoca un aumento en la fosforilacion de la MLC y una remodelacion del anillo

actina de cortical, y asi desestabiliza las uniones intercelulares (Satpathy et al., 2004). La
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histamina también activa a la PKC en cultivos de BCE y tiene efectos similares a la trombina
sobre los microfilamentos corticales, la MLC y la barrera epitelial (Srinivas et al., 2006). En el
presente trabajo observamos que, en células de BCE en cultivo, al despolarizar el PMP se
encuentra una disminucién de la pMLC y no se detectan cambios en la ppMLC. En funcién del
efecto de la DPMP sobre la pMLC, comenzamos estudiando aquellas vias de sefalizacion
celular que conducen a una disminucién de la misma. Como se menciond en la Introduccidn, se
ha reportado que la activacion de la via del cAMP/PKA provoca una desfosforilacién de la MLC
(Moy et al., 1993; Prasain et al., 2009; Aslam et al., 2010). En consistencia con los resultados
reportados por estos autores, en este trabajo encontramos un incremento del cAMP en células
de BCE en cultivo en respuesta a la DPMP. El incremento en el cAMP puede ser producto de la
activacion de la adenililciclasa soluble o de la transmembrana. Como se encuentra descrito en
la Introduccidén, un incremento del cAMP préoximo a la membrana, dependiente de la
adenililciclasa transmembrana, evita la formacion de espacios intercelulares y protege a la
barrera epitelial de agentes desestabilizantes de la misma (Moy et al., 1993; Qiao et al., 2003;
Aslam et al., 2010). Por otro lado, la activacién de la adenililciclasa soluble conduce a la
retraccién de los bordes celulares y al debilitamiento de la barrera epitelial en células
endoteliales (Cowell et al., 2005; Sayner et al., 2006; Prasain et al., 2009; Sayner et al., 2011;
Balczon et al., 2013). En las células BCE observamos que el aumento de cAMP, en respuesta a
la DPMP, es dependiente de la adenililciclasa soluble y no de la transmembrana. A su vez, la
inhibicién de la adenililciclasa soluble reduce la remodelacién de los microfilamentos y atenua
de manera significativa la disminucién de la pMLC producto de la DPMP en las células BCE.
Teniendo en cuenta que el campo eléctrico generado por el PMP se extingue a distancias
mayores de un nandmetro (Olivotto et al., 1996), nos resultd de interés que la adenililciclasa
transmembrana, que se encuentra insertada en la membrana plasmatica, no varie su actividad
con la DPMP y que si lo haga la adenililciclasa soluble que estd mayoritariamente alejada de la
membrana. Por esta razén, es posible que la DPMP modifique intermediarios préximos a la
membrana y que éstos acttien sobre la adenililciclasa soluble. Esta es activada por calcio y por
bicarbonato (Lee et al., 2014; Steegborn, 2014). En estudios realizados en nuestro laboratorio
se observd que existe un incremento fugaz de calcio citosélico en respuesta a la DPMP (Chifflet
et al., 2012). Sin embargo, quelar el calcio intracelular con BAPTA-AM no impide la
remodelacidn del citoesqueleto de actina provocado por la DPMP (resultados publicados en la
Tesis de Maestria de Verdnica Nin), por lo tanto, no parece que éste sea el mecanismo de
activacion de la sAC. Por otro lado, existe evidencia de que en células BCE la DPMP con NaGln
induce la alcalinizacién intracelular por la entrada de HCOs (Bonanno et al, 1998). La

