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ABREVIATURAS

ADAM = desintegrina 'y
metaloproteina

C = control
Col = colageno

DMEN = medio Eagle modificado de
Dulbecco

FCS = suero de ternera fetal

FITC = isotiocianato de fluoresceina
FN = fibronectina

GAG = glicosaminoglicanos

GBM = glioblastoma multiforme
H = Hora

HSPGs= proteoglicanos de heparan
sulfato

L = laminina

LOX = lisil oxidasa

LPA = &cido lipofosfatidico
MEC = matriz extracelular
Min = minuto

o/n = over night

PE = ficoeritrina

PFA= paraformaldehido

PG = proteoglicanos

SNC = sistema nervioso central

SPLA2-IIA = fosfolipasa A2
secretada del tipo IIA

TH = trombina



INTRODUCCION

Los astrocitomas son un grupo de neoplasias intracraneales primarias, se
originan a partir de las células que conforman la estructura cerebral normal
del sistema nervioso central (SNC), aparecen en el parénquima cerebral y rara
vez producen metastasis a otros tejidos. Constituyen aproximadamente un 80%
de los tumores neuroepiteliales (1). La Organizacion Mundial de la Salud los
clasifica en 4 grados segun sus caracteristicas fisiologicas (2):

Grado I: Astrocitoma de bajo grado, son poco frecuentes y cursan con
un excelente pronostico después de su extirpacion.

. Grado II: Astrocitoma propiamente dicho, que junto con el grado |
constituyen aproximadamente un 6% de todos los tumores de cerebro
reportados.

. Grado lll: Astrocitoma anaplasico, un tumor difuso, infiltrante
caracterizado por anaplasia dispersa y elevado potencial proliferativo, por lo
general aparecen de un astrocitoma de bajo grado aunque pueden ser
diagnosticados sin un precursor. Igualmente, tienen un potencial intrinseco
de progresar a un glioblastoma maligno.

. Grado IV: Glioblastoma multiforme, crece principalmente en los

hemisferios cerebrales y tiende a ser el tumor mas agresivo, clinicamente,

entre los astrocitomas. La supervivencia de pacientes con glioblastoma
multiforme se extiende a unos 12 meses con tratamiento quirdrgico
agresivo junto con radio y quimioterapia. Es posible que un astrocitoma que
inicialmente fue de bajo grado recurra a una forma mas agresiva y extensa.

La célula predominante en este tipo de tumor deriva de astrocitos que se han
vuelto inmortales. Los astrocitos constituyen la red conectiva del cerebro y la
médula espinal y forman un tejido cicatricial cuando el SNC sufre dafios. Son
las células gliales mas abundantes y necesarios para mantener el
microambiente que permite el correcto funcionamiento. Se clasifican en dos
grupos: protoplamésticos y fibrosos (3). El astrocitoma comienza cuando los
astrocitos sanos cambian, crecen sin control y forman una masa.

La supervivencia de organismos eucariotas requiere de interacciones
balanceadas entre las células y la matriz extracelular (MEC), pero las células
tumorales malignas desobedecen las restricciones sobre la division celular e
invaden lugares que estarian reservados para otras ceélulas u otros
componentes del tejido, llegando a diseminarse a sitios distantes del foco
primario originando focos metastaticos (4).


http://es.wikipedia.org/wiki/Neoplasia
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso_central
https://es.wikipedia.org/wiki/Glioblastoma
https://es.wikipedia.org/wiki/Glioblastoma_multiforme
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Astrocito

Un factor clave en el control de la progresion tumoral esta relacionado con el
critico equilibrio entre la formacion/degradacion de la MEC asi como con la
interaccién entre las células tumorales y los componentes de la MEC. Estos
procesos son modulados por moléculas del microentorno tumoral, como
factores de crecimiento y/o mediadores de la inflamacién (proteicos y/o
lipidicos), entre otros (4).

En la transformaciéon maligna, la “célula neoplasica” acumula una serie de
alteraciones en las principales vias bioquimicas, para adquirir potencial de
invasividad y metéastasis (5). La estimulacién por factores de crecimiento, las
interacciones alteradas entre las células con componentes de la MEC, y el
aumento de la vascularizacion, van a ser procesos cruciales para la
proliferacion celular.

El crecimiento tumoral estd asociado a la invasion del tejido circundante,
produciéndose la destruccion y colonizacion del mismo. Las células tumorales
se unen a las glicoproteinas de la MEC a través de receptores presentes en su
superficie. Una vez unidas, las células tumorales secretan enzimas proteoliticas
que degradan los componentes de la matriz. Los cambios patoldgicos en la
composicion de la MEC, debido a un incremento en la sintesis de algin
componente especifico o a un incremento en la degradacion selectiva de otros
preexistentes por accion de proteasas, causa alteraciones en la distribucion,
composicién y funcion de la matriz. Estas alteraciones en la MEC estan
asociadas a una modificacion de las interacciones célula-matriz extracelular, lo
que facilita la capacidad de migracion celular.

Una caracteristica que presentan los gliomas es su gran capacidad para migrar
e invadir el parénquima cerebral sano, dando lugar a tumores con bordes
difusos, dificiles de resecar quirargicamente (6). Los componentes que
participan en los procesos de migracion e invasiéon en los gliomas son variados.
Asi, se ha observado la participacion de proteinas de MEC, como la laminina
(7) y de moléculas de superficie, como las integrinas (8).

El mecanismo de adhesiéon celular es un proceso muy importante para la
génesis, el mantenimiento de la estructura tridimensional y el correcto
funcionamiento de los tejidos (9). Las entidades bioguimicas que median dicho
mecanismo son complejos multiproteicos formados por tres tipos de
macromoléculas: los receptores de adhesién, las moléculas de la MEC vy las
proteinas formadoras de la placa de adhesién (9).



1.- Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una asociacion compleja de distintos tipos de
macromoléculas, cada una de ellas con una funcion especializada: proteinas
estructurales (colageno y elastina), glicosaminoglucanos, proteoglicanos (como
sindecanos), glicoproteinas (fibronectina, laminina y tenascina, mediadoras de
la adhesion celular), proteasas (como MMPs y ADAMs) y proteinas
matricelulares (como lisil oxidasa) (10).

