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RESUMEN 
 

El complejo de glicoproteínas asociadas a distrofina es un grupo de proteínas 

transmembranales y citoplasmáticas asociadas íntimamente a distrofina en el sarcolema de 

fibras esqueléticas, lisas y cardiacas. Actualmente se conoce que este complejo esta implicado 

en funciones de estabilidad celular durante los procesos de relajación y contracción muscular 

debido a su participación como componente estructural al generar una conexión entre la 

matriz extracelular y el citoesqueleto intracelular. De acuerdo a las características bioquímicas 

que presentan estas proteínas, se ha demostrado que gran parte de los miembros de este 

complejo participan en procesos de transducción de señales. Diversos estudios sobre la 

composición del complejo, han determinado que el DGC esta compuesto por la expresión de 

al menos 10 diferentes proteínas de entre las que destaca distrofina, sintrofinas, distrobrevinas, 

el complejo DG y el complejo SG-SPN. Gran parte de la importancia del estudio del complejo 

DGC se debe a que la ausencia de algunas proteínas que lo conforman resulta en la 

degeneración del tejido muscular y como consecuencia la aparición de DM. Se ha observado 

que alteraciones en el gen que codifica para distrofina ocasiona DM de Duchen y DM de 

Becker, mientras que mutaciones en los genes que codifican para los sarcoglicanos 

particularmente en α−SG,  β−SG,  γ−SG  y  δ−SG se generan DM de cintura del tipo 

autosomico recesivas. Se sabe que la ausencia de cualquiera de estas proteínas desestabiliza el 

complejo SG generando la reducción o pérdida secundaria de los otros SG y de sarcospan. 

Adicionalmente se ha observado que en pacientes con DMD y DMB así como también en 

pacientes con DM de cintura desarrollan CMD. Modelos animales deficientes en distrofina, en 

β−SG y δ−SG, han demostrado que la presencia de la CMD asociada con la DM es ocasionada 

por la eliminación de estas proteínas en las células del MLV. Debido a que gran parte del 

estudio del complejo DGC en músculo liso vascular se ha enfocado en relacionar la estructura 

y composición del complejo SG-SPN en relación al desarrollo de la CMD y a la DM, es 

interesante conocer desde otro punto de vista la importancia que tiene la participación del 

complejo SG y del resto de las proteínas que estructuran el complejo DGC en la formación de  

complejos de proteínas alternos y su relación con la estructura de la membrana muscular. 

Reportes previos  realizados mediante ensayos de doble inmunofluorescencia han mostrado 

que la expresión de las proteínas α−distrobrevina, β−distroglicano y ciertas proteínas del 

complejo SG como lo son β−SG, δ−SG y ε−SG forman complejos de proteínas asociados a 

 I



utrofina y/o distrofina y en algunos casos a la proteína caveolina-1 en tejido de músculo liso de 

vena de cordón umbilical. Esta aparente distribución determinada por ensayos de 

inmunofluorescencias no demuestra la interacción entre las proteínas que forman dichos 

complejos por lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar la asociación entre algunas 

de estas proteínas y demostrar la existencia de alguna de las posibles formas de complejo DGC 

o UGC en cultivos celulares de ML de vena de cordón umbilical. Para confirmar la presencia 

de al menos uno de estos complejos alternos, en el presente trabajo se analizó mediante 

ensayos de Western blot e inmunoprecipitaciones la relación existente entre las proteínas 

ε−SG, β−SG, δ−SG,  utrofina y distrofina con caveolina-1 en cultivos celulares de ML de vena 

de cordón umbilical. Mediante una serie de ensayos de Western blot, nuestros resultados 

muestran la expresión de las proteínas ε−SG, β−SG, δ−SG, utrofina, distrofina y caveolina-1 

en las células de MLV cultivadas. Por su parte los ensayos de inmunoprecipitación muestran la 

presencia de un complejo UGC constituido por la expresión de las proteínas caveolina-1, 

utrofina, ε−SG, β−SG y δ−SG localizado aparentemente en la caveola. Por otra parte, en este 

mismo ensayo, la presencia de ε-SG, β−SG, δ−SG, utrofina y distrofina en el sobrenadante del 

inmunoprecipitado, así como la ausencia de caveolina-1 en esta misma fracción sugiere la 

participación de estas proteínas como parte de un complejo UGC/DGC independientemente 

de aquel descrito para la caveola. Debido a que sólo se caracterizó uno de los posibles 

complejos existentes en este modelo vascular, sería interesante en un futuro seguir con la 

caracterización de estos complejos ya que existe la posibilidad de encontrar complejos de 

proteínas DGC y UGC fuera y dentro de las caveolas como el que se ha descrito en este 

proyecto. Esto abre una perspectiva grande para el análisis del complejo DGC/UCG y 

comprender mejor la función de las proteínas que lo componen ya que la existencia de estas 

formas alternativas de complejo en relación con el desarrollo de la cardiomiopatia dilatada 

parece indicar que la presencia de estas formas alternativas de complejo intervienen en el buen 

mantenimiento de la morfología vascular  
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Capitulo 1 
 
 
 
Introducción 
 
 
1.1 Cardiomiopatía dilatada 

 
La CMD es una enfermedad multifactorial considerada como un desorden primario del 

músculo cardiaco. Diversos estudios han determinado que esta enfermedad cardiovascular 

pueden ser heredada o adquirida (Towbin, 1998). Como característica distintiva de la CMD, se 

ha observado una dilatación de la cavidad ventricular izquierda o derecha, un incremento en el 

volumen y adelgazamiento de las paredes ventriculares (Fatkin y Graham, 2002). La 

permanente dilatación y adelgazamiento ventricular conlleva a un desajuste grave del ciclo 

sístole-diástole, lo que provoca la posterior insuficiencia cardiaca.  
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Adicionalmente y de manera importante se ha observado que en la CMD, la presencia de 

lesiones isquémicas en las arterias coronarias genera un desequilibrio entre el aporte y la 

demanda cardiaca de sangre oxigenada. Estudios recientes han determinado que el desarrollo 

de CMD puede ser causado por debilitamiento del citoesqueleto del cardiomiocito, así como 

del ML de las arterias coronarias (Cox, 1997). Se sabe que algunas de las proteínas involucradas 

en el debilitamiento del citoesqueleto que se piensa están relacionadas con el desarrollo de la 

CMD, son las proteínas que estructuran al complejo de glicoproteínas asociadas a distrofina.  

 
Alteraciones en las proteínas que conforman al DGC como lo es la proteína distrofina causan 

distrofia muscular de Duchen y Becker, ambas  asociadas con el desarrollo de cardiomiopatía 

dilatada (Rando, 2001; Blake, 2002; Holt, 1995). Adicionalmente se ha visto que en pacientes 

con distrofia muscular de cintura ocasionada por alteraciones en α−SG, β−SG, γ−SG  y  δ−SG, 
que son proteínas pertenecientes al DGC se han encontrado asociadas con el desarrollo de 

CMD.  

 
En el caso de δ−SG existen casos documentados de mutaciones esporádicas en donde se 

observa la herencia de la enfermedad cardiovascular (Cohn, 2001). En modelos murinos 

deficientes de β−SG o δ−SG se ha observado que el desarrollo de la CMD es provocado por la 

pérdida total del complejo SG-SPN en MLV. 

 
1.2 Complejo de glicoproteínas asociadas a distrofina 

 
El DGC es un complejo multimérico compuesto de proteínas periféricas e integrales de 

membrana, las cuales están estrechamente relacionadas con funciones de señalización y 

estabilidad de la célula muscular generada por el puente de unión formado entre el 

citoesqueleto y la matriz extracelular del músculo esquelético, liso y cardiaco (Fig.1)  (Lapidos, 

2004). La importancia de este complejo es evidente debido a que el defecto genético en algunas 

de las proteínas que lo conforman resulta en la degeneración del tejido muscular y como 

consecuencia la aparición de distrofia muscular (Liu, 1999).  

 
De acuerdo a su ubicación celular las proteínas que componen el DGC se pueden organizar en: 

proteínas citoplasmáticas, dentro de las que destacan distrofina, distrobrevinas, sintrofinas y en  
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algunos casos las caveolinas así como la sintasa de oxido nítrico neuronal, por otro lado el 

complejo distroglicano, el cual esta conformado por las subunidades α−DG que es una 

proteína extracelular y  β−DG que es una proteína transmembranal; finalmente  el complejo 

sarcoglicano-sarcospan, que está integrado por proteínas transmembranales conocidas como 

α−SG, β−SG,  γ−SG,  δ−SG,  ε−SG,  ζ−SG  y sarcospan. Recientemente se ha destacado que 

la interacción entre las proteínas citoplasmáticas, el complejo DG y el complejo SG-SPN es 

importante para llevar a cabo funciones de estabilidad en las células  musculares.  