incubacién de las mismas células con una solucién despolarizante que contiene gluconato de
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NMDG y gluconato de potasio (en una relaciéon 1:1) provoca una pequefia alcalinizacién
transitoria (ibid.). En nuestro modelo, la DPMP también podria incrementar los niveles de
HCOs" intracelular y éste a su vez activar a la adenililciclasa soluble. Otra posibilidad es que la
adenilciclisa soluble, que se ha visto asociada a la membrana plasmatica (Chen et al., 2013), se
active directamente por la DPMP. La PKA, uno de los principales efectores del cAMP, también
parece participar en la respuesta de la DPMP en células de BCE. Empleando un anticuerpo que
reconoce los sustratos fosforilados de la PKA mediante Western blot encontramos un
incremento de dos bandas de aproximadamente de 50 y 70 KDa. Asimismo, en presencia de un
inhibidor de la PKA se atenuan los efectos de la DPMP sobre los microfilamentos y la pMLC. A
fin de identificar los sustratos fosforiladas de la PKA y otras proteinas que pudiesen cambiar su
fosforilacién con la DPMP, se realizaron estudios en geles bidimensionales y se colorearon con
una tinciéon para proteinas fosforiladas. En extractos celulares de las monocapas de BCE
incubadas en la solucidn despolarizante se identificaron tres “spots” de proteinas fosforiladas
gue aumentan con respecto al control. Uno de estos “spots” tiene un peso molecular de
aproximadamente 38.5 KDa y los otros dos de 54.5 KDa. Los ultimos “spots” podrian
corresponder a la banda de los sustratos fosforilados de la PKA en el entorno de los 50 KDa,
aunque es necesario confirmar estos datos por espectrometria de masas. El hecho de no poder
detectar en los geles 2D la banda de aproximadamente 70 KDa puede deberse a dos factores.
En primer lugar, los buffers de extraccion y métodos de purificacién de las muestras utilizados
en el Western blot y en los geles bidimensionales difieren en su composicién. En segundo
lugar, la sensibilidad del anticuerpo que permite identificar a los sustratos fosforilados de la
PKA es mucho mayor que las tinciones utilizadas para visualizar los “spots” por Western blot.
Asimismo, quedan pendientes los estudios de espectrometria de masas para identificar los

“spots” de los geles bidimensionales.

La via del cAMP/PKA podria conducir a la remodelacién de la actina y a la disminucion de la
pMLC a través de diversos mecanismos. En los estudios realizados en células de endotelio
vascular el aumento del cAMP citosélico por accion de la adenililciclasa soluble quimérica
provoca la despolimerizacion de los microtubulos, los que a su vez serian responsables de la
formacién de los espacios intercelulares y de la desfosforilacién de la pMLC (Prasain et al.,
2009). Sin embargo, en nuestro sistema celular no hemos encontrado que la estabilizacién de
los microtubulos con paclitaxel inhiba los efectos del DPMP sobre el citoesqueleto de actina y
la retraccion de los bordes celulares. La PKA también podria conducir a la desfosforilacién de la

pMLC a través de dos mecanismos (ver Figura 2). Por un lado, fosforilando e inactivando al
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inhibidor enddgeno de la fosfatasa de la MLC, el CPI-17 (Aslam et al., 2010). Por el otro,

fosforilando e inactivando a la quinasa de la MLC (Verin et al., 1998).

La GTPasa RhoA juega un rol central en la remodelacion del citoesqueleto de actina. Como
mencionamos en parrafos anteriores, se encuentra reportado que la activaciéon de RhoA/ROCK
conduce a la remodelacion del anillo de actina cortical en células BCE (Satpathy et al., 2004). Si
bien en este trabajo de tesis encontramos que tiene lugar un aumento en la actividad de RhoA
en células BCE, no encontramos que la inhibiciéon de la ROCK atenue los efectos de la DPMP
sobre el citoesqueleto de actina. A pesar de que se ha descrito que el cAMP conduce a la
disminucién de RhoA activo (Lang et al., 1996; Ellerbroek et al., 2003) y nuestros resultados
indican que en las células BCE el cAMP aumenta durante la DPMP, RhoA se activa en estas
condiciones. Una posible explicacién para esta aparente contradiccién podria deberse a la
accién del activador de RhoA, GEF-H1 (Ren et al., 1998), el que es liberado a raiz de la
despolimerizacion de los microtubulos (Krendel et al., 2002; Chang et al., 2008). Asi, la
activacion de RhoA durante la DPMP podria deberse a la despolimerizacién de los

microtubulos.