La MEC proporciona una estructura estable alrededor de las células y actua
como soporte para su crecimiento. Ademas influye en los procesos de
adhesién, en la motilidad, en la proliferacién celular, y en la regulacion de
funciones metabdlicas, entre otros. Actia como reservorio de moléculas con
actividad biologica: (i) algunos factores de crecimiento y citoquinas estan
unidos a los proteoglicanos de la matriz y de la superficie celular; y (ii) algunas
proteasas y sus inhibidores se asocian con componentes de la matriz (11).

La MEC cerebral no es un sistema de sostenimiento estatico y los astrocitos
son capaces de modular la expresion de sus receptores de adhesion en funcién
del ambiente (8).

2.- Proteinas mediadoras de la interaccion célula-MEC

La funcién de las proteinas del espacio extracelular esté ligada a su interaccion
con el componente celular del tejido. Las células interaccionan con la MEC
mediante proteinas transmembrana, principalmente las integrinas. Es también
importante decir que existen otras proteinas receptoras de adhesion con
conexién tanto con otras integrinas como con proteinas de la placa de
adhesion, los sindecanos (12).

» Integrinas

Son una familia de glicoproteinas de la superficie celular y los principales
receptores por los cuales las células se unen a diversas proteinas de la MEC
(colageno, laminina, fibronectina o vitronectina) (13). Se podria decir que
actian como un vinculo de unién entre la matriz extracelular y los elementos
estructurales internos de la célula.

Todas las intregrinas son heterodimeros af3. El tamafio de la subunidad a varia
entre 120 y 180kd y se asocia no covalentemente con la subunidad B (14).
Ambas subunidades son glicoproteinas transmembrana con un gran dominio
globular NH2- extracelular. Cada subunidad contiene un dominio
transmembrana delgado y una cola citoplasmatica relativamente pequefia de



menos de 60 aminoacidos, a excepcion de la integrina 4 la cual presenta un
dominio citoplasmético de mas de 60 aminoé&cidos (4).

En vertebrados se han caracterizado 14 subunidades a y 8, o mas,
subunidades [3, las cuales se asocian en distintas condiciones formando mas
de 20 integrinas distintas (15). En astrocitomas, existe una expresion diferencial
de integrinas entre los astrocitos normales (a2, a3, a6, B1 y B4) y los
neoplasicos (02, a3, a4, a5, a6, 1, B3 y p4) (16).

Las uniones a/B determinan la asociacion de un ligando especifico al
heterodimero. Algunas integrinas, como la a5B1, el receptor clasico de la
fibronectina, interaccionan Unicamente con una proteina de la MEC, pero lo
mA&s comun es que un Unico receptor reconozca diversas proteinas de la MEC.
En algunos casos dos integrinas que comparten el mismo ligando reconocen
regiones distintas de la molécula, como es el caso de los receptores de
fibronectina a5p1 y a4p1 y/o los receptores de la laminina a1B1 y a6B1.
También hay casos de dos integrinas que se unen a la misma region de la
proteina y presentan funciones distintas en la célula. Esto sugiere que el
dominio citoplasmético de las integrinas contiene secuencias altamente
divergentes (17).

Muchos de los miembros de la familia de las integrinas reconocen un motivo de
Arg-Gly-Asp (RGD) en sus ligandos. Este reconocimiento del receptor por su
ligando es el que otorga la especificidad y la alta afinidad (17).

Un rasgo interesante de la sefializacion mediada por estas integrinas es que se
trata de un proceso bidireccional, desde el exterior al interior de la célula y
viceversa. La interaccién de la integrina con su ligando provoca diversos
cambios conformacionales en la propia integrina. Esta interaccion se produce
en el dominio extracelular y conduce a la separacion de los dominios
citoplasmaticos los cuales contactaran con dominios citoplasmaticos de
diversas moléculas del citoesqueleto y/o con moléculas traductoras de
sefales. Dicha sucesion de respuestas es la llamada senalizacion “outside-in”.
Por otro lado, la separacion del dominio de interaccion citoplasmatico de las
proteinas promueve la union del dominio extracelular con sus ligandos, lo cual
se trataria de una sefalizaciéon “inside-out”. Es, por lo tanto, la interactuacion
entre estas dos sefalizaciones la que regula diversos comportamientos
fisiol6égicos de la célula. Ante situaciones patoldgicas, como el cancer, dicha
sincronizacion se encuentra alterada y en muchos casos ausente (4).

Las moléculas de adhesion participan en gran variedad de eventos de
transduccion de sefales. Las integrinas, en concreto, estdn implicadas en
muchas vias bioquimicas de fosforilacion de proteinas y de generacion de
segundos mensajeros citoplasmaticos (18).



Se han llegado a clasificar hasta 32 eventos de sefializacion que dependen de:
() el estado de las integrinas que se agregan,(ii) la ocupacion de esas
integrinas, (iii) la fosforilacion de tirosinas citoplasmaticas vy (iv) la integridad de
la actina del citoesqueleto (19). Aunque estos eventos podrian resumirse en
dos: aquellas sefiales que controlan procesos citoplasmaticos locales y sefiales
gue estan relacionadas con el crecimiento y la diferenciaciéon celular, es decir,
aguellas que tienen su influencia en la regulacion del ciclo celular y la
transcripcion de genes (20). Las principales moléculas de transduccion de
sefales que se acumulan como consecuencia de la agregacion de integrinas
simples son: RhoA, c-Src, Racl, Ras, Raf, MEK, ERK, JNK, GAP (21). Se
podria decir que la sefalizacion dependiente de la adhesion es importante en el
desarrollo de tejidos, ya que sefales localizadas en la MEC son necesarias
para el control de los patrones de morfogénesis, asi como para la integracién
de éstos a la diferenciacion y el crecimiento celular; una coordinacion que es
esencial para lograr los complicados patrones de células en los tejidos (20).

