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"Imposible" es sólo una palabra que usan los hombres débiles para vivir fácilmente en el mundo 
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"Imposible" es Temporal, "Imposible" no es nada.  
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	   Carlos	  Palma	  Flores	  

	   	   	  
	  

	  
	  

3	  
	  

	   	  

       Tu tiempo es limitado, de modo que no lo malgastes   
      viviendo la vida de alguien distinto. No quedes

       atrapado en el dogma, de vivir como otros piensan
             que deberías vivir. No dejes que los ruidos de las 

     opiniones de los demás acallen tu propia voz interior.
     Y, lo que es más importante, ten el coraje para hacer lo 

  que te dicen tu corazón y tu intuición. Estos, de algún modo.                          
Ya saben en qué quieres convertirte realmente.                                                                     

Todo lo demás es secundario.                                                                                                 
Steve Jobs  

 

Ten el coraje de soñar y correr el riesgo  de vivir                                                                      
tus sueños; el mundo será tuyo.                                                                                                

Paulo Coelho 

 

Cualquiera puede enfadarse, eso es algo muy sencillo. Pero enfadarse                                   
con la persona adecuada, en el grado exacto, en el momento                                             

oportuno, con el propósito justo y del modo correcto,                                                             
eso, ciertamente, no resulta tan sencillo.                                                                       

Aristóteles  
 

El individuo ha luchado siempre para no ser absorbido por la tribu.                                       
Si lo intentas, a menudo estarás solo y a veces asustado. Pero ningún                                 

precio es demasiado alto por el privilegio de ser uno mismo.                                           
Friedrich Nietzche 

 

Locura es hacer la misma cosa una y otra vez                                                                
esperando obtener diferentes resultados.                                                                               

Albert Einstein 

 

Tu trabajo va a llenar gran parte de tu vida, y la única forma de estar realmente            
satisfecho, es hacer lo que consideren un trabajo extraordinario. El único camino               

para lograrlo, es amar lo que haces. Si no lo has encontrado, sigue buscando.                       
No te detengas. Al igual que con todos los asuntos del corazón, lo sabrás cuando                      

lo encuentres. Y, como cualquier gran relación, sólo se pondrá mejor y mejor,                    
conforme los años pasen. Así que sigue buscando, no te detengas.                                                       

Steve Jobs 
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Resumen 

El complejo de proteínas asociadas a distrofina (DAPC) es un complejo multiproteico 

localizado en la membrana de células musculares. En músculo esquelético, bajo ciertas 

condiciones, distrofina puede ser substituida por su homólogo autosómico utrofina y formar 

complejos de proteínas asociados a utrofina (UAPC). Ambos complejos mantienen la 

estabilidad de la membrana plasmática durante el proceso de contracción y juegan un papel 

fundamental en la señalización transmembrana. Las mutaciones en los miembros del DAPC 

están asociados con la distrofia muscular y cardiomiopatía dilatada (CMD). Observaciones 

en ratones nulos de algunos componentes del DAPC sugieren que la generación de 

vasoconstricciones en arterias coronarias desencadena la aparición de CMD. Estos 

hallazgos proponen que la disfunción vascular es un evento importante en el desarrollo de 

ciertos tipos de CMD, lo cual pone de manifiesto la importancia de estas proteínas en el 

musculo liso vascular (MLV). En el MLV la estructura del DAPC se encuentra mediada 

por un perfil de proteínas diferentes a las reportadas en músculo estriado y  aunque en 

músculo liso se describe también la presencia de utrofina, no existe evidencia clara sobre su 

participación como parte de un potencial complejo. En un estudio previo en vasos 

sanguíneos de cordón umbilical humano, se observó que utrofina colocaliza con caveolina-

1 (cav-1), lo cual sugiere la presencia de un UAPC en la membrana plasmática el MLV. En 

el presente estudio, se demostró mediante análisis de inmunofluorescencia, ensayos de co-

inmunoprecipitación y fraccionamiento subcelular mediante gradientes de flotación en 

sacarosa, la existencia de un UAPC localizado en balsas lipídicas de células humanas de 

músculo liso de la arteria umbilical (MLAUH). Este complejo está constituido por utrofina, 

β-DG, ε-SG, α-actina de músculo liso (α-SMA), cav-1, la enzima sintasa de óxido nítrico 
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(eNOS) y cavina-1. La presencia de distrofina, utrofina, β-DG, Dp71, α-SMA ε-SG, β-

SG, δ-SG, δ-SG3 y sarcospan en fracciones ausentes de balsas lipídicas sustentan la 

presencia de complejos alternos UAPC/DAPC ubicados en diferentes membranas celulares. 

Por otra parte, el bloqueo de α-/β-DG disminuye la síntesis de óxido nítrico (NO) y  la 

presencia de la forma fosforilada (activa) de eNOS. En adición, esto reduce la activación de 

señales  rio abajo de algunos efectores de la vía de señalización de cGMP. En conclusión 

todos estos resultados en conjunto, muestran la presencia de un complejo UAPC que regula 

la actividad de eNOS/cGMP en células de MLAUH. La identificación, composición y 

distribución subcelular de este complejo, contribuye al entendimiento de la fisiopatología 

del MLV en el desarrollo de CMD.   
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Abstract 

The dystrophin-associated protein complex (DAPC) is a multimeric complex that links the 

extracellular matrix to the actin cytoskeleton, in some cases dystrophin can be substituted 

by its autosomal homologue utrophin to form the utrophin-associated protein complex 

(UAPC). Both complexes maintain the stability of plasma membrane during contraction 

process and play an important role in transmembrane signaling. Mutations in members of 

the DAPC are associated with muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy. In a 

previous study with human umbilical cord vessels, we observed that utrophin colocalize 

with caveolin-1 (cav-1) which proposed the presence of UAPC in the plasma membrane of 

vascular smooth muscle (VSM). In the current study, we demonstrated by 

immunofluorescence analysis, co-immunoprecipitation assays, and subcellular fractionation 

by sucrose gradients, the existence of an UAPC in lipid raft domains of human umbilical 

artery smooth muscle cells (HUASMC). This complex is constituted by utrophin, β-DG, ε- 

SG, α-smooth muscle actin (α-SMA), cav-1, endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and 

cavin-1. It was also observed the presence of dystrophin, utrophin, β-DG, Dp71, ε-SG, β-

SG, δ-SG, δ-SG3 and sarcospan in non-lipid raft fractions. Furthermore, the knockdown of 

α/β-DG was associated with the decrease in both the synthesis of nitric oxide (NO) and the 

presence of the phosphorylated (active) form of eNOS; and with a reduction in the 

downstream activation of some cGMP signalling transduction pathway components. 

Together these results show the presence of an UAPC complex in HUASMC that may 

participate in the activity regulation of eNOS and in the vascular function. 
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Capítulo1 

Introducción: 

1.1.Distrofia muscular y el complejo de proteínas asociadas a distrofina 

Las distrofias musculares (DM) son un grupo de enfermedades que afectan principalmente 

al músculo estriado y se caracterizan por la pérdida progresiva de la fuerza e integridad 

muscular. Las principales formas de DM son causadas por anomalías en el complejo de 

proteínas asociadas a distrofina (DAPC) (Figura 1). El DAPC es un complejo conformado 

por la interacción de múltiples proteínas asociadas estrechamente con la distrofina, qué es 

la proteína central y de donde el complejo adquiere su nombre. El complejo sarcoglicano-

sarcospan (CSG-SSPN) y el complejo distroglicano (CDG) son componentes esenciales del 

DAPC; adicionalmente se asocian otras proteínas como las sintrofinas, las distrobrevinas y 

eventualmente se asocian en el músculo estriado un diverso grupo de moléculas de 

señalización como la sintasa de óxido nítrico neuronal (nNOS), la calmodulina y la 

caveolina-3 (Cav-3) [1]. 

 

1.1.1.Distrofinopatias 

Las distrofinopatias son las DM más prevalecientes y están causadas por alteraciones en el 

gen distrofina. Éstas incluyen la distrofia muscular de Duchen (DMD), y la forma alélica 

benigna distrofia muscular de Becker (DMB). 
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1.1.1.1. Distrofia muscular de Duchenne 

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) consiste en una enfermedad recesiva ligada al 

cromosoma X que afecta a uno de cada 3,500 varones y se origina por mutaciones en el gen 

de la distrofina [2]. La DMD es causada por mutaciones como: deleciones (60-70%), 

duplicaciones (10%) y mutaciones puntuales (10-30%), las cuales alteran el marco de 

lectura y suprimen la expresión de distrofina [3]. Generalmente,  la mayoría de los 

pacientes mueren a la edad de 20 años por complicaciones respiratorias o falla cardiaca [4].  

1.1.1.2. Distrofia muscular de Becker 

Al igual que en la DMD, los pacientes con distrofia muscular de Becker tienen una 

debilidad progresiva en miembros inferiores y músculos proximales. Adicionalmente, 

muestran seudohipertrofia y niveles elevados de creatina quinasa. Aunque la DMD y la 

DMB muestran fenotipos similares, clínicamente existen diferencias significativas. En el 

caso de la DMB,  la edad de inicio es más tardía, pues los primeros síntomas clínicos se 

manifiestan a los 11 años, la pérdida de la deambulación entre los 20 y 30 años,  y 

generalmente mueren a la edad de 40 años [5-7]. En el caso de la DMB viene causada por 

mutaciones que no impiden la expresión completa de distrofina, por el contrario permiten la 

expresión de formas cortas o truncas de la proteína, lo cual se traduce en un fenotipo 

distrófico menos grave [3,8].    

1.2. Sarcoglicanopatias 

Las sarcoglicanopatias son las DM causadas por alteraciones en el gen de los sarcoglicanos 

y se caracterizan por  trastornos de desgaste muscular de herencia autosómica recesiva.  
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      Las sarcoglicanopatias son incluidas en un gran grupo de distrofias musculares de 

cintura (LGMD) debido a que estos trastornos progresivos, afectan predominantemente,  a 

los músculos proximales alrededor de la escápula y las cintura pélvica. Las mutaciones en 

SG individuales son responsables de la LGMD-2C (γ-SG) , LGMD-2D (α-SG), LGMD-2E 

(β-SG) y la LGMD-2F (δ-SG) [9-13]. El fenotipo clínico resulta  muy heterogéneo, y la 

edad de inicio, tasa de progresión y la gravedad puede variar entre y dentro de las familias 

afectadas [14]. En general la enfermedad se caracteriza por debilidad progresiva y 

degeneración del músculo esquelético, esto lleva a la pérdida de la ambulación, dificultad 

en la respiración y, a menudo  muerte prematura [15].  