En este trabajo también estudiamos la participacién de la ERK en la respuesta a la DPMP, ya
que esta MAP quinasa se activa con la DPMP en las células de epitelio renal (Waheed et al.,
2010). Asimismo, en la literatura se encuentra reportado que el cAMP inhibe (Cook and
McCormick, 1993; Wu et al., 1993a; Hafner et al., 1994) y también activa a ERK (Young et al.,

1994; Vossler et al., 1997). La accion del cAMP sobre la MAP quinasa parece depender del tipo

| “« IH

celular, del “pool” de cAMP involucrado y de los factores que activan la via de ERK (Houslay
and Kolch, 2000). Sin embargo, a pesar de estos antecedentes, en las células BCE no
encontramos cambios en los niveles de fosforilacién de ERK ni en su localizacién celular como
consecuencia de los tratamientos despolarizantes del potencial de membrana. Estas
diferencias entre nuestros resultados y los reportados en la literatura podrian deberse a que,
durante la DPMP, en las células BCE se activan vias de sefializacion diferentes a las de las

células utilizadas en esos estudios.

Luego de una busqueda bibliografica exhaustiva, sélo encontramos dos trabajos, realizados por
el grupo de Szaszi, en donde se ha estudiado la activacién de vias de sefalizacién celular que
modifican el citoesqueleto en respuesta al PMP. En ellos se encuentra que, en células de

epitelio renal (MDCK y LLC-PK1), la DPMP activa la via de Ras/Ref/MEK/ERK/GEF-H1/Rho/ROCK
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y aumenta la ppMLC (Szaszi et al., 2005; Waheed et al., 2010). En células BCE encontramos que
ocurre activacion de cAMP/PKA, incremento de RhoA activo y no hallamos cambios en la
fosforilacién de pERK en respuesta a la DPMP. Las discrepancias en las vias de sefalizacion
activadas en repuesta a la DPMP en las células de epitelio renal y BCE podrian explicase por
diferencias intrinsecas entre ambos epitelios. En uno de los aspectos en que difieren estos
epitelios es en el tipo de cadherinas que forman las uniones adherentes. Las células de
endotelio cérnea presentan la N-cadherina (Ying-Ting et al., 2008) mientras que las células de
epitelio renal la E-cadherina (Wu et al., 1993b). Esta diferencia no es menor si se considera que
las colas citoplasmaticas de las cadherinas interaccionan con proteinas que son capaces de
desencadenar sefales intracelulares (Wenjun et al., 2014). Asimismo, resultados no publicados
de nuestro laboratorio parecen indicar que el citoesqueleto de actina cortical no se remodela
en respuesta a la DPMP en células de epitelio renal (MDCK) (resultados presentados en forma
de poster en las XI Jornadas de la SUB, (Correa et al., 2005)). Es importante destacar que en
condiciones basales la expresion y la distribucion celular de la ppMLC en las células epiteliales
renales es diferente a la de las células BCE (Szaszi et al., 2005). En efecto, en las células
epiteliales renales la expresion de la ppMLC es muy baja y presenta una distribucion citosdlica
difusa (ibid). Considerando estos antecedentes, ante un determinado estimulo no es extrafio

que en ambos epitelios no se activen las mismas vias de sefializacion.

En células endoteliales microvasculares, la activacion de la adenililciclasa soluble provoca la
reorganizaciéon de los microtubulos periféricos (Prasain et al., 2009). Debido a que en nuestro
laboratorio se encontré que ocurre una remodelacién del citoesqueleto de tubulina al
despolarizar el PMP, también estudiamos si la via del cCAMP/PKA estaba involucrada en dicha
respuesta. En primer lugar, se estudiaron en mayor profundidad los cambios en los
microtubulos por microscopia confocal. Utilizando este procedimiento pudimos identificar las
tres poblaciones de estos filamentos descritos en la bibliografia: una poblacién de
microtubulos corticales que se extiende longitudinalmente a lo largo del eje dpico-basal, otra
que se nuclea en un centrosoma apical y una red de microtubulos basales cortos sin una
orientacién definida. La poblacion que resulta mas afectada por la DPMP es la que se extiende
longitudinalmente entre los dominios apicales y basales muy cercana a la corteza. Estos
microtubulos corticales se despolimerizan en respuesta a la DPMP, aln en aquellos casos en
gue las uniones dependientes de cadherina no parecen haberse modificado. Al igual que con
los microfilamentos, la inhibicidon de la adenililciclasa soluble atenta la remodelacién de los

microtubulos corticales en respuesta a la DPMP. Esta reorganizaciéon de los microtubulos
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podria involucrar a tau, una proteina asociada a los microtubulos. Tal como se sefialé en la
Introduccion, cuando tau es fosforilada por la PKA en la ser 214 pierde su unién a los
microtubulos, lo que conduce a la desestabilizacidon de estos filamentos (Prasain et al., 2009;