 
En algunas ocasiones distrofina es substituida en el complejo DGC por utrofina, una proteína 

de distribución ubicua homóloga a la distrofina (Khurana y Davies, 2003), en este caso el 

complejo se puede denominar complejo de proteínas asociadas a utrofina, por utrophin 

associated protein complex.  

 
Un importante rol del complejo DGC/UGC en las células musculares, es la de proveer un 

soporte mecánico a la membrana celular durante los proceso de contracción y relajación 

muscular, ya que al igual que como sucede con la familia de las integrinas, estas proteínas 

forman un puente estructural entre los filamentos de actina del citoesqueleto y la proteína 

laminina-2 de la matriz extracelular (Ervasti y Campbell, 1993 y Vachon, 1997). 

 
1.2.1 Proteínas citoplasmáticas 

 
La distrofina con un peso molecular de 427 kDa (Ervasti y Campbell, 1993) es una proteína 

localizada en la cara interna de la membrana muscular, la cual tiene interacción con proteínas 

citoplasmáticas,  así como con los SG  y con  β−DG (Blake, 2001). La estructura primaria de la 

distrofina esta organizada en cuatro diferentes regiones: una región  amino terminal con 

capacidad de unión a los filamentos de actina del citoesqueleto,  una región central  en forma 

de varilla, una región rica en cisteinas y una región carboxilo terminal, que en base a su 

secuencia de aminoácidos le confiere capacidad de enlace con diversas proteínas (Rybakova, 

2000). 

 
Por su parte, la utrofina de 397 kDa,  posee las mismas cuatro regiones que componen la 

estructura primaria de la distrofina, sólo que con el dominio amino terminal más corto. La 
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estructura primaria de la región carboxilo terminal de estas dos proteínas, es tan similar que 

utrofina es capaz de enlazar muchas de las proteínas que componen  el DGC (Tommasi, 2000). 

Adicionalmente, en la región súper enrollada del extremo carboxilo terminal de la distrofina o 

de la utrofina, se encuentran asociadas  las proteínas α−distrobrevina y β−distrobrevina 

(Sadoulet-Puccio, 1997), las cuales poseen un PM de 78 y 59 kDa respectivamente (Peters, 

1997 y Blake, 1998).  

 
Por otro lado, en el citoplasma se encuentran  las proteínas α1−sintrofina, β1−sintrofina y 

β2−sintrofina  las tres con un PM de 58 kDa (Rando, 2001). Estas proteínas se encuentran 

unidas a la porción carboxilo terminal de la distrofina, utrofina y/o a las distrobrevinas. 

 
Localizada también en la región citoplasmática, se encuentra la enzima nNOS con un PM de 

130 kDa, la cual esta encargada de modular diferentes vías de señalización intracelular a partir 

de la producción de óxido nítrico (Bredt, 1994). Se cree que esta proteína se une al 

DGC/UGC mediante la interacción entre su dominio homodimerico PDZ y la proteína 

α1−sintrofina (Brenman, 1996) y/o caveolina-3 (Rando, 2001). 

 
1.2.2 El complejo distroglicano   

         
El complejo DG está conformado por dos proteínas glicosiladas: α−DG y β−DG, las cuales 

son producto de la expresión de un mismo gen, el cual da origen a un polipéptido precursor de 

97 kDa, que al sufrir corte y glicosilación produce a ambos distroglicanos (Fig.1) (Ibraghimov, 

1992).  

 
β−DG  es una proteína transmembranal de 43 kDa, la cual está enlazada directamente a la 

región carboxilo terminal de la proteína distrofina (Pearce, 1993), o de la utrofina (Suzuki, 

1994) por medio de su porción intracelular.Por su parte α−DG una proteína  altamente 

glicosilada con un PM de 156 kDa, está unida a la porción extracelular de β−DG, la cual 

establece unión con la matriz extracelular mediante su interacción con la proteína laminina α−2 

(DalKilic, 2003).  
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Adicionalmente, se ha propuesto que β−DG esta implicado en procesos de señalización celular 

debido a su interacción con la proteína Grb-2, de  la cual se conoce su importancia al participar 

en procesos de transducción (Oak, 2001 y Yang, 1995). 

 
1.2.3 El complejo sarcoglicano-sarcospan 

              
El complejo sarcoglicano está compuesto por un grupo de proteínas transmembranales 

conocidas como α−SG, β−SG,  γ−SG,  δ−SG,  ε−SG,  y ζ−SG, las cuales son proteínas 

glicosiladas con  un  PM  de  50,  43,  35,  35,  45  y  45  kDa respectivamente (Fig.1) (Hack, 

2000). Los genes de α−SG, β−SG,  γ−SG,  δ−SG, y ε−SG, están localizados en  los  loci  

17q21,  4q12,  13q12,  5q33  y 7q21 respectivamente (Bonneman, 1995; Lim, 1995; Nigro, 

1996; Noguchi, 1995 y Roberds, 1994), mientras que el gen de ζ-SG en el cromosoma 8 

humano (Wheeler, 2002).   

 
De acuerdo a sus características estructurales α−SG y ε−SG se clasifican como proteínas 

transmembranales tipo I debido a que su extremo amino terminal se localiza en la región 

extracelular, mientras que β−SG, γ−SG, δ−SG  y ζ−SG se clasifican como proteínas 

transmembranales tipo II  con el extremo  amino terminal localizado en la región intracelular 

(Hack, 2000).  

 
Todos los sarcoglicanos poseen un dominio citoplasmático corto el cual contiene sitios 

putativos de fosforilación, además de un dominio extracelular largo constituido por sitios 

potenciales de glicosilación (Campbell, 1995). En el caso β−SG, γ−SG y δ−SG se han 

encontrado grupos residuales de cisteinas (Matsumura, 1999) por lo cual se sugiere podrían 

actuar como moléculas receptoras para algún ligando extracelular; de manera general se ha 

propuesto la posible participación  del  complejo SG  en  procesos  de  transducción  de  

señales (Chan, 1998).  

 
Adyacente a los  sarcoglicanos y embebida en la membrana celular, está localizada una proteína 

de 25 kDa llamada sarcospan, la cual contiene 4 dominios transmembranales y 

estructuralmente pertenece a la familia de proteínas tetraspan (Crosbie, 1997). Esta proteína en 

conjunto con los SG´s constituye el complejo SG-SPN, el cual se cree, establece interacción 
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directa con la proteína distrofina (Vainzof, 1999) y de manera particular γ−SG y/o δ−SG´s con 

β−DG  (Chan, 1998 y Noguchi, 2000). Diversos estudios sobre el complejo SG han mostrado 

interacción con la región amino terminal de la proteína distrobrevina, sugiriendo con ésto una 

asociación múltiple entre distrofina, distrobrevinas,  los DG y  los SG´s (Yoshida, 2000). Se 

cree que la participación del complejo SG-SPN como componente estructural del DGC/UGC 

es la de estabilizar la interacción entre la matriz extracelular y  el citoesqueleto mediada por el 

C-DG (Hack, 2000). 
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Capítulo II 
 
 
 
Justificación 

 
 
Tomando como antecedente el trabajo de Ramírez y colaboradores en 2005, así como la 

aparente relación de la proteína caveolina-1 como posible miembro de estas formas alternativas 

de complejo, se decidió analizar la interacción que mantiene Caveolina-1 con los SG´s y con 

utrofina o distrofina por  medio de inmunoprecipitaciones y análisis en Western blot, con el 

objetivo de evidenciar si estas proteínas forman un complejo alterno DGC o UGC, así como 

también  poner de manifiesto en todo caso, si la detección de cualquiera de estos complejos 

está relacionada con los micro dominios caveolares o en diferentes regiones, a partir de la 

inmunoprecipitación con la proteína caveolina-1 que es un componente esencial para la 

formación de las caveolas en cultivos celulares de ML de vena de cordón umbilical. 
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Capitulo III 
 
 
 
 Objetivos 

 
 

 Estandarizar la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida y Western blot para el 

estudio de las proteínas del  complejo DGC/UGC en tejido de ML de  vena de cordón 

umbilical. 

 
 Identificar  algunas  de las proteínas pertenecientes a los posibles complejos alternos por 

medio de ensayos de electroforesis y Western blot en cultivo celular de ML de vena de 

cordón umbilical. 
 

 Determinar la posible existencia de un complejo DGC o UGC mediante ensayos de 

inmunoprecipitación a partir de la proteína caveolina-1 a través de su análisis en ensayos 

de electroforesis y Western blot  en cultivos primarios de ML de vena de cordón umbilical. 

