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RESUMEN

La migracién de las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR) es un paso importante
en varias condiciones patoldgicas oculares incluyendo la neovascularizacién subretinal
(NSR), la vitreorretinopatia proliferativa (VRP) y de manera importante como consecuencia
de cirugias retinales. Por lo tanto, la elucidacién de los mecanismos subyacentes a la
transformacioén de las células del EPR es esencial para idear tratamientos efectivos dirigidos
a la prevencion de estos padecimientos. Un evento comun en estas patologias es la
alteracién de la barrera hematorretiniana (BHR) que permite la interaccién de las células
del EPR con la trombina, una proteasa pro-inflamatoria contenida en el suero sanguineo.
Estudios previos han demostrado que la trombina induce la remodelacidn del citoesqueleto
y la migracién de las células del EPR, procesos caracteristicos en el desarrollo de la VRP, sin
embargo, los mecanismos moleculares involucrados se desconocen en gran medida. La
migracion celular requiere el desensamble de adhesiones focales inducido por la
fosforilacién de la cinasa de adhesion focal (FAK). El objetivo del presente trabajo fue
identificar la via de sefalizacion inducida por la trombina que conduce a la fosforilacion de
FAK, asi como su participacion en la migracion de las células del EPR. Los resultados
demuestran que la activacion del receptor activado por proteasas 1 (PAR-1) por la trombina
induce la fosforilacién de FAK en sus residuos Y576/577 a través de la participacion de las
isoformas convencionales y nuevas (c/n) de la PKC, PI3K/PKC-C asi como de Rho/ROCK ya
gue la inhibicion de estas vias impide la fosforilacién de FAK y el consecuente desensamble

de las adhesiones focales. Estos hallazgos demuestran por primera vez que la migracién de



las células del EPR se regula por la fosforilacion en los residuos de tirosina de FAK y esto
podria proporcionar una base estratégica para el tratamiento de la VRP al retardar la
migracion de células del EPR hacia la cavidad del cuerpo vitreo y prevenir la formacién de

membranas celulares contractiles.



ABSTRACT

The migration of retinal pigment epithelial (RPE) cells is an important step in various
pathologic conditions including subretinal neovascularization (SRN), proliferative
vitreoretinopathy (PVR) and, importantly, as a consequence of retinal surgery.
Therefore, the elucidation of the mechanisms underlying RPE transdifferentiation and
migration is essential for devising effective treatments aimed to the prevention of
these disorders. A common event in these pathologies is the alteration of the blood-
retina barrier (BRB), which allows the interaction of RPE cells with thrombin, a pro-
inflammatory protease contained in serum. Our previous work has demonstrated that
thrombin induces RPE cell cytoskeletal remodeling and migration, hallmark processes
in the development of PVR; however, the molecular mechanisms involved are still
unclear. Cell migration requires the disassembly of focal adhesions induced by Focal
Adhesion Kinase (FAK) phosphorylation, together with the formation of actin stress
fibers. The aim of the present work was to identify thrombin-activated signaling
pathways leading to FAK phosphorylation and to determine FAK participation in
thrombin-induced RPE cell migration. Results demonstrate that the activation of PAR1
by thrombin induces phosphorylation of Y576/577 within the activation loop. FAK
phosphorylation was shown to be under the control of ¢/nPKC and PI3K/PKC-(, as
well as by Rho/ROCK, since the inhibition of these pathways prevented thrombin-
induced FAK phosphorylation and the consequent disassembly of focal adhesions and

RPE cell migration. These findings demonstrate, for the first time, that thrombin



stimulation of RPE cell transformation and migration are regulated by FAK tyrosine
phosphorylation. Thus, targeting FAK phosphorylation may provide a strategical basis

for PVR treatment.
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1. INTRODUCCION

1.1 LA RETINA EN LA FUNCION VISUAL.

La vision en los mamiferos inicia cuando los fotones que componen la luz pasan a
través de la cornea y las demas estructuras del ojo para finalmente enfocarse sobre la
retina. La retina (Figura 1), es un tejido neural imprescindible para la visién que se
encuentra en la porcién posterior del gléobulo ocular y cuya arquitectura laminar se
encuentra meticulosamente polarizada. Su principal funcién es convertir el estimulo
visual, compuesto por fotones, en actividad bioquimica, para que el cerebro la pueda
interpretar mediante un proceso denominado fototransduccién 1. La fototransduccién,
se realiza en los segmentos externos de los fotorreceptores, conos y bastones (0S),
que pertenecen a la capa nuclear externa (ONL) de la retina, Posteriormente, a través
de cambios en el potencial de membrana de los OS, el estimulo visual se transmite por
la sinapsis hacia las neuronas de segundo nivel o interneuronas de la retina (células
horizontales, células bipolares y células amacrinas), cuya principal funcién es modular
el estimulo visual. En conjunto, las interneuronas forman una capa denominada, capa
nuclear interna (INL). Hay que mencionar, ademas que entre la ONL y la INL, se
encuentra una capa intermedia denominada como capa plexiforme externa (OPL) que
es el sitio en donde se realizan las conexiones sindpticas entre los OS y las
interneuronas. Las redes formadas por las conexiones sinapticas de las interneuronas
de la retina son sumamente complejas debido a que conducen una vasta cantidad de
informacién visual por multiples caminos, con la finalidad de que llegue a las células
ganglionares de la retina (GC). Las GC se consideran el tnico tipo de neuronas de

proyeccién en la retina ya que a través del entrelazamiento de sus axones conforman



al nervio 6ptico, que conduce el estimulo visual hacia distintas estructuras en el
cerebro para su interpretacion en color, movimiento, tamafio, orientacion y textura,
ademas, es importante mencionar que en conjunto las GC forman una capa mas de la
retina denominada capa de las células ganglionares (GCL) 23.

Ademas de estas capas, se sabe de la presencia de dos membranas basales en la retina,
asi como de un tipo de células epiteliales denominadas células del epitelio pigmentado
de la retina (EPR), de las que hablaremos con detalle mas adelante. Con respecto a las
membranas basales, la primera se localiza en la porcién mas anterior de la retina y se
conoce como membrana limitante interna (ILM) y la segunda membrana basal, se
encuentra en la porcién mas posterior de la retina y se nombré membrana de Bruch

(BM), en honor al anatomista aleman Karl Wilhelm Ludwig Bruch, quien la describi6 4.
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Figura 1. Capas de la retina en mamiferos.

Los transductores de la luz, los fotorreceptores (conos y bastones) (0OS), situados en la porcion
mas posterior de la retina, se encuentran interactuando con las células del epitelio pigmentario
de la retina (EPR), que a su vez se adhieren a la membrana de Bruch (BM). Inmediatamente
abajo, inicia la membrana limitante externa (OLM) que esta formada por un tipo de células
gliales denominadas células de Miiller, cuyos axones se extienden por todo el espesor de la
retina, desde los fotorreceptores hasta la membrana limitante interna (ILM). Mezclada con la
OLM se encuentra la capa nuclear externa (ONL) que contiene los cuerpos celulares de los OS,
asi como, la capa nuclear interna (INL) que contiene los cuerpos celulares de las interneuronas
(células bipolares, horizontales y amacrinas). Entre la INL y la ONL, se encuentra una capa
sinaptica o plexiforme (OPL), en donde se realizan las conexiones entre los OS y las
interneuronas. De igual forma, en la capa plexiforme interna (IPL) las interneuronas realizan
sinapsis con las células ganglionares que a su vez constituyen a la capa de células ganglionares
de la retina (GCL). Los axones entrelazados de las células ganglionares conforman el nervio
optico que atraviesa una capa de fibras nerviosas (NFL) que se encuentra apoyada sobre la
membrana limitante interna (ILM) para finalmente proyectarse hacia el cerebro. Figura tomada y
modificada de "**.



1.2 LAS MEMBRANAS BASALES DE LA RETINA

En todos los metazoarios, los diversos componentes de la matriz extracelular (MEC)
se encuentran organizados en laminas delgadas y especializadas a las que en conjunto
se les conoce como membranas basales °. Las principales funciones de las membranas
basales de la retina son: (i) Actuar como superficies de adhesion para el resto de las
células, (ii) proveer de soporte estructural al tejido, (iii) compartimentar y (iv) regular
aspectos fundamentales del comportamiento celular como la polarizacién celular ¢,
que a su vez se ha visto sucede en practicamente todos los tipos celulares, incluyendo
a la retina 7-10, Asimismo, diversos estudios en modelos animales con deleciones o
mutaciones en genes que codifican para proteinas de la MEC, apoyan la idea de que las
membranas basales regulan mas procesos celulares esenciales, por ejemplo: la
supervivencia, proliferacion, diferenciaciéon y migracion celular 1112, Aunado a esto, se
ha visto que diversos factores de crecimiento se encuentran retenidos en las
membranas basales, haciéndolas un reservorio biolégico, hecho que aumenta
significativamente su complejidad en cuanto a funciéon 13-15, Asimismo, se ha
demostrado que la composicién de cada membrana basal es especifica para cada
tejido de nuestro cuerpo y ademads esta composicion se va modificando a lo largo del
desarrollo 1617, Particularmente en la retina, se ha detectado a través de
observaciones histolégicas, que la composicion de sus dos membranas basales, la BM
y la ILM, se encuentra principalmente constituidas por abundantes cantidades de:
colagena tipo I, colagena tipo IV, fibronectina y laminina 18-20, Por lo que se ha
sugerido la importancia de estas moléculas para facilitar la adhesién de los demas

tipos celulares de la retina 6132122,



Ademas, se sabe que distintas patologias se ocasionan por defectos en la sintesis de
los componentes de las membranas basales. Baste como muestra, el sindrome de
Alport, enfermedad producida por alteraciones en la sintesis de la colagena tipo IV,
que produce importantes defectos en la ILM que provocan deficiencias para mantener
la estructura laminar de la retina e impedir la migraciéon de astrocitos durante el
desarrollo de la misma 21.23.24,

En cuanto a complejidad, la BM se considera mas compleja que la ILM, ya que se
encuentra conformada por cinco capas, que enumeradas desde la mas posterior a la
mas anterior son: (i) la capa que actia como membrana basal de las células del EPR,
(ii) la capa interna de colagena, (iii) la capa central de fibras elasticas, (iv) la capa de
colagena externa, y (v) la capa que actia como membrana basal de los coriocapilares.
Aunado a su complejidad estructural, se sabe que la BM en conjunto con las células de
epitelio pigmentado de la retina (EPR), forman una parte importante de la barrera
hematorretiniana (BHR). La BHR controla de manera estricta el transporte de liquidos
y solutos hacia los fotorreceptores de la retina y ademads, impide la entrada de
moléculas téxicas y componentes del plasma sanguineo hacia las neuronas de la
retina, previniendo asi alteraciones y posteriormente malformaciones que provoquen
ceguera 24, En resumen, la correcta sintesis y localizacién de los componentes de las
membranas basales de la retina (ILM y BM), son esenciales para conservar la

integridad de la retina y por lo tanto la funcion visual 425,



1.3 EL EPR EN LA FUNCION VISUAL

Las células del EPR, son el tinico tipo de célula no neural presente en la retina, aunque
se considera parte de la misma dado que comparten el mismo origen embrionario
(neuroectodérmico) 2°. Histologicamente, las células del EPR se encuentran
organizadas en un tejido monoestratificado, en el que cada célula posee una
morfologia cuboidal 2¢ (Figura 2). A través de su cara apical, cada célula del EPR,
establece una compleja relaciéon estructural con los OS de la retina, por lo que su

presencia e integridad es de suma importancia para su correcto funcionamiento 25.