Balczon et al., 2013).

Finalmente, a pesar de que nuestros resultados parecen indicar que la via del cAMP/PKA se
encuentra implicada en la remodelacién del citoesqueleto de actina y de tubulina en las células
BCE en respuesta a la DPMP, no es posible descartar que otras vias de sefializacién también se

encuentren involucradas.

Como nuestros resultados parecen indicar que el cAMP participa en la reorganizacién del
citoesqueleto de actina y tubulina, y considerando que ambos filamentos interaccionan, se
investigd si la respuesta de los microfilamentos y los microtubulos durante la DPMP esta
acoplada. Es decir, si la remodelacion del citoesqueleto de actina conduce a la
despolimerizacion de los microtubulos o viceversa. En células BCE la reduccién de la
polimerizacidn y el incremento de la despolimerizacidn de los microfilamentos con citocalasina
D no interfieren con la accién de la DPMP sobre el citoesqueleto de actina y tubulina. Por otro
lado, un incremento de la polimerizacion y una diminucidon de la despolimerizacién de los
microfilamentos con jasplakinolide atenta el efecto de la DPMP sobre la actina y los
microtibulos. En células que se encuentran migrando, la ubicacion y dindmica de los
microtubulos en las lamelas es dependiente de los haces de actomiosina (Waterman-Storer
and Salmon, 1997). Asimismo, a nivel del citoplasma los microttbulos se polimerizan a lo largo
de los haces de actina y los extremos de los microtubulos son arrastrados por el citoplasma por
su conexion con los haces de actina en movimiento (Gupton et al., 2002; Salmon et al., 2002).
Sobre la base de los antecedentes, es posible que los resultados que observamos al incubar a
las células BCE durante la DPMP con jasplakinolide puedan explicarse por la dependencia de
los microtubulos sobre los microfilamentos para remodelarse. Asi, en respuesta a la DPMP tras
la remodelacion de los microfilamentos, los microtubulos se reorganizan. Cuando las
monocapas de células BCE se incuban con nocodazol, un agente que provoca la
despolimerizacion de los microtibulos, Unicamente se observaron escasos microtubulos
centrosdmicos. En estas condiciones, en respuesta a la DPMP los microfilamentos corticales
practicamente no se modifican y disminuye en forma importante la separacién intercelular.
Los datos bibliograficos parecen indicar que el efecto del nocodazol sobre los epitelios varia

con el tipo celular. En el endotelio vascular esta droga provoca una importante remodelacion
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del citoesqueleto de actina cortical con la pérdida de los contactos celulares (Verin et al., 2001;
Birukova et al., 2004b; Alieva et al., 2013). En células epiteliales bronquiales y alveolares
(Lorenowicz et al., 2007) y en queratinocitos (Kee and Steinert, 2001), el nocodazol parece
estabilizar las uniones celulares sin afectar el anillo cortical. Incluso en células de epitelio
intestinal este agente previene la reorganizacién de anillo de actina asociado a las uniones en
respuesta a la extraccion del calcio extracelular (lvanov et al., 2006). Es importante sefialar,
ademas, que los extremos positivos de los microtibulos se asocian a proteinas reguladoras del
citoesqueleto de actina (Basu and Chang, 2007). En presencia del nocodazol se observa una
remodelacion radical del citoesqueleto de tubulina que podria involucrar poblaciones de
microtubulos distintas a las que se despolimerizan con la DPMP. Los filamentos de tubulina
alterados podrian provocar cambios en proteinas o moléculas asociadas indirecta o
directamente con ellos, necesarias para que ocurra la remodelacién del citoesqueleto de
actina. De esta manera, el nocodazol estaria previniendo la respuesta sobre los
microfilamentos al afectar las proteinas asociadas a los microtibulos y no por la accién sobre
la poblacién de microtibulos que se modifican con la DPMP. De hecho, en las células de
epitelio intestinal, la kinesina-1, una proteina motora asociada a los microtubulos, se ha visto
implicada en la remodelacion del citoesqueleto de actina asociado a las uniones celulares
cuando se extrae el calcio extracelular (lvanov et al., 2006). La desestabilizacion de los
microtubulos con nocodazol evita la participacidn de la kinesina-1 en la reorganizacion de los
microfilamentos (ibid.). El incremento de la polimerizacién y la disminucién de la
despolimerizacion de los microtibulos con paclitaxel no impiden la reorganizacion de la actina
cortical en respuesta a la DPMP. Esto sugiere que los cambios en los microfilamentos por