      La mayoría de las sarcoglicanopatías se asocian con mutaciones de sentido erróneo. 

Estas mutaciones generan la sustitución de residuos individuales que podrían conducir a 

una proteína mal plegada. Los defectos en cada SG ocasiona el deterioro de los demás SG 

lo que resulta en la desestabilización del DAPC y en consecuencia la aparición de DM. 
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Figura 1 Complejo de proteínas asociadas a distrofina. Representación  esquemática de 
la interacción entre distrofina y proteínas asociadas a distrofina (DAPs). En músculo 
esquelético, distrofina es substituida por su homólogo autosómico utrofina y forma 
complejos de proteínas asociados a utrofina (UAPC). La representación esquemática de 
ambos complejos muestra el puente de unión entre  la matriz extracelular y el citoesqueleto, 
mediado por la interacción entre laminina-2, el complejo distroglicano y distrofina y/o 
utrofina. 
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1.3. Complejo de proteínas asociadas a distrofina (DAPC) 

El DAPC es un complejo multiproteico localizado en la membrana de células musculares. 

Su estructura y composición está mediada por la interacción entre distrofina, los 

distroglicanos (DG, α- y β-), sarcoglicanos (SG, α-/ε-, β-, δ- y γ-‐/ζ-), y sarcospan (SSPN) 

[16-19]. Bajo ciertas condiciones el homólogo autosómico de distrofina, la proteína 

utrofina, interacciona con las proteínas que estructuran el DAPC y forma complejos de 

proteínas asociados a utrofina (UAPC) [20]. En músculo estriado proteínas como las 

sintrofinas, las distrobrevinas y moléculas de señalización como:  la sintasa de óxido nítrico 

neuronal (nNOS), la calmodulina y la caveolina-3 (Cav-3) forman parte del DAPC [1]. Por 

la parte externa de la célula,  el DAPC se une a proteínas de la matriz extracelular como lo 

son laminina, agrina y perlecano, mientras que por su parte intracelular se une a los 

filamentos de actina [20,21]. A través de esta serie de interacciones el DAPC se encarga de 

unir al citoesqueleto y a la matriz extracelular. Esto confiere estabilidad estructural a la 

membrana celular y mantiene la unión mecanosensitiva entre el medio intra y extracelular 

durante el proceso contráctil [22-24]. La importancia de su estudio radica en que la 

disrupción del DAPC desestabiliza el puente de unión entre la matriz extracelular y el 

citoesqueleto, promoviendo así el desarrollo de DM. De acuerdo con  su ubicación celular 

el DAPC puede dividirse de manera general en al menos tres subgrupos; un componente 

citoplasmático, el CSG-SSPN y el CDG. 

1.3.1. Proteínas citoplasmáticas y periféricas a la membrana celular  

Dentro del componente citoplasmático destaca la presencia de distrofina y/o utrofina, por 

considerarse como las proteínas que anclan a la membrana celular las DAPs. La distrofina 
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es una proteína del citoesqueleto de 427 KDa expresada a partir del gen de DMD [25,26]. 

Su transcripción se encuentra controlada por tres promotores independientes; cerebro (B), 

músculo (M) y purkinje (P), estos reflejan la distribución tisular de la expresión de 

distrofina [1]. El promotor M expresa a distrofina en los músculos esqueléticos y cardíacos 

[27]. Adicionalmente, el gen de la DMD también tiene cuatro promotores internos, los 

cuales dan lugar a los transcritos más cortos que codifican las isoformas truncas de la 

región carboxilo terminal [260 KDa (Dp260) , 140 KDa (Dp140) , 116 KDa (Dp116), y 71 

KDa (Dp71)] [28-30]. Estas isoformas contienen algunos sitios de unión que permiten la 

interacción con un gran número de proteínas asociadas a la distrofina. 

      La distrofina es un miembro de la familia de proteínas β -spectrina/α-actinina [31], la 

cual esta organizada en cuatro dominios distintos: (i) El dominio amino-terminal que 

contiene un par de módulos de homología a calponina que se unen a la actina filamentosa 

[32]; (ii) El dominio en forma de varilla central compuesto de más de 2,800 aminoácidos. 

Estos forman 24  tripletes helicoidales homólogos y cuatro dominios bisagra [31], que 

confieren flexibilidad a la proteína (iii). El dominio WW [33], conforma un pequeño 

motivo en forma de hoja β plegada que reconoce secuencias ricas en prolina o sitios 

fosforilados. El dominio WW de distrofina se asocia con el motivo PPxY implicado en la 

interacción con β-DG. Este dominio WW es seguido por un dominio rico en cisteína y dos 

módulos de ZZ [34,35] de unión a la calmodulina dependiente de calcio [36]; (iv) El 

domino carboxilo terminal que contiene dos regiones formando espirales α -helicoidales 

enrolladas [37,38],  las cuales forman el sitio de unión para distrobrevinas. 
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Figura 2. Organización molecular a nivel de proteína de distrofina y utrofina. En este 
esquema se representan los dominios más relevantes de cada proteína. 
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      Por su parte, la utrofina es una proteína que pesa 397 KDa. Ésta posee las primeras 

cuatro regiones que componen la estructura primaria de la distrofina, sólo que con el 

dominio amino terminal más corto (Figura 2). La estructura primaria de la región carboxilo 

terminal de ambas proteínas es tan similar que utrofina es capaz de enlazar muchos 

componentes del DAPC [39]. Adicionalmente, en la región súper enrollada del extremo 

carboxilo terminal de utrofina y distrofina, interaccionan las proteínas α-distrobrevina y β-

distrobrevina, las cuales poseen un PM de 78 y 59 KDa respectivamente [40,41]. Las 

distrobrevinas están codificadas por dos genes diferentes, α- y β-, y tienen una homología 

significativa con el dominio rico en cisteína de la distrofina [42,43]. Además de la 

distrofina, utrofina y las DAPs, las distrobrevinas tienen un conjunto de socios específicos 

vinculantes que participan en la integridad estructural: sincoilina; disbindina; desmuslina y 

DAMAGE [ 44,45].  

      Por otro lado,  unidas a la porción carboxilo terminal de la distrofina, utrofina y/o a las 

distrobrevinas se encuentran las proteínas α-sintrofina, β-sintrofina y β-sintrofina las tres 

con un PM de 58 KDa. Estás proteínas son importantes en el mantenimiento y traducción 

de señales intra y extracelulares durante el proceso contráctil [20]. Finalmente,  la enzima 

sintasa de óxido nítrico (NOS) con un PM de 130 KDa, se encuentra asociada al complejo 

mediante su interacción con el dominio homodimérico PDZ de la proteína α1-sintrofina 

[46] y/o caveolinas [20].  

1.3.2. Complejo distroglicano  (CDG) 

El CDG contiene  dos proteínas glicosiladas: α-DG y β-DG, las cuales son producto de la 

expresión de un mismo gen. El gen que conduce a la expresión de un polipéptido precursor 
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de 97 KDa, el cual sufre corte y glicosilación para producir ambos distroglicanos (Figura 3) 

[18]. β-DG es una proteína transmembranal de 43 KDa, la cual queda enlazada 

directamente a la región carboxilo terminal de la proteína distrofina [47], o de la utrofina 

[48]. Por su parte,  α-DG es una proteína altamente glicosilada con un PM de 156 KDa, que 

se encuentra 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 [49]. Además, 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 en los procesos de 

transducción [50,51]. 

1.3.3. Complejo sarcoglicano-sarcospan (CSG-SSPN) 

El CSG-SSPN 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 PM 

de 50, 43, 35, 35, 45 y 45 KDa respectivamente [52]. De acuerdo con  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 [52].  

      Todos los SG poseen un dominio citoplasmático corto el cual contiene sitios putativos 

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

de glicosilación [21]. En el caso β-SG, γ-SG y δ-SG se han encontrado grupos residuales de 
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cisteinas [53], por lo cual se sugiere podrían actuar como moléculas receptoras para algún 

ligando extracelular [54]. 

      Adicionalmente embebida en la membrana celular y adyacente a los SG se encuentra 

una proteína de 25 KDa llamada sarcospan (SSPN), la cual contiene 4 dominios 

transmembranales y estructuralmente pertenece a la familia de proteínas tetraspan [55]. 

Esta proteína en conjunto con los SG constituye el complejo SG-SSPN, el cual se cree, 

establece interacción directa con la proteína distrofina [56] y de manera particular γ-SG y/o 

δ-SG con β-DG [54,57]. Estudios de inmunoprecipitación han mostrado la interacción de 

los SG con la distrobrevina, sugiriendo una asociación múltiple entre distrofina, 

distrobrevinas,  DG y  los SG [58]. Esto propone que los SG y SSPN estabilizan la 

interacción entre la matriz extracelular y  el citoesqueleto a través  del complejo DG [52]. 

      En músculo liso vascular (MLV), la pérdida de dichas interacciones en pacientes con 

LGMD 2C-F y DMD/BMD [59-66] se han relacionado con la aparición de ciertos tipos de 

cardiomiopatía dilatada (CMD). Interesantemente,  observaciones en pacientes y modelos  

deficientes en ciertos componentes del DAPC han demostrado que este padecimiento, surge 

de la generación de vasoconstricciones en las arterias coronarias [67-69]. Esto sugiere que 

la disfunción vascular es un evento importante en el desarrollo de CMD. 
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Figura 3. Estructura molecular a nivel de proteína del precursor de α−/β−  
distroglicano. En este esquema se representan los dominios más relevantes de cada 
proteína. 
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1.4. Cardiomiopatía dilatada y defectos funcionales en el músculo liso vascular 

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 [70]. La característica distintiva de la CMD es la 

dilatación de la cavidad ventricular izquierda o derecha y el incremento en el volumen y 

adelgazamiento de las paredes ventriculares [71]. La permanente dilatación y 

adelgazamiento ventricular conlleva a un desajuste grave del ciclo sístole-diástole, lo que 

provoca la posterior insuficiencia cardiaca. También y de manera importante se ha 

observado que en la CMD la presencia de lesiones isquémicas en las arterias coronarias que 

generan 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 y del músculo liso de las arterias 

coronarias [72]. En el MLV se sabe que las proteínas involucradas en el desarreglo del 

citoesqueleto son componentes del DAPC. 