Barrera hematorretiniana

A Q) A AN AN AN Q
4~ Glucosa

Vitamina A
Secrecion Fagocitosis  Reciclaje del Homeostasis Transporte Absorcién de os
retinal iénica epitelial la luz

Figura 2. Resumen de las funciones del EPR.

0OS, Fotorreceptores, VEGF, Factor de crecimiento endotelial vascular, PEDF, Factor
de crecimiento derivado de epitelio. Figura tomada y modificada de ?°.

Las principales funciones del EPR son aumentar la calidad éptica de la vision y
proteger a los OS de la foto-oxidacion al absorber los excesos de fotones a través de
los granulos de melanina presentes en sus melanosomas 2728, Asimismo, los protege
fisicamente, envolviéndolos a través de largas microvellosidades. También, se ha

demostrado que las células del EPR secretan distintos factores que ayudan en la

10



supervivencia y diferenciacion de los OS 29-31 y es debido a esta actividad secretora
que se considera al EPR un componente importante para hacer de la retina un sitio
inmunolégicamente privilegiado 3233, Ademads, se sabe que el EPR participa en el
intercambio de agua y nutrientes como: glucosa, acidos grasos y retinal, del espacio en
donde se encuentran las interneuronas hacia la sangre y viceversa. El retinal, es la
molécula a través de la que los fotorreceptores se mantienen excitables y
constantemente se recicla a través de la digestion de los segmentos externos de los
fotorreceptores, sitio en donde se encuentra, para posteriormente translocar a las
células del EPR en donde se re-isomeriza, este proceso se conoce como “ciclo del
retinal”. Finalmente, se sabe que las células del EPR estabilizan la concentracién de
iones del espacio interneuronal, colaborando también para mantener la excitabilidad
de los fotorreceptores 2°.

Ademas de las complejas funciones e interacciones estructurales que establecen las
células del EPR a través de su cara apical con los fotorreceptores, se sabe, que por
medio de su cara baso lateral, las células del EPR interaccionan con la membrana de
Bruch, cuya principal funcién, como se mencioné anteriormente, es proporcionar una
superficie de adhesion para las células del EPR y el resto de la retina, asi como, formar
parte importante de la BHR 425, La manera en la que el EPR establece contacto con la
BM, es a través de receptores transmembranales de la familia de las integrinas. Estos
receptores conectan a los componentes de la BM con el citoesqueleto de las células del
EPR, induciendo asi la formacién de sitios de asociacién denominados adhesiones
focales (FA) 3435 de las que se profundizard en su explicacion mas adelante. No

obstante, es importante aclarar que aunque el termino de FA sea el mas usado
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actualmente, durante los primeros afos de su estudio, se les denominaba placas de
adhesion 3¢ o contactos focales 37. Como consecuencia de la formacion de las FA, se
produce la propagaciéon de sefiales intracelulares de supervivencia hacia el nucleo
celular a través de moléculas del citoesqueleto, como actina o tubulina 3839,
Alteraciones en la formacién de las FA, han sido reportadas como causas importantes
de malformaciones y patologias de rifiéon, musculo, piel, cerebro y retina 40-43, A
proposito de las patologias de la retina, de acuerdo con la Organizacién Mundial para
la Salud (OMS), se estima que en el mundo existen alrededor de 285 millones de
personas con algun tipo de discapacidad visual, de las cuales, 39 millones son ciegas
totales y 264 millones padecen de alguna enfermedad relacionada con la visién. La
mayor cantidad de patologias que provocan ceguera se suelen presentarse
principalmente en la porcién posterior del ojo, es decir en donde se encuentra la
retina. Una de las patologias mas graves, que de no diagnosticarse tempranamente
puede conducir a la ceguera, es el desprendimiento de la retina (DR), que consiste en
la separacién fisica entre las neuronas de la retina y las células del EPR. Este
padecimiento puede ocurrir a cualquier edad, aunque con mayor frecuencia suele
presentarse en individuos de edad media o en personas de la tercera edad. Asimismo,
personas con niveles altos de miopia o aquellos que hayan padecido algtn trastorno
en la retina (p. ej. Retinopatia diabética) suelen ser mas propensos a desarrollar un
DR, sin embargo, una contusiéon fuerte también puede ocasionarlo 44 De la misma
forma, pero con menor frecuencia, se sabe que los DR también estan relacionados con

enfermedades hereditarias (p. ej. En el sindrome de Wagner-Stickler)1842,
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La mayoria de los DR son causados por la presencia de rupturas en la retina. Una vez
que se ha diagnosticado el problema y se ha evaluado la lesién, existen varios
procedimientos quirdrgicos a los que el paciente se puede someter (p. ej. La cirugia
escleral, la vitrectomia o la retinopexia neumatica) con la finalidad de reincorporar los
desprendimientos. Sin embargo, los tipos de cirugia existentes para la correccién de
los DR, son de mayor riesgo en comparaciéon con otros tipos de procedimientos
quirurgicos oculares (p. ej. La correcciéon de cataratas o defectos refractivos) y existe
una gran probabilidad de que la reincorporacién de la retina se complete en mas de
una cirugia. Factores de mal prondstico para la recuperacion del paciente son:
diabetes, miopia elevada o la presencia de multiples desgarres en una localizacion
muy posterior en la retina. Asimismo, se pueden presentar diversas complicaciones
postcirugia como: nuevos desgarros o nuevos desprendimientos, aumento de la
presion intraocular, formacién de cataratas o infecciones. Dejando de lado estas dos
ultimas complicaciones, el resto se suele asociar bajo el término de vitreorretinopatia
proliferativa (VRP) y hoy en dia se considera el obstaculo mas significativo para el

éxito de las cirugias por DR 45,

1.4 LA VITREORRETINOPATIA PROLIFERATIVA

El término de vitreorretinopatia proliferativa (VRP) se acuii6 en 1983 por el comité de
terminologia de la sociedad de la retina 46 para describir una serie de complicaciones
tras una cirugia ocular, principalmente en cirugias por DR. Se calcula que existe *75%
de riesgo de desarrollar VRP tras una cirugia ocular (p. ej. para reparar un DR), con un

5-10% de riesgo acumulado tras cada nuevo procedimiento 47.
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Actualmente, se sabe que la patogénesis de la VRP (Figura 3) se ocasiona en gran
parte por alteraciones en la BHR. Estas alteraciones, incrementan la actividad
mitogénica y quimiotactica en la cavidad del cuerpo vitreo del ojo debido al ingreso de
diversos componentes del plasma sanguineo que promueve la migracidn,
proliferacién y formacién de membranas contrictiles, principalmente de las células
del EPR 48, que fisiolégicamente son quiescentes #°. Las contracciones de estas
membranas ocasionan la pérdida de la arquitectura de la retina y subsecuentemente
inducen mas desprendimientos de retina en distintos puntos conduciendo al paciente
paulatinamente hacia la ceguera 6. Asimismo, se sabe que las células del EPR se
desdiferencian hacia morfologias parecidas a fibroblastos o macréfagos. Este proceso
de desdiferenciacién involucra la activacién de una compleja maquinaria molecular

conocida como “transicion epitelio-mesénquima” (TEM) 48-59,

Factores de crecimiento
y citocinas

Rompimiento de la BHR y Las células del EPR, migran, proliferan La contraccion de las membranas
aumento de la actividad y depositan componentes de la MEC, ocasiona desprendimientos
mitogénica y quimiotactica en conduciendo a la formacion de regmatéogenos de la retina en
la cavidad del cuerpo vitreo membranas contractiles distintos puntos

por la presencia de factores
de crecimiento y citocinas

Figura 3. Patogénesis de la VRP

BHR. Barrera hematorretiniana, EPR, Epitelio Pigmentado de la Retina. Figura
tomada y modificada de *%.
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La TEM es el proceso biolégico en el que las células polarizadas pierden sus
caracteristicas. En el caso de las células del EPR, la TEM ocasiona la adquisicién de un
fenotipo de mesénquima que favorece el aumento de su capacidad de invasiéon y
migracion debido a la pérdida de las adhesiones célula-célula 51. Ademas, se ha visto
que la TEM ocasiona resistencia a la apoptosis y aumentos en la sintesis de a-actina de
musculo liso, proteina fibrilar dcida de la glia, vimentina y diversas proteinas de MEC
49, Actualmente, se conocen diversas vias de sefializacién intracelular, principalmente
iniciadas por factores de crecimiento, que son activadores del proceso de TEM (p. ej.
PDGF, HGF, VEGF, EGF, TGFa, TGF-f, G-CSF, FGF, IGF-1 y CTGF) 5253,

Particularmente en la retina, se ha visto que algunos de estos factores se sintetizan
por las células gliales de la retina o por las mismas células del EPR, cuando pierden
contacto con los fotorreceptores 0. Especificamente en las células del EPR, las vias de
sefializacion mas estudiadas han sido: la via inducida por el receptor para el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), del que se demostrd, actia como un
potente mitégeno estimulando la proliferacion de las células del EPR y también como
un quimioatrayente para las células gliales de la retina °3. Otro ejemplo ampliamente
estudiado de un mediador molecular encontrado durante la TEM de las células del
EPR y la patogénesis de la VRP es el factor de crecimiento TGF-f3, que a través de su
sefializacion por medio de las proteinas SMAD3 y SMAD7 inducen cambios
morfologicos en las células del EPR, asi como, aumentos en la sintesis de MEC 5455,
Diversas moléculas mas se han asociado con el desarrollo de la VRP (p. ej.
Interleucinas -1,-6,-8,-10, MCP-1 e interfer6n y) 52%3, En clinica, la presencia y

concentracion de estos factores de crecimiento han sido propuestos como marcadores
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para predecir el desarrollo y la gravedad de la VRP 5657, sin embargo, estas citocinas
no son especificas de esta patologia dado que su presencia esta asociada con otros
desordenes de la retina 5357, Por ultimo, lamentablemente, desde su descripcion
original no se han reportado avances relevantes en torno al tratamiento de la VRP 52 y
por lo tanto, los agentes causales asi como los mecanismos moleculares de la
enfermedad contindan siendo objeto de investigacién. Debido a esto, diversos
estudios publicados por nuestro grupo de trabajo han propuesto a la trombina, una
proteasa que actta sobre residuos de serina (Ser), contenida en el suero sanguineo y
mas conocida por su importante papel durante la coagulacién, como uno de los
principales agentes causales de la VRP. Lo anterior se encuentra apoyado en
diferentes estudios en donde se ha demostrado que la trombina induce la
proliferacién, la liberacién de factores de crecimiento, la contraccién del citoesqueleto
celular, la migracion de las células del EPR y el inicio de la TEM 58-61, Los multiples
efectos ejercidos por la trombina sobre las células del EPR, se atribuyen al tipo de
receptores sobre los que la proteasa ejerce su actividad, dichos receptores son
miembros de la familia de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y se les
conoce como receptores activados por proteasas (PAR), cuya activaciéon estimula

multiples vias de sefializacién mediadas por proteinas G heterotriméricas 62.

1.5 LA TROMBMINA Y LOS RECEPTORES ACTIVADOS POR PROTEASAS

Los PAR se consideran miembros Unicos y atipicos de la familia de los GPCR debido a
la naturaleza proteolitica e irreversible de su activacién, condiciones que han

dificultado el desarrollo de antagonistas especificos. Diversos estudios en distintos
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tipos celulares han logrado dilucidar algunas de las propiedades de senalizacion y
regulacion de estos receptores, asociandolos principalmente con funciones vasculares,
durante el desarrollo embrionario, en procesos inflamatorios y durante la progresion

de distintos tipos de cancer ©3.