accion del DPMP no parecen depender de la remodelacién de los microtibulos corticales.

En base a los resultados de esta tesis y a los datos de la literatura en el esquema de la Figura
40 se plantea un modelo posible de los distintos intermediarios que podrian participar en la

remodelacidon del citoesqueleto de actina y tubulina en respuesta a la DPMP.
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Figura 40- Posible modelo de los mecanismos involucrados en la remodelacion del

citoesqueleto de actina y tubulina en respuesta a la DPMP. La DPMP podria incrementar los
niveles de HCOs™ intracelular y éste a su vez activar a la sAC. La sAC aumenta el cAMP, el que
activa a la PKA. La PKA podria conducir a la desfosforilacion de la pMLC a través de los
siguientes mecanismos: fosforilacién e inhibicion de la quinasa de la MLC (MLCK) (1) y del CPI-
17 (inhibidor enddgeno de la fosfatasa de la MLC, MLCP) (2). La PKA podria fosforilar a Tau. Al
estar fosforilado, Tau pierde su union a los microttibulos (MT), desestabilizando los filamentos
(3). Por mecanismos aun no determinados, la PKA induciria la remodelacion de la actina-F
cortical (4). Las modificaciones del citoesqueleto de actina cortical podrian depender de
factores asociados a los microtubulos corticales (6). Los microfilamentos, a su vez, determinan
la reorganizacion de los microtibulos. Como consecuencia de la remodelacién de los
microtlbulos se podria liberar GEF-H1 y activar a RhoA (5). El texto azul y las flechas llenas
indican los resultados obtenidos en esta Tesis. Los textos blancos y las flechas punteadas

representan posibles mecanismos en base a lo reportado en la literatura.
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2 Vias de seiializacion involucradas en la remodelacién del citoesqueleto de
actina en respuesta a la hiperpolarizacion del potencial de membrana

plasmatica

En la investigacidn de las vias de sefializacién implicadas en la HPMP, comenzamos estudiando
aquellas que participan en la DPMP en las células de BCE, ya que en la reorganizacion del
citoesqueleto por ambas variaciones del PMP podrian estar implicadas las mismas moléculas
sefializadoras, funcionando de forma opuesta. Es asi que en este trabajo se determind que, en
contraposicion a la DPMP, durante la HPMP la ppMLC disminuye. Sin embargo, no se
observaron cambios en el cAMP ni en los sustratos fosforilados de la PKA en respuesta a la
HPMP en las monocapas celulares de BCE en cultivo. Tampoco se hallaron variaciones en la
pMLC. Asi, a pesar de que los efectos de la DPMP y la HPMP sobre el citoesqueleto de actinay
las uniones parecen ser contrapuestos, no parecen involucrar los mismos mecanismos
moleculares. Por lo cual, los blancos moleculares sobre los cuales actua la DPMP no parecen

afectarse por la HPMP.