 
 

  



 
 

Carlos Palma Flores 
 

 

 

1

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Capítulo IV 
 
 
 
Estrategia experimental 

 
 
La estrategia experimental seguida en este trabajo se dividió en tres etapas. La 

primera de ellas (I) consistió en establecer las condiciones óptimas de la 

electroforesis en gel de poliacrilamida y del Western blot utilizando EPT del tejido 

de ML de vena del cordón umbilical.  En la segunda (II) se analizó la expresión de 

las proteínas ε−SG, β−SG, δ−SG, utrofina, distrofina y caveolina-1 mediante ensayos 

de electroforesis en gel de poliacrilamida y Western blot usando EPT de células de 

ML vena  del cordón umbilical en cultivo. En la última etapa (III) se realizó la 

detección del posible complejo mediante ensayos de inmunoprecipitación a partir 

del análisis de las proteínas ε−SG, β−SG, δ−SG, utrofina, distrofina y caveolina-1 

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y western blot  en los  EPT 

provenientes del cultivo celular. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 
 
 
 
 
 
 

             I 
 

 
 
 
 
 
 
 
                       
                                                        
                                     II 
                                                         
                                                                   III 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                       
 
 
 

Obtención del cordón umbilical

Mediante buffer no 
desnaturalizante 

Inmunoprecipitación con 
AB1 Anti-caveolina1 

Estandarización de condiciones
de la electroforesis en gel de
poliacrilamida y del Western blot 

Extracción de proteínas totales 

Mediante buffer 
desnaturalizante 

Disección de la vena

Maceración de la vena en 
nitrógeno liquido y hielo secó 

Elaboración del cultivo celular a partir 
del ML de la vena del cordón umbilical

Análisis de las proteínas ε−SG, β−SG, 
δ−SG, utrofina, distrofina y caveolina-1 
mediante  ensayos  de  Western  Blot 

Extracción de proteínas totales 

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Detección del posible complejo DGC  o 
UGC inmunoprecipitado mediante el 
análisis de las proteínas ε−SG, β−SG, 
δ−SG, utrofina, distrofina y caveolina-1 
mediante  ensayos  de  Western  Blot 
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I J .------.. L--_--' 

I .. 1 



 
 

Carlos Palma Flores 
 

 

 

3

                                                                 
 

                                                                                         

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Capítulo V 
 
 

Materiales  

 
5.1 Material biológico 
 
! Vena de Cordón umbilical 
 

5.2 Material químico 
 

! DEMEM  (Gibco TM-Invitrogen)  

! Factor de crecimiento endotelial 

! Hanks   (Gibco TM-Invitrogen)  

! Heparina 

! Inhibidores de proteasas 

(Minicomplete) 

! Penicilina G 

! Proteína G sepharosa  4B Fast 

Flow  (SIGMA-Aldrich) 

! Solución salina fisiológica 

! Suero fetal bovino 

! Tripsina-EDTA  (Gibco BRL TM)  

! Anticuerpos Primários: 

(Laboratorios Santa Cruz):         

! Anti-cav-1 (H97), Anti-distrofina 

(H300), Anti-utrofina (utro 

H300) y Anti-ε−SG (C-17)  

! Anticuerpos Primarios 

(Laboratorios Novocastra): Anti-

β−SG (NCL-B-SARC) y Anti-

δ−SG (NCL-d-SARC) 

! Anticuerpos Secundários 

(Laboratorios Santa Cruz): 

Burro-anti-conejo y Burro-anti-

cabra.  

! Anticuerpos Secundários 

(Laboratorios Novocastra): 

Cabra-anti-ratón 
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5.3 Reactivos Generales 
 
! Acrilamida  (Bio-Rad) 

! Agua bidestilada 

! Agua desionizada 

! Azul de bromofenol 

! Azul de Coomassie 

! Bisacrilamida  (Bio-Rad) 

! Beta mercaptoetanol (Bio-Rad) 

! Diaminobencidina (Bio-Rad)  

! Glicerol 

! Glicina (Bio-Rad) 

! K Cl 

! K2PO4 

! KH2PO4 

! NaCl 

! Na2HPO4 

! Peróxido de hidrógeno 

! Persulfato de amonio (Bio-Rad)  

! Reactivo de Lowry  (Bio-Rad) 

! Rojo de Ponceau  (Bio-Rad) 

! SDS 

! TEMED  (Bio-Rad) 

! Tris-HCl  (Bio-Rad) 

! Triton X-100 

! Tween20 
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Capítulo VI 
 
 
 
Metodología 

 
 
6.1 Recolección de muestras de cordón umbilical 

 
Las muestras de cordón umbilical fueron proporcionadas por el servicio de 

Ginecobstetricia de la Clínica 4 (Hospital Luís Castelazo Ayala) del IMSS con 

autorización y previa revisión de nuestro protocolo  por el Comité de Educación  

Médica  y evaluación ética del propio hospital Luís Castelazo Ayala a través de la 

colaboración con el M.C Israel Ramírez Sánchez de La Escuela Superior de Medicina 

del Instituto Politécnico Nacional. 

 

Una vez contactados con el personal de trabajo del servicio de Ginecobstetricia de la 

Clínica 4, los cordones de aproximadamente 10 cm de largo, se colocaron en un 

frasco estéril con solución salina fisiológica y transportados en hielo hasta el 

laboratorio. De inmediato se procedió a la disección de la vena del cordón umbilical 

con el objetivo de obtener fragmentos del músculo liso a partir de los cuales se 

generó el cultivo celular. 
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6.2 Obtención  de células de ML de la vena del  cordón umbilical (explante) 
 
Una vez localizada la vena en el cordón umbilical, fue adicionada en su interior 

mediante el uso de una cánula y una jeringa solución de Hanks con el objetivo de 

eliminar la sangre retenida en el vaso, enseguida se adiciono una solución de 

tripsina  al  0.25% mezclada con solución de Hanks dejándose incubar durante 15 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el contenido del vaso fue 

desechado y  el vaso lavado con solución de Hanks.  

 
Después de realizar este procedimiento la vena fue disectada y cortada en 

fragmentos de aproximadamente 5 x 5mm los cuales fueron colocados en una placa 

de cultivo celular a manera de que la luz del vaso quedase adherida al fondo de la 

placa. Adherido el tejido, se dejó secar de 5 a 10 minutos y en seguida se adicionó 

1ml de medio de cultivo celular para ML (DEMEM, 30% SFB, 1% FCE, 0.5% 

Heparina, 1% Penicilina G) dejándose incubar a 37°C por 4 semanas. Durante este 

tiempo la placa de cultivo celular fue monitoreada a través de microscopia óptica y 

el medio de cultivo celular para ML sustituido cada 7 días hasta observar más de un 

50% de confluencia  en la placa del cultivo celular 

 
6.3 Proliferación de células de  ML  de  la vena de cordón umbilical en cultivo 

 
Transcurrido el tiempo de incubación el fragmento de tejido fue retirado y mediante 

el uso de una solución de tripsina al 0.25% las células adheridas a la placa fueron 

colectadas y resembradas varias veces  con el fin de obtener una rápida 

proliferación celular. Una vez que las células alcanzaron aproximadamente entre el 

90 y  95 % de confluencia en el cultivo celular las células fueron sometidas a un 

tratamiento con tripsina y EDTA durante 10 minutos.  

 
Pasado el tiempo de incubación se adicionó SFB en una dilución 1:10  y  

posteriormente centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Transcurrido 

este tiempo las células fueron resuspendidas en medio de MLV y resembradas 

repetidas veces en botellas de 125 mm cambiando el medio cada 3 días y cada 7 

días desprendidas de la superficie del cultivo celular  resembrándolas de nuevo  

hasta obtener el equivalente a 20 millones de células de MLV. Este procedimiento 
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fue llevado acabo durante el transcurso de  la parte experimental con el fin de 

proliferar y mantener vivo el cultivo celular. 

 
 
6.4 Extracción de PT a partir del cultivo celular de ML de vena de cordón 

umbilical 

 
Obtenido el equivalente a 20 millones de células de MLV, éstas fueron lavadas con 

1ml de PBS 1X (13.68 mM NaCl, 0.26mM KCl, 1 mM Na2HPO4,  0.114 mM KH2PO4) e 

inmediatamente con la ayuda de un razador y la adición del buffer de lisis no 

desnaturalizante (50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1% Triton X-100 en PBS 1X) 

con inhibidores de proteasas las células fueron removidas y colectadas en un tubo 

eppendorf de 1 ml. Posteriormente esta suspensión celular fue incubada en hielo 

por 5 minutos y centrifugada a 10,000 rpm durante 5 min. a  4°C. 

 
Realizada la extracción de proteína total, ésta fue cuantificada por medio del método 

Lowry con el Kit para cuantificación DC. A partir de una curva de calibración la 

concentración del extracto total fue obtenida y posteriormente dividida en 

concentraciones iguales para llevar acabo los ensayos de inmunoprecipitación y de 

Wstern blot. Una vez realizada la cuantificación de proteína total ésta fue 

almacenada a -20°C  hasta el momento de su uso. 