Concretamente, la familia de los PAR esta constituida por 4 miembros (PAR-1,-2,-3y -
4) y en el humano existen 4 loci, uno para cada uno de los miembros de la familia®.
PAR-1, es el receptor prototipo de la familia y ademas fue el primero en descubrirse 5,
sefiala intracelularmente a través de las proteinas G heterotriméricas de tipo Gq, Gi/o
0 G12/13, una vez que ha sido activado por la trombina, asi como también lo hacen el
PAR-3 y PAR-4, que se identificaron posteriormente en plaquetas de raton ©¢. Por lo
que se refiere a PAR-2, se sabe que este no se activa por la trombina, se activa por

otras proteasas de serina como la tripsina, una proteasa pancreatica ¢’.

La forma como la trombina interactiia con los PAR, es a través del reconocimiento de
un residuo de serina en el extremo N-terminal, principalmente en los PAR-1, -3 y -4,
dicho residuo actia como el sitio especifico de corte (Figura 4). Una segunda
interaccion molecular ocurre entre aminodcidos presentes en el exositio I de la
trombina y la secuencia YEPFWEDEE de los PAR, dando como resultado una
especificidad Unica, principalmente con el PAR-1 y -3 68 ya que PAR4, carece del sitio
de unién para el Exositio I de la trombina y por lo tanto, exhibe una baja afinidad ¢°.
Sin embargo, existe evidencia en plaquetas murinas, de eventos de
heterodimerizacién en los que el PAR-3, se une al PAR-4, para desencadenar

respuestas celulares 6670,
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La diversidad en la sefializacién de la familia de los PAR, se atribuye principalmente a
la promiscuidad con la que el extremo intracelular C-terminal del receptor
interacciona con las proteinas G. Las redes de senalizacion intracelular formadas por
la activacion de dichas proteinas G, generan y amplifican distintas sefiales
intracelulares en las que se producen varios segundos mensajeros, los que a su vez
activan a una gran cantidad de proteinas induciendo diversos efectos en las células,
como proliferacién y migraciéon celular. Por ejemplo, se sabe que la activacién de la
subunidad Gaq induce la activacién de la fosfolipasa C3 (PLC-[3) la que a su vez induce
la formacién de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Por una parte, el
[P3 incrementa la concentracién de calcio (Ca2+) citoplasmatico e induce la activacion
de diversas vias de sefializacién mas y, por otro lado, el DAG activa a las isoformas
nuevas y convencionales de la familia de la proteina cinasa C (PKC). Brevemente, la
familia de la PKC comprende 12 cinasas de serina/treonina que se clasifican en tres
subfamilias con base en su mecanismo de activacion: las convencionales (cPKC) («, 81,
B2, y) que se activan por diacilglicerol (DAG) y calcio (Ca?*), las nuevas (nPKC) (g, §, 6,
n) que se activan por DAG pero son insensibles a Ca2*y las atipicas (aPKC) (¢ y A) que
no se activan por DAG ni por Ca%* 71, Asimismo, se sabe que las subunidades 3y de las
proteinas G, actian de forma independiente y son capaces de activar a la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K), distintos canales idnicos y otras proteinas con
actividad de cinasa. Ademas, investigaciones recientes han demostrado que los PAR
presentan agonismo parcial, es decir, la capacidad del receptor para estabilizarse en
distintas conformaciones estructurales unicas como consecuencia de su asociacion

con diferentes ligandos, induciendo asi diferentes respuestas celulares, hecho que
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aumenta significativamente la complejidad en su sefializacién intracelular 62

Dominio de unién Dominio de unién
para péptidos con el exositio |
agonistas de la trombina

Sitio de corte
para la trombina

Humano NATLDPR/SFLLRNPNDK-YE--PFWEDEE - -KNE
Raton DATVNPR/SFFLRNPSENTFRLVPLGDEEEEEKNE

Trombina

Activacién
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Figura 4. Activacién proteolitica del PAR-1

La trombina se une a PAR-1 y corta el extremo N-terminal extracelular de PAR-1
ocasionando la generacion de un nuevo extremo N-terminal que se une
intramolecularmente al receptor iniciando cascadas de senalizaciéon dependientes de
proteinas G heterotriméricas (GaPy). Péptidos sintéticos (SFLLRN), pueden activar a
PAR-1 independientemente del corte proteolitico de la trombina. N= Extremo amino
terminal, C= Extremo carboxilo terminal. Figura tomada y modificada de .

Finalmente, se sabe que la activacién de las proteinas G12/13, ocasionan la
subsecuente activacion de proteinas intercambiadoras de nucledtidos de guanina de
la familia de Rho (RhoGEFs) que a su vez activan a miembros de la familia con
actividad GTPasa de esa misma familia y consecuentemente generan la activaciéon de
la via Rho/ROCK €1 que desempefia una funcién central para regular y reorganizar el
citoesqueleto de actina, asi como para modificar a las adhesiones celulares, eventos

que estan intimamente relacionados con la adhesion y la migraciéon celular 647273
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1.6 MIGRACION CELULAR Y ADHESIONES FOCALES

En los animales, la migracion celular es un proceso fundamental para la formaciéon y
organizacion de los tejidos, asi como, para el mantenimiento de la integridad corporal
ya que participa de forma importante en la cicatrizacién de heridas. Sin embargo,
también es un componente importante de multiples patologias. Ya sea fisiolégica o
patolégicamente, la migracion celular es consecuencia de distintas sefiales
extracelulares (Figura 5) que actian como iniciadoras o inhibidoras del proceso. Estas
sefiales pueden ser factores solubles que actiian a distancia, sefales locales recibidas
de células vecinas o sefiales provenientes de la MEC. Una vez iniciado el proceso de
migracion, las células pasan por una serie de cambios bioquimicos y morfolégicos,
entre los mas importantes podemos mencionar la pérdida de la polaridad celular,
transformaciones morfologicas producidas por modificaciones en la organizacién del
citoesqueleto de actina, contracciones en el cuerpo celular, cambios moleculares que
ocasionan la formaciéon de prolongaciones transitorias de la membrana celular
(protrusiones, lamelipodios o filopodios), la formaciéon de nuevos sitios de adhesion
en el borde frontal de la célula y el desensamble de los sitios de adhesion en la parte
posterior. Es importante mencionar que todas estas modificaciones celulares deben
producirse al mismo tiempo y en completa coordinacién en el espacio y tiempo para

generar movimiento .
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Contraccién celular (Rho)
Direccién del movimiento (Cdc42)

>

Matriz extracelular
(substrato)

Desensamble de adhesiones focales Formacién de adhesiones focales
(Sre/FAK) en presencia de un substrato
(FAK/Src)

Protrusiones / Lamelipodios
(Rac)

Figura 5. Caracteristicas bioquimicas del proceso de migracién celular.

Las células en proceso de migracién requieren de la activacion de una serie de proteinas
reguladoras del proceso como: Cdc42 que establece la direcciéon de la migracion, la
proteina Rac, que induce la formacion de protrusiones en el frente celular a través de la
estimulacion de la polimerizacion del citoesqueleto de actina, la proteina Rho que
promueve la contraccion del citoesqueleto de actina a través de la activacion de la
miosina y el complejo FAK/Src, que promueve el ensamble y desensamble de los
complejos de adhesion focal. Figura tomada y modificada de ™.

Actualmente, se sabe de una gran variedad de moléculas de sefializacién intracelular
que participan en el proceso de migracién (p. ej. fosfolipasas, fosfatasas, cinasas de
tirosina, cinasas de serina/treonina y distintas proteinas del citoesqueleto). Sin
embargo, son escasas las moléculas que desempefian funciones centrales en la
regulacion del proceso. Baste como muestra, a los miembros de la ya mencionada
familia de Rho (Rac y Cdc42), de los que se ha visto regulan la contraccion del
citoesqueleto de actina, asi como, la formacién de protrusiones (lamelipodios y
filipodios) en la membrana celular 75-78, A pesar de la importancia de estas GTPasas en
la regulacién y organizacion del citoesqueleto durante la migracién celular, se sabe

que este proceso es integrado y necesita de la activacién de mas proteinas, como
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cinasas de tirosina que regulen otros aspectos cruciales como: la formacién y el
desensamble de las FA para favorecer el movimiento celular. Las FA (Figura 6), son
estructuras macromoleculares localizadas en la membrana celular, particularmente,
en la cara basolateral. Poseen un tiempo de vida media muy variable que va desde los
minutos hasta las horas y su principal funciéon es favorecer la adhesion de las células a
las membranas basales 7°. Durante las primeras observaciones de las FA a través de
microscopia electrénica, se pensd erréneamente que no eran mas que un
agrupamiento amorfo de proteinas que interaccionaban sin organizacién alguna. Sin
embargo, con el paso del tiempo y con el uso de nuevas tecnologias, como la
microscopia de super resolucion, se han logrado establecer grandes progresos en
dilucidar su compleja estructura tridimensional y organizacion 80-82, Hoy se sabe que
el nimero de proteinas que pueden estar presentes en una FA puede exceder las 160
y las posibles interacciones entre todos sus componentes se han estudiado
matematicamente en el “diagrama de Geiger” 8384 . Sin embargo, no se han
comprobado experimentalmente.

Actualmente se sabe que los elementos principales que componen la estructura de las
FA pueden dividirse en 4 tipos (i) componentes de la MEC, (p. ej. Fibronectina,
laminina, vitronectina y colagenas), (ii) proteinas reguladoras (p. ej. FAK, Src y MLK),
(iii) proteinas de andamiaje o del citoesqueleto que estabilizan la estructura (p. ej.
Actina, miosina, vinculina, paxilina) y (iv) receptores transmembranales, de la familia
de las integrinas 85, Los receptores transmembranales de la familia de las integrinas,
son las proteinas de mayor tamafio que componen a las FA y por lo tanto son las

piezas centrales de su existencia. Estan constituidos por heterodimeros de cadenas a y
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B y actualmente se conocen 24 combinaciones en mamiferos 8687, Cada posible
combinacién de heterodimeros es afin a distintas moléculas de la MEC, por ejemplo el
heterodimero a5(1, se une a fibronectina, mientras que el 331 se une a laminina 88,
Particularmente en las células del EPR, se ha demostrado la presencia de las
subunidades aV, al y a3, asi como de las subunidades 1 y 3 8990, La forma como los
receptores de integrinas reconocen a sus proteinas ligando, es través de pequefias
secuencias peptidicas de Arg-Gly-Asp (RGD), Asp-Gly-Glu-Ala (DGEA) o Gly-Phe-Pro-
Gly-Glu-Arg (GFPGER) en las proteinas de la MEC °1.92, Por ejemplo, la colagena 1V,
abundante en las membranas basales de la retina, puede interaccionar a través de las
multiples secuencias RGD de su estructura, principalmente con las subunidades de los
receptores de integrinas al1f1 y a231 18. Una vez que los diversos componentes de la
MEC han establecido contacto con los receptores de integrinas, se induce la
estimulacién de la subunidad 3 del receptor y la exposicién de dominios de union
proteica en la parte citoplasmatica del mismo. Posteriormente, proteinas del citosol,
como la talina, enlazan a los receptores de integrinas con el citoesqueleto de actina.
Cabe mencionar que la talina puede actuar de manera directa o indirecta a través de
su interaccién con otras proteinas del citoesqueleto como vinculina o a-actinina. El
reclutamiento de estas primeras proteinas, induce a su vez la incorporacién de otras
mas como: la cinasa de adhesion focal (FAK), paxilina, dinamina, filamina, zixina, y
tensina 74. Como resultado, se obtiene la formaciéon de nuevos sitios de adhesiéon que
con el paso del tiempo maduran y se remodelan ante diversos estimulos 23.