      Defectos funcionales del MLV asociados a mutaciones en los SG han propuesto nuevos 

mecanismos sobre la patogénesis de ciertas CMD asociadas al DAPC [67,68]. Estudios in-

vivo de flujo de sangre coronaria en pacientes con DM de tipo LGMD 2C-F que desarrollan 

CMD [73-76] sugieren que la disfunción coronaria esta relacionada con defectos en el 

músculo liso de las arterias coronarias [67]. El impacto que esto genera ha sido estudiado 

en modelos animales carentes de ciertos componentes del DAPC.  

      Ratones con mutaciones nulas en γ -SG, δ -SG o β -SG desarrollan CMD, la cual se 

caracteriza por la degeneración focal [67,77,78]. En el caso de ratones nulos de δ-SG y β-
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SG se ha observado la pérdida completa del complejo SG en MLV, mientras que en el caso 

de γ-SG sólo la ausencia de la proteína y no todo el complejo [78]. En contraste, los ratones 

que carecen de α -SG únicamente desarrollan distrofia muscular pero no CMD [79]. En 

estos ratones (mutantes de α-SG), el complejo sarcoglicano se mantiene intacto en el MLV. 

Por lo tanto, se ha propuesto que la pérdida del los SG en el DAPC particularmente, en el 

MLV promueve el desarrollo de CMD (Figura 4) [67]. En concordancia con esto, se han 

encontrado defectos en el llenado microvascular de ratones mutantes de β-SG o δ-SG, pero 

no en ratones mutantes α -SG [67,77]. Adicionalmente, modelos carentes de distrofina 

(ratones mdx) muestran alteraciones en las propiedades biomecánicas y defectos en la 

dilatación de los vasos sanguíneos, pero no CMD  [80]. Por otro lado, la carencia natural de 

δ-SG en el hámster BIO 14.6, que desarrolla una sarcoglicanopatía espontánea y una CMD 

[81], confirma la importancia e integridad de estas proteínas en el músculo liso de los vasos 

sanguíneos. Lo anterior destaca el interés sobre el análisis y caracterización de estas 

proteínas en el músculo liso de vasos sanguíneos. 

1.5. Músculo liso vascular y el complejo de proteínas asociado a distrofina  en vasos 

sanguíneos 

Los vasos sanguíneos se encuentran permanentemente sujetos a las fuerzas mecánicas  

traducidas por estiramientos, abarcando ciclos mecánicos de tensión debidos a la naturaleza 

pulsátil del flujo sanguíneo y al estrés interrumpido que se genera en las superficies del 

vaso. Las alteraciones en el estiramiento o el estrés interrumpido invariablemente producen 

modificaciones en la pared del vaso, lo cual se han correlacionado con ajustes pasajeros de 

su diámetro. Estos ajustes están mediados por la libración de agonistas vasoactivos o 
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cambios en el tono miogénico. No obstante, si se alteran de forma crónica las fuerzas 

mecánicas, estas usualmente promueven la aparición de alteraciones adaptativas de la pared 

del vaso, y se afecta su composición estructural [82,83].  

      En los vasos sanguíneos, la principal función del MLV es mantener el tono vascular y la 

resistencia del vaso [82]. A diferencia de la célula endotelial, las células de MLV presentan 

propiedades morfológicas y funcionales diferentes dentro y a lo largo del mismo vaso, o de 

diferentes tipos. Dado que el MLV está sujeto a la deformación celular y a la tensión 

mecánica durante el proceso contráctil, la célula ha desarrollado mecanismos que le 

permiten transmitir la fuerza ejercida entre las células evitando así daños en la membrana 

plasmática [84,85]. Lo anterior involucrar la expresión de los componentes de DAPC 

debido a que su estructura proporciona el enlace que estabiliza la membrana celular durante 

el proceso contráctil.  

      En MLV el DAPC está constituido de un perfil especifico de proteínas, diferentes a las 

descritas en músculo estriado [86-88] y aunque algunos trabajos describen también la 

presencia de utrofina en MLV, no existe evidencia clara sobre su participación como parte 

de un potencial complejo. Dado que en el modelo carente de distrofina, utrofina restablece 

la función del músculo esquelético [89], en MLV este mecanismo destaca la importancia 

del estudio de complejos de proteína asociados a utrofina (UAPC) en vasos sanguíneos; no 

obstante su función y presencia no han sido determinadas.  
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Figura 4. Análisis histológico y transiluminaciones en arterias coronarias del ratón 
carente de δ-SG. La imagen superior muestra la cardiomiopatía dilatada en el ratón 
carente de δ-SG en comparación con el corazón del ratón silvestre. La imagen inferior 
muestra la presencia de constricciones en  las arterias coronarias del ratón carente de δ-SG 
en comparación con un ratón silvestre. Imagen tomada de Coral-Vázquez et al, Cell, 98, 
(1999) 465-474. 
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1.6. Complejos de proteínas asociadas a distrofina en balsas lipídicas 

En músculo estriado la proteína utrofina se asocia con la mayoría de las proteínas que 

conforman el DAPC excepto con la propia distrofina [90]. Esto genera UAPC localizados 

en regiones independientes al DAPC [91]. Su presencia en diferentes regiones de la 

membrana celular juega un papel fundamental en la señalización transmembrana. En MLV 

la composición del DAPC esta constituida por distrofina, los DG α- y β-,  y  por los SG ε-, 

β-, δ- y γ- o ζ-  además de SSPN [86-88].  Por otro lado, aunque utrofina esta presente, no 

se ha demostrado si interaccion con componentes del DAPC o si forma complejos UAPC. 

En músculo esquelético existe evidencia de su presencia en la unión neuromuscular (NM), 

en esta utrofina interacciona con agrina, el receptor de acetil colina y las DAPs, formando 

un UAPC, mientras que en el resto del sarcolema, un DAPC asociado a Grb2 por medio de 

β-DG y otro asociado a la enzima nNOS en dominios ricos en caveolina-3 (cav-3) [1]. Por 

otro lado, en músculo liso no vascular la proteína distrofina co-segrega con dominios en la 

membrana denominados balsas lipídicas; particularmente en aquellos conocidos como 

caveolas [92]. Esto sugiere la presencia de un DAPC en otras regiones del musculo liso no 

vascular independientes a los encontrados en las caveolas.  

      Las balsas lipídicas son dominios planares en la membrana que se enriquecen en 

contenido de colesterol y esfingolípidos [93]. Las caveolas o dominios caveolares 

representan un subtipo de balsa lipídica en forma de invaginación en la membrana 

plasmática (Figura 5) [94]. Estas entidades enriquecidas en colesterol y esfingolípidos se 

mueven lateralmente, sobre la superficie de la célula al tiempo que permiten el intercambio 

de proteínas y lípidos entre el dominio de la balsa y el medio ambiente circundante [93]. 
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Esta regulación dinámica facilita en la superficie de la célula la formación de plataformas 

de señalización. Las caveolinas son proteínas únicas de la caveola que proporcionan 

integridad estructural y actúan como un andamio de moléculas de señalización [95]. En 

MLV la isoforma especifica es caveolina-1 (cav-1) y sirve como un marcador bioquímico 

para la identificación de dominios caveolares. En músculo liso no vascular, esto se ha 

utilizado para describir la presencia de distrofina en las caveolas [92], no obstante en el 

caso de utrofina esto no se ha explorado. En arterias de modelos animales la presencia de 

isoformas largas de distrofina y utrofina en diferentes zonas del vaso [96] sugieren que 

ambas proteínas mantienen una distribución diferencial. Lo anterior, supone la presencia de 

complejos alternos de ambas proteínas en el MLV. 

1.7. Complejos de proteínas asociadas a utrofina y su posible participación en balsas 

lipídicas del musculo liso vascular 

En un estudio previo enfocado al análisis de la expresión del DAPC en arterias y venas de 

origen humano, nuestro grupo de trabajo determinó que en MLV y endotelio, utrofina 

colocalizaban con cav-1 [97]. Este hallazgo nos permitió reportar la presencia de un UAPC 

implicado en la señalización celular por su interacción con eNOS en balsas lipídicas del 

endotelio vascular [98]. Dado que, en el músculo liso no vascular, en el cual se expresan 

ambas proteínas (utrofina y distrofina), se ha demostrado que distrofina estructura un 

DAPC que regula la liberación de Ca2+ intracelular en el dominio caveolar [99], en MLV se 

ha propuesto la existencia de un complejo UAPC asociado a cav-1 en las balsa lipídicas del 

MLV.  Haciendo una analogía con el complejo descrito en el endotelio y que en las 

caveolas se modula la actividad enzimática de eNOS mediante su interacción con 

caveolina-1, en el presente trabajo nos planteamos la hipótesis sobre la existencia de un 
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complejo de proteínas asociado a utrofina capaz de modular la actividad enzimática de 

eNOS y su función vascular en balsas lipídicas del músculo liso de arteria umbilical 

humana (MLAUH). Debido a que su presencia y participación en la fisiopatología de la 

CMD en afecciones dependientes del complejo DAPC se desconocen, la caracterización y 

distribución membranal de este complejo en estos dominios podría contribuir al 

entendimiento de la fisiopatología del MLV en el desarrollo de CMD. 
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Figura 5. Representación esquemática de las balsas lipídicas en una membrana 
plasmática. Las balsas lipídicas en la membrana celular  constituyen distintas plataformas 
de señalización. Mientras que algunas son estructuras invaginadas (caveolas), otras son 
planas. En musculo estriado el DAPC está anclado a la caveola  y estabilizar las estructuras 
que interactúan con el citoesqueleto de actina, mientras que en otras balsas lipídicas 
interaccionan preferentemente con proteínas como canales iónicos o cadherinas para el 
anclaje al citoesqueleto de actina. Imagen tomada de Maguy A et al, Cardiovasc. Res, 69 
(2006) 798-807. 
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Capitulo 2 

Planteamiento de problema 

La cardiomiopatía dilatada es una enfermedad multifactorial que acompaña con frecuencia 

a la distrofia muscular de Duchenne/Becker y de cintura. Estas enfermedades se desarrollan 

a consecuencia de defectos o ausencia de los componentes del complejo de proteínas 

asociado a distrofina. En músculo liso vascular utrofina coexiste con distrofina y se postula 

que ambas proteínas forman complejos UAP/DAP independientes. No obstante, la 

presencia de un complejo UAP o formas alternativas de complejos UAP/DAP en el MLV 

no han sido descritas. Definir su papel y su participación en la fisiología del MLV abre una 

perspectiva relevante para el análisis de estas formas alternativas de complejo y 

comprender mejor su función. En un estudio previo identificamos la co-localización de 

utrofina con cav-1 en cortes transversales de vena umbilical humana. Dado que cav-1 es un 

componente esencial para la formación de dominios caveolares, esto nos estimuló a 

estudiar con mayor profundidad la probable existencia  de un complejo UAP y sus posibles 

formas alternas UAPC o DAPC en balsas lipídicas y explorar su relevancia fisiológica en 

células de músculo liso de arteria umbilical humana (MLAUH).  