 
6.5 Inmunoprecipitación 
 
Para llevar acabo este ensayo, se tomó una concentración de  1.5 µ de proteína 

total, la cual fue incubada con el anticuerpo primario anti-caveolina-1  en una 

concentración de 3ug de AB1  por cada mg de proteína total durante 2 horas y con 

agitación constante a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubación el sistema 

inmunoprecipitante (proteína G sepharosa), fue adicionado en una concentración de 

20µ  por cada ml de proteína total, dejándose incubar durante dos horas y con 

agitación constante a 4°C para inmunoprecipitar de esta manera el complejo 

formado entre la caveolina-1, el anticuerpo primario y el sistema 

inmunoprecipitante. Posteriormente, esta suspensión fue centrifugada 15 minutos a 

12,000 rpm a 4°C para separar toda la caveolina-1 del resto de la proteína total.  
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El sobrenadante obtenido fue colectado y almacenado a -20°C para un análisis 

posterior mientras que el sedimento el cual contenía la proteína de interés unida al 

anticuerpo y a la proteína G, fue lavada 3 veces con 500µ de buffer de lisis celular 

no desnaturalizante durante 15 minutos a 12,000 rpm a 4°C para eliminar las 

interacciones inespecíficas entre la proteína G y las inmunoglobulinas presentes en 

la suspensión celular. Una vez terminado el último lavado, el sedimento se 

resuspendió en  buffer de carga Laemmli discontinuous buffer (62.5 mM  Tris-HCl  

pH 6.8, 25%  glicerol, 2% SDS, 5% beta-mercaptoetanol y 0.01% azul de bromofenol) 

con la finalidad de romper los enlaces formados entre el anticuerpo primario, la 

proteína G y las interacciones formadas entre cada proteína. En estas condiciones las 

proteínas una vez desnaturalizadas fueron  almacenadas a -20°C hasta el momento 

de su uso. 

 
6.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida 

 
Para identificar si alguno de los miembros del complejo SG así como utrofina o 

distrofina, estaban bioquímicamente unidos con la proteína caveolina-1, se realizo 

un corrimiento electroforetico en geles de poliacrilamida por medio del método 

SDS-PAGE (discontinuous Buffer System) descrito por Laemmli  en 1970. Para llevar 

acabo la elusión de las proteínas totales, del inmunoprecipitado así como la elusión 

de las contenidas en el sobrenadante del inmunoprecipitado, se preparó un gel 

separador en gradiente del 2 al 12.5 % de Acr/Bis  y otro a una concentración del 

12.5% empleándose también un gel concentrador al 5% de Acr/Bis para cada uno de 

los geles. 

 
Una vez montado el aparato de acuerdo a las instrucciones del fabricante, las placas 

del sistema fueron llenadas ¾ partes con la solución del gel concentrador  a través 

de un formador de gradientes y una bomba peristáltica. Posteriormente después de 

llenar a ¾ partes las placas del sistema, se adiciono un volumen de 100µ de alcohol 

isobutílico con el objetivo de formar una superficie totalmente plana y uniforme 

entre el gel separador y la sucesiva adición del gel concentrador. Transcurrido un 

tiempo de 45 minutos, tiempo necesario para la polimerización del gel, el alcohol 
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isobutilico fue eliminado y en seguida fue adicionada la solución del gel 

concentrador al 5%  de  Acr/Bis para formar el gel concentrador en ambos geles.  

 
6.7 Corrimiento Electroforético 

 
Una vez obtenidas las fracciones que contenían las proteínas inmunoprecipitadas, el 

sobrenadante de las mismas y extractos de proteína total no inmunoprecipitados 

(control positivo), se procedió a llevar acabo el corrimiento electroforético  

adicionando a cada fracción  volúmenes iguales del amortiguador de carga Laemmli 

discontinuos buffer e inmediatamente, se incubaron durante 5 minutos a 95 ºC  y a -

20  durante 5 minutos. Posteriormente las muestras tratadas con el buffer de carga 

fueron introducidas en los pozos correspondientes en conjunto con un marcador de 

PM (BioRad) en el  gel del 2.5 al 12.5% así como en el gel al 12.5% y enseguida se 

procedió a efectuar la electroforesis aplicando un voltaje de 135 volts durante 5 

minutos y  posteriormente a 185 volts durante 60 minutos. El corrimiento 

electroforetico fue llevado a cabo empleándose simultáneamente dos geles en las 

mismas condiciones a partir de los cuales se  realizó la tinción con azul de 

Coomassie y la transferencia de las proteínas del gel a membranas de nitrocelulosa. 

 
6.8 Tinción con azul de Coomassie 

 
Terminado el tiempo de corrimiento electroforético, uno de los geles fue colocado 

en una solución de azul de Coomassie durante 25 minutos a temperatura ambiente y 

decolorados en agua bidestilada a 98 °C durante 15 minutos. Los geles desteñidos 

fueron observados con una lámpara de luz blanca en donde se vio el patrón de 

expresión de proteína total del MLV representado por una serie de bandas con 

diferente PM. 

 
6.9 Inmunoelectrotransferencia 

 
En este ensayo se utilizó el protocolo descrito por Towbin y colaboradores en 1979, 

empleando un sistema de transferencia en seco Trans-Blot® SD (BioRad Semi-Dry 

Electrophoretic Transfer Cell) en el cual la electrotransferencia fue realizada de la 

siguiente manera. Una vez terminado el tiempo de corrimiento electroforético, el 
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dispositivo fue desarmado colocando uno de los geles en la solución de azul de 

Coomassie como se ha descrito, mientras que el otro fue equilibrado en el buffer de 

transferencia (48mM Trisma Base, 39mM Glicina, 20% metanol a pH 9.2) durante 15 

minutos junto con la membrana de nitrocelulosa y dos papeles filtro.  

 

Posteriormente se colocó dentro de la placa de electrotransferencia en el siguiente 

orden y de manera vertical, el papel filtro, la membrana de nitrocelulosa, el gel y un 

segundo papel filtro. En seguida la placa fue cerrada y el proceso de transferencia 

llevado acabo durante 45 minutos aplicando una corriente de 12 volts a temperatura 

ambiente. 

 
 
 
 
 
6.10 Tinción con rojo de Ponceau 

 
Finalizado el tiempo de electrotransferencia, la  cámara fue desmontada  y  la 

membrana  de  nitrocelulosa  sumergida en una solución de rojo de Ponceau 

durante 5 minutos en agitación constante,  posteriormente  la  membrana  fue 

sumergida en agua desionizada una sola vez, hasta obtener la mejor definición de 

las bandas, las cuales corresponden al patrón de expresión característico del ML. 

Una vez que la membrana de nitrocelulosa estuvo seca, fue cortada en tiras de 3mm 

de ancho y almacenada en tubos con tapón de rosca hasta el momento de su uso. 

 
6.11 Western blot 

 
Para bloquear la señal de fondo, las membranas fueron incubadas durante 60 

minutos a 37°C con solución bloqueadora, compuesta  de amortiguador de sales de 

fosfato de sodio 0.5M, Tween20  0.05% v/v  y 0.5% de leche Svelty. Transcurrido este 

tiempo las membranas se incubaron con el anticuerpo primario para  β−SG que 

reconocen la región amino terminal de la proteína y  δ−SG  que reconoce la región 

amino terminal de la proteína, los cuales fueron utilizados a una dilución de 1:20 y 

1:50 respectivamente con PBS 1X a 4°C toda la noche. Para los anticuerpos 

primarios anti ε−SG, anti-distrofina, anti-utrofina y anti caveolina-1 que reconoce la 
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región carboxilo terminal de la proteína, la dilución utilizada fue de 1:100 con PBS 

1X durante 3 horas a 4°C.  

 
Al término de este tiempo se lavaron las membranas tres veces con PBS-Tween20 1X 

durante 5 minutos e incubadas por una hora a temperatura ambiente con el 

anticuerpo secundario a una dilución 1:1000. Para el caso de los anticuerpos 

primarios β−SG y δ−SG se utilizó un anticuerpo secundario IGg de ratón acoplado a 

peroxidasa, mientras que  para el caso del anticuerpo primario ε−SG  una anticuerpo 

secundario IgG de cabra acoplado a la misma enzima en una dilución de 1:1000 en 

PBS 1X a temperatura ambiente durante una hora. Para los anticuerpos anti utrofina, 

anti caveolina-1 y  anti distrofina, la inmunoglobulina utilizada fue de conejo 

acoplada  a  peroxidasa, utilizándose una dilución de 1:1000 en PBS 1X bajo las 

mismas condiciones de incubación.  