En contraparte al proceso de ensamblaje de las FA, se encuentra el desensamble, que

ha sido menos estudiado ademas de considerarse mas complejo, dado que se sabe
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distintas maneras a través de las que se puede producir el fendmeno. Brevemente, una
de las formas observadas es a través la degradacién de la MEC por efecto de
metaloproteinasas que ocasionan la pérdida de adhesiéon celular. Asimismo, se ha
visto que la contraccién celular mediada principalmente por la proteina miosina II
también ocasiona el desensamble de las FA, de igual forma se sabe que la endocitosis
de los receptores de integrinas se regula por las proteinas: dinamina, clatrina y
caveolina-1. Finalmente, el aumento en la actividad de ciertas cinasas o proteasas
reguladoras de las FA también se ha reportado como uno de los principales
acontecimientos que induce el recambio (formacién-desensamble) de las FA 74 Con
respecto a este ultimo punto, diversos estudios han sefialado a FAK como una de las
principales promotoras del recambio de las FA y del inicio de la migracién celular, sin
embargo, la dinamica de las proteinas reguladoras aun se investiga intensamente ya
que no se ha logrado dilucidar si es su localizacidn, orientacién o la via de sefalizacion
que las activan la que las inducen a participar en dindmicas tan distintas como lo son

el ensamble o desensamble de las FA 94
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Figura 5. Diagrama basico de la estructura de una adhesion focal

Una FA se compone principalmente de proteinas de la MEC, receptores de la familia
de las integrinas y diversas proteinas del citoesqueleto celular y proteinas
reguladoras de su estructura. Durante su ensamble, las proteinas del citoesqueleto:
paxilina y talina, se unen a los dominios citoplasmaticos de los receptores de la
familia de las integrinas, estas proteinas, reclutan a su vez, a la cinasa de adhesion
focal (FAK). A través de la senalizacién de FAK, se reclutan otras proteinas de
citoesqueleto como la a-Actina que al ser fosforilada por FAK se une a vinculina y a
las fibras de estrés del citoesqueleto de actina-miosina. Las proteinas asociadas a la
membrana plasmatica, Src y p130Cas, se asocian a las FA después de la
agrupacion de los receptores de la familia de las integrinas. Zixina es una proteina
que se asocia con actina y solo esta presente en las FA maduras. Sin embargo,
aunque las proteinas mencionadas anteriormente se encuentran en la mayoria de
las FA, su composicion suele ser muy variable. Figura tomada y modificada de .
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1.7 LA CINASA DE ADHESION FOCAL

Han pasado 20 afos desde que se identifico por primera vez a FAK 959, A pesar del
tiempo, los avances para la comprensiéon de su sefialamiento intracelular, asi como su
papel durante la migracion celular contintian siendo sujeto de estudio ?3. FAK, es una
proteina con actividad de cinasa sobre residuos de tirosina evolutivamente
conservada en mamiferos que se expresa en la mayoria de los tipos celulares
conocidos 9798, La estructura de FAK (Figura 6), estd compuesta de un dominio corto
central catalitico con actividad de cinasa, flanqueado por dos extremos largos (-N y -

C) terminales °° (Figura 6).

p120 RasGAP,
GRB7, Shc, PLC, GRB2, p190 RhoGEF,
Ezrina p85, SOCS, Src talina, paxilina
Receptor PDGF
ETK
Receptor EGF P P P P P
| | Tyr 397 Tyr 57(% ;yr 577 Tyr|861 Tyr I925
FAK Dominio cinasa FAT
PRR1 PRR2 PRR3

(I
p130Cas, ASAP1, GRAF

Figura 6. Estructura y sitios de fosforilacion de la cinasa de adhesién focal. Figura
tomada y modificada de *°.

El extremo -N terminal de FAK, también denominado domino FERM, debido a su
homologia de secuencia con la familia de proteinas asociadas al citoesqueleto de
banda 4.1, denominada familia ERM (ezrina, radixina, moesina) 190, media la
interaccion de FAK con las regiones citoplasmaticas de distintas proteinas

transmembranales como: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
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crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 101 y principalmente con los dominios
intracelulares de los receptores de integrinas °°. La unién de FAK con los receptores
de integrinas promueve la activacién de distintas cinasas citoplasmaticas, por
ejemplo, la cinasa de tirosina ETK, que se ha visto es importante en la via de
sefializacion de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y la cinasa Src 192, Asimismo,
mediante su dominio FERM, FAK es capaz de interaccionar con la ezrina, una proteina
adaptadora asociada al citoesqueleto de actina 193, En este mismo dominio FERM, se
ha demostrado la presencia de secuencias de importacién (NLS) y exportacion (NES)
nuclear, que tras la unién de un grupo SUMO, inducen el movimiento de FAK al ntcleo
104 Asimismo, se ha visto que el dominio FERM actiia también como un inhibidor
intramolecular de FAK, ya que es capaz de interactuar con el dominio catalitico de la
proteina y bloquear su actividad. Por lo tanto, la integridad estructural y funcional del
dominio FERM de FAK es esencial para que FAK se localice subcelularmente en las FA

y desempeiie su actividad catalitica 105,

Hay que mencionar, ademas que FAK posee tres regiones ricas en prolina (PRR1-3)
dispuestas a lo largo de su estructura que funcionan como sitios de unién para
proteinas que contengan dominios de homologia 3 a la cinasa de Src (SH3). También, a
través de estas regiones, se ha visto que FAK es capaz de asociarse con la proteina
adaptadora p130Cas, de la que se sabe, es capaz de activar a Rac una proteina con
actividad GTPasa, e inducir la formaciéon de lamelipodios y posteriormente la
migracion celular. Asimismo, se ha visto que a través de las PRRs, FAK puede
interaccionar con otras GTPasas como GRAF y ASAP1 relacionadas con el ensamble de

las FA 106,
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Por otro lado, se encuentra el extremo -C terminal de FAK, también llamado, dominio
FAT (del inglés: focal adhesion targeting). Este dominio, de %100 residuos,
estructuralmente conformado por cuatro hélices o, media también la interaccién de
FAK con los receptores de integrinas, pero de manera indirecta, debido a la capacidad
del dominio para interaccionar con diversas proteinas que conforman las FA como:
paxilina 103, vinculina 197, Csk y otras cinasas de tirosina como Src 108, Estas
asociaciones se deben principalmente a la alta homologia del dominio FAT de FAK con
dominios especificos de las ya mencionadas proteinas. Sin embargo, se desconoce si
existe un orden especifico para que FAK interaccione con las diversas proteinas que

conforman las FA o si aun falta por identificar otras proteinas con las que se asocie 10,

Asimismo, se sabe que a través del domino FAT, FAK puede interaccionar con GRb2
una proteina adaptadora para receptores de factores de crecimiento. La asociacién
GRB2 con FAK, conduce a la activacién de Ras y a su vez a la activacién de la via de las
MAPK, en donde se activa a la cinasa ERK1/2, lo que consecuentemente activa a la
proteina de la cadena ligera de la miosina (MLK) ocasionando modulaciones en la
dinamica de las FA y provocando la migracién celular 101110, Por estas razones, el

dominio FAT también es responsable de la correcta localizacion subcelular de FAK.

Por otro lado, el dominio FAT también es blanco para la unién de péptidos llamados
FRNK (del inglés, FAK-related-non-kinase), estos péptidos se sintetizan de manera
independiente a FAK y su principal funcién es regular negativamente su actividad de
cinasa 111, En muchos tipos celulares, la sobreexpresion de péptidos FRNK inhibe la

migracion celular, asi como, la via de senalizacion de las cinasas de proteina activadas
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por mitégenos (MAPK) 112113, Asimismo, se sabe que la proteina FIP200, también se
une a FAK y regula negativamente su actividad de cinasa al unirse con su dominio

central catalitico 114, del que hablaremos a continuacidn.

El dominio central catalitico, es la regién a través de la que FAK ejerce su funcién de
cinasa sobre proteinas substrato de las FA y a su vez es donde se localizan los residuos
de tirosina (Tyr397, Tyr576 y Tyr577) fundamentales para iniciar y mantener su
actividad °°. Una peculiaridad del dominio central de FAK es que posee un puente
disulfuro, esta es una caracteristica que se considera atipica en cinasas
citoplasmaticas, sin embargo, se ha visto que es de suma importancia para que FAK
pueda activarse 115, dado que es en el puente disulfuro donde se encuentra el residuo
Tyr397, cuya autofosforilacién es imprescindible para el inicio de la actividad de
FAK!16, Dicha autofosforilacion puede ocurrir molecularmente de manera cis o trans
117 en las FA, sin embargo, se ha observado incrementos en su fosforilaciéon cuando se
estimulan receptores para factores de crecimiento, GPCRs y también por estimulos

mecanicos 109.116,118,

La autofosforilacion del residuo Tyr397 de FAK, ocasiona la exposicién de un sitio de
union para proteinas que contengan dominios SH2. Entre las proteinas que se une a
FAK a través de este motivo estan varias cinasas de la familia Src (SFKs), la fosfolipasa
C-y (PLCy), la proteina supresora de la sefializacion por citocinas (SOCS), la proteina 7
de unién a receptores de crecimiento (Grb7), la proteina adaptadora de receptores de
integrina (Shc) y la subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) 99, asi como,

distintas proteinas de adhesion que conforman las FA 119120 Sin embargo, se
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desconoce si estas diferentes moléculas se unen comunmente a FAK o como

consecuencia de estimulos celulares particulares °°.

Aunque se ha reportado que distintas proteinas son las que se unen a FAK tras la
fosforilacion de su residuo Tyr397, distintos estudios demuestran que la asociacion de
FAK con Src es particularmente importante, ya que su inhibicién impide muchos de
los efectos celulares de FAK, como la migracién celular. La formacién del complejo
Src-FAK, en primera instancia, promueve la activacion conformacional de mas
moléculas de Src 196 y posteriormente la fosforilacion de los residuos de Tyr576/577,
presentes en el dominio central catalitico de FAK, hecho que ocasiona que FAK
adquiera su maxima actividad catalitica 2329121, Una vez que FAK ha alcanzado su
maxima actividad catalitica, fosforila a diversas proteinas asociadas y no asociadas
con las FA. Dos de las proteinas mejor caracterizadas como substratos del complejo
FAK-Src, son las proteinas p130Cas y paxilina. La fosforilacién de p130Cas ocasiona
un incremento en la tension de membrana, la formacién de lamelipodios y
consecuentemente el inicio de la migracién celular. Por su parte, la fosforilacién de los
residuos Tyr31 y Tyr118 de paxilina, promueve la desestabilizacién de la proteina,
una reduccion en su tiempo de vida media y su consecuente salida de las FA 99116,
Asimismo, se ha visto que mutaciones en los residuos Tyr de Paxilina fosforilados por
FAK inhiben el recambio de las FA y la migraciéon celular 122, En resumen, debido a la
multiplicidad de asociaciones proteicas de FAK, particularmente para formar el
complejo de sefalizacion FAK-Src es que se considera a FAK como una reguladora
maestra de la dindmica del citoesqueleto de actina, en la regulacion de las FA y de la

migracion celular.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La cinasa de adhesiéon focal (FAK) es una cinasa de tirosina citoplasmica, descrita
inicialmente como el sustrato preferente de la cinasa Src, en conjunto FAK-Src, media
sefiales intracelulares involucradas en la regulacién de funciones dependientes de la
adhesion, como la migracién y la proliferacién celular, por lo que se ha propuesto su
relacion con distintas patologias como el cancer. Particularmente, su funcién en
patologias oculares proliferativas como la VRP, que incluye la transformacion epitelio-
mesénquima (TEM), proliferacién y migracion de las células del EPR, no se ha
aclarado. Trabajos previos ha demostrado que la estimulacién de las células del EPR
por la trombina promueve la proliferacién celular, la formacién de fibras de tensién de
actina y la migracién, procesos centrales en el desarrollo de la VRP. Por lo tanto, el
presente proyecto se enfoca en envestigar el efecto de la trombina sobre la activaciéon
de FAK, las vias de sefnalamiento intracelular involucradas en dicha activacion, la
repercusion de la activacién de FAK sobre las adhesiones focales y el efecto sobre la

migracion de las células del EPR de rata en cultivo.
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3. HIPOTESIS

La trombina induce la activacién de FAK y promueve la migracién de las celulas del

ERP.