 

.         
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Capitulo 3 

Hipótesis 

En MLV existe un complejo de proteínas asociado a utrofina que interacciona con cav-1 y 

se localiza en las balsas lipídicas de dominio caveolar. Este complejo se constituye de 

sarcoglicanos, distroglicanos e interacciona con la sintasa de óxido nítrico endotelial. 
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Capitulo 4 

Objetivos 

4.1. Objetivo general 

Determinar la presencia de proteínas asociadas a utrofina en balsas lipídicas y su posible 

participación en la regulación de la actividad enzimática de eNOS mediante ensayos de 

inmunofluorescenica, gradientes de flotación en sacarosa, co-inmunoprecipitación y 

ensayos de RNA de interferencia en cultivos primarios de células de músculo liso de arteria 

umbilical humana (MLAUH). 

 

4.2. Objetivos particulares 

! Generar y caracterizar cultivos primarios de células de músculo liso de arteria 

umbilical humana (MLAUH).  

! Identificar mediante inmunofluorescencia indirecta y ensayos de Western blot la 

presencia de componentes UAPC/DAPC y proteínas residentes de balsas lipídicas. 

! Evaluar mediante inmunofluorescencia indirecta la co-localización de utrofina y 

distrofina con respecto al gangliósido GM1 que es residente de balsas lipídicas.   

! Determinar por fraccionamiento celular en gradientes de flotación en sacarosa que 

proteínas estructuran un UAPC o DAPC en balsas lipídicas de dominio caveolar. 

! Evaluar mediante ensayos de co-inmunoprecipitación recíproca la interacción de los 

componentes UAPC o DAPC  y su asociación con proteínas residentes de balsas 

lipídicas, además de identificar su posible interacción con eNOS. 
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! Evaluar la posible participación del complejo descrito, en la función vascular del 

MLAUH mediante ensayos de RNA de interferencia para α-/β-DG sometido a un 

estímulo químico con bradicinina 1uM. 
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Capítulo 5 

Material y Métodos 

5.1. Consideraciones éticas 

El manejo del material biológico  para el desarrollo de este estudio se aprobó por el Comité 

Institucional de Ética e Investigación del Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional 

Siglo XXI del IMSS y del Hospital Centro Médico Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE. 

5.2. Material Biológico  

El material biológico utilizado fueron segmentos de cordón umbilical humano 

proporcionados por el Servicio de Ginecología y Obstetricia del Hospital Luis Castelazo 

Ayala del IMSS y del Hospital General Xoco de la Secretaría de Salud del Distrito Federal.  

Las muestras de cordón umbilical de recién nacidos vivos se obtuvieron de embarazos 

normales a termino inmediatamente después del nacimiento. Para su traslado y disección, 

las muestras de entre 10 y 15 cm de longitud se colocaron en una solución al 0.9% de NaCl 

mas una mezcla al 2 % de antibiótico-antimicótico (Gibco-BRL Rockville MD, USA). 

5.3. Cultivo primario de MLAUH 

Para generar el cultivo primario, las arterias umbilicales fueron identificadas y removidas 

del cordón umbilical. Posteriormente, se lavaron tres veces en una solución balanceada de 

Hank´s mas una mezcla al 2 % de antibiótico-antimicótico (Gibco-BRL Rockville MD, 

USA). Mediante digestión enzimática se eliminó el endotelio vascular y con ayuda de un 

bisturí y sin perder la luz del vaso, se disectaron pequeñas piezas de 3 a 5 mm de área de 
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arteria umbilical (explantes) [100]. Los explantes se colocaron sobre platos de cultivo 

celular de 100 mm de diámetro (aproximadamente 20 por plato) orientados con la luz del 

vaso sobre el plato de cultivo. Subsecuentemente,  los explantes se cubrieron con seis ml de 

medio basal para músculo liso vascular (SmBm/SmGM-2 SingleQuot Kit, Lonza 

Walkersville, MD USA) suplementado con 15% de suero fetal bovino (Lonza) e incubados 

a 37°C con 5% CO2. Las células de MLAUH en confluencia generadas a partir del explante 

(semana cuatro) se colectaron mediante el uso de tripsina y centrifugación a 1000 x g por 

10 minutos. Finalmente, se resuspendieron en medio de músculo liso vascular e incubaron a  

37°C con 5% CO2. Los análisis realizados se hicieron entre los pases 3 y 4 del cultivo 

primario de MLAUH.  

5.4. Caracterización de cultivo celular 

Las células de MLAUH se caracterizaron mediante ensayos de inmunofluorescencia 

indirecta utilizando como marcador especifico α-SMA (clona asm1; Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). Adicionalmente, mediante ensayos de Western blot utilizando 

marcadores específicos para endotelio (CD31) y fibroblastos (Fibronectina) se demostró la 

especificidad y pureza del cultivo. Típicamente estos ensayos fueron realizados entre los 

pases 8 y 10  del cultivo primario de MLAUH. 

5.5. Inmunofluorescencia indirecta  

Para determinar  de manera cualitativa, la presencia de miembros del complejo de proteínas 

asociados a utrofina/distrofina y de componentes de balsas lipídicas de dominio caveolar, 

caveolina-1/cavina-1 en el cultivo primario de MLAUH se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta en células sembradas sobre cubreobjetos cubiertos con 
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colágena previamente fijadas en metanol por 10 minutos a -20 °C. En esta condición, las 

células bloqueadas y permeadas en una solución de 2 % de BSA y 0.25 % de Tritón X-100 

en PBS durante una hora  se incubaron con anticuerpos primarios diluidos 1:100 en PBS-T 

durante toda la noche a 4 °C. Al término de este procedimiento, las células se lavaron 4 

veces en PBS-T por 10 minutos  y consecutivamente, se incubaron con anticuerpos 

secundarios (Cy3, Jackson Laboratories) en una dilución 1:200 en PBS-T durante una hora. 

Finalmente, se lavaron de nuevo en PBS-T y se colocaron sobre portaobjetos  utilizando 

medio de montaje para inmunofluorescencia (Vectasheal, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA).  

Para concluir, las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal (laser 

scanning Pascal-LSM 510, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) utilizando un objetivo con 

aceite de inmersión  63x/1.4 (Plan-Apochromat). Las imágenes adquiridas se procesaron y 

analizaron mediante el software Advanced Imaging Microscopy Release 4.0 (SP1) (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany). Como control negativo se realizó un marcaje con 

inmunoglobulinas (IgGs) no relevantes en lugar de los anticuerpos específicos.  

Adicionalmente, se efectuaron ensayos de doble marcaje con el uso de anticuerpos 

dirigidos contra utrofina y caveolina-1/cavina-1 seguidos de una incubación con 

anticuerpos secundarios (Cy3, Jackson Laboratories y Alexa 488, Molecular Probes, 

respectivamente) como  se describió con anterioridad.  
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5.6. Inmunofluorescencia indirecta CTB-Alexa 594 

Para definir si utrofina o distrofina co-localizaban con el gangliósido GM1 presente en las 

balsas lipídicas con o sin dominio caveolar realizamos ensayos de doble marcaje utilizando 

el método descrito en [101]. Para esto, 105 células de MLAUH se lavaron con PBS frio y se 

incubaron en presencia de 5 ug/ml de subunidad B de toxina colérica acoplada a un 

fluorocromo (CT-B Alexa 594) disuelta en medio DMEM/Hepes suplementado con 0.5 % 

de BSA durante 30 minutos a 4 °C. Después, las células se lavaron tres veces en medio 

DMEM/Hepes/BSA frio y se fijaron con metanol durante 10 minutos a -20 °C. Para 

permeabilizar la membrana, las células se lavaron tres veces en PBS-T por 10 minutos y se 

incubaron con 0.2% de Tritón X-100  en PBS durante 5 minutos. En seguida, se incubaron 

en solución bloqueadora ( 2.5% de BSA y 0.5% de gelatina en PBS) durante 1 hora a 

temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpo primario en una dilución 1:100 durante 

toda la noche a 4°C. Subsecuentemente, se lavaron tres veces en PBS-T por 10 minutos y 

se incubaron con anticuerpo secundario (Alexa 488, Molecular Probes) en una dilución 

1:200 durante 1 hora a temperatura ambiente. Al término de este procedimiento, las células 

se lavaron nuevamente, en PBS-T y se colocaron sobre portaobjetos, luego se recurrió  al 

medio de montaje para inmunofluorescencia (Vectasheal, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA). Al finalizar,  las preparaciones se procesaron y analizaron mediante microscopia 

confocal como se indica en la sección anterior. 