 
 

 
Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo secundario las membranas 

fueron lavadas tres veces como se mencionó anteriormente y fue añadido por cada 

membrana 500 ul de una solución reveladora fresca conteniendo 0.05% (p/v) de 

diaminobencidina disuelta en PBS 1 X  y 0.025% (v/v) de peróxido de hidrógeno 

previamente mezclados durante 10 minutos. Una vez observada la aparición de 

bandas correspondientes al conjunto de proteínas pertenecientes al complejo 

DGC/UGC, la solución fue desechada y las membranas lavadas con agua bidestilada 

por 10 minutos. Terminado el ensayo las bandas fueron escaneadas y comparadas 

con el patrón de referencia de PM. 
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Capitulo VII 

 
 
 
Resultados y análisis 
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7.1 Proliferación de células de ML  de la vena de cordón umbilical 
 
7.1.1 Cultivo celular  
 
Realizado el explante para obtener células de tejido de ML de vena del cordón 

umbilical, las células fueron propagadas diferentes veces hasta alcanzar entre el 90 y 

95 %  de confluencia y monitoreadas mediante microscopia óptica. La siguiente 

figura muestra la morfología celular del MLV, en la cual se puede observar la  forma 

alargada y delgada de las células, que generalmente se ve en  forma de huso. 

 

 

 

 

 
 
 
 

       
 
 

FIGURA 5. CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL EN CULTIVO.  Imagen tomada por 
medio de microscopia confocal con objetivo a 20X. 
 

 

7.2 Análisis de la integridad proteica de los EPT en gel de poliacrilamida 
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7.2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida 
 
Para  realizar la detección del producto de los genes de las proteínas β−SG,  δ−SG, 

ε−SG utrofina,  distrofina y caveolina-1 en células de ML de vena de cordón  

umbilical,  fue necesario llevar acabo la elusión de las proteínas en geles de 

poliacrilamida mediante el uso de buffer desnaturalizante y no desnaturalizante.  

 
Realizado este procedimiento los resultados obtenidos muestran el corrimiento 

electroforético del EPT mediante la tinción con azul de Coomassie (Fig.6). La tinción 

de ambos geles en la figura 6 A y B muestra la  integridad proteica representada por 

el  bandeo a lo largo del gel en los diferentes  EPT  provenientes  del MLV. Se 

puede observar que en ambos geles no hay degradación de proteínas ya que como 

se muestra en la imagen,  las bandas correspondientes al EPT se ven definidas y no 

como un barrido, el cual es  característico de la degradación.  

 
 
 

Como se puede ver en la figura No 6 se muestra el patrón de corrimiento 

electroforético del MLV en geles de poliacrilamida hechos a una sola concentración 

para detectar las proteínas pertenecientes al complejo SG y en gradiente para la 

detección de las proteínas distrofina,  utrofina  y  caveolina-1. 

 
Debido a que los PM de las proteínas β−SG,  δ−SG, ε−SG utrofina, distrofina y 

caveolina-1 son muy diferente, el patrón de corrimiento electroforético del EPT de 

MLV en la figura 6 (A) es más compacto ya que solamente se distribuyen proteínas  

con  un PM  no mayor a los 50 KDa, mientras que en la figura 6 (B) se distribuyen 

proteínas con un PM de diferente tamaño el cual abarca pesos moleculares de entre 

los 10 y 500 kDa. 
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FIGURA 6. PATRÓN DE CORRIMIENTO ELECTROFORÉTICO DE EPT DE CÉLULAS DE MLV. 
Tinción con azul de Coomassie. Corrimiento en gel al 12.5 % de Acrilamida/Bisacrilamida 
(A); Corrimiento  en gel con gradiente del 2 al 12.5 % de Archilamida/Bisacrilamida (B) y 
Marcador de peso molecular (MP) 
 

 
 
7.3  Análisis de la expresión de las proteínas pertenecientes a los posibles 
complejos 
       DGC/UGC en células de ML de vena de cordón umbilical 
 

7.3.1  Western Blot 
 
Para llevar acabo la detección exacta de cada miembro del complejo DGC/UGC en 

las  membranas de nitrocelulosa, fue necesario el uso de anticuerpos específicos 

contra la región carboxilo terminal de las proteínas distrofina, utrofina y caveolina-1, 

así como anticuerpos específicos dirigidos hacia la misma región para las proteínas 

β− SG,  δ−SG y ε−SG.  Una vez realizado el ensayo como se puede observar en la  

figuras 7 y 8, se  muestra  la detección de estas seis proteínas a través de la reacción 

de coloración con diaminobencidina y peroxido de hidrogeno utilizando como 

control negativo del western blot anticuerpos secundarios anti-conejo para el caso 
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de  utrofina,  distrofina y caveolina-1 mientras que para el caso de β− SG y  δ− SG 

anti-ratón y para ε− SG  anti-cabra.  

 
La figura No 7 (membranas 2, 4 y 6), muestra que la detección de las proteínas 

citoplasmáticas representadas por las bandas localizadas en cada membrana, 

corresponde a las proteínas distrofina de 427 kDa,  utrofina  de 397 kDa  y  

caveolina-1 de 21 kDa. De la  misma manera  en como  se detecto  la  expresión  de 

estas proteínas, para el caso del complejo SG, las bandas observadas en la figura No 

8 (membranas 2, 4 y 6) representan  la  expresión  de  las proteínas β−SG,  δ−SG y 

ε−SG con  PM de 35 kDa,  45kDa  y 50 kDa respectivamente. Como se puede 

observar en la figuras 7 y 8 las membranas 1, 3, 5 representan el control negativo 

para cada ensayo del Western blot. Para llevar acabo la obtención del control 

solamente fue adicionado el anticuerpo secundario correspondiente a cada proteína. 

Estos resultados muestran la especificidad del anticuerpo secundario y la veracidad 

de los resultados. Adicionalmente en la figura en la figura No 7 (membrana 2 *) se 

muestra la detección de una intensa banda con un PM entre los 100 y 120 kDa en 

conjunto con la expresión de la proteína utrofina. 

 
Debido a que la expresión de utrofina  en tejido muscular y no muscular además de 

expresarse como una proteína de 397 kDa también se expresa como isoforma, de 

entre las que destacan la proteína utrofina de 116 kDa (Up116) se sugiere que la 

presencia de esta proteína entre el marcador de 100 y 120 kDa posiblemente se 

deba a la participación de alguna de estas dos isoformas. 
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FIGURA 7. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS PERTENECIENTES A LOS POSIBLES 
COMPLEJOS ALTERNOS DGC/UGC Y CAVEOLINA-1 EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN 
UMBILICAL. Extractos de proteína total analizados mediante ensayos de Western blot. Membranas 1, 3 
y 5 = control (-) WB; Membranas 2, 4 y 6 = Distrofina (DIS), Utrofina (UTR) y Caveolina-1 (CAV-1) 
respectivamente; MP= Marcador de peso molecular  
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FIGURA 8. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS PERTENECIENTES A LOS POSIBLES 
COMPLEJOS ALTERNOS DGC/UGC  EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL. Extractos de 
proteína total analizados mediante ensayos de Western blot. Membranas 1, 3 y 5 = control (-) WB; 
Membranas 2, 4 y  6 = Epsilon (e-SG), Delta (d-SG) y Beta (b-SG) respectivamente; MP= Marcador de 
peso molecular. 
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7.4 Análisis de  la interacción  de las proteínas distrofina, utrofina y del 
complejo SG  
      con caveolina-1 en células de ML de vena de cordón umbilical 
 

7.4.1 Inmunoprecipitación  
 
Corroborada  la expresión de  las proteínas  pertenecientes al  complejo  

utrofina/distrofina en  las células de MLV de cordón umbilical mediante ensayos de 

Western blot, se realizaron ensayos de coinmunoprecipitación en extractos de 

proteína total no desnaturalizados a partir de la proteína caveolina-1 utilizando 

como control negativo de la inmunoprecipitación EPT tratados con proteína G unida 

a sepharosa y sin anticuerpos policlonales (dato no mostrado), mientras que para el 

control positivo EPT sin inmunoprecipitar.  

 
Para determinar si  la proteína  precipitada, se encontraba unida a distrofina, 

utrofina o al complejo SG, las proteínas contenidas en el sedimento y en el 

sobrenadante del EPT inmunoprecipitado así como las contenidas en EPT sin 

inmunoprecipitar, fueron eluidas e identificadas mediante ensayos de electroforesis y 

western blot como se muestra en el análisis de su expresión (Fig. 7 y 8). 