4. OBJETIVO GENERAL.

Investigar el efecto de la trombina sobre la activacién de FAK, las vias de sefialamiento
intracelular involucradas en dicha activacidn, la repercusién de la activacién de FAK
sobre las adhesiones focales y el efecto sobre la movilidad de las células del EPR de

rata en cultivo.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

I. Demostrar la activacién de FAK por trombina en células del EPR de rata en cultivo.

II. Identificar las vias de sefalizacion intracelular involucradas en la activacién de FAK

inducida por trombina.

III. Determinar la participaciéon de FAK en la remodelacién de las adhesiones focales y

en la migraciéon de células del EPR de rata estimuladas con trombina.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 REACTIVOS UTILIZADOS

La trombina, la hirudina, el péptido agonista para el PAR-1 (Ser- Phe-Leu-Leu-Arg-
Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe), el pseudosustrato inhibidor de la PKC-
(Myr-Ser-Ile-Tyr-Arg-Arg-Gly-Ala-Arg-Arg-Trp-Arg-Lys-Leu), el inhibidor de las
n/cPKC, Ro-32-0432 y el inhibidor de la ROCK, Y-27632, se obtuvieron de Calbiochem.
El medio de cultivo Opti-MEM, el suero fetal de bovino (SFB), el medio de cultivo
DMEM-F12, la dispasa y los antibiéticos penicilina-estreptomicina se obtuvieron de
Gibco. El coctel de inhibidores de proteasas (P8340), la tripsina, el inhibidor de la
PI3K, Wortmanina, el firmaco inhibidor de las n/cPKC, estaurosporina, el kit de acido
bicinconinico (BCA) para la determinacién de proteinas y la Mitomicina C se
adquirieron de Sigma Chemical Co. El Trizol, la transcriptasa inversa del virus de la
leucemia murina de Moloney (MMLV-RT), el inhibidor de RNAasas (RNAse out), la
polimerasa Taq recombinante y la lipofectamina® RNAi-MAX se adquirieron de
Invitrogen. El péptido agonista para el PAR-3 (Ser-Phe-Asn-Gly-Gly-Pro) y el péptido
agonista para PAR-4 (Gly-Tyr-Pro-Gly-Lys-Phe) se adquirieron de Bachem. La
proteina G sefarosa se obtuvo de Amersham biosciences. El reactivo Cell Titer 96®
Aqueous One Solution Reagent para determinar la viabilidad celular se obtuvo de
Promega. Finalmente, la colagena tipo IV se adquirié de Santa Cruz.

Los anticuerpos monoclonales de conejo anti-foso-FAK (Y576/577), anti-Vinculina,
anti-Paxilina y anti-GAPDH se obtuvieron de Cell Signaling Technology. El anticuerpo
monoclonal de ratén anti-FAKH1 se adquiri6 de Santa Cruz, mientras que el

anticuerpo monoclonal de ratén anti-Actina se obtuvo de Millpore. Finalmente, los
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anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo y anti-IgG de ratén conjugados con la

enzima HRP se compraron de Cell Signaling Technology.

5.2 CULTIVO PRIMARIO DEL EPR DE RATA

Las células del EPR se aislaron de ratas Long Evans de 8-10 dias de edad, como se
describe en 123, Brevemente, los ojos se extrajeron y se incubaron durante 10 minutos
a 37 °C en medio de cultivo DMEM F12 al 10% V/V de suero fetal bovino (SFB),
suplementado al 1% de penicilina/estreptomicina. Posteriormente, los ojos se
incubaron durante 30 minutos a 37 °C en una solucidon al 1% ™/V de dispasa en medio
de cultivo DMEM F12. Inmediatamente después de la incubacién, se retir6 la
escleroética, la coroides y demas tejido adyacente de cada ojo. En seguida, se realiz6é un
corte coronal a cada ojo para retirar la cérnea, el cristalino y el vitreo. La parte
posterior recuperada de cada ojo, se incub6 durante 30 minutos a 37 °C en solucién
Hank libre de Ca%* y Mg2* (5.4 mM KCl, 0.3 mM Na2HPO4, 0.4 mM KH2PO0O4, 4.2 mM
NaHCOs3, 137 mM NacCl, 5.6 mM D-glucosa, 0.01 % rojo fenol; pH 7.4). Posteriormente,
las células del EPR se disociaron mecanicamente de la parte posterior y se incubaron
durante 3 minutos a 37 °C en tripsina al 0.1% ™/V. La digestion de la tripsina se detuvo
al agregar medio de cultivo Opti-MEM al 4% V/V de SFB. Finalmente, las células se
concentraron mediante centrifugacién, se homogenizaron en Opti-MEM al 4%"/V de
SFB y se sembraron a una densidad de 1x10> células/cm? en cajas de cultivo de 12
pozos recubiertas previamente con 10 pg/cm? de colagena tipo IV, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Después de aproximadamente 4 dias en cultivo, las

células se privaron de SFB durante 24 horas previo al tratamiento correspondiente.
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5.3 INMUNODETECCION DE PROTEINAS

Los lisados celulares se obtuvieron con el buffer: 20 mM Tris-HCl; pH 8.0, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 1% Triton X-100, 10% Glicerol. Las proteinas recuperadas se
cuantificaron mediante el método del acido bicinconinico (BCA), se solubilizaron en
buffer de Laemmli (0.75 mM Tris-HCl; pH 8.8, 5% SDS, 20% glicerol y 0.01% azul de
bromofenol) y se calentaron durante 5 minutos a 60 °C, inicamente 10 pg de lisado
total de proteinas se resolvieron por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 7.5%,
después las proteinas se electro transfirieron a membranas de polifluoruro de
vinilideno (PVDF). Posteriormente las membranas de PVDF se bloquearon durante 1
hora a temperatura ambiente en buffer TBS (100 mM Tris-HCl; PH 7.5, 2.5 M NaCl) al
5% m/V de leche sin grasa Finalmente las membranas de PVDF se incubaron con los
anticuerpos especificos; a-fosfo-FAK (Y576/Y577) (1:1000), a-FAK (1:1500), o a-
GAPDH (1:5000), durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos secundarios anti-IgG de
conejo (1:1000) o anti-IgG de ratén (1:1000) conjugados con la enzima HRP se
incubaron durante 2 horas a 4°C. La reaccién de quimioluminiscencia se logré usando
el reactivo Luminata™ Forte Western HRP Substrate (Millipore). La
quimioluminiscencia se grab6é en Kodak® X-ray films, los films se digitalizaron
utilizando el sistema Alpha Digi-Doc (Alpho-Innotech) y los analisis densitométricos
se realizaron con el programa Image] (1.47v). El resultado se expresé en una relacion
de fosfo-FAK (576/577) en proporciéon a la cantidad total de FAK. El basal de la
fosforilacion de fosfo-FAK (576/577) de las células no estimuladas se establecié como
el 100% o control, excepto cuando se experiment6 con los inhibidores farmacolégicos:

Ro-32-0432, Wortmanina, Y-27632 o el pseudosustrato inhibidor de la PKC-(, en
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donde la fosforilacién de fosfo-FAK (576/577) de los cultivos estimulados con

trombina se establecié como el 100% o control.

5.4 VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular se determiné mediante el método colorimétrico de reduccién de
MTS [(3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5 - (3 - carboxymethoxyphenyl) -2 - (4-sulfofenil)-
2H-tetrazolio] con el kit Cell Titer 96® Aqueous One Solution Reagent, Promega. Para
esto, las células del EPR de rata, se sembraron a una densidad de 1.5 x 103, en cajas de
96 pozos recubiertas con colagena IV 10 ug/cm?, posteriormente se privaron de SFB
durante 24 horas previo a la incubacién con los inhibidores farmacolégicos: Ro-32-
0432, Wortmanina, Y-27632 o el pseudosustrato inhibidor de la PKC-{,. Al terminar la
incubacién y siguiendo las instrucciones del fabricante, se incubo el MTS durante 30
minutos a 37 °C. Finalmente se midi6 la absorbancia de la reaccién colorimétrica a

490 nm.

5.5 PCR DE FAK

Para determinar la expresién del gen de FAK cuando las células del EPR de rata se
incubaron en presencia del pseudosubstrato inhibidor de la PKC-(, se utilizé la técnica
semicuantitativa de RT-PCR. Brevemente, se aislo el ARN total de cultivos celulares
del EPR de rata en confluencia, utilizando Trizol, siguiendo las instrucciones del
fabricante, posteriormente se realiz6 una retro transcripciéon (RT) del ARN mensajero,
usando 1 pug del RNA total, 20 U de la transcriptasa reversa del virus de la leucemia

murina de Moloney (MMLV-RT), 1 U del inhibidor de RNAsas (RNAeseout), 0.2 U de
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RNAse H y 0.25 mg de oligo dT en el buffer recomendado por el fabricante (50 mM
Tris-HCI, pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM ditiotreito, DTT). En la retro
transcripcién las muestras se sometieron por 10 minutos a 80 2C, 60 minutos a 42 2C
y 15 minutos a 75 2C. Posteriormente 5 pl del ADNc se utilizaron como substrato para
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucleétidos especificos para
FAK (5'-CTGTACTTCGGACAGCGTGA-3' y 5'-ATGTCGTGAGCGCATAGACC-3") y para (-
actina (5’-GCTCGTCGTCGACAACGGCT-3’y 5’-CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’) se
utilizaron a 0.4 mM en cada reaccién, la que ademas contenia, 2.5 U de polimerasa
(Taq recombinante), 0.4 mM de dNTPs y 1.5 mM de MgCl; en el buffer recomendado
por el fabricante (20 mM de Tris-HCl a pH 8.4, 50 mM de KCI). Durante la PCR las
muestras se sometieron a 94 °C por 5 minutos y, posteriormente, a 26 y 22 ciclos para
FAK y para [-actina respectivamente, con el protocolo siguiente: 94 °C durante 30
segundos, 59 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 45 segundos. El andlisis
densitométrico se realizé utilizando el programa Image] (1.47V). La amplificaciéon de
B-actina se utiliz6 como control de carga; la expresion del gen de FAK se normalizé
con la expresién del gen de [-actina en la misma muestra y se expresé en porcentaje

con respecto al control negativo (nivel basal de expresién).