5.7. Separación de dominios membranales del MLAUH 

Para determinar la presencia de componentes pertenecientes al complejo de proteínas 

asociado a utrofina en las balsas lipídicas con o sin dominio caveolar se utilizó el método 
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previamente descrito en [102]. En este procedimiento las balsas lipídicas  y los dominios 

caveolares son aislados por su insolubilidad en tritón X-100 a partir de ultra centrifugación 

en gradientes de flotación en sacarosa. Para realizar esto, aproximadamente 107 millones de 

células se lavaron tres veces en PBS frio y subsecuentemente, se lisaron en un ml de buffer 

TNE (20 mmol/L Tris, pH 7.4, 140 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA) más 0.05% de Tritón 

X-100 suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas (Roche Applied Sciences). 

El lisado celular se homogenizó 20 veces a través de una jeringa de insulina y se centrifugó 

a 2000 rpm durante 5 min. El sobrenadante obtenido, sin núcleos ni restos celulares se 

incubó a 4°C con agitación constante durante 45 minutos y sucesivamente se mezcló con 1 

ml de sacarosa al 80% en buffer TNE frio. La mezcla se  colocó en el fondo de un tubo de 

ultracentrífuga (Beckman SW50.1) y enseguida le fue sobrepuesto 2 ml de sacarosa al 35% 

buffer TNE frio, 1 ml de sacarosa al 5% en buffer TNE frio e inmediatamente después se 

centrifugó a 130,000 x g durante 17 horas a 4°C. Al término de este procedimiento se 

colectaron 12 fracciones de 415 ul de la superficie del tubo hacia la base. Posteriormente, 

una alícuota de cada fracción se cuantificó, se mezcló con relación 3:1 con buffer de carga 

4X (Laemli loading simple buffer) y se eluyó en geles de electroforesis en gradiente de 3-

12% de dodecil sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE). Finalmente, las 12 fracciones se 

electrotransfirieron y analizaron mediante ensayos de Dot Blot y Western Blot con  

marcadores de dominios membranales y de miembros del complejo distrofina/utrofina. 

5.8. Co-Inmunoprecipitación Reciproca  

Para demostrar si los componentes del complejo de proteínas asociadas a utrofina 

interactuaban con caveolina-1 se analizaron extractos de proteína total de células de 

MLAUH mediante ensayos de co-inmunoprecipitación recíproca. Para realizar este 
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procedimiento los cultivos celulares se homogenizaron en  buffer no desnaturalizante (0.5% 

Triton X-100, 50 mmol/L Tris-HCl pH7.4, 0.15 mol/L NaCl, 0.5 mmol/L EDTA) 

suplementado con un coctel de inhibidores de proteasa y fosfatasa. A partir, de un sistema 

de inmunoprecipitación que sedimenta micro esferas metálicas recubiertas de proteína G 

(Dynabeads Protein G, Invitrogen) se lavaron tres veces 50 ul de micro esferas con 500 ul 

de buffer de citrato pH 5, durante 5 minutos. Luego, las micro esferas se incubaron con 2 

ug de anticuerpo primario (utrofina, caveolina-1, flotillina-1 o PKG 1) en un volumen total 

de 50 ul de PBS-T a 4°C con agitación constante durante una hora. El inmunocomplejo 

formado (anticuerpo primario-micro esferas) se lavó tres veces con 500 ul de buffer de 

citrato pH 5 e inmediatamente, después se incubó a 4°C en agitación constante durante dos 

horas con 50 ul de extracto de proteína total previamente, lavado. Al término de esta 

incubación, el inmunocomplejo se lavó tres veces con 500 ul de PBS-T y el sobrenadante 

obtenido se almacenó a -80 °C. Las proteínas inmunoprecipitadas, el sobrenadante y lisado 

celular (input) se mezclaron con relación 3:1 con buffer de carga 4X (Laemli loading 

simple buffer). Finalmente,  se eluyeron en geles de electroforesis en gradiente de 3-12% de 

dodecil sulfato de poliacrilamida (SDS-PAGE), se electrotransfirieron y analizaron 

mediante ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos dirigidos en contra de miembros 

del complejo distrofina/utrofina. Como control negativo incluimos dos ensayos co-

inmunoprecipitación; en el primero utilizamos un anticuerpo monoclonal irrelevante 

acoplado a las micro esferas metálicas y en el segundo utilizamos buffer de lisis en lugar 

del lisado celular.  

Con respecto, a los ensayos de RNA de interferencia las proteínas inmunoprecipitadas y el 

sobrenadante del lisado celular obtenidos de células estimuladas con el RNA de 
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interferencia para α/β-DG, el RNA aleatorio y el input, se analizaron mediante ensayos de 

Western Blot utilizando anticuerpos en contra de la enzima óxido nítrico sintasa (eNOS), de 

la forma fosforilada (eNOS/Ser117), de la proteína cinasa dependiente de GMP Cíclico tipo 

1 (PKG 1), de la fosfoproteína estimulada por vasodilatadores (VASP) y de la forma 

fosforilada (VASP/Ser239).   

5.9. Western blot 

Para analizar la presencia de miembros del complejo de proteínas asociados a 

utrofina/distrofina y de componentes de balsas lipídicas con dominio caveolar, caveolina-

1/cavina-1 en el cultivo de MLAUH se analizaron extractos de proteína total mediante 

ensayos de Western blot. Para este procedimiento, las células en cultivo primario se 

homogenizaron en 50 ul de buffer de lisis (1% Triton X-100, 20 mmol/L Tris, 140 mmol/L 

NaCl, 2 mmol/L EDTA, and 0.1% SDS) suplementado con un cóctel de inhibidores de 

proteasa (Roche). El lisado celular obtenido se hizo pasar a través de una aguja de insulina 

durante 5 veces, se sonicó por 30 minutos a 4°C y subsecuentemente, se centrifugó a 12000 

x g durante 10 minutos. El contenido total de proteína se cuantificó mediante el método de 

Bradford (Bio-Rad) y se almacenó a -80°C hasta el momento de su uso. Posteriormente, se 

corrieron 40 ug de proteína mezclados con relación 3:1 con buffer de carga 4X (Laemli 

loading simple buffer) en geles en gradiente del 2-13% de acrilamida a 80 Volts durante 

una hora y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa a 350 mA durante tres 

horas. Inmediatamente, cada membrana se incubó por una hora en solución bloqueadora 

(5% de leche baja en grasa en PBS mas 0.1% Tween 20 [PBS-T])  seguida de una 

incubación con anticuerpos primarios en una dilución en rango de 1:100 a 1:1000 en PBS-T 
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más 5% de leche durante toda la noche a 4 °C. Consecutivamente, las membranas se 

lavaron cuatro veces durante 10 minutos en PBS-T e incubaron con anticuerpos 

secundarios-HRP a una dilución 1:5000 en PBS-T durante una hora a temperatura 

ambiente. Finalmente, las membranas se lavaron nuevamente en PBS-T e inmediatamente 

mediante el uso de un kit de detección de quimioluminiscencia (Thermo scientific, 

Rockford, Illinois, USA), placas radiográficas y soluciones de revelado, se detectó sobre la 

membrana la presencia  de proteínas. 

5.10. Dot Blot CTB-HRP 

Para identificar las fracciones enriquecidas en las balsas lipídicas con y sin dominio 

caveolar separadas mediante gradientes de sacarosa se utilizó la subunidad B de la toxina 

colérica acoplada a peroxidasa (CT-B-HRP) que reconoce el gangliósido GM1 en balsas 

lipídicas y dominios caveolares. Para llevar a cabo esta detección, se colocó sobre una 

membrana de nitrocelulosa 10 ul de cada fracción. Posteriormente, la membrana se incubó 

por una hora en solución bloqueadora (5% de leche baja en grasa en PBS más 0.1% Tween 

20 [PBS-T])  y se incubo en una concentración de 0.25 mg/ml en solución bloqueadora CT-

B-HRP durante toda la noche a 4 °C. Finalmente, la membrana se lavó tres veces durante 

15 min en PBS-T e inmediatamente, mediante el uso de un kit de detección de 

quimioluminiscencia (Thermo scientific, Rockford, Illinois, USA) se detectó la presencia 

del gangliósido GM1 como se describe en la sección anterior. 
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5.11. Ensayos de RNA de Interferencia  

Para definir el papel fisiológico del complejo de proteínas asociado a utrofina en el 

MLAUH en cultivo, se bloqueó el RNA mensajero de α/β-DG y se midió el nivel de óxido 

nítrico. Para evaluar esto, en una placa de cultivo de seis pozos se sembraron alícuotas de  2 

x 105 células. Después, utilizando un sistema de RNA de Interferencia (siRNA reagent 

system, Santa Cruz Biotecnology, sc-45064, 43488) las células en cultivo se transfectaron 

con una mezcla de tres siRNAs específicos en contra del precursor de α/β-DG o con un 

siRNA aleatorio (-siRNA) en medio reducido en SFB durante 7 horas. Después, de 7 horas 

de incubación la mezcla de transfección fue removida y remplazada por medio DMEM 

suplementado con 5% de SFB más 1%de una mezcla de antibiótico-antimicótico e incubada 

durante 72 horas [103].  Posteriormente, las células transfectadas se incubaron en medio 

DMEM sin rojo de fenol ni SFB durante 6 horas y se estimularon con 1 uM de Bradicinina 

durante 15 minutos. Finalmente, los niveles de óxido nítrico se midieron en el sobrenadante 

de las placas de cultivo y los lisados celulares analizados mediante ensayos de Western blot 

utilizando anticuerpos contra la enzima eNOS y efectores de la vía de señalización de GMP 

cíclico. 

5.12. Cuantificación de niveles de Óxido Nítrico 

Para evaluar los niveles de óxido nítrico (NO) en el cultivo primario de MLAUH se utilizó 

el método de Greiss como se describe en [98]. Inmediatamente, después de efectuar el 

estímulo con 1 uM de Bradicinina los sobrenadantes de células transfectadas con siRNA 

para α/β-DG, el del siRNA aleatorio (-siRNA) y el control (Input) se incubaron con 

volúmenes iguales de reactivo de Greiss (0.8% de sulfanilamida y 0.05% de dihidrocloruro 



	   Carlos	  Palma	  Flores	  

	   	   	  
	  

	  
	  

51	  
	  

	   	  

de N-1- naftiletilendiamina  [NED] en 1N de ácido acético) durante 30  minutos a 

temperatura ambiente. Al finalizar, mediante una curva estándar de NaNO2 y 

espectrofotometría a 540 nm se midió la producción de nitratos utilizando un lector de 

placas de ELISA (Labsystems Multiskan Plus, Conquer Scientific). 