 
El análisis del western blot en los EPT inmunoprecipitados muestran que caveolina-1 

se encuentra formando un complejo al estar asociada al menos con las proteínas 

β−SG, δ−SG, ε− SG  y la proteína utrofina localizado aparentemente en  la caveola 

(Fig. 9-14 membrana 2). La detección de los mismos SG`s, de utrofina y distrofina en 

el sobrenadante inmunoprecipitado sugieren la participación de estas proteínas 

como parte de algún complejo alterno  independiente de aquel descrito para la 

caveola, ya  que como se puede observar  en el análisis de esta misma fracción la 

proteína caveolina-1 no es detectable (Fig. 9-14, membrana 4)  

 
La presencia de la banda con un PM entre los 100 y 120 KDa detectada en el análisis 

de la expresión del complejo utrofina/distrofina  y en el análisis de la interacción de 

las mismas, al ser detectada mediante el mismo anticuerpo anti-utrofina H300 

dirigido contra la región carboxilo terminal de la proteína utrofina de 397 KDa, 

sugiere nuevamente la existencia de alguna isoforma perteneciente a la familia de 

esta proteína (Fig. 7 y 11 membrana 4).  
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 Debido a  que el anticuerpo primario dirigido hacia la región carboxilo terminal de 

utrofina de 397 KDa reconoce una secuencia específica de aminoácidos contenidos 

en extremo carboxilo terminal de esta proteína, es decir, de la banda con un PM 

entre los 100 y 120 KD, se  sugiere que la isoforma correspondiente a ese peso es 

utrofina116, que al ser detectada en el sobrenadante del inmunoprecipitado y no así 

en el sedimento que contiene el complejo precipitado con caveolina-1, se cree 

pueda estar asociada en algún complejo diferente al que se forma con caveolina-1 

(Fig.11 membrana 2 y 4).  

 
Es importante mencionar  que la aparente detección de esta proteína Up116 fue 

detectada en el sobrenadante inmunoprecipitado y en el EPT (control positivo)  

después de realizar repetidas veces el ensayo del Western blot, por lo que en 

conjunto con lo se que reporta en diferentes artículos y lo que se presenta en estos 

resultados  hace  posible pensar de su expresión en este tejido (Fig. 11 membrana 4 

y 6). 

 
En contraste, distrofina homologo autosómico de utrofina, la cual se expresa 

también en diferentes isoformas,  no muestra interacción con caveolina-1 como lo es 

el caso de utrofina (Fig. 10 membrana 2). No obstante la detección de la misma en 

el sobrenadante inmunoprecipitado como ya se ha mencionado anteriormente, 

indica la posible interacción de distrofina en un  diferente complejo al que 

estructura caveolina-1. (Fig. 10 membrana 4). 

 
Las bandas  observadas en conjunto con  la detección de caveolina-1, distrofina  y 

utrofina entre los 58 y 36 kDa (Fig. 9-11 membranas 1, 2, 3 y 4) corresponden a las 

cadenas pesadas  del anticuerpo primario anti-cav-1 (H97)  adicionado en  la 

inmunoprecipitación. Debido a que el anticuerpo primario esta hecho en conejo es 

posible detectarlo en las membranas mediante la adición del secundario, el cual esta 

dirigido contra  los anticuerpos  de  esa  especie. 
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Para  el  caso  de  los  sarcoglicanos  las  bandas  entre  los  58  y 36  kDa  no  son  

observadas  en  el  Western  blot  ya  que el secundario está  dirigido  contra  

anticuerpos  primarios elaborados en ratón (Fig. 12-14 membranas 1, 2, 3 y 4). 
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FIGURA 9. INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA CAVEOLINA-1 EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE 
CORDÓN UMBILICAL. Inmunoprecipitación (Ip), Sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) y 
extracto de proteína total (E). Las proteínas totales fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-
CAV-1. El extracto de proteína total (E), la proteína inmunoprecipitada (Ip) y el sobrenadante de la 
inmunoprecipitación (S.Ip) fueron analizados mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos 
policlonales dirigidos contra la región carboxilo terminal de la proteína caveolina-1, utilizando como 
control del Wester blot (W.B) anticuerpos Anti-IgG diseñados en conejo y acoplada a peroxidasa. 
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FIGURA 10. INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA CAVEOLINA-1 REVELADA CON ANTICUERPOS 
ANTI-DISTROFINA EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL Inmunoprecipitación (Ip), 
Sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) y extracto de proteína total (E). Las proteínas totales 
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fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CAV-1. El extracto de proteína total (E), las proteína 
coinmunoprecipitada (Ip) y el sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) fueron analizados 
mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos policlonales dirigidos contra la región 
carboxilo terminal de la proteína distrofina, usando como control negativo del Wester blot (W.B) 
anticuerpos secundarios Anti-IgG hechos en  conejo  y acoplados a peroxidasa. 
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FIGURA 11. INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA CAVEOLINA-1 REVELADA CON ANTICUERPOS 
ANTI-UTROFINA EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL. Inmunoprecipitación (Ip), 
Sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) y extracto de proteína total (E). Las proteínas totales 
fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CAV-1. El extracto de proteína total (E), las proteína 
coinmunoprecipitada (Ip) y el sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) fueron analizados 
mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos policlonales dirigidos contra la región 
carboxilo terminal de la proteína utrofina, usando como control negativo del Wester blot (W.B) 
anticuerpos secundarios  Anti-IgG hechos en  cabra acoplados a peroxidasa. 
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FIGURA 12. INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA CAVEOLINA-1 REVELADA CON ANTICUERPOS 
β−SG EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL Inmunoprecipitación (Ip), Sobrenadante 
de la inmunoprecipitación (S.Ip) y extracto de proteína total (E). Las proteínas totales fueron 
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inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CAV-1. El extracto de proteína total (E), las proteína 
coinmunoprecipitada (Ip) y el sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) fueron analizados 
mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos policlonales dirigidos contra la región 
carboxilo terminal de b-SG, usando como control negativo del Wester blot (W.B) anticuerpos 
secundarios  Anti-IgG hechos en ratón  acoplados a peroxidasa. 
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FIGURA 13. INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA CAVEOLINA-1 REVELADA CON ANTICUERPOS  
ε−SG EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL Inmunoprecipitación (Ip), Sobrenadante de 
la inmunoprecipitación (S.Ip) y extracto de proteína total (E). Las proteínas totales fueron 
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CAV-1. El extracto de proteína total (E), la proteína 
coinmunoprecipitada (Ip) y el sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) fueron analizados 
mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos policlonales dirigidos contra la región 
carboxilo terminal de e-SG, usando como control negativo del Wester blot (W.B) anticuerpos 
secundarios Anti-IgG hechos en ratón  acoplados a peroxidasa. 
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FIGURA 14. INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA PROTEÍNA CAVEOLINA-1 REVELADA CON ANTICUERPOS 
δ−SG EN CÉLULAS DE ML DE VENA DE CORDÓN UMBILICAL. Inmunoprecipitación (Ip), Sobrenadante 
de la inmunoprecipitación (S.Ip) y extracto de proteína total (E). Las proteínas totales fueron 
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CAV-1. El extracto de proteína total (E), la proteína 
coinmunoprecipitada (Ip) y el sobrenadante de la inmunoprecipitación (S.Ip) fueron analizados 
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Capítulo VIII 
 
 
 
Discusión 

 
 
Gran parte de la importancia del estudio del complejo DGC/UGC se debe a que 

su ausencia como componente estructural en la membrana celular propicia el 

desarrollo de algunos tipos de DM y en ocasiones CMD. Modelos murinos 

deficientes de distrofina (mdx), γ−SG (McNally, 1998), β−SG (Durbeej, 2000) y 

δ−SG (Coral-Vázquez, 1999), han sugerido que el desarrollo de la CMD es 

provocada por la eliminación de estas proteínas en MLV. Esto podría significar 

que la integridad del complejo como componente estructural de la célula 

muscular proporciona a la membrana estabilidad  y  resistencia  durante  los  

procesos de relajación y contracción (Cohn, 2000), asimismo podría participar en 

procesos de transducción de señales (Rando, 2001). 

 
Aunque  en  muchos  estudios  se  ha  demostrado que  la  composición  del  

complejo SG-SPN,  esta formado por las proteínas α−SG, β−SG, δ−SG, ε−SG y 

SPN,  incluyendo como  ultimo miembro a ζ−SG (Wheeler, 2002; Shiga, 2006) 

pocos son  los estudios que han demostrado la presencia de estas proteínas 
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como parte de complejos alternos en tejido vascular, y aparentemente con 

funciones diferentes. En un estudio preliminar Rivier y colaboradores en 1997 

mostraron la presencia de utrofina  y  distrofina  en las venas  y  arterias de 

vasos de conejo. Esto permitió especular sobre la posible existencia de complejos 

de proteínas asociadas a distrofina o utrofina. Bajo esta perspectiva en  nuestro 

grupo  de trabajo analizamos mediante pruebas de inmunofluorescencia la 

expresión de diversas proteínas que se asocian a distrofina.  