En concordancia con lo sefialado en el parrafo anterior, a pesar de que durante la DPMP no
constatamos cambios en la fosforilacion de pERK, si encontramos que esta MAP quinasa se
activa con la HPMP en los monocapas celulares de BCE. El aumento de pERK ocurre a nivel
citosdlico. Asimismo, observamos que la inhibicion de pERK disminuye la compactacion de la
actina, el efecto protector de la HPMP sobre las uniones al extraer el calcio extracelular y
también atenua significativamente la reduccién de la ppMLC producto de la HPMP. Por
consiguiente, este conjunto de resultados refuerza la participacion de esta MAP quinasa en la
respuesta a la HPMP de las células BCE en cultivo. Existen antecedentes en relacidn a la accidn
protectora de ERK sobre la barrera epitelial (Samak et al., 2011). En una linea de células de
epitelio intestinal (Caco-2), la activacién de ERK con EGF inhibe la accién del acetaldehido
sobre la desorganizacién de la actina cortical y evita la disrupcién de la barrera epitelial (Sheth
et al., 2004; Samak et al., 2011). Sin embargo, los autores no encuentran ni plantean un
mecanismo que explique la accion de ERK sobre los microfilamentos. Asimismo, existen
antecedentes en células musculares lisas en relaciéon a pERK y la MLC (Deng et al., 2011). En
éstas células la sobreexpresion de la MAP quinasa que fosforila y activa a ERK (MEK), conlleva a
una disminucién en la pMLC por un mecanismo desconocido pero independiente de la quinasa
de la MLC (ibid). La via de Raf/ MEK/ERK es activada por dos pequefias GTPasas de la familia de
Ras: Rapl y Ras (Ramos, 2008; Roskoski, 2012). Se ha reportado que Ras presenta un extremo

carboxilo terminal polibasico a través del cual interacciona de manera electrostatica con la
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membrana plasmatica (Leventis and Silvius, 1998). En la fagocitosis, los macréfagos remodelan
la composicidn de los lipidos de la cara interna de su membrana plasmatica y con ello alteran
la carga superficial de la misma (Yeung et al., 2006). Esto provoca la liberacién de K-Ras al
perderse la interaccién electrostatica que la mantenia unida (ibid.). Al hiperpolarizar el PMP de
células CHO con valinomicina, Ras se transloca a los endosomas (Gomez and Daniotti, 2007).
En células de epitelio renal en cultivo la DPMP activa a Ras y ésta a su vez conduce a la
fosforilacion de ERK (Waheed et al., 2010). Por consiguiente, existe la posibilidad de que la
HPMP provoque cambios en la localizacién de Ras que podrian favorecer la activacion de esta

MAPK.

En el esquema de la Figura 41 se plantea un posible modelo de los distintos intermediarios que

podrian participar en la remodelacidon del citoesqueleto de actina en respuesta a la HPMP.

®

HPMP ---- ——— ———— -—-» PERK = . |ppMLC
Compactacion de Estabilizacion
la actina-F cortical de las uniones

Figura 41- Posible modelo de los mecanismos involucrados en la remodelacion del
citoesqueleto de actina en respuesta a la HPMP. La HPMP podria provocar cambios en la
localizacién de Ras favoreciendo su activacién. Ras iniciaria la activacién de la via de las MAP
quinasas, con el consecuente incremento de pERK (1). pERK, a su vez, conduce a la disminucién
de la ppMLC (2), a la compactacion de a la actina (3) y a la estabilizacién de las uniones (4). El
texto azul y las flechas llenas indican los resultados obtenidos en esta Tesis. Los textos blancos
y las flechas punteadas representan posibles mecanismos en base a lo reportado en la

literatura.

3 Formas fosforiladas de la MLC

Como se mencioné en la Introduccién, existen varios trabajos en donde se ha encontrado que

las dos formas fosforiladas de la MLC participan en procesos celulares diferentes (Getz et al.,
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2010; Vicente-Manzanares and Horwitz, 2010; Hirano and Hirano, 2016). Nuestros resultados,
obtenidos en células BCE, parecen concordar con estos hallazgos, ya que encontramos que la
pMLC y la ppMLC presentan una distribucidn diferente y respuestas distintas ante los cambios

de PMP.