5.13. Anticuerpos 

Los anticuerpos empleados para el estudio se almacenaron y utilizaron según las 

especificaciones de cada fabricante. Utrofina (UTR) (H300), β-DG (C-20), ε-SG (C-17), 

enzima óxido nítrico sintasa (eNOS) (NOS3 N-20) y proteína quinasa dependiente de GMP 

Cíclico tipo 1 (PKG 1) (cGK1α/β, E-1) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology, Inc.; 

fosfo eNOS (se1177) eNOS (9572), flotillina-1 (3253), fosfoproteína estimulada por 

vasodilatadores (VASP, 9A2) y de la forma fosforilada (VASP/Ser239) de Cell Signalling; 

distrofina (Dys) (Rod domain), β-SG (βSARC/5B1) y δ-SG (δSARC3/12C1) de Vector 

Laboratories; caveolina-1 (cav-1) (2297/caveolin-1) y PTRF (polymerase I and transcript 

reléase factor; cavin-1) (4/PTRF) de Transduction Laboratories BD Biosciences. En el caso 

de SSPN y DP71, estos fueron un generoso préstamo de los Dres. Rachelle H. Crosbie y 

Bulmaro Cisneros, respectivamente, mientras que δ-SG3 se obtuvo como se refiere en 

[104]. Anticuerpos conjugados Alexa-488 y CT-B Alexa-594 (C-34777) se obtuvieron de 

Molecular Probes (Invitrogen). 
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Capitulo 6 

Resultados 

6.1. Caracterización del cultivo primario de células de MLAUH. 

Para verificar que la población predominante en el cultivo primario de arteria umbilical 

humana (Figura 6 A) correspondía a músculo liso vascular, se realizaron ensayos de 

inmunofluorescencia  indirecta utilizando como marcador especifico α-actina de músculo 

liso (α-SMA). Mediante este análisis, se observó que más del 99% de las células en cultivo 

dieron señal  positiva para esta inmunotinción (Figura 6 B). En el caso del control negativo 

de α-SMA, CD31(endotelio) y fibronectina (fibroblastos) no mostraron inmunotinción 

(dato no mostrado). Después, mediante ensayos de Western Blot en los extractos celulares 

se observó la presencia de α-SMA y no CD31, ni fibronectina (Figura 6 C). Finalmente, a 

través de microscopia óptica se observó en el cultivo, las características morfológicas del 

MLV. Estas incluyen la formación de células fusiformes y alargadas, distribuidas en filas 

paralelas y superpuestas (figura 6 A). En conjunto estos datos, confirman la especificidad y 

pureza del cultivo primario de MLAUH 
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Figura 6. Caracterización del cultivo celular primario de MLAUH mediante ensayos 
de inmunofluorescencia indirecta y Western blot. (A) Cultivo primario derivado de 
explantes de arteria umbilical. (B) Cultivos primarios inmunomarcados con α-actina de 
musculo liso  (α-SMA) usando el fluorocromo Alexa 488. El análisis mediante este ensayo 
muestra que más del 99% de las células dieron señal positiva para este marcador. Núcleos 
marcados con DAPI (C) Extractos de proteína total de MLAUH (1), HUVEC (2), Hep-G2 
(3) y fibroblastos analizados mediante ensayos de Western Blot usando anticuerpos contra 
α-SMA, CD31 y fibronectina. En este caso, el  análisis muestra la presencia de α-SMA y la 
ausencia de CD31 y Fibronectina. Como control negativo se utilizó el extracto de células 
Hep-G2 mientras que como control de carga la inmunodetección de GAPDH.  
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6.2. Presencia de miembros del complejo de proteínas asociadas a distrofina/utrofina 

en células de MLAUH. 

Para determinar cualitativamente la presencia de los componentes UAPC/DAPC en el 

cultivo de MLAUH, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta y microscopia 

confocal. En este caso, el análisis con el fluorocromo Cy3 (rojo) determinó la presencia de 

distrofina, Dp71, β-SG, δ-SG, δ-SG3 y SSPN mientras que con Alexa 488 (verde) utrofina, 

 β-DG, ε-SG y α-SMA (Figura 7 A). Por otro lado, mediante ensayos de Western blot en 

extractos de proteína total se identificó la presencia de distrofina, utrofina, Dp71, β-DG, ε-

SG, β-SG, δ-SG, δ-SG3, SSPN y α-SMA (Figura 7 B). La presencia de estas proteínas fue 

consistente con los datos previamente, reportados en [97].  De forma adicional,  mediante 

ambos análisis se observó la presencia de cav-1 y cavina-1, dos componentes esenciales 

para la biogénesis y función de dominios caveolares [94] (Figura 7 A y B). 
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Figura 7. Detección de miembros del complejo DAP, utrofina, α-SMA, cav-1 y cavina-
1 en cultivos primarios de MLAUH. (A) Cultivos primarios de MLAUH analizados 
mediante inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal con fluorocromos Cy3 
(rojo) y Alexa 488 (verde). El panel de imágenes muestra con Cy3 la presencia de 
distrofina (Dys), la isoforma de 71kDa de distrofina (Dp71), beta sarcoglicano (β-SG), 
delta sarcoglicano (δ-SG), la isoforma de 17KDa de delta sarcoglicano (δ-SG3), y 
sarcospan (SSPN) mientras que con Alexa 488 la presencia de utrofina (Utr), beta 
distroglicano (β-DG), épsilon sarcoglicano (ε-SG), α-SMA, caveolina-1 (cav-1) y cavina-1. 
Núcleos marcados con DAP1. (B) Extractos de proteína total (E) de células de MLAUH 
analizados mediante ensayos de Western blot usando anticuerpos contra miembros del 
complejo DAP, utrofina, α-SMA, cav-1 y cavina-1 confirman la presencia de las proteínas 
inmunomarcadas en (A). Como control negativo (-) se analizaron extractos de proteína total 
sin anticuerpo primario. La inmunodetección de GAPDH fue utilizada como control de 
carga. 
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6.3. Co-localización parcial de utrofina con marcadores de balsas lipídicas y de 

dominios caveolares en células de MLAUH.  

Para investigar la localización de utrofina o distrofina en balsas lipídicas y los dominios 

caveolares del MLAUH se realizaron análisis de doble inmunofluorescencia indirecta 

valiéndose del gangliósido GM1 como marcador especifico. Dado que, en ambos dominios 

se encuentra presente el gangliósido GM1, el cual se detecta con la subunidad B de la 

toxina colérica (CT-B) [101,105], en este ensayo se recurrió a  este marcador conjugado al 

fluorocromo Alexa 595 (Rojo) para identificar su co-localización. Mediante microscopia 

confocal, el análisis de las imágenes reveló una extensa co-localización de utrofina con el 

marcador GM1 (Figura 8 A Utr/CT-B). En contraste, distrofina no se observó co-localizada 

con este marcador (Figura 8 A Dys/CT-B). A través de la amplificación de estas imágenes, 

se observó claramente que utrofina y no distrofina co-localizaba con el gangliósido GM1 

(Figura 8 A  * Utr y * Dys). Además, se determinó la relación de este marcador con otros 

miembros del posible complejo UAP. En este caso, se detectó una parcial co-localización 

de β-DG, ε-SG y α-SMA con el gangliósido GM1 (Figura 8 B). Con la amplificación de 

los recuadros, se observó con mayor detalle la co-localización parcial de estas proteínas con 

el gangliósido GM1 en forma de puntos a lo largo de la membrana celular (Figura 8 B  * β-

DG, * ε-SG y  * α-SMA).  

Debido a que, el gangliósido GM1 es un marcador de caveolas y de balsas lipídicas, se 

realizó, realizamos un segundo marcaje entre utrofina y dos marcadores de dominios 

caveolares, caveolina-1 y cavina-1. Mediante este análisis, se observó una clara co-

localización de utrofina con caveolina-1 y cavina-1 en diferentes áreas de la membrana 
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celular (Figura 9 Utr/cav-1 y Utr/cavin-1). A través dela amplificación de los recuadros en 

ambas imágenes, se determinó con mayor claridad la presencia de estas proteínas sobre la 

membrana (Figura 9 * cav-1 y * cavin-1). Estos resultados sugieren fuertemente, que 

utrofina y ciertos miembros del posible UAPC pueden estar formando un complejo en los 

dominios caveolares y balsas lipídicas. 
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Figura 8. Co-localización de utrofina y miembros del DAPC con el gangliósido GM1 
en el sarcolema de células de MLAUH. Cultivos primarios de MLAUH inmunomarcados 
con la subunidad B de la toxina colérica (CT-B) conjugada al fluorocromo Alexa 594 (rojo) 
que reconoce al gangliósido GM1. (A) Células incubadas con anticuerpos contra  utrofina 
(Utr) o distrofina (Dys) e inmunomarcadas con Alexa 488 (verde). La sobre posición de 
señales mediante microscopia confocal revela que Utr (Utr/CT-B) y no Dys (Dys/CT-B) 
co-localiza con el gangliósido GM1. Las amplificaciones de ambos recuadros muestran con 
mayor claridad la co-localización de Utr con el gangliósido GM1(*). (B) Células incubadas 
con anticuerpos contra β-distroglicano (β-DG), ε-sarcoglicano (ε-SG) y α-actina de 
musculo liso (α-SMA) inmunomarcadas con Alexa 488. La sobreposición de señal muestra 
la co-localización de las tres proteínas con el gangliósido GM1. Las amplificaciones de los 
recuadros muestran a mayor detalle la sobreposición de señal (*). Núcleos marcados con 
DAP1.  