 
Esto nos permitió sugerir que en el MLV de la vena y arteria del cordón umbilical 

existen al menos dos complejos de proteínas, uno asociado a distrofina y otro a 

utrofina (Ramírez-Sánchez, 2005). Tomando como antecedente lo anterior, y que 

el trabajo de Ramírez-Sánchez  y colaboradores en 2005, también sugiere la 

probable formación de complejos DGC/UGC  asociados en algunos casos a 

caveolina-1, en el presente trabajo nos abocamos a determinar, por medio de 

ensayos de Western blot e inmunoprecipitaciones, la posible interacción 

bioquímica de Caveolina-1 con los SG´s, con utrofina y/o distrofina en cultivos 

celulares de MLV de  vena de cordón umbilical. 

 
Los  resultados  de lo ensayos de Western blot que  aquí  se  presentan,  

muestran la expresión de algunos de los miembros del DGC/UGC: entre los que 

destacan algunas proteínas del complejo SG-SPN, como lo son las  proteínas 

β−SG, δ−SG y ε−SG así como distrofina, utrofina  y  caveolina-1 en células de 

MLV de vena de cordón umbilical. 

 
Adicionalmente experimentos de coinmunoprecipitación con el anticuerpo anti-

caveolina-1 a partir de extractos de proteína total provenientes de dicho modelo 

celular, muestran la asociación de las proteínas β−SG, δ−SG, ε−SG, utrofina y 

caveolina-1 como parte de un complejo alterno localizado en la caveola. Por otra 

parte,  la no asociación de distrofina con caveolina-1 sugiere que existe otro 

complejo DGC fuera de los dominios caveolares, este complejo podría ser similar 

al publicado en músculo estriado.  

 
De  la  proteína caveolina-1  se conocía,  hasta hace poco,  su  interacción  con  

distrofina  en  ML  de útero de  mono (Hagiwara, 2002); sin embargo 

recientemente con el trabajo reportado por Ramírez-Sánchez  y colaboradores en 

2005, y con los resultados obtenidos en el presente estudio se ha postulado su 
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asociación con diferentes miembros del complejo utrofina/ distrofina en MLV,  lo 

cual  ha  propuesto una  estrecha  relación  y  una  posible  función  del  

complejo  DGC  dentro  de  la  caveola  (Ramírez-Sánchez  2005).  

 
Diversos  estudios han  reportado la interacción del complejo DGC y  de la 

proteína caveolina-3 en músculo estriado (Herrmann, 2000 y  Minetti, 1998), sin 

embargo la participación de esta proteína o de sus isoformas (caveolina 1 y 2) en 

conjunto con las del complejo DGC  en  MLV  ha sido poco estudiada. Aunque 

en algunos de estos reportes se ha manifestado el interés de conocer la 

participación del complejo DGC y su relación con caveolina-1 pocos son los 

estudios que han hondado en establecer dicha interacción. 

 
Por otro lado es interesante mencionar que la asociación descrita en este 

proyecto mediada principalmente por caveolina-1 en MLV, muestra por primera 

vez un complejo UGC asociado a las caveolas formado por la unión  de los SG´s, 

utrofina y caveolina-1, el cual en lugar de estar conformado por la participación 

de distrofina como comúnmente se conoce esta formado por  la interacción de 

su homologo autosomico, la utrofina.  

 
Hasta la fecha, no existen reportes que demuestren interacción entre caveolina-1 

y utrofina en MLV,  sin embargo, en el modelo vascular empleado en el presente 

estudio, se ha demostrado la interacción entre caveolina-1 y utrofina, por lo que 

sugerimos que esta asociación puede ser importante en la función de la caveola 

de MLV. 

 
Se sabe que la expresión de las caveolinas es esencial para la formación de los 

microdominios caveolares, los cuales son pequeñas invaginaciones de la 

membrana celular, encargadas de  realizar funciones  de señalización,  

endocitosis  y  de transporte  intracelular  del  colesterol, entre otras (Parton, 

1996 y  Anderson, 1998). En el caso de las caveolas de MLV,  se sabe que la 

participación de caveolina-1 es muy  importante en la regulación del tono 

vascular ya que modula diferentes moléculas de señalización encargadas de 

activar estos procesos.  

 

Modelos murinos deficientes de caveolina-1 han demostrado que la participación 

de esta  proteína  es  esencial  para  modular  la actividad  de  la  eNOS,  la cual 
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es  una  molécula   fundamental  en  la  regulación  del  tono  vascular  (Drab, 

2001 y Razani, 2001).    

 
 
Recientemente en el reporte de Ramírez-Sánchez y colaboradores 2006 en células 

de endotelio, se ha puesto de manifiesto la interacción entre caveolina-1 y 

utrofina como parte de un complejo compuesto por caveolina-1, utrofina, ε−SG, 

β−DG, y eNOS, lo cual  ha propuesto la participación de estas proteínas en 

procesos mecánicos de regulación del tono vascular mediante su interacción con 

la enzima eNOS. De manera que la participación de este complejo en el 

endotelio  de cierto modo respalda nuestros resultados e indirectamente nos da 

un indicio de la posible importancia que tendría nuestro complejo en la caveola 

del MLV. 

 
Modelos murinos deficientes de caveolina-1 o sobre expresados con esta 

proteína,  han demostrado que la interacción entre una multitud de moléculas de 

señalización y caveolina-1  está enfocada en llevar acabo procesos biológicos de 

regulación, como lo son la contracción muscular, la proliferación y diferenciación 

celular de MLV (Hardin, 2005). Aunque entre algunas de estas moléculas de 

señalización y  las proteínas que conforman el complejo DGC/UGC no han 

reportado relación  alguna con la proteína caveolina-1 en cuanto a lo que a 

función se refiere, es posible sugerir que la participación del complejo 

constituido por los SG`s, utrofina y caveolina-1 detectado en las células del ML 

de vena de cordón umbilical, esté aparentemente asociado con funciones 

mecanosensoras a través de una posible relación con eNOS,  tal como lo sugiere 

Ramírez-Sánchez y colaboradores en 2006, en el endotelio.  

 
Aunque en el presente trabajo no se ha demostrado relación alguna del complejo 

UGC-caveolina1 con la enzima eNOS o de sus isoformas en células del MLV,  la 

estrecha relación que mantiene el endotelio con el MLV, así como la publicación 

de Hardin y colaboradores en 2005, en la que se describe la interacción de 

caveolina-1 como modulador de la actividad de la eNOS en MLV, hace posible 

pensar de la existencia de esta interacción y la subsiguiente función de una 

manera similar a lo que se describe en el endotelio.  

 
Adicionalmente, se ha demostrado que la deficiencia de caveolina-1 en modelos 

murinos, suprime la expresión de las caveolas en ML, mientras que en ME estas 
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permanecen intactas. De manera contraria en modelos deficientes de caveolina-3  

se ha demostrado la supresión de caveolas en ME y no así para ML. Esto sugiere 

que caveolina-1 es una proteína requerida para la formación de caveolas de ML y 

aunque caveolina-3 también se expresa en el mismo tejido, no compensa la 

formación de las caveolas debido a la función fisiológica de caveolina-1 en ML 

(Cohen, 2004). Esto significa que la proteína caveolina-1 no solo participa como 

una unidad dinámica, capaz de capturar e integrar señales a partir de un 

ambiente extracelular o a través de la respuesta a estímulos provenientes de 

ciertos procesos fisiológicos como son  la contracción y relajación muscular, sino 

que también su participación como entidad estructural es importante para 

desencadenar una determinada vía de señalización celular 
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FIGURA 16. COMPLEJO DE GLICOPROTEINAS ASOCIADO A UTROFINA. Representación 
esquemática del complejo UGC-Caveolina-1 caracterizado por medio de 
inmunoprecipitaciones y ensayos de western blot propuesto en células de músculo liso 
de vena de cordón umbilical.  
 

 
 
Un  reporte  que  fundamenta  la  presencia  de  complejos  alternos,  es  el  

realizado  por  Rivier y colaboradores en  1997  en  el que se  demuestra  que  a  

lo  largo  de  las venas  y  arterias  femorales  de conejo  existen  formas  

alternativas  de  complejos  de  proteínas  asociados a  distrofina  o  utrofina. En  

este reporte  se  pone de  manifiesto  que  la  expresión  de  ambas  proteínas  

es  dependiente  de  la  estructura  y  función  de  cada vaso,  de tal  manera  
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que  en venas  y  arterias  de  calibre  mayor en conjunto en arterias  de  calibre  

menor (encargadas  del  transporte  activo  de la sangre),  se  detecta  la  

expresión  de  utrofina  y distrofina,  mientras  que en  venas  de  calibre  menor 

(encargadas del transporte pasivo de la sangre) solamente se detecta  la  

expresión  de  la  proteína  utrofina  como  parte  de  un  complejo diferente al  

detectado  con  distrofina en  los  otros  vasos  estudiados.  