> Sindecanos

Son una familia de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) presentes en la
superficie celular que actian como receptores transmembrana (22) y que
participan en la regulacién de diversos procesos celulares que van desde las
cascadas de coagulacion, sefializacion de factores de crecimiento, union y
actividad de lipasas, adhesion de células a la MEC y consecuente organizacion
del citoesqueleto, a la infeccién de células por microorganismos (24). Son
moléculas complejas, con nucleos de proteinas especificos a los cuales se
unen un numero variable de cadenas de glicosaminoglicanos (GAG). Esas
cadenas pueden ser de dos tipos, de heparan sulfato o de condroitin sulfato.
La presencia de cadenas de condroitin sulfato en el ectodominio y cerca de la
membrana plasméatica podria afectar la habilidad de estas moléculas para
asociarse a otros receptores transmembrana (23), es decir, el hecho de que
sitios de unién a proteoglicanos (PG) existan cerca de integrinas y de otras
moléculas de adhesién de la superficie celular, sugiere que el reconocimiento
celular de la MEC implica la formacion de complejos que incluyen tanto PG
como integrinas (26).

Esta familia estd constituida por los Sindecan-1, -2 (fibroglicano), -3 (N-
Syndecan), y -4 (25).

La tumorogénesis se asocia con una serie de procesos en los que esta
presente la participacion de los sindecanos. Estudios previos han demostrado
gue su expresion esta aumentada en gliomas en comparaciéon con el tejido
cerebral normal. En concreto, los niveles de expresion de sindecanos en
astrocitos derivados de tumores cerebrales primarios podria estar
correlacionada con la progresion de dichos tumores (27) (28).



Por otro lado, los ADAMs (desintegrina y metaloproteinasa) comprenden una
amplia familia de proteinas multidominio que participan en el proceso de
adhesividad celular y presentan actividad metaloproteasa (29). En su
estructura muestran una organizacion de dominios compleja que consiste en
una secuencia sefalizadora, un dominio metaloproteinasa, un dominio tipo
desintegrina, una region rica en cisteina, un dominio tipo receptor del factor de
crecimiento epidérmico, una region transmembrana y un dominio citoplasmético
(10).

Se encuentran bastante relacionados con los sindecanos, ya que existen
estudios que relacionan al rADAM12-cys son el sindecano-4, los cuales llevan
a cabo una sefalizacion que promueve proliferacion celular y formacion de
fibras de estrés y donde también participan la PKCa e integrinas 1 (29). Por
otro lado, ADAM17 es un regulador importante de las funciones de los
sindecanos en epitelios inflamados, ya que una inhibicion del mismo se ha visto
que bloguea la liberacion de los sindecanos-1 y -4 solubles (30).

3.- Hipotesis y objetivos

Estudios previos de nuestro laboratorio han mostrado que las células de
astrocitoma humano 1321N1 expresan receptores funcionales para factores
como trombina (Th) y acido lisofosfatidico (LPA), los cuales se comportan como
potentes mitbgenos. Ademas, la proteina inflamatoria sPLA2-1IA también es
capaz de promover el crecimiento de estas células tumorales y de activar vias
de sefalizacion intracelular asociadas a esta sefial proliferativa. La hip6tesis de
trabajo que nos planteamos es que la presencia de estos factores/proteinas
mitogénicas podria ser también crucial en la modulacion de la capacidad
adhesiva e invasiva de los astrocitomas.

Por lo tanto, debido a que en los procesos de invasion y metastasis se
producen interacciones entre las células tumorales y la matriz extracelular, se
plante6 la realizacion de estudios encaminados a determinar los efectos de
diversos estimulos mitogénicos, sobre el comportamiento de células de
astrocitoma en relacion con su capacidad adhesiva e invasiva y se fijaron los
siguientes objetivos:

1.- Estudio, en células de astrocitoma humano 1321N1, de la influencia de
alguno de los componentes de la MEC (laminina, fibronectina y colageno) en
procesos de adhesion.

2.- Estudio, en células de astrocitoma humano 1321N1, de la accion de
estimulos mitogénicos sobre adhesion a diferentes componentes de la MEC
(laminina, fibronectina y colageno).



3.- Estudio, en células de astrocitoma humano 1321N1, de la accion de
estimulos mitogénicos sobre la expresion de proteinas mediadoras de la
interaccion célula-MEC y célula-célula: sindecanos (1 y 4), integrinas (a.fs B1),
moléculas de adhesion (ICAM-1)

4.- Estudio, en células de astrocitoma humano 1321N1, de la accion de
estimulos mitogénicos sobre la expresion de proteinas implicadas en el
remodelado de la MEC: proteinas matricelulares (lisis oxidasa)

MATERIALES Y METODOS

1.- Linea celular y condiciones de cultivo

El modelo celular utilizado en este estudio fue la linea celular de astrocitoma
humano 1321N1. Estas células son adherentes y crecen en monocapa en
medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con bajo contenido
en glucosa (1 g/L) y suplementado con 10% de suero de ternera fetal (FCS)
inactivado por calor, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 2
mM de L-glutamina; en un incubador con atmosfera de CO, al 5% y a 37°C.
Los experimentos se realizaron cuando las células alcanzaron una confluencia
del 80-85%, momento en el que el medio de crecimiento se cambi6é por DMEM
completo sin suero. Tras 18-24 h de incubacién, las células alcanzaron el
estado de quiescencia y fue cuando se procedié a su estimulaciéon con los
diferentes agonistas.