5.6 SILENCIAMIENTO DE FAK

Se logré utilizando el RNA de interferencia (siRNA) para FAK, adquirido de Sigma
Chemical Co (SASI_Rn02_00260847). La transfeccion transitoria del siRNA para FAK
(20 nM), se realiz6 empleando lipofectamina RNAiMAX en medio Opti-MEM al 4%V/V

de SFB sin antibiéticos (penicilina-estreptomicina) durante 24 horas. La deplecién de
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FAK se confirmdé mediante Western blot, en donde los cultivos celulares tratados

solamente con lipofectamina se establecieron como el 100% o control.

5.7 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

Para evaluar la migracién de las células del EPR se realiz6 un ensayo de reparaciéon de
herida (Wound healing). Para ello, as células del EPR de rata, se sembraron a 2.5 x 10>
células por pozo en cajas de 6 pozos recubiertos con 10 pg/cm2 de coladgena tipo IV.
Cuando los cultivos celulares estaban a 50-60% de confluencia, se realiz6 una
transfeccién transitoria con el siRNA de FAK, como se describe previamente. Al
finalizar el tiempo de transfeccidn, los cultivos celulares del EPR de rata, se privaron
de SFB durante 24 horas. Posteriormente los cultivos celulares, se incubaron durante
30 minutos en presencia de Mitomicina C (1 pg/ml). Al término de la incubacién, se
utilizé una punta de 200 pl estéril para hacer una herida en los cultivos celulares. Para
remover las células desprendidas producto de la herida, los cultivos celulares se
lavaron con 1 ml de Opti-MEM libre de suero fetal de bovino. Posteriormente, se
estimulé a los cultivos celulares durante 24 horas con trombina (2U/ml), o SFB 4%V/V.
Finalmente los cultivos celulares se fijaron durante 30 min a 37 °C con
paraformaldehido (PFA) al 4%™/V y se tifieron con cristal violeta (0.1% Y/V). Las
imagenes de la migracion celular inducida por la trombina y el SFB, se obtuvieron con
un microscopio invertido Nikon Eclipse TS100 y una camara Coolpix 4300. El indice
de migracion se estableci6 a través del conteo de células presentes en la herida de los
cultivos estimulados con trombina, o SFB durante 24 horas, sobre la cantidad de

células migrantes de cultivos celulares sin estimulo.
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5.8 INMUNOPRECIPITACION DE FAK

Para los ensayos de inmunoprecipitacién, los lisados celulares se obtuvieron con el
buffer TNTE (50 mM Tris-HCl; pH 7.4, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA y 0.5% Triton X-
100). La concentraciéon de las proteinas recuperadas se determiné mediante el
método BCA. Unicamente 700 pg del lisado total de proteinas se incubaron durante
una noche a 4° C en presencia de perlas de sefarosa-proteina G acopladas con 1 pg de
anti-FAK. Posteriormente, las perlas de sefarosa-proteina G se recuperaron por
centrifugacién a 1000 rpm durante 1 minuto. El inmunoprecipitado se solubiliz6é en
60 pl de buffer de Laemmli (0.75 mM Tris- HCI; pH 8.8, 5% SDS, 20% glicerol y 0.01%
azul de bromofenol) y se calenté durante 10 minutos a 80 °C. Solamente 20 pl del
solubilizado se resolvi6 mediante SDS-PAGE en geles al 7.5% de acrilamida, después
las proteinas se electro-transfirieron a membranas de PVDF. Finalmente, las
membranas de PVDF se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente en buffer
TBS (100 mM Tris-HCl; PH 7.5, 2.5 M NacCl) al 5% de leche sin grasa. Finalmente, las
membranas de PVDF se incubaron con los anticuerpos especificos; a-FAK (1:1500), a-
Vinculina (1:1000) o a-Paxilina (1:1000) durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos
secundarios anti-IgG de conejo (1:1000) o anti-IgG de ratén (1:1000) conjugados con
la enzima HRP se incubaron durante 2 horas a 4°C. La reacciéon de
quimioluminiscencia se logr6 usando el reactivo Luminata™ Forte Western HRP
Substrate (Millipore). La quimioluminiscencia se grabé en Kodak® X-ray films, los
films se digitalizaron utilizando el sistema Alpha Digi-Doc (Alpho-Innotech) y los
andlisis densitométricos se realizaron utilizando el programa Image] (1.47v). El

resultado se expres6 en una relacién de asociacion entre la cantidad total de FAK y la
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cantidad total de vinculina o paxilina. El basal de la asociacién de FAK con vinculina o

paxilina de las células no estimuladas se estableci6 como el 100% o control.
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6. RESULTADOS

6.1 LA TROMBINA ESTIMULA LA FOSFORILACION DE Y576/577 DE FAK

Con el fin de demostrar el papel de FAK en la participacién de la migracién de células
del EPR de rata tras la estimulacién con trombina, se incluyé la trombina en cultivos
confluentes de células del EPR. Dado que la fosforilacion de los residuos de Y576/577,
presentes en el dominio catalitico de FAK se considera un evento esencial para que la
cinasa adquiera su maxima actividad catalitica 92199, primero se analiz6 la capacidad
de la trombina para inducir la fosforilacién de dichos residuos en las células del EPR
sembradas sobre una matriz de coldgena IV (10 pg/cm?). La fosforilacién de
Y576/577, requerida para alcanzar la actividad catalitica completa de FAK, demostré
ser dosis-dependiente a una concentraciéon maxima de 2U/ml de trombina (Figura
1A). Por otro lado, la fosforilaciéon de Y576/577 aumenta con relacién al tiempo de
exposicién a la trombina alcanzando un aumento significativo a partir de los 3

minutos el cual se sostuvo hasta los 60 minutos (Figura 1B).
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Figura 1. La trombina estimula la fosforilacién de Y576/577 en células del EPR.
Los cultivos primarios del EPR de rata se privaron de SFB durante 24 horas previo
a la estimulacién con 2U/ml de trombina. La fosforilacion de FAK se analizd por
ensayos de Western blot como se describe en materiales y métodos. (A) La
fosforilacién de los residuos de Y576/577 es dosis dependiente y los niveles
maximos se observaron mediante la adicion de 2 U/ml de trombina. (B) La
trombina promueve la estimulacion desde los 5 minutos y se sostiene hasta los 60
minutos. Los valores de los cultivos no estimulados, mantenidos en Opti-MEM sin
SFB se establecieron como el 100% o control. Los datos se normalizaron con la
expresion relativa de FAK total. Los datos se expresaron como la media + SEM de
tres experimentos independientes en donde si. **p <0.05, ***p <0.001 por Prueba t
de Student, comparando en contra del control.
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6.2 LA TROMBINA INDUCE LA FOSFORILACION DE Y576/577 A TRAVES DE LA
ACTIVACION DE PAR-1
La especificidad de la estimulacién con trombina (2U/ml) sobre la fosforilacion de

Y576/577 de FAK se determiné en cultivos confluentes de células del EPR, sembradas
sobre una matriz de coldgena IV (10pg/cm?2). Como se demuestra en la Figura 2A, la
fosforilacion de FAK se evité al coincubar durante 30 min. a la trombina con hirudina
(4U/ml), un quelante de la trombina o, con el péptido sintético, PPACK (25uM),
inhibidor del sitio catalitico de la trombina. Asi mismo, para demostrar que el efecto
de la trombina se produce por la activacién de los receptores activados por proteasas
(PAR), e identificar el receptor responsable de la induccién de la fosforilacion de FAK
por trombina, cultivos celulares confluentes de células del EPR se estimularon con
péptidos agonistas (PA) especificos para PAR-1, PAR-3 y PAR-4. Los resultados de la
Figura 2B, demuestran que solamente el péptido agonista para PAR-1 estimula la
fosforilacion de FAK en la misma medida que la trombina, mientras que la
estimulacién con los péptidos agonistas para PAR-3 o PAR-4 no tuvieron efecto.
Adicionalmente para confirmar que el efecto de la trombina es a través de PAR-1,
cultivos confluentes de células del EPR se incubaron durante 30 min en presencia de
SCH79797 (30uM), un inhibidor especifico de PAR-1, previo a la estimulacién con
2U/ml de trombina. Los resultados en la Figura 2C demuestran que la fosforilacién de
FAK inducida por la trombina se suprime mediante la inhibicién de PAR-1 con el
farmaco SCH79797, asi como por la supresion de la expresién de FAK por un siRNA
especifico. En conjunto estos resultados demuestran que la induccién de Ila
fosforilaciéon/activacion de FAK inducida por la trombina se produce por la activacion

de PAR-1.
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Hirudina (H) (4U/ml), o con el péptido sintético inhibidor del sitio catalitico de la
trombina, PPACK (PP) (25uM) durante 30 minutos antes de la estimulacién con
trombina. SFB se utiliz6 como control positivo. (B) El péptido agonista para PAR-1 imito
el efecto de la trombina a diferencia de los péptidos agonistas para PAR-3 y -4 que no
tuvieron efecto. (C) La fosforilacién de FAK inducida por la trombina se previno al pre
incubar a las células del EPR durante 30 minutos con el farmaco inhibidor de PAR-1
SCH79797 (30uM), de igual modo, el efecto de la trombina sobre la fosforilacién de FAK
se suprimié al transfectar a las células del EPR con un siRNA para FAK previo a la
estimulaciéon con trombina. Los datos se expresaron como la media + SEM de tres
experimentos independientes en donde si. *p <0.01, **p <0.05, ***p <0.001 por Prueba t
de Student, comparando en contra del control
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6.3 LA MIGRACION DE LAS CELULAS DEL EPR INDUCIDA POR TROMBINA
REQUIERE LA EXPRESION DE FAK

Evidencia considerable ha demostrado que FAK es esencial para la transducciéon de
sefiales que induce el recambio de las FA en células migrantes, a pesar de esta
evidencia 9499124125 |3 participacion de FAK en la migraciéon de células del EPR
inducida por la trombina no se ha estudiado. Con el fin de abordar esta cuestion, se
analizé la migracién de células del EPR en un ensayo de Wound healing en donde se
compar6 la migracion de células control y de células transfectadas con un siRNA para
FAKy estimuladas con 2U/ml de trombina o 4% de SFB (control positivo) (Figura 3).
Los resultados demuestran que la trombina y el SFB promueven la migracién de las
células del EPR hacia adentro del area de herida, esta respuesta se abolié por la
supresion de la expresién de FAK inducida por el siRNA (Figura 3A y B). Dado que el
cierre de la herida ademdas de la migracién, involucra proliferaciéon celular, los
experimentos se realizaron en presencia de mitomicina C (1pg/ml), un inhibidor de la
sintesis de DNA. La inhibicién de la proliferacién celular en esta condicién se midi6
utilizando el método de reduccion de MTS (Figura 2S Apéndice.) El analisis grafico
de los resultados de la Figura 3B se representan en la Figura 3C. En conjunto estos
resultados demuestran que FAK es esencial para la migracién de las células del EPR

inducida por trombina.
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Figura 3. La expresion de FAK es esencial para que la trombina induzca la
migracion de las células del EPR. (A) El siRNA para FAK suprime la expresion de
FAK ~50% a las 24 horas. (B) Cultivos celulares confluentes de EPR se privaron de
SFB durante 24 horas previo a la estimulacién con 2U/ml de trmbina o SFB al 4%
(control positivo). La migracién celular se analiz6 utilizando ensayos de Wound
healing. Mitomicina C (1pg/ml) se incluyé al medio de cultivo para descartar la
contribucién de proliferacién en el cerrado de la herida Los tratamientos con
trombina o SFB promovieron la migracién celular, sin embargo, la migracién se
abolié cuando se interfiri6 la sintesis de FAK. Los cultivos se fijaron, tifieron y
fotografiaron. (C) Representacion grafica de los datos obtenidos en (B). Los
resultados son la media + SEM de tres experimentos independientes en donde
si. *p <0.01, **p <0.05, ***p <0.001 por ANOVA de una via, post-hoc Dunnett’s.
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6.4 LA FOSFORILACION DE Y576/577 INDUCIDA POR LA TROMBINA PROMUEVE
EL DESENSAMBLE DE LAS ADHESIONES FOCALES

Diversos estudios han demostrado que la fosforilacién de FAK inducida a través de
distintos estimulos conduce al recambio de las FA, evento que es necesario para
promover el movimiento y migracién celular 93124, La asociacién de FAK con las
proteinas estructurales paxilina y vinculina es necesaria para el mantenimiento de los
complejos de adhesién focal que vinculan al citoesqueleto de actina con la MEC 107,
Para comprobar si la fosforilacion de FAK inducida por la trombina resulta en el
desensamble de las FA, se midié a través de ensayos de coinmunoprecipitacion, la
asociaciéon de FAK con vinculina y paxilina en células del EPR estimuladas con
trombina. Los resultados demuestran que la estimulaciéon con trombina disminuye la
asociacién de FAK con vinculina (Figura 4A) y paxilina (Figura 4B) indicando una

disociacion de los complejos de FA.
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Figura 4. La trombina promueve el
desensamble de los complejos de adhesion
focal a través de la fosforilacion de FAK. Los
cultivos primarios confluentes de células del
EPR se privaron durante 24 horas previo a
la estimulacion con 2U/ml de trombina
durante 5 minutos. La expresion de FAK se
suprimio6 al transfectar a las células del EPR
con un siRNA para FAK durante 24 horas. El
efecto de la trombina sobre el desensamble
de los complejos de adhesién focal se
analizé a través de la perdida de interaccién
entre FAK/Paxilina y FAK/Vinculina
utilizando co-inmunoprecipitaciones. La
exposicién de las células del EPR a la
trombina abolié la interaccién de FAK con
Vinculina (A) y paxilina (B). La supresién de
FAK con el siRNA induce la disociacién de
FAK con Vinculina y Paxilina, indicando que
la trombina induce el desensamble a través
de la activacién de FAK. La asociacion en los
cultivos  celulares no  estimulados se
establecieron como el 100% o control. Los
resultados son la media+SEM de tres
experimentos independiente. *p <0.01, **p
<0.05, **p <0.001 por ANOVA de una
via, post-hoc Dunnett’s.
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6.5 LA VIA DE SENALIZACION PI3K/PKC{ INDUCIDA POR LA TROMBINA MEDIA
LA FOSFORILACION DE Y576/577 DE FAK

Después de la activaciéon proteolitica del PAR-1, se desencadena eventos de
sefializacion intracelular dependientes de proteinas G 72, que a su vez activan a la
PI3K, un importante activador de la isoforma atipica de la familia de la PKC (PKCC) 126.
En trabajos anteriores se ha demostrado la participacion de PI3K/PKCT en la
migracion de células del EPR inducida por la trombina ¢°. Con el fin de dilucidar el
mecanismo de sefializaciéon implicado en la fosforilacién de FAK, se investigd si este
efecto se produce por la via de sefializacién de PI3K/PKCC. Con este fin se examind el
efecto de la inhibicién de PI3K/PKCC sobre la fosforilacién Y576/577 de FAK inducido
por la trombina. Como se muestra en la Figura 5A, la inhibicién de PI3K con
wortmanina evité la fosforilacion de los residuos Y576/577 de FAK estimulada por la
trombina. Asi mismo la inhibicion de PKC{ por el péptido pseudosubstrato
miristoilado (&cido miristico-Ser-Ile-Tyr-Arg-Arg-Gly-Ala-Arg-Arg-Trp-Arg-Lys-Leu)
(PS- PKC() también evit6 la fosforilacion de Y576/577 de FAK (Figura 5B). Es de
notarse que el tratamiento con el PS-PKCC inhibe la fosforilacion de FAK y también
aparentemente disminuye la expresion de FAK total. Para descartar un efecto no
especifico del PS-PKCCT sobre la transcripcién del gen de FAK (PTK2), se realizé una
RT-PCR que demostré que el tratamiento con PS-PKCC no afecta la expresion del gen
de FAK. (Figura 1S [B] Apéndice).

Por otro lado, se ha demostrado que PAR-1 regula la activacién de la via de
sefializacion Rho/ROCK ¢1, ocasionando la remodelacion del citoesqueleto, subyacente

a los cambios en la forma celular, la motilidad y polarizaciéon 127. Asi mismo se ha
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propuesto a PKC{ como el efector rio abajo de Rho/ROCK lo que induce la
polimerizacion de actina 127 y a la migracion celular 128, Puesto que la inhibicion de
PKC{, previene la fosforilaciéon de FAK inducida por la trombina (Figura 5B), se prob6
el efecto de la inhibicién de Rho/ROCK sobre la fosforilacion de FAK Y576/577 de FAK
inducida por trombina. Los resultados de la Figura 5C, demuestran que la inhibiciéon
de ROCK por el inhibidor especifico Y27632 impide completamente el efecto de la

trombina sobre la fosforilacion de FAK.
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6.6 LA INHIBICION DE LAS ISOFORMAS C/N PKC INDUCEN LA
HIPERFOFORILACION DE LOS RESIDUOS Y576/577 DE FAK

El acoplamiento de PAR1 a los miembros de la familia Gqde las proteinas G resulta en
la activacién de la PLC-B3 y consecuentemente de las isoformas de ¢/nPKC ¢4 Trabajos
previos han demostrado que la activacion del PAR-1 por la trombina induce la
sefializacion de PLCB/c/nPKC en células del EPR 129, Con el fin de analizar la posible
contribucién de las isoformas c/nPKC sobre la fosforilacién de los residuos Y576/577
de FAK inducida por la trombina, se probd el efecto de la inhibicién de las c/nPKC por
la bisindolylmaleimida, Rho 32-0432 130, [nesperadamente, la fosforilaciéon de FAK se
incrementé de manera significativa tras la incubacién con el inhibidor especifico Ro
32-0432 (Figura 6A). Aunado a la estimulacién de la fosforilacién por el inhibidor de
PKC, se observo un efecto sinérgico con la estimulacion de la fosforilaciéon de FAK
inducida por la trombina. Para confirmar este resultado, se prob6 el efecto de otro
inhibidor de las ¢/nPKC, estaurosporina. La Figura 6B, demuestra que la incubacion
con estaurosporina, promueve la fosforilacién de FAK al mismo nivel que la trombina;
sin embargo, la inclusién conjunta de la trombina y la estaurosporina no mostro una
sinergia en el efecto de fosforilacion de los residuos Y576/577 de FAK. Estos
resultados sugieren que la estimulacion de la fosforilaciéon de FAK Y576/577 por Ro
32-0432 y la estaurosporina se logra a través de distintos mecanismos moleculares, lo
que afiade nueva informacién sobre la especificidad de los inhibidores de c/nPKC,

relacionados posiblemente con el tipo celular examinado (EPR).
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Figura 6. Inhibicién de las isoformas nuevas y convencionales de la PKC induce la
hyperfosforilacion de los residuos de tirosina 576/577 de FAK. Cultivos confluentes
de células del EPR se privaron de SFB durante 24 horas. (A) Posteriormente, las
células se pre incubaron con el inhibidor especifico de las c¢/nPKC, Ro 32-0432
(10uM) durante 20 minutos antes de la estimulacién con 2U/ml de trombina durante
5 minutos. (B) Las células se pre incubaron durante 20 minutos con el inhibidor de
amplio espectro para las isoformas c¢/nPKC, estaurosporina (2.5-10nM) previo a la
estimulacion con trombina. Los extractos totales se inmunodetectaron
utilizando. Los valores de los cultivos estimulados con trombina se establecieron
como el 100% o control. Los datos se expresaron como la media + SEM de tres
experimentos independientes en donde si. *p <0.01, **p <0.05, ***p <0.001 por
Prueba t de Student, comparando en contra del control.

La viabilidad celular no se vio comprometida con ninguno de los fairmacos inhibidores
(Figura 1S [C-F] Apéndice). Asimismo, el DMSO utilizado como el disolvente de

algunos farmacos inhibidores no tuvo efecto sobre la fosforilacién de FAK (Figura 1S

[A] Apéndice).
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7. DISCUSION

La migraciéon celular es un proceso complejo donde sefiales intracelulares y
extracelulares convergen para producir una respuesta coordinada 74131, Una
caracteristica comun durante el desarrollo de la VRP es la exposicién de las células del
EPR a la trombina contenida en la sangre 132133 como consecuencia de la ruptura de la
BHR. Aunque la funcién mas conocida de la trombina es un papel fundamental en la
coagulacion y sus efectos ha sido estudiados ampliamente en las células endoteliales
134 1os efectos de esta proteasa sobre las células del EPR no estan del todo dilucidados.
Sin embargo, se sabe que la trombina induce la transformacién epitelio mesénquima
(TEM) de las células del EPR, asi como su proliferacién y migraciéon hacia la cavidad
del cuerpo vitreo en donde provoca la generacion de membranas celulares
contractiles de células del EPR 4850 ]as que provocan el desprendimiento de la retina
132,

A pesar de la evidencia que apoya la participaciéon de FAK en la TEM de células de
distintos tipos de cancer y durante la metastasis 135 se desconoce si FAK esta
involucrada en la transformacion y migraciéon de las células del EPR. Basados en un
trabajo previo que demuestra la migracion de células del EPR inducida por la
trombina 136, el objetivo principal del presente estudio fue investigar la participaciéon
de FAK para comprender mejor los mecanismos moleculares involucrados en la
induccién de la migracién de las células del EPR por la trombina.

En primer lugar, se demostré que la activacién especifica de PAR-1 por
concentraciones de trombina encontradas en el suero sanguineo (2U/ml) induce la

fosforilacion de FAK de los residuos Y576/577 del sitio catalitico de FAK (Figura 1y
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2), el posterior desensamble de las FA (Figura 4) y la promociéon del movimiento
celular (Figura 3).