En este trabajo obtuvimos evidencia de que en las células BCE en subconfluencia o como
células aisladas, la pMLC se dispone de manera difusa a nivel citosélico. La ppMLC tiene por el
contrario una distribuciéon muy distinta, no es detectable por inmunofluorescencia en células
aisladas, pero si se visualiza en aquellos sitios en que dos células han contactado. En las
monocapas de células BCE en cultivo maduras o in situ, la ppMLC se dispone en el limite
celular con un patrén regular punteado. La pMLC se distribuye de manera difusa en la corteza
celular y su localizacién citosélica disminuye de manera considerable en las células de las

monocapas de células BCE maduras en cultivo en relacion a las células subconfluentes.

Por otro lado, resulta interesante mencionar que las dos formas fosforiladas se modifican de
manera distinta con el PMP y que estos cambios son, a su vez, dependientes de vias de
sefializacién diferentes. Asi, en respuesta a la DPMP la pMLC disminuye como consecuencia de
la activacion del caMP/PKA y la ppMLC no varia. Por otro lado, la HPMP conduce a una
disminucién de la ppMLC dependiente de pERK y la pMLC no cambia. Una de las preguntas que
surge de estos resultados es si las dos formas fosforiladas de la MLC tienen funciones
diferentes en la remodelacidn del citoesquleto de actina en respuesta a las modificaciones del
PMP. Como se ha sefialado en la Introduccion, en células epiteliales polarizadas el anillo de
actina cortical forma parte del complejo de unién apical (Ilvanov, 2008; Schnittler et al., 2014) y
se asocia a la miosina Il no muscular (Ebrahim et al., 2013). La fosforilacién de la MLC, ademas
de activar la actividad Mg*2-ATPasa de la NM I, estabiliza a los filamentos de miosina Il no
muscular (Vicente-Manzanares et al., 2009). En un estudio realizado en queratinocitos, Braga y
colaboradores describen dos poblaciones de filamentos de actina corticales durante la
polarizacién de estas células que resultan indistinguibles una vez finalizado dicho proceso
(Zzhang et al., 2005). Una de ellas es parte de las uniones y la otra se compone de filamentos
periféricos no asociados a las uniones (ibid). En los queratinocitos con contactos celulares
establecidos los autores observan una sefial intensa de la pMLC en donde se detecta la actina
periférica no asociada a las uniones. En ausencia de los contactos celulares la sefial de la pMLC
es minima (ibid). Los autores sugieren que la pMLC es necesaria para la compactacion y la

estabilizacidn de la actina-F periférica (ibid). En consistencia con estos hallazgos, la disminucion
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de la pMLC que encontramos durante la DPMP podria contribuir a la desestabilizacién de la
actina cortical. Asimismo, existen estudios en células BCE en cultivo en donde se reporta que,
junto a la disminucion del anillo de actina cortical producto de la accién de la trombina,
histamina o PMA, hay un incremento de la ppMLC (Srinivas et al., 2006; Shivanna et al., 2010).
Como se mencionase en parrafos anteriores, la HPMP provoca la compactacién de los
microfilamentos corticales y la estabilizacion de las uniones intercelulares. Es interesante

entonces, que en este escenario la ppMLC disminuya.

En su conjunto, nuestros resultados surgieren que la desestabilizacion del anillo cortical de

actina se encontraria vinculada al incremento de ppMLC y a la disminucién de la pMLC.

4 Efectos no clasicos de la gramicidina sobre intermediarios de vias de sefalizacién

En este trabajo encontramos que algunos de los efectos de la gramicidina no pueden ser
interpretados en término de sus propiedades idnicas o eléctricas. La incorporacion de esta
droga a los cultivos de BCE o B16F1 modifica la fosforilacion y/o la localizaciéon de algunos
intermediarios clave relacionados, entre otras propiedades celulares con la organizacion del
citoesqueleto, en forma independiente de los efectos sobre el PMP. Al respecto, la gramicidina
aumenta la localizacidn nuclear de pERK y disminuye la ppMLC, tanto en aquellas condiciones
en que la droga produce la DPMP como la HPMP. Los procedimientos alternativos de
despolarizacion o hiperpolarizacién empleados aqui no provocan respuestas similares a la
gramicidina. A pesar de que no determinamos los mecanismos involucrados, se encuentra
establecido que esta droga modifica las propiedades lipidicas de la membrana (Antoinette

Killian, 1992; Hassan-Zadeh et al., 2017), lo cual podria estar involucrado en estos efectos.