Material inductor de la adhesividad celular: las células fueron estimuladas a
37°C durante los tiempos indicados con diferentes agonistas: 1 pg/ml de
fosfolipasa A2 secretada del tipo lIA (sPLA2-11A); 0,5 Ul/ml de trombina (Th); 2
UM de acido lipofosfatidico (LPA) y/o 0,4 uM de factor de crecimiento
epidérmico (EGF)

2.- Estudio de adhesion celular a distintas proteinas de MEC

Con el fin de estudiar la influencia de la MEC en el comportamiento de las
células 1321N1, las placas de cultivo de 96 pocillos se recubrieron con distintas
proteinas de MEC: fibronectina (FN), laminina (L) y colageno (Col). Se
utilizaron: 1 ug/pocillo de FN, 10 ug/pocillo de L y 10 ug/pocillo de Col. Las
placas se trataron durante 1 h a temperatura ambiente y a continuacién se
lavaron tres veces con PBS. Como control se utilizaron pocillos sin recubrir.
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Las células 1321N1 quiescentes, en frascos de 25 cm?, se estimularon durante
24 h a 372C con 1 pg/ml de sPLA2-IIA; 0,5 Ul/ml de Th; o 2 uM de LPA.
Pasado ese tiempo, las células se despegaron y se depositaron en la placa de
96 pocillos saturada con las distintas proteinas de MEC, donde se llevo a cabo
el ensayo de adhesion, a una concentracion de unas 40.000 células/pocillo. La
placa se incub6 durante 30 min a 4°C, seguido de un periodo de 2 horas a
37°C. Con el fin de eliminar las células no adheridas, tras la aspiracion del
medio de cultivo, se realizo un lavado con PBS. Las células adheridas se fijaron
con paraformaldehido (PFA) al 4% (100 pl/pocillo) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Tras eliminar el PFA, las células se tifieron con cristal
violeta al 10% (100 pl/pocillo), durante 5 min a temperatura ambiente. Tras un
lavado con PBS se afiadi6 100 pl de acido acético al 10% para solubilizar el
colorante y asi poder determinar la absorbancia a 570nm.

Ensayos de adhesion celular en presencia del estimulo: En algunos
experimentos, la suspension celular se reestimuldé en las placas donde se
realiz6 el ensayo de adhesion, con el estimulo usado inicialmente: 1 pg/ml de
sPLA2-11A; 0,5 Ul/ml de Th; o 2 uM de LPA.

3.- Inmunodeteccion de proteinas celulares mediante citometria de flujo
3.1- Inmunodeteccion de proteinas de la superficie celular

Las células 1321N1, en frascos de 25cm? (5 x 10° células/frasco), se incubaron
a 37°C con 1 pg/ml de sPLA2-IIA; 0,5 Ul/ml de Th; 2 uM de LPA 0 0,4 uM de
EGF. Tras la estimulacién durante los tiempos indicados, las células se
recogieron y se lavaron con PBS-1% BSA (p/v) a 4°C. A continuacion, se fijaron
con PFA durante 10 min a temperatura ambiente. Tras un lavado con PBS, las
células se resuspendieron en PBS-1% BSA (p/v) y se incubaron con los
anticuerpos primarios durante 45 min a 4°C. Se utiliz6 una dilucién 1:100 del
anticuerpo anti-sindecan-1 (DL-101), anti-sindecan-4 (5G9), anti-LOX
(ab31238) y anti-CD29-FITC (P4611); una dilucion 2:10 del anticuerpo anti-
ICAM-PE (HA58) y una dilucion 3:100 del anticuerpo anti-aVBR5-PE (P1F5).
Tras un lavado con PBS-1% BSA, cuando fue preciso, las células se incubaron
con el anticuerpo secundario correspondiente: anti-mouse IgG conjugado con
FITC (1:1000) o anti-rabbit 1IgG conjugado con FITC (1:1000), durante 30
minutos a 4°C y a oscuras. Tras los lavados con PBS-1% BSA, las células se
analizaron en un citometro de flujo. Se utilizé6 un anticuerpo inespecifico como
control de isotipo.
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4.- Microscopia de fluorescencia
4.1.- Estudios de tincidon nuclear sindecan-1y sindecan 4

Las células se depositaron en cristales de 12 mm de diametro tratados con
Polylisina a una concentracion de 10000 células/cristal. Tras la estimulacion
con 1 pg/ml de sPLA2-1IA y con 0,5 Ul/ml de Th durante 24 h. y 30 min. a
37°C, las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con 4% (p/v) PFA durante
10 min. a temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron con 1ug/100uL
de anti-sindecan-1 (DL-101) y con 1 pg/100 pL de anti-sindecan-4 (5G9)
durante 20 min. Tras dos lavados de 5 min con PBS, se incubaron con el
anticuerpo secundario anti-mouse IgG conjugado con FITC (1:1000). Las
células se tifieron también con DAPI, marcador fluorescente que se une
fuertemente a regiones ricas en Adenina y Timina en secuencias de ADN,
durante 5 minutos. Todo el proceso se realizO a oscuras y a temperatura
ambiente. Finalmente, tras tres lavados con PBS, los cristales se montaron,
con la cara tratada hacia abajo, en portas y haciendo uso de la solucién de
Gervatol. Se dejaron secar en oscuridad durante 24 horas y se visualizaron en
un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 80i (x40).

5.-Presentacion de los resultados

Los graficos de barras reflejan los valores medios de los datos obtenidos * la
desviacion estandar, en aquellos casos en los cuales el numero de
experimentos lo permite (n=3). Se us6 el programa Graphpad Prism versién 4.0
utilizando el test de andlisis de la varianza (ANOVA) y un posterior analisis
mediante la prueba de Bonferroni de comparaciones multiples. Los valores de p
< 0,5 fueron considerados estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Estudios previos demuestran que el crecimiento de células adherentes in vitro
no solo requiere de factores de crecimiento, sino también de una superficie
sélida tapizada con proteinas de la MEC como colageno, fibronectina o
laminina, siendo las integrinas receptores de adhesion claves en este proceso
(312).

Asi, este estudio se centra en el analisis de la adhesividad de células de
astrocitoma humano, tratadas con distintos estimulos mitogénicos, a diferentes
proteinas de la MEC y la influencia de éstas en dicho proceso; asi como en el
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analisis de la expresion de proteinas mediadoras de la interaccion célula-MEC
y célula-célula y de proteinas implicadas en el remodelado de la MEC.

1.- Adhesividad a distintas proteinas de matriz extracelular de las células
de astrocitoma humano 1321N1

Se ha estudiado la capacidad que presentan las células 1321N1 de
interaccionar con diferentes proteinas de MEC como FN, L o Col (Figura 1). El
namero de células adheridas a una superficie no tratada con proteinas de
MEC, (C), se utiliz6 como valor de referencia “control de adhesion”. En la fig.
1A, se muestra que cuando las células se siembran sobre FN, L o COL no se
produce ningun incremento significativo de la adhesion celular, con respecto a
su siembra sobre una superficie no tapizada, C. Ademas, el tratamiento de las
células con agonistas como Th, LPA, o sPLA2-1IA durante las 24 h previas al
ensayo de adhesion tampoco indujo cambios significativos en su capacidad
adhesiva (Fig. 1B, C y D). Hay que sefialar no obstante, que cuando las células
se siembran sobre una matriz de colageno, si se produjo un ligero incremento
en su capacidad adhesiva, aunque no llego a ser estadisticamente significativo.
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Figura 1. Adhesion de células 1321N1 a proteinas de MEC. Las células 1321N1 sin estimular (A) o estimuladas
durante 24 h con 0,5 Ul/ml de Th (B) , 2 uM de LPA (C) o 1ug/ml de sPLA2-1IA (D), se sembraron sobre diferentes
proteinas de MEC como se detalla en el apartado de materiales y métodos. Las células adheridas se determinaron a
las 2 h. Los valores representan el % de células adheridas sobre diferentes proteinas de MEC con respecto a las
células adheridas en ausencia de matriz. C, control sin matriz; L, laminina; F, fibronectina; Col, colageno. N=3 en
duplicado.
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En la Figura 2 se compara el efecto de los diferentes agonistas mitogénicos
(sPLA2-IIA, Th y LPA) sobre la capacidad adhesiva de las células en una
matriz determinada. En la fig. 2A, se muestra que en ausencia de MEC, el
tratamiento con ninguno de los agonistas, Th, LPA o sP, causé incrementos
significativo en la capacidad adhesiva de las células con respecto a las células
no tratadas. Sorprendentemente, tampoco observamos diferencias
significativas entre los diferentes estimulos cuando el ensayo de adhesion se
realizd en presencia de superficies tratadas con L, FN o Col (Fig. 2B, C y D).
Hay que sefalar, no obstante, que si se observo cierta tendencia a una mayor
adhesion cuando las células son tratadas con los diferentes agonistas, en
relacion con células control sin estimular, no llegando en ningin caso a
encontrarse diferencias significativas. En el caso de células estimuladas con
LPA y sembradas sobre una superficie sin tratar o sobre una matriz de
colageno parece que dicha tendencia es mayor, aunque la dispersion en los
datos obtenidos nos hace pensar que el numero de repeticiones de los
experimentos deberia ser mayor.
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Figura 2. Efecto de la estimulaciéon de células 1321N1 sobre la capacidad adhesiva a distintas proteinas de MEC. Las
células 1321N1 se estimularon durante 24 h con los estimulos indicados, y a continuacién fueron sembradas sobre una
superficie sin tapizar (A), o sobre una superficie tapizada con laminina (B), fibronectina (C) o colageno (D). Las
células adheridas se determinaron a las 2 h. Los valores representan la fluorescencia emitida por las células sin
estimular adheridas a cada matriz con respecto a las células estimuladas con los agonistas Th, LPA'y sPLA2-IIA . N=3
en duplicado
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Por ultimo, también evaluamos si la presencia continua del estimulo durante el
periodo de adhesion producia algun efecto sobre la capacidad adhesiva de las
células 1321N1 (Figura 3). El nimero de células adheridas a una superficie no
tratada con proteinas de MEC, (C), sera utilizado como valor de referencia
“control de adhesion”. Las figuras 3 Al, B1, C1 Y D1 comparan la capacidad
adhesiva, sobre las diferentes matrices, de las células tratadas con el agonista
indicado durante las 24 h previas al ensayo de adhesion. Las figuras 3 A2, B2,
C2 Y D2 comparan la capacidad adhesiva, sobre las diferentes matrices, de las
células tratadas con el agonista indicado durante las 24 h previas al ensayo de
adhesién y durante el mismo (2 h).

Se observg, que el tratamiento continuado con Th, LPA, o sPLA2-1IA durante el
ensayo de adhesion no indujo cambios significativos en las propiedades
adhesivas de las células (Fig. 3 A2, B2 y C2). Hay que sefialar, no obstante,
que en el caso de la Th si que se observa una mayor adhesioén de células al
coladgeno, no llegando a ser esa diferencia significativa.

Finalmente, en la fig. 3D, se muestra que la estimulacién con los agonistas
Unicamente durante el ensayo de adhesion (no tratamiento previo), tampoco
produjo ningun cambio significativo de la capacidad adhesiva de las células,
independientemente de la matriz utilizada.
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Figura 3. Adhesion de células 1321N1 a diferentes proteinas de MEC. Las células 1321N1, estimuladas durante 24h
con los distintos agonistas, se sembraron sobre diferentes proteinas de MEC como se detalla en el apartado de
materiales y métodos y en ese instante se reestimularon con 1ug/ml de sPLA2-IIA (A), 0,5 Ul/mlde Th (B)o 2 uM de
LPA (C). También se realizdé una estimulacion en placa sobre células sembradas sin previa estimulacion duante 24h.
(D). Las células adheridas se determinaron a las 2 h. Los valores representan el % de células adheridas sobre
diferentes proteinas de MEC con respecto a las células adheridas en ausencia de matriz. C, control sin matriz; L,
laminina; F, fibronectina; Col, colageno. N=3 en duplicado
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2.- Expresion de sindecan-1 y sindecan-4 en la linea de astrocitoma
humano 1321N1

Los sindecanos patrticipan en un amplio rango de procesos bioldgicos, y sus
cadenas GAG les permiten unirse a proteinas de la MEC. Por ello se procedio
a estudiar la expresion de sindecan-1 (Figura 4) y sindecan-4 (Figura 5) en las
células 1321N1 y su modulacion por diferentes agonistas.

Mediante citometria de flujo y con el uso de anticuerpos especificos,
observamos que las células de astrocitoma expresan basalmente sindecan-1y
sindecan-4. El tratamiento durante 30 min, 2 h y 24 h con los diferentes
agonistas no modifico sus niveles de expresion (Fig. 4 y 5).

En el caso del sindecan-1, las figuras 4A y B muestran el % de células
positivas para ésta proteina y los valores de intensidad de fluorescencia media
(MIF, Median Fluorescente Intensity), respectivamente. La estimulacién de las
células 1321N1 con los agonistas indicados durante 30 min y 2 h no produjo
ningun cambio significativo de estos parametros, con respecto a las células sin
tratar (n=3). Las figuras 4C y D muestran que el % de células positivas y los
valores MIF, respectivamente, tampoco fue modificada tras la estimulacién con
los agonistas durante 24 h. Los datos de 24 h se presentan por separado
debido a que este experimento so6lo se pudo llevar a cabo una vez. La figura
4E es un histograma representativo generado en el analisis de citometria de
flujo, donde se muestra la intensidad de fluorescencia en la células 1321N1 en
las condiciones experimentales indicadas. Los mismos estudios se llevaron a
cabo para el sindecan-4 (Fig.5).
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Figura 4. Expresion del proteoglicano sindecano-1 en la linea de astrocitoma humano 1321N1. Representacion del %
de células positivas (A) y de la intensidad de fluorescencia media (MIF) (B), de células control y células estimuladas
durante 30 min y 2 h con los agonistas EGF, LPA, sPLA2-IIA y Th. Representacion de los resultados con una
estimulacion a largo plazo, 24 h, con los mismos agonistas (C y D). Histograma representativo, para para el agonista
EGF, de la fluorescencia del pico vs al nimero de eventos a todos los tiempos (E). El pico gris claro representa el
control inespecifico. El pico gris oscuro corresponde a células control sin estimular y los picos azules a células
estimuladas con EGF a tres tiempos diferentes. Las células se marcaron con un anticuerpo especifico frente a
sindecan-1, como se describe en el apartado de materiales y métodos y la fluorescencia se midié6 mediante un
citdbmetro de flujo. N=3.

18



>
w

Células positivas (%)
e B B 8 &5 8 32
| I I I I 1
I H
MIF

gy < 2 -] 2 3 Dy 3 2 3 2

c myh L"‘o%fa 02t 30%4 c Oyt omh &%;"‘*' 002

EGF LPA sPLAZ Th EGF LPA sPLA2 Th
C D
100 25~

I= o [ ]
=] (= =]
MIF

ud
L=

Células positivas (%)

EGF 24 h
EGF 2h
EGF 30 min

Control

FL1 103 o Inespecifico

Figura 5. Expresion del proteoglicano sindecano-4 en la linea de astrocitoma humano 1321N1. Representacion del %
de células positivas (A) y de la intensidad de fluorescencia media (MIF) (B), de células control y células estimuladas
durante 30 min y 2 h con los agonistas EGF, LPA, sPLA2-IIA y Th. Representacion de los resultados con una
estimulacion a largo plazo, 24 h, con los mismos agonistas (C y D). Histograma representativo, para el agonista EGF,
de la fluorescencia del pico vs al nimero de eventos a todos los tiempos (E). El pico gris claro representa el control
inespecifico. El pico gris oscuro corresponde a células control sin estimular y los picos azules a células estimuladas
con EGF a tres tiempos diferentes. Las células se marcaron con un anticuerpo especifico frente a sindecan-1, como se
describe en el apartado de materiales y métodos y la fluorescencia se midié6 mediante un citémetro de flujo. N=3.
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Para completar este estudio mediante microscopia de fluorescencia se
obtuvieron, como se describe en el apartado de materiales y métodos, algunas
imagenes representativas de la expresion de sindecano-1 y sindecano-4
(Fig.6) en células estimuladas con sPLA2-IIA y Th. Se realiz6 también tincién
de las células con DAPI.

Sindecano-1 Sindecano-4

FITC (40X) DAPI (40X) FITC (40X) DAPI (40X)

Figura 6. Analisis mediante microscopia de fluorescencia de la expresion de sindecano-1y sindecano-4 en la linea de
astrocitoma humano 1321N1. Las células 1321N1 sin estimular (A) o estimuladas durante 24 h con 1pg/ml de sPLA2-
IIA(B)o 0,5Ul/ml de Th (D), se sembraron sobre cristales tratados con polylisina, como se detalla en el apartado de
materiales y métodos, y se marcaron con un anticuerpo especifico frente al sindecano-1 o sindecano-4, seguido del
anticuerpo secundario correspondiente conjugado a FITC. La fluorescencia emitida por las células se visualizé en un
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 80i (x40). Los resultados son representativos de 6 experimentos
independientes y para todos los casos aparece la fluorescencia emitida por las células cuando estas son tefiidas con el
colorante DAPI para visualizar los nucleos.
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3.- Expresion de integrinas y moléculas de adhesion en la linea de
astrocitoma humano 1321N1

Debido a que las integrinas son los principales receptores de adhesion, se
propuso estudiar la expresion de las integrinas aVB5 y B1 en las células
1321N1 y su modulacion por diferentes agonistas (Fig. 7).

Mediante citometria de flujo y con el uso de anticuerpos especificos,
observamos que las células de astrocitoma expresan basalmente aVpB5 y 1y
que debido al efecto de los agonistas sus expresiones no se ven modificadas
(Fig. 8A y 8B). Esto se estudid analizando los valores de intensidad de
fluorescencia media (MIF). El tratamiento durante 24 h con los agonistas Th y
LPA no modificé los niveles de expresion aVB35, mientras que la sPLA2-11A y el
EGF provocaron un ligero aumento en la expresion de este marcador. No
observamos cambios en los niveles de expresion de la integrina p1 tras la
estimulacién con la sPLA2-IIAy el EGF

En este punto también se estudio la expresion de la proteina de adhesion
ICAM 1 y su modulacion por distintos agonistas (Fig. 8C) y se observd que
estas células ya muestran una expresion basal de dicha proteina y que la
estimulacién con los agonistas sPLA2-1IA y EGF no modificé tampoco dicha
expresion.
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Figura 7. Expresién de las integrinas aVB5 y 1 y de la proteina de adhesion ICAM 1 en la linea de astrocitoma
humano 1321N1. Representacion de los valores de intensidad de fluorescencia media en células control y células
estimuladas con distintos agonistas para el estudio de la expresion de aVB5 (A), B1 (B) e ICAM 1 (C). Las células se
marcaron con un anticuerpo especifico frente a las distintas proteinas analizadas como se describe en el apartado de
materiales y métodos y la fluorescencia se midi6 mediante un citometro de flujo.

4.- Expresion de proteinas matricelulares, como LOX-1, en la linea de
astrocitoma humano 1321N1

Por ultimo, estudiamos la expresion en las células 1321N1 de proteinas
matricelulares como la lisil oxidasa-1 (LOX-1) que regula el entrecruzamiento
de las fibras de colageno en la MEC.

Mediante citometria de flujo y con el uso de un anticuerpo especifico,
observamos que las células de astrocitoma expresan basalmente la proteina
LOX-1, y que tras el tratamiento durante 24 h con los diferentes agonistas su
expresion aumenta (fig.8). Siendo el aumento mas llamativo cuando el agonista
usado es la Th o la sPLA2-IIA.
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Figura 8. Expresion de la proteina matricelular LOX-1 en la linea de astrocitoma humano 1321N1. (A) Histograma
representativo, obtenido mediante citometria de flujo: fluorescencia vs al nimero de eventos, de células control y
células estimuladas durante 24h con Th, LPA, sPLA2-IIA y EGF. (B) Representacion de los valores de intensidad de
fluorescencia media, (MIF), para cada uno de los casos. Las células se marcaron con un anticuerpo especifico frente a
LOX-1, como se describe en el apartado de materiales y métodos y la fluorescencia se midié mediante un citémetro de
flujo. N=2.

DISCUSION

Tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas la adhesion celular a la
MEC juega un papel clave en la induccion de diversas actividades biolégicas
como son la migracién-invasion, la supervivencia-apoptosis y la proliferacion
celular (4).

Los tumores humanos estdn normalmente rodeados por una matriz con alta
concentracion de colageno, lo que lleva a un incremento en la tension exégena
de la matriz (32), que se refleja en unos efectos dramaticos en la sefializacion
intracelular, en los procesos de adhesién y en la contractibilidad celular.
También se ve alterada la actividad de RhoA, el citoesqueleto de actina, el foco
de adhesion, los contactos célula-célula, la polaridad del tejido y el ritmo de
crecimiento (33).

El astrocitoma es el tumor primario mas comun en el cerebro. El grado de
glioblastoma es el que presenta peor prondstico y una supervivencia media
post-operacion menor a los dos afios (34). Las células presentan unos
potenciales de invasion y proliferacion altos y por ello, muchos estudios se han
centrado en dilucidar los mecanismos moleculares de la adhesion en este tipo
de tumor. Se sabe que las células de astrocitoma muestran preferentemente
una adhesién a proteinas de la MEC especificas (35). También, se ha
implicado a la laminina, por ejemplo, en gran cantidad de fenotipos migratorios
de células de glioma (36), siendo el sustrato mas efectivo para la adhesion y
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migracion de células de astrocitoma (35). Por ello, hemos realizado estudios
encaminados a determinar los efectos de diversos estimulos mitogénicos sobre
la adhesion de células 1321N1 a proteinas de la MEC, en concreto a tres
proteinas clave de esta matriz: fibronectina, laminina y coldgeno. Y también
hemos querido conocer la influencia de éstas sobre las células. En general,
nuestros datos no muestran diferencias significativas entre la capacidad
adhesiva de células control, sin estimular, y la de células tratadas a distintos
tiempos con los diferentes agonistas seleccionados.

Tampoco encontramos diferencias en las propiedades adhesivas entre células
sembradas sobre una superficie sin tapizar con respecto a la siembra de
células sobre superficies que contenian proteinas de MEC, sugiriendo que no
hay una influencia de éstas sobre nuestras células.

A pesar de no encontrarse diferencias significativas en casi ninguno de los
casos analizados si que se observa, en alguno de los tratamientos, mayor
tendencia a la adhesion; como, por ejemplo, cuando las células son
sembradas sobre una superficie tapizada con colageno y en general, como
respuesta de estas células a los agonistas usados. Si que se podria decir que
el tratamiento de células con LPA induce un aumento significativo de la
adhesion a fibronectina en estas células.

Estos resultados contradicen algunos estudios de la literatura, donde se han
descrito respuestas significativas de células de astrocitoma a los estimulos
utilizados (42), (43), (44). Por ello, para poder concluir definitivamente que el
comportamiento adhesivo de células 1321N1 no se altera debido a su
interaccidn con proteinas concretas de la MEC, ni tampoco como consecuencia
del tratamiento con los agonistas seleccionados, creemos que estos estudios
deben ser replanteados modificando y afinando condiciones experimentales.

Por otra parte, muchos ligandos de la MEC contienen dominios de union tanto
a integrinas como a proteoglicanos, lo que sugiere que estos dos tipos de
receptores de adhesion funcionan en consonancia para estimular la
reorganizacion del citoesqueleto, la migracion, etc.; Por ello, se procedio al
estudio de la expresion de los proteoglicanos sindecano-1 y sindecano-4 en
células de astrocitoma tras la estimulacion con diversos agonistas.

El mecanismo por el cual los sindecanos pueden actuar como co-receptores
junto con las integrinas no esta claro, se piensa que es su dominio extracelular
a través de sus cadenas de heparan sulfato quien interviene. Asi se activaran
los dominios conservados transmembrana y citoplasmatico a través de los
cuales cascadas de sefalizacion de adhesion mediadas por sindecanos
pueden alterar o amplificar vias de sefializacion mediadas por integrinas (26).

La tumorogénesis se asocia con una serie de procesos en los que esta
presente la participacion de los sindecanos. Estudios previos han demostrado
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que la expresion de proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) esta
aumentada en gliomas en comparacién con el tejido cerebral normal. La
expresion de HSPGs en astrocitos derivados de tumores cerebrales primarios
podria estar correlacionada con la progresion de dichos tumores (27) (28).

En el caso del sindecano-1 hay estudios que muestran que su funcion esté
alterada en cancer, pudiendo encontrarse tanto “Up-regulated” como “Down-
regulated”. Su dominio extracelular tiene 5 sitios donde las cadenas GAG
pueden unirse: tres hacia el extremo N-terminal y dos cerca de la membrana
plasmatica (37).

Por su parte el sindecano-4 es esencial para la remodelacion patoldgica. Hay
estudios centrados en su expresion y pérdida durante dafio cardiaco, que
muestran un incremento en la expresion del mismo correlacionada con la
aparicion de citoquinas inflamatorias y una pérdida del ectodominio provocada
por TNFalpha, IL-1betay LPS (38).

Nos planteamos el estudio de estos sindecanos a distintos tiempos para asi
poder ver tanto una posible induccion de la proteina, tiempos largos, como una
posible pérdida del ectodominio, tiempos cortos, debido a la accion de
metaloproteasas, como ya hemos descrito; ya que los estimulos usados activan
dichas metaloproteasas. Nuestros resultados muestran que a ninguno de los
tiempos se aprecian diferencias significativas en la expresion de estos
sindecanos en células estimuladas con respecto a las células control,
encontrdndose expresados ya basalmente ambos sindecanos en estas células.

Ademas, para completar el estudio se realiz6 un andlisis de la expresion de
ciertas proteinas claves en la modulacién del proceso de adhesion celular.

En primer lugar, y debido a que las integrinas con los principales receptores de
adhesién de las células, se quiso comprobar la variacion de la expresion de dos
de ellas, en concreto de la integrina aVpB5 y de la subfamilia 1, como
consecuencia del tratamiento de las células con los agonistas seleccionados.
Se sabe que las integrinas av, y en concreto la integrina aV35, son expresadas
en vivo por astrocitos y que dicha expresion se encuentra “up-regulated” en
ciertas enfermedades neuroldgicas (39).

También se sabe que diversos miembros de la subfamilia de integrinas 1 se
expresan en astrocitos. Proteinas de la MEC como la fibronectina o la laminina
establecen su union a las células a través de esta subfamilia (14).

En segundo lugar, se estudio la expresién de la molécula de adhesién I-CAM,
ya gue se une a las integrinas del tipo CD11a/CD18 o CD11b/CD18 y, ademas,
es ligando de la integrina LFA-1(receptor presente en todos los leucocitos), del
fibrindbgeno y del ligando 1 de macrofagos (Mac-1) (40). Estas tres proteinas se
expresan generalmente en las células endoteliales y los leucocitos, y se unen a
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ICAM-1 para facilitar la transmigracion de leucocitos a través de endotelios
vasculares en procesos tales como la extravasacion y la respuesta
inflamatoria. Como resultado de estas caracteristicas de union, ICAM-1
cldsicamente se ha considerado molécula de adhesion intercelular.

Nuestros resultados muestran que la expresion de ninguna de estas tres
moléculas varia como consecuencia del tratamiento de las células con los
distintos agonistas. Como se trata de estudios preliminares, aun incompletos,
habria que repetir los mismos para poder concluir que no hay diferencias
significativas en la expresion como consecuencia de la estimulacion celular con
dichos agonistas.

Por dltimo, se estudid la expresién de la proteina matricelular lisil oxidasa 1
(LOX-1). LOX-1 se encuentra frecuentemente expresada en altos niveles en
algunos tumores, lo que conduce a un aumento en la rigidez del estroma. Esta
expresion localizada proporciona una oportunidad para atacar proteinas de
tumores invasivos (41). En este caso, si se ha visto significativamente
aumentada la expresion de esta molécula en células 1321N1 cuando éstas
eran estimuladas con Th, LPA, sPLA2-IIA y EGF durante 24h., lo que nos
permite concluir que estos agonistas pueden modificar las caracteristicas de
adhesividad de células tumorales a través de la modulacion de la proteina
matricelular LOX-1.

En resumen, con este estudio hemos querido dar un paso mas en la
clarificacion de los efectos de diversos estimulos mitogénicos sobre el
comportamiento de células de astrocitoma y su capacidad adhesiva e invasiva.
Al no encontrarse diferencias significativas en los pardmetros analizados como
consecuencia de la estimulacion de las células con los distintos agonistas,
creemos gue es necesario la revision de todo el proceso y la repeticion de
algunos experimentos reconsiderando las condiciones experimentales
empleadas. Asi, nos planteamos modificar tanto las dosis de los compuestos
usados, como los tiempos de estimulacion fijados.

CONCLUSIONES

Los estudios in vitro de interaccién de las células 1321N1 con componentes de
la matriz extracelular permiten concluir que:

-El comportamiento de las células 1321N1 no se altera tras su interaccion con
componentes individuales de la MEC (colageno de tipo 1, laminina y
fibronectina). En presencia de estos sustratos no se incrementa la capacidad
adhesiva de las células. La estimulacién celular tampoco promueve la
adhesividad celular frente a ninguno de los ligandos de la MEC estudiados.
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Los estudios in vitro de expresion de proteinas de superficie en las células
1321N1 permiten concluir que:

-Las células 1321N1 expresan constitutivamente proteinas que participan en
las interacciones célula-MEC y célula-célula, que no se ven afectadas tras la
estimulacion celular

-Las células 1321N1 expresan constitutivamente proteinas matricelulares que
participan en el entrecruzamiento y la estabilidad de las fibras de coladgeno,
como LOX, y la estimulacién celular da lugar a un aumento de su expresion.

Futuros estudios deberan contemplar:

1.- Revisar los procedimientos técnicos del ensayo de adhesion.

2.- Realizar cinéticas de adhesion: Puede ser que 2 horas no sea un tiempo
Optimo para estos estudios en nuestro sistema celular.

3.- Realizar ensayos de adhesién empleando diferentes concentraciones de las
proteinas de MEC: puede ser que las dosis elegidas no den sefiales Optimas
para nuestras condiciones experimentales

4.- Realizar un estudio completo de expresioén de las diferentes integrinas en
las células 1321N1

5.- Medir actividad LOX en el medio de cultivo celular, en las diferentes
condiciones de tratamiento.
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