Por otro lado, diversos estudios sefialan que la accién coordinada de las isoformas de
la familia de PKC esta involucrada en un amplio rango de respuestas celulares 137,
incluyendo la TEM y el consecuente aumento de las propiedades migratorias en
células de distintos tipos de cancer 138-141, [,a familia de cinasas de serina/treonina de
PKC incluye 12 isoformas clasificadas en 3 subfamilias, basadas en su mecanismo de
activacidén: isoformas convencionales, «, 1, 32, y Y (cPKC) activadas por diacilglicerol
(DAG) y calcio. Las isoformas nuevas ¢, §, 6, n (nPKC) activadas por DAG pero
insensibles a calcio y las isoformas atipicas ¢ y /A (aPKC), que no responden ni a DAG
ni a calcio y en su lugar poseen un dominio Phox-Bem (PB) que facilita la interaccion
con proteinas de andamiaje lo que conduce a su activacién constitutiva 137. Diez de
estas isoformas: PKCa, PKCpI, PKCpII, PKC8, PKCe, PKC6, PKCy, PKCE, PKC1, PKCC y
PKCt se expresan en células del EPR humanas en cultivo 142, Entre las vias activadas
por PAR-1 se sabe que la familia de la PKC juega un papel importante en la migracién
celular 136, Debido a esto y a la conocida funcién de FAK en la migracién celular °° se
analizé la participacién de distintas isoformas de PKC sobre la fosforilacién de
Y576/577 inducida por la trombina, lo anterior demostré que este efecto se produce
por la activacién de PI3K-PKCC. Por otra parte, la activacién de FAK por PI3K-PKC(
demostré ser la responsable de la migraciéon de las células del EPR ya que esta se
previno por la inhibicién de PKCC o de su principal activador PI3K. Asimismo, se ha
demostrado que FAK regula la migracién celular a través del recambio de las FA y la

generacion de fibras de estrés de actina a través de la activacion de RhoA y su efector
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ROCK127.143, Asf mismo, se sabe que FAK activa a pequefias GTPasas de la familia de
Rho a través de su unién directa con ellas y la fosforilacion de sus factores de
intercambio. FAK se une directamente a p190RhoGEF a través de su dominio FAT
generando su fosforilacién asi como un aumento de GTP de Rho #4145, Asi mismo se
ha demostrado que la activaciéon de PAR-1 por la trombina genera el acoplamiento de
la Gi2/13, evento que promueve la activacién de Rho/ROCK y la consecuente formacién
de fibras de estrés de actina, el incremento de la contractilidad celular y la migracion
75,146, 3si mismo, se ha propuesto a PKC{ como un efector de Rho, lo que conduce a la
polimerizacion de actina 127147, Nuestros resultados demuestran que la fosforilaciéon
de FAK inducida por la trombina se evita por la inhibicién de PKCT o por el de su
activador putativo PI3K (Figura 5A y B) asi como por la inhibicién de ROCK (Figura
5C). Lo anterior es consistente con trabajos previos que demuestran que la trombina
promueve la formacién de fibras de estrés de actina en las células del EPR a través de
la via de senalizacion PI3K/PKCC asi como por Rho/ROCK 1. Por otro lado, estudios en
células cancerigenas han demostrado que la activacion de PAR-1 promueve la
activacion de RhoA y la organizacion de las FA provocando la contraccion celular, la
disminucién de la adhesion celular y la migracién 128, Un hallazgo novedoso de este
trabajo fue que la inhibicién de las isoformas ¢/nPKC aumentan significativamente la
fosforilacion de los residuos Y567/577 de FAK (Figura 6). Dado que Ila
desfosforilaciéon de tirosina es tan importante como la fosforilacion en la regulacion de
los eventos de sefalizacion en las FA, una posible explicacion de este resultado podria
ser que la actividad de las isoformas c/nPKC es necesaria para mantener un proceso

de desfosforilacion de FAK. Adicionalmente, se sabe de dos fosfatasas de tirosina
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(SHP-2 y PTEN) implicadas en la migracién de fibroblastos que regulan la
desfosforilaciéon de FAK 148, Especificamente SHP-2, regula la activacion de FAK a
través de la desfosforilacion del residuo Y397, el sitio de autofosforilacién que inicia la
funcién de FAK, lo que impide la posterior fosforilacién de Y576/577 ocasionada por
Scr 149150 Ademas se ha demostrado que la fosforilacion de las isoformas de la PKC: «,
B1, B2, y n activa a SHP-2, proceso que se bloquea completamente por el inhibidor de
la PKC, bisindolilmaleimida 151152, ]o que explicaria el aumento de la fosforilacion de
FAK observado en nuestro sistema sobre la inhibiciéon de las c/nPKC por la
bisindolilmaleimida, Rho 32-0432 (Figura 6A). Sin embargo, se ha sefalado que la
fosforilacion de FAK producto de la inhibicién de las ¢/nPKC provoca el desacople de
FAK de las FA y su retencion en el citoplasma 153, lo que podria obstaculizar el
reclutamiento de FAK en las nuevas adhesiones del borde delantero de la célula,
evitando asi la migraciéon celular.

Colectivamente estos resultados develan un mecanismo novedoso por el que las
isoformas PKCC y las ¢/nPKC pueden regular el recambio de las FA inducido por la
trombina y la migracién de las células del EPR a través de la regulacion de la

fosforilacion de FAK.
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5734577@

l Desensamble de las FAy

g migracién celular

Figura 7. Vias de sefialamiento que conducen a la fosforilacién de FAK en células del
EPR de rata estimuladas con trombina. La explicacién se detalla en el texto. PAR-1,
receptor activado por proteasas; Ga,p y v, subunidades miembro de las proteinas G
heterotriméricas; ROCK, cinasas de Rho; PI3K, fosfatidilinositol-3-cinasa; PKC,
proteina cinasa C; PKC{, miembro atipico de la familia de las PKC; Ro 32-0432,
farmaco inhibidor de las isoformas nuevas y convencionales de las PKC; SHP2 y
PTEN, fosfatasas de residuos de tirosina; Y576/577, residuos de tirosina de la cinasa
de adhesion focal.
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8. CONCLUSIONES

Se demostré por primera vez que la trombina promueve la migracién de las células
del EPR a través de la fosforilacién de FAK, mediante el desensamble de las FA. Estos
efectos mostraron ser controlados diferencialmente por PKC( y las isoformas c¢/nPKC
sugiriendo que el control de la fosforilacién de FAK es critico para la induccién de la
migracion de las células del EPR tras la exposicién a la trombina debida a la alteracion
de la BHR, proporcionando asi un objetivo putativo para el disefio de tratamientos

farmacolégicos encaminados a la prevencién de la VRP.
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Figura 1S. Controles de la inhibicién farmacolégica de las moléculas de sefializacién. Para descartar la
contribucién de efectos no especificos por parte de los fArmacos inhibidores sobre la fosforilaciéon de
FAK de los resultados de las figuras 5 y 6 (A) Se descarto el efecto del dimetilsulféxido (DMSO) sobre la
fosforilacion de FAK (B) Se analiz6 la expresion del ARNm de FAK en presencia deldel péptido
pseudosubstrato miristoilado de PKC-C (PS) y finalmente se midi6 la viabilidad de las células del EPR
ante los tratamientos con (C) Ro 32-0432, (D) estaurosporina, (E) Y27632 y (F) Wortmanina o el
péptido pseudosubstrato miristoilado de PKC-{ (PS). La fosforilacién de FAK se evalué por Western
blot; La expresién del ARNm de FAK se determin6é mediante RT-PCR, la viabilidad celular se midio
utilizando el método de reduccién MTS. Como se demuestra, el DMSO no afecta la fosforilacién de FAK,
los farmacos inhibidos no afectan la viabilidad de las células del EPR y en el caso del tratamiento con PS
no afecta la transcripciéon del RNAm de FAK. Los resultados se expresan como la media + SEM de tres
experimentos independientes por la prueba de t de Student comparando sobre el control.
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Figura 2S. Inhibicién de la proliferacién celular de las células del EPR. Como control
adicional para los experimentos de la Fig. 3, se evalué la inhibicién de la proliferacién de
las células del EPR con Mitomicina C utilizando el método de reduccién de MTS. Los
cultivos celulares del EPR se privaron de SFB durante 24 h antes de la estimulacién con 2 U
/ ml de trombina durante 5 min. Se observé un aumento significativo en la proliferacién,
que se impidi6 completamente mediante la inclusién de 1 pg / ml de Mitomicina C. Los
resultados son la media + SEM de tres experimentos independientes realizados por
triplicado ***p <0,001, prueba t de Student, referida al control.
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The migration of retinal pigment epithelial (RPE) cells is an important step in various pathologic conditions
including subretinal neovascularization (SRN), proliferative vitreoretinopathy (PVR) and, importantly, as a
consequence of retinal surgery. Therefore, the elucidation of the mechanisms underlying RPE trans-differentia-
tion and migration is essential for devising effective treatments aimed to the prevention of these disorders. A
common event in these pathologies is the alteration of the blood-retina barrier (BRB), which allows the
interaction of RPE cells with thrombin, a pro-inflammatory protease contained in serum. Our previous work has
demonstrated that thrombin induces RPE cell cytoskeletal remodeling and migration, hallmark processes in the
development of PVR; however, the molecular mechanisms involved are still unclear. Cell migration requires the
disassembly of focal adhesions induced by Focal Adhesion Kinase (FAK) phosphorylation, together with the
formation of actin stress fibers. The aim of the present work was to identify thrombin-activated signaling
pathways leading to FAK phosphorylation and to determine FAK participation in thrombin-induced RPE cell
migration. Results demonstrate that the activation of PAR1 by thrombin induces FAK autophosphorylation at
Y397 and the subsequent phosphorylation of Y576/577 within the activation loop. FAK phosphorylation was
shown to be under the control of ¢/nPKC and PI3K/PKC-{, as well as by Rho/ROCK, since the inhibition of these
pathways prevented thrombin-induced FAK phosphorylation and the consequent disassembly of focal adhesions,
in parallel to FAK-dependent actin stress fiber formation and RPE cell migration. These findings demonstrate, for
the first time, that thrombin stimulation of RPE cell transformation and migration are regulated by FAK tyrosine
phosphorylation. Thus, targeting FAK phosphorylation may provide a strategical basis for PVR treatment.

1. Introduction

The retinal pigment epithelium (RPE) is the predominant compo-
nent of the outer blood-retina barrier (BRB), and plays an essential role
in the survival of retinal neurons and the maintenance of visual
function [1]. The breakdown of the BRB has particularly grievous
consequences to vision, since increased permeability of the BRB is an
early event in the establishment of retinal diseases such as subretinal
neovascularization, diabetic retinopathy, and proliferative vitreoretino-
pathy (PVR), a major cause of retinal surgery failure and the loss of
vision [2].

The barrier integrity of cellular monolayers is directly related to the
actin cytoskeleton, as has been shown by studies demonstrating an
increase in the paracellular permeability by actin-disrupting agents
[3,4]. Under pathological conditions involving the alteration of the BRB
due to ocular trauma, retinal detachment or metabolic imbalance as
occurs in diabetes, quiescent RPE cells undergo epithelial-mesenchy-
mal transition (EMT) and uncontrolled proliferation, migrate to the

vitreous, and develop into contractile membranes on retinal surfaces,
characteristic of PVR and other fibro-proliferative eye diseases leading
to blindness [5,6]. RPE cell exposure to serum-contained thrombin
upon the breakdown of the BRB has been associated with the develop-
ment of PVR [7]. In addition to its well-known role in hemostasis,
thrombin, a pro-inflammatory multifunctional serine protease activated
upon tissue injury, has been shown to regulate cell proliferation,
invasiveness and tumor growth in several cell types [8,9]. Our previous
work has demonstrated that thrombin promotes RPE cell proliferation,
cytoskeletal remodeling and migration [10-12]. Although the molecu-
lar mechanisms involved in these processes are still unclear, these data
indicate that thrombin-induced activation of signaling cascades could
be involved in the development of PVR. In fact, > 95% PVR cases occur
as a result of retinal surgical procedures, a condition in which the RPE
comes in direct contact with blood-contained thrombin [7].

Thrombin intracellular signaling is mediated by G protein coupled
receptors (GPCRs) termed proteinase-activated receptors (PARs), acti-
vated by the proteolytic unmasking of a new N-terminal sequence that
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