Debido a nuestros hallazgos de que la gramicidina es capaz de afectar, por si misma, la
activacion y localizacién de algunos intermediarios y/o efectores de vias de sefializacion de
manera independiente de su condicién de iondforo, no se utilizé esta droga como un agente

para modificar el PMP en los estudios de esta tesis.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que, en células BCE:

- La DPMP provoca la disminucion de la pMLCy la ppMLC no cambia.

- La DPMP activa a la via la cAMP/PKA y ésta se encuentra implicada en la remodelacién del

citoesqueleto de actina y de tubulina, y en la reduccién de la pMLC.

- Si se inhibe la despolimerizacién de los microfilamentos no ocurre la remodelacién de los
microtubulos. Por otro lado, no es posible que el citoesqueleto de actina cortical se reorganice

en presencia de un agente que desestabiliza los microtubulos.

- En respuesta a la DPMP tiene lugar la activacion de RhoA. Sin embargo, la inhibicién de su

efector ROCK no atenua los efectos de la DPMP sobre la actina-F cortical.

- A diferencia de lo que ocurre en el epitelio renal tubular, la DPMP no induce cambios en

pERK.

- En respuesta a la HPMP se observa una disminucién de la ppMLC y no hay variaciones en la

pMLC.

- La via de cAMP/PKA no se ve afectada por la HPMP.

- La HPMP provoca un incremento en la fosforilaciéon de ERK y esta se encuentra implicada en
la compactacion de la actina, en el efecto protector de la HPMP sobre las uniones y, en la

reduccion de la ppMLC.

- En respuesta a la HPMP no hay cambios en la activacion de RhoA.

- La gramicidina tiene efectos independientes de su condicion como iondforo. Asi, en este
trabajo encontramos que aumenta la fosforilacion de ERK y su localizacién nuclear y disminuye

la ppMLC, tanto en aquellas condiciones en que la droga produce la DPMP como la HPMP.
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Perspectivas

En virtud de los resultados obtenidos en este trabajo, han surgido nuevas interrogantes que
permiten plantear diversos estudios complementarios, algunos de los cuales se destacan a

continuacion.

-Explorar los mecanismos a través de los cuales disminuye la pMLC con la DPMP. Se plantea
investigar por un lado la fosforilacion de la quinasa de la MLC y, de encontrar un incremento, si
es dependiente de la PKA. Por el otro, realizar estudios de activacién de la fosfatasa de la MLC
y, de hallar un incremento, explorar la fosforilacion de su inhibidor enddégeno, el CPI-17. De

evidenciar cambios, establecer la participacién de la PKA en los mismos.

-Una vez determinados los mecanismos involucrados en la desfoforilacidon de la pMLC, explorar

su rol sobre la reorganizacién del citoesqueleto de actina durante la DPMP.

-ldentificar los “spots” obtenidos en los geles 2D por espectrometria de masas y comenzar a
estudiar la posible participacion de estas proteinas en la reorganizacién del citoesqueleto en

respuesta a la DPMP.

-Evaluar cambios en la fosforilacion de tau (Ser-214) con el objetivo de conocer los
intermediarios involucrados en la despolimerizacion de los microtubulos. De hallar un

incremento, determinar si es dependiente de la PKA.

- Inhibir la despolimerizacidn de los microtibulos con paclitaxel y determinar si disminuye la
actividad de RhoA en la respuesta a la DPMP. De hallar una disminucion, estudiar la posible

activacion de GEF-H1.

- Con el fin de identificar los intermediarios de ERK que son activados “upstream” por la HPMP,

evaluar la activacion de Ras a través de un ensayo de "pull down".

-Explorar los mecanismos a través de los cuales ERK conduce a la disminucion de la pMLC con
la HPMP. Se plantea investigar la fosforilacién de la quinasa de la MLC y realizar estudios de

activacion de la fosfatasa de la MLC.
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