 

 

 

 

Figura 9. Co-localización de utrofina con cav-1 y cavina-1 en el sarcolema de células 
de MLAUH. Cultivos primarios de MLAUH inmunomarcados doblemente, con 
anticuerpos contra Utr/cavina-1 y Utr/cav-1 usando los fluorocromos Alexa 488 (verde) y 
Cy3 (rojo). La sobre posición de señales mediante microscopia confocal revela que utrofina 
co-localiza con cavina-1 y cav-1 (Utr/cavina-1 y Utr/cav-1, respectivamente). La 
amplificaciones de imágenes muestra con mayor claridad la co-localización sobre el 
sarcolema (*). Núcleos marcados con DAP1.  
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6.4. Co-fraccionamiento parcial de miembros del complejo de proteínas asociadas a 

utrofina en balsas lipídicas y dominios caveolares de células de MLAUH. 

Cav-1 y cavina-1 son dos componentes esenciales de los dominios caveolares. Los 

dominios caveolares son balsas lipídicas especializadas, las cuales forman invaginaciones 

en la membrana celular y están enriquecidas en colesterol y esfingolípidos [93,94]. Estos 

dominios juegan un papel importante en el transporte, traducción, mecanoseñalización y 

regulación de lípidos [95]. Por otra parte, las flotilinas son proteínas presentes en las balsas 

lipídicas de la membrana plasmática pero no constituyen dominios caveolares [106].  

Para confirmar si en estos dominios se localizaban físicamente proteínas del UAPC, 

realizamos un fraccionamiento celular del MLAUH a través de gradientes de flotación en 

sacarosa. Mediante este procedimiento, se aislaron fracciones (Fx) ricas en membranas 

insolubles en Tritón X-100 con alto contenido en colesterol y esfingolípidos. Inicialmente, 

la pureza de las fracciones del gradiente se determinó mediante ensayos de Dot Blot 

utilizando el conjugado CT-B-HRP que se une al gangliósido GM1 presente en las balsas 

lipídicas. A partir de este ensayo, se observó un enriquecimiento del gangliósido GM1 en 

las fracciones menos densas del gradiente (Figura 10 A Fx 3-5). Posteriormente, se 

determinó la presencia de los componentes UAPC/DAPC en las fracciones del gradiente 

mediante ensayos de Western blot. A través de este procedimiento, se determinó que 

utrofina,  β-DG, ε-SG, α-SMA y eNOS co-fraccionan con cav-1, flotilina-1 y cavina-1 así 

como también con el gangliósido GM1 (Figura 10 A Fx 3-5). Este resultado fue consistente 

con aquellos resultados obtenidos mediante ensayos de doble inmunofluorescencia con cav-

1 y cavina-1. Este resultado confirmó la existencia de un UAPC en balsas lipídicas con 
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dominios caveolares del MLAUH. Por el contrario, con la presencia de distrofina, DP71, β-

SG, δ-SG, δ-SG3 y SSPN en las fracciones más densas del gradiente (Figura 10 A Fx 8-12) 

en conjunto con utrofina, β-DG, ε-SG y cavina-1 se demostró la existencia de posibles 

complejos alternos  UAPC/DAPC en otros sitios de la membrana celular.  

Además, mediante ensayos de Western blot  en fracciones de gradiente obtenidas a partir de 

membranas purificadas de la arteria umbilical (Tejido) [107], se observó en las fracciones 

menos densas del gradiente la misma distribución de las proteínas detectadas en el 

fraccionamiento celular a partir del cultivo primario. En este caso, el análisis mediante 

Western blot determinó la presencia de utrofina,  β-DG, ε-SG, α-SMA, eNOS, cav-1 y 

cavina-1 en las fracciones menos densas del gradiente (Figura 10 B Fx 3-5). Este resultado 

corrobora la presencia del UAPC en balsas lipídicas y dominios caveolares del MLAUH. 
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Figura 10. Detección de los componentes UAPC en los dominios caveolares y balsas 
lipídicas del MLAUH. Lisados de cultivos primarios o membranas purificadas de 
MLAUH fueron sometidos a gradientes de flotación en sacarosa para obtener dominios 
caveolares  y balsas lipídicas como se describe en material y métodos. (A) Ensayos de 
Western blot sobre Fracciones (Fx) obtenidas de homogenados celulares usando 
anticuerpos contra distrofina (Dys), utrofina (Utr), la isoforma de 71kDa de distrofina 
(Dp71), beta distroglicano (β-DG), épsilon, beta, delta sarcoglicano (ε- ,β- y δ-SG), la 
isoforma de 17 KDa de delta sarcoglicano (δ-SG3), sarcospan (SSPN), α-SMA, la enzima 
oxido nítrico sintasa (eNOS), flotillina-1 (Flot-1), caveolina-1 (cav-1) y cavina-1. El 
análisis mediante  este ensayo revela la co-fracción de una pequeña cantidad de utrofina,  β-
DG, ε-SG, α-SMA y eNOS con cav-1 y cavina-1 en las Fx 3-5. Por su parte el ensayo de 
Dot Blot con CT-B-HRP muestra la presencia del gangliósido GM1 en las Fx 3-5 que 
contienen cav-1. (B) Ensayos de Western blot sobre Fx obtenidas a partir de membranas 
purificadas. El análisis de estas Fx revela la co-fracción de las proteínas inmunodetectadas 
en (A). Así mismo el ensayo de Dot Blot revela la presencia del gangliósido GM1 en Fx 3-
5. Las Fx 1 y 2 fueron descartadas debido a la ausencia de proteína en cada Fx. 
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6.5. Interacción de componentes UAPC y cav-1 en células de MLAUH. 

Para evaluar si los componentes del UAPC interactúan con caveolina-1 en el MLAUH se 

analizaron mediante ensayos de co-inmunoprecipitación reciproca, utilizando anticuerpos 

contra utrofina y cav-1, extractos de proteínas totales de células en cultivo (Figura 11). El 

análisis de las proteínas inmunoprecipitadas mediante ensayos de Western blot reveló la 

presencia de utrofina,  β-DG, ε-SG, α-SMA, eNOS y cav-1 (Figura 11 A). Este resultado, 

demostró la interacción entre componentes del UAPC y cav-1, el mayor componente 

estructural de los dominios caveolares [108]. También este ensayo reveló la interacción 

entre cav-1 y/o utrofina con cavina-1, otro componente esencial en la formación de 

dominios caveolares [109]. Con respecto a distrofina, esta proteína se detectó sólo en el 

sobrenadante de ambos ensayos de co-inmunoprecipitación (Figura 11 A). Finalmente, 

todos estos resultados sugieren la presencia de un UAPC conformado por utrofina,  β-DG, 

ε-SG, α-SMA, eNOS, cav-1 y cavina-1 en dominios caveolares del MLAUH (Figura 13).  

Asimismo, para demostrar si este complejo también se encontraba presente en balsas 

lipídicas no caveolares realizamos una segunda co-inmunoprecipitación usando anticuerpos 

contra flotilina-1. En este caso,  no se detectó la presencia de utrofina o β-DG en los 

ensayos de Western blot de proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo flotillina-1 

(Figura 11 B). Por su parte, el control negativo (esferas no conjugadas con anticuerpos o 

IgG irrelevante) confirmó lo anterior,  ya que no mostró la presencia de proteínas en el 

análisis mediante Western blot (Figura 11 C).  
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Figura 11. Interacción entre componentes del UAPC y caveolina-1 (Cav-1) en células 
de MLAUH. (A) Co-inmunoprecipitación (Co-Ip) reciproca en lisados prelavados (E) 
usando anticuerpos contra caveolina-1 (cav-1) o utrofina (Utr). Lisados celulares (Input), 
sobrenadantes (S) y proteínas co-inmunoprecipitadas (Ip) fueron analizadas mediante 
ensayos de Western blot usando anticuerpos contra distrofina (Dys), Utrofina (Utr), beta 
distroglicano (β-DG), épsilon-sarcoglicano (ε-SG), α-actina de musculo liso (α-SMA), la 
enzima óxido nítrico sintasa (eNOS), caveolina-1 y cavina-1. El análisis de la co-Ip revela 
la interacción entre Utr, β-DG, ε-SG, α-SMA, eNOS, cav-1 y cavina-1. La presencia de 
Dys en el Input y S de ambas co-Ip demuestra que Utr y no Dys interacciona con cav-1. (B) 
Co-Ip en (E) usando anticuerpos contra flotilina-1 (Flot-1). S y proteínas IP analizadas 
mediante ensayos de Western blot muestran la presencia de Utr y β-DG solo en S. La 
ausencia de ambas proteínas en Ip revela que flotilina-1 no interacciona con componentes 
del UAPC. Los asteriscos  (*) mostrados en (A) corresponden a la inmunodetección de la 
cadena ligera y pesada de las inmunoglobulinas usadas en el ensayo (C) Control negativo; 
esferas no conjugadas y co-Ip con IgG irrelevante.  
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6.6. Deficiencia de α/β-DG en células de MLAUH; Efecto de la perdida de α/β-DG en 

la síntesis de óxido nítrico, fosforilación de eNOS y vía de señalización de cGMP 

 En un estudio previo realizado en células endoteliales derivadas de la vena umbilical 

humana (HUVEC), se propuso que el UAPC descrito en dominios caveolares y balsas 

lipídicas podría tener una función mecanosensora capaz de controlar la actividad 

enzimática de eNOS [110]. Para definir el papel fisiológico del UAPC sobre eNOS en las 

balsas lipídicas del MLAUH lo que se hizo fue bloquear el RNA mensajero de α/β-DG 

mediante un sistema de RNA de interferencia. Subsecuentemente, la forma fosforilada de la 

enzima y los niveles de óxido nítrico fueron analizados bajo el estímulo de Bradicinina 

(BK). El análisis de estos resultados mostró que la deficiencia de α/β-DG (≈ 55%, Figura  

12 A) induce una reducción de la forma fosforilada de eNOS (eNOSpSer1177) en 

aproximadamente 35% (Figura 12 B), en comparación con (-) siRNA después de ser 

estimulados con 1uM de BK. En adición, la deficiencia α/β-DG bajo las mismas 

condiciones produjo la reducción en la síntesis de NO (≈ 20%, Figura 12 C).   

Por otra parte,  se sabe que el NO activa las guanilato ciclasas solubles y la síntesis de 

cGMP [111], así mismo, el incremento del cGMP celular activa a la proteína cínasa 

dependiente de GMP Cíclico tipo 1 (PKG 1) [112], la cual a su vez fosforila a la 

fosfoproteína estimulada por vasodilatadores (VASP) en la serina 239 [113]. Para evaluar, 

si la reducción en la síntesis de NO en las células bloqueadas con el siRNA para α/β-DG 

afectan la vía de transducción de señales de cGMP se llevaron a cabo ensayos de 

inmunoprecipitación utilizando anticuerpos contra la proteína PKG-1. El análisis de las 

proteínas inmunoprecipitadas, mediante ensayos de Western blot arrojó una reducción del ≈ 
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39% en la interacción de esta proteína con VASP en las células tratadas con el siRNA para 

α/β-DG (Figura 12 D). En consecuencia, este decremento mostró una reducción en los 

niveles de fosforilación de la proteína VASP (≈ 57%, Figura 12 E). 
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Figura 12. Deficiencia de α/β-DG en células de MLAUH; Reducción en la síntesis de 
óxido nítrico, la  fosforilación de eNOS  y la activación de efectores de la vía cGMP 
(A) Análisis mediante ensayos de Western blot de extractos de proteína total de células de 
MLAUH transfectadas con el siRNA para α/β-DG. El análisis densitométrico muestra la 
reducción en un 50% de α/β-DG en comparación con el control. (B) Determinación de NO 
en condiciones basales (control) o bajo el estímulo de Bradicinina (Bk) 1 uM durante 15 
minutos en células de MLAUH transfectadas con un siRNA irrelevante (-siRNA) o el 
siRNA para α/β-DG. (C) Análisis mediante ensayos de Western blot y densitometría de la 
forma no-fosforilada y fosforilada (p-eNOS) en extractos de proteína total de células 
transfectadas con un siRNA irrelevante o el siRNA para α/β-DG bajo el estimulo de Bk 1 
uM. (D) Ensayos de co-inmunoprecipitación con anticuerpos contra PKG-1 en extractos de 
proteína total de células de MLAUH transfectadas con un siRNA irrelevante o el siRNA 
para α/β-DG bajo el estimulo de Bk 1 uM. La presencia de VASP en las proteínas 
inmunoprecipitadas fue analizada mediante ensayos de Western blot y análisis  
densitométrico. (E) Análisis mediante ensayos de Western blot y densitometría de la forma 
no-fosforilada y fosforilada (p-VASP) en extractos de proteína total de células transfectadas 
con un siRNA irrelevante o el siRNA para α/β-DG bajo el estimulo de Bk 1 uM. Los datos 
se representan como la media del error estándar de tres experimentos independientes 
analizados con un pos hoc análisis ¨One Way Anova¨ and Tukey. * = P <0.05. ** = P 
<0.01. NS= Not Significant. 



	   Carlos	  Palma	  Flores	  

	   	   	  
	  

	  
	  

72	  
	  

	   	  

Capitulo 7 

Discusión 

En músculo estriado, distrofina y su ortólogo autosómico la proteína utrofina, anclan en la 

membrana al DAPC o UAPC. Estos complejos están constituidos por distrobrevinas, 

sintrofinas, distroglicanos y sarcoglicanos además de la proteína sarcospan [56]. 

Dependiendo del tejido y su ubicación subcelular, estos complejos difieren en el tipo de 

proteínas que los integran. [90, 91]. Ambos complejos unen a la matriz extracelular y a los 

filamentos de actina del citoesqueleto. Su principal función es proveer soporte y estabilidad 

a la membrana celular, durante los procesos de contracción y relajación muscular 

[114,115]. La presencia de complejos DAP en dominios caveolares, sugiere que estos 

complejos participan en la modulación de procesos de traducción de señales. Las caveolas o 

dominios caveolares representan un subtipo de balsa lipídica en la membrana plasmática. 

Estas entidades permiten el intercambio de proteínas y la regulación de moléculas señal 

entre el dominio de balsa y el medio ambiente circundante. En el músculo liso no vascular, 

se ha propuesto que el DAPC regula la liberación de Ca 2+ intracelular y participa en el 

anclaje de la caveola al citoesqueleto intracelular.  

Alteraciones en los genes que codifican para los sarcoglicanos β-, δ- y γ-, están asociadas 

con el desarrollo de DM y CMD [73-76]. En modelos murinos nulos de β- y δ- SG, se ha 

demostrado que la perturbación del complejo SG-SSPN en MLV origina el desarrollo de 

constricciones microvasculares en las arterias coronarias, diafragma y riñones [67,77,78]. 

Lo anterior destaca la importancia del DAPC músculo liso vascular. En MLV el DAPC, 

está constituido de un perfil especifico de proteínas, diferentes a las descritas en músculo 
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estriado [86-88],  y aunque algunos reportes describen la presencia de utrofina, no existe 

evidencia clara sobre su participación como parte de un potencial complejo. En modelos 

nulos de distrofina, utrofina restablece la función del musculo estriado [89], sin embargo en 

MLV no existen datos que demuestren este mecanismo ni la presencia de complejos UAP 

independientes a los descritos por distrofina.  

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo enfocados al análisis de la expresión del 

DAPC en arterias y venas de origen humano, demostraron que en MLV utrofina 

colocalizaba con cav-1 [97]. Con base en lo anteriormente señalado, en el presente estudio 

se investigó la existencia y localización de un complejo UAP en células de MLAUH. 

Inicialmente, la presencia de distrofina y utrofina así como de otros miembros del DAPC en 

MLAUH se identificó mediante ensayos de inmunofluorescencia y Western blot en 

conjunto con cav-1 y cavina-1. Aunque estos resultados, sugieren la presencia de un DAPC 

o UAPC en los dominios caveolares de la membrana plasmática, el análisis de doble 

inmunofluorescencia indirecta muestra que utrofina co-localiza con el marcador de balsas 

lipídicas, el gangliósido GM1. En músculo esquelético se ha observado que cav-3 co-

fracciona con la proteína distrofina y ciertos miembros del DAPC [116,117], sin embargo 

en MLV nuestros resultados de co-fraccionamiento celular y la co-inmunoprecipitación 

revelan la existencia de un complejo UAP constituido por utrofina, β-DG, ε-SG, α-SMA, 

eNOS, cav-1 y cavina-1. Dado que, las dos ultimas proteínas son componentes estructurales 

de los dominios caveolares [109,118], se ha propuesto que utrofina y no distrofina es la 

proteína que ancla los componentes DAPs  a la membrana del dominio caveolar.  
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Diversos reportes en músculo liso no vascular han demostrado que distrofina co-segrega 

con dominios en la membrana denominados balsas lipídicas; particularmente en aquellos 

conocidos como caveolas [92]. Su presencia en diferentes regiones de la membrana celular 

juega un papel fundamental en la señalización transmembrana. En músculo liso de vías 

aéreas, Sharma et al. [99], mediante los mismos procedimientos bioquímicos realizados en 

este estudio, demostró que distrofina co-segrega con β-DG en dominios ricos en cav-1, y 

mediante ensayos de co-inmunoprecipitación la interacción directa entre cavina-1  y β-DG. 

Adicionalmente ha propuesto que el DAPC descrito en el musculo de vías aéreas,  regula la 

liberación de Ca 2+ intracelular y participa en el anclaje de la caveola al citoesqueleto 

intracelular. Interesantemente, en la presente investigación, se ha demostrado que en el 

MLV utrofina -el homólogo autosómico de distrofina- es la proteína que estructura un 

complejo en la caveola vascular. Curiosamente, este complejo, conformado por utrofina,  β-

DG, ε-SG, α-SMA, eNOS, cav-1 y cavina-1 no incluye otros miembros importantes del 

DAPC, como lo son  β-SG, δ-SG, SSPN, así como las isoformas de distrofina y δ-SG 

[104,119] (Dp71 y δ-SG3 respectivamente). 

A este respecto, el grupo de investigación de la Dra. Crosbie-Watson, ha observado que la 

sobreexpresión de SSPN facilita el transporte del UAPC a la superficie celular en células de 

músculo esquelético [120].  En nuestro caso, no detectamos la presencia de SSPN como 

parte del UAPC descrito en los dominios caveolares del MLV. Por el contrario,  su 

presencia fue detectada en la membrana celular donde no hay balsas lipídicas. Esto permite 

especular que SSPN es un componente importante en el transporte y ubicación de otros 

complejos DAPC/UAPC, los cuales no interactúan con componentes de la balsa lipídica 
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como son las cavinas y caveolinas. Por ejemplo, en el músculo esquelético el DAPC 

muestra una clara diferencia en su patrón de distribución en comparación con el UAPC; 

mientras que el DAPC se encuentra a lo largo del todo sarcolema, el UAPC se acumula 

sólo en la unión neuromuscular y miotendinosa [89-91]. Del mismo modo, se ha reportado 

la presencia de DP71 y de miembros del DAPC en la envoltura nuclear [121]. Debido a 

que, nuestro análisis mediante Western Blot en las fracciones obtenidas del gradiente 

mostró la presencia de distrofina, utrofina y Dp71 en la membrana celular donde no hay 

balsas lipídicas, es muy probable la existencia de diversos complejos DAPC/UAPC con 

diferentes combinaciones de componentes DAPs o UAPs en las membranas celulares 

internas y externas del MLAUH. 

Un estudio que apoya esta idea es el realizado por Johnson, et al. [122,123] donde muestra 

la presencia de al menos tres combinaciones diferentes de complejos DAPs en músculo 

esquelético. Interesantemente, Johnson et al. [123] reportan que la composición de estos 

complejos cambia en función a su ubicación en la miofibrilla (membrana sináptica vs extra-

sináptica) o el estado de desarrollo de la fibra muscular (regeneración vs no regeneración). 

Esto propone que hay mecanismos  utilizados por las células que regulan la inclusión o 

exclusión  temporal y espacial de las proteínas específicas del UAPC o DAPC [123].  

La descripción de nuevos componentes DAPC en el músculo esquelético del diafragma que 

se expresan en el cuádriceps y que no interaccionan con distrofina o utrofina demuestran 

que estos complejos varían en composición [122]. En nuestro caso, hemos encontrado que 

cav-1, cavina-1 y  eNOS interacciona con utrofina y no con distrofina. Interesantemente 

desde que ambas proteínas sirven como un andamio estructural y de señalización, se ha 
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