 
Debido a que las venas y arterias de calibre  mayor  al igual  que  las arterias de 

calibre menor,   tienen  una  participación  muy  activa  en  la  presión 

sanguínea,  así  como  propiedades contráctiles  en  comparación  con  venas  de  

un  calibre  menor, se sugiere que las proteínas del  complejo utrofina/ distrofina 

juegan un papel muy  importante como  estructuras  que  confieren  resistencia  

y  estabilidad  celular  (Rivier, 1997). Dado  que nuestro modelo vascular  tiene  

una  función  semejante a  la  que  se  reporta  en el articulo de  Rivier  y  

colaboradores en 1997, es decir,  que  participa  en  el  transporte  pasivo  de la 

sangre,  es posible sugerir alguna función al complejo constituido por utrofina, 

los sarcoglicanos y  caveolina1 en este importante proceso de los vasos.  

 
Esto  sugiere  que  la  participación de  utrofina  como  parte  del  complejo  

caracterizado  por  su  interacción  con  caveolina-1  y  los  sarcoglicanos,   en  

este  modelo   vascular  además de participar posiblemente en procesos de 

modulación del tono vascular, quizá   pueda  tener  una   función   similar  a  lo  

que sucede  con  las  venas  de  calibre menor,  es decir,  una  función  menos 

mecánica dentro de  los procesos  de contráctiles de tal manera que su función 

este enfocada como ya se ha mencionado  a procesos fisiológicos controlados a 

través de alguna vía de señalización celular.  

 
Adicionalmente y de manera interesante la presencia de β−SG, δ−SG, ε−SG, 

utrofina  y distrofina en el sobrenadante  del inmunoprecipitado  con el anti-

caveolina-1,  sugiere la  participación  de  estas proteínas  como parte de  un 

complejo  independiente a la caveola.  La  ausencia de caveolina-1 en este 

misma fracción,  en  conjunto  con   el  antecedente   reportado  por Ramírez-

Sánchez y colaboradores en 2005 en donde se propone la  existencia  de  

complejos  de  proteínas  alternativos  asociados  en  algunos  casos  con  

caveolina-1  en  tejido  de  MLV,  respalda  la  idea  en  la  que  hemos  

propuesto  la  participación  de  estas  proteínas  (utrofina,  distrofina  y  los  
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sarcoglicanos)  como  parte  de  un complejo alterno, diferente al descrito por la 

inmunoprecipitación con caveolina-1.  

 

Es importante destacar que la presencia de estos complejos tanto del que esta 

localizado dentro de la caveola y del aparente en regiones no caveolares 

respalda,  en parte, la idea que se tiene de la participación del complejo 

utrofina/distrofina en la caveola. 

 

 

 

 

 

FIGURA 17. COMPLEJOS DE PROTEINAS ASOCIADOS A UTROFINA O DISTROFINA. Representación 
esquemática del complejo UGC-Caveolina-1 y del posible complejo DGC fuera de la 
caveola en células de ML de vena de cordón umbilical.  
 

 
Finalmente en cuanto a la presencia de la banda con un PM entre los 100 y 120 

KDa, detectada mediante el uso de anticuerpos específicos dirigidos contra la 

región carboxilo terminal de la proteína utrofina, la cual fue localizada en el 

sobrenadante del extracto inmunoprecipitado así como en el extracto de proteína 

total manifiesta la existencia de lo que podría ser una isoforma perteneciente a la  

familia utrofina.  

 
Debido a que la proteína utrofina es codificada por pequeños y múltiples exones 

el transcrito procesado a partir de estos promotores, da origen a pequeñas y 

diversas  isoformas carboxilo-terminal de esta proteína (Khurana, 2003), las 

cuales han sido detectadas en diferentes tejidos como lo  son;  el endotelio y  las 
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uniones  neuromusculares, por lo cual esto  posible pensar de su expresión en 

MLV. 

 
En parte, esto se puede ver respaldado con lo que se reporta en el artículo 

publicado por Rivier y colaboradores  en 1997,  en el que además de presentar 

diferentes localizaciones de las proteinas utrofina y distrofina como posibles 

formas alternativas de complejo, también muestra la existencia a lo largo de las 

venas y arterias femorales de conejo, la presencia de una banda de proteína con 

un PM mas bajo que el correspondiente a la proteína utrofina de 397 kDa, que al 

ser detectada mediante un anticuerpo policlonal dirigido contra la región 

carboxilo terminal de la proteína utrofina de 397 kDa, el cual contiene los 

últimos siete aminoácidos correspondientes a la secuencia final de la región 

carboxilo terminal de la proteína, sugieren que el producto detectado pertenece 

a esta familia.  

 
Estudios de western blot en los que se han utilizado anticuerpos específicos 

dirigidos contra la región carboxilo terminal de la proteína utrofina, reportan que 

no solamente la presencia de la proteína utrofina con más alto PM es la que 

predomina pues frecuentemente en diversos estudios  se han detectado proteínas 

con un PM más bajo (Nguyen, 1992). 

 
En base a lo que reportan estos antecedentes es difícil descartar que la banda 

localizada entre los 100 y 120 Kda no sea un miembro perteneciente a la familia 

de isoformas de utrofina, sin embargo esto no indica con seguridad que lo sea 

pues antes que nada es necesario realizar experimentos de RT-PCR  y  llevar 

acabo un estudio mas detallado de esto. 
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Capítulo IX 
 
 
 
Perspectiva 

 
 
Finalmente con la caracterización del complejo UGC asociado a caveolina-1 en este 

modelo de MLV, se ha propuesto que la presencia de estas formas alternativas de 

complejos DGC o UGC por un lado están relacionadas con el buen funcionamiento 

fisiológico  de la membrana celular al proveer un soporte mecánico durante los procesos de 

relajación y contracción muscular tal como se reporta en diversas publicaciones, mientras 

que por otro lado los complejos localizados en dominios caveolares están relacionados con 

la activación o inactivación de moléculas de señalización como lo es en el caso de la enzima 

eNOS,  la cual se ha visto que es liberada del complejo UGC-caveolina-1 en el endotelio de 

la vena y arteria del cordón umbilical a partir de la estimulación por procesos mecánicos.  

 
De tal forma, que se cree que la participación de este nuevo complejo UGC caveolina-1 

descrito en células de ML de vena de cordón umbilical podría estar implicado en la 

activación de vías de señales por medio de estímulos mecánicos participando como un 

mecano sensor en la modulación de la regulación del tono vascular, partiendo de la 

supuesta relación entre este complejo UGC-caveolina-1 y la enzima eNOS en ML de vena 

de cordón umbilical.   
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Por otro lado estudios recientes reportan que la proteína filamina, asociada con caveolina-1 

y con la molécula de señalización conocida como Rho, la cual interviene en los procesos de 

organización de actina del citoesqueleto, causa la reorganización de las estructuras 

caveolares (Stahlhut, 2000; Thomsen, 2002), con lo que se ha propuesto que dicha 

interacción implica que la red de filamentos de actina, al estar relacionada con la 

organización estructural de las caveolas (Kawabe, 2003),  posiblemente mantenga alguna 

relación en cuanto a función con componentes del complejo UGC y la caveola, descritos 

en el presente trabajo, ya que como se sabe no solamente  filamina es la única proteína que 

se une a los filamentos de F-actina, sino también  utrofina y distrofina por lo que es posible 

pensar de una aparente relación con la formación u organización estructural de este micro 

dominio. 

 
Es importante mencionar que todos  estos antecedentes y la reciente  información aportada 

en este proyecto nos abre un nuevo camino para el análisis del complejo DGC/UGC y así 

comprender mejor la función de las proteinas que lo componen ya que la existencia de 

estas formas alternativas de complejo en relación con la aparición de la CMD posiblemente 

estén asociadas con el factor que desencadena su desarrollo. Esto nos da la pauta para 

desarrollar un estudio mas completo con el fin de entender las diversas funciones y 

mecanismos que llevan acabo estos complejos para mantener en buen funcionamiento de la 

morfología vascular. 
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Capítulo X 
 
 
 
Conclusiones 

 
Se demostró en células de MLV de vena de cordón umbilical humano la 

expresión de algunos de los miembros del complejo DGC/UGC, entre los que 

destacan las  proteínas β−SG,  δ−SG,  ε−SG, distrofina así como también  utrofina  

y  caveolina-1. 

 
Se, demostró en células de MLV del cordón umbilical humano, la presencia de 

un complejo UGC constituido al menos por las proteínas  β−SG,  δ−SG,  ε−SG, 

utrofina; el cual está asociado a la proteína de señalización caveolina-1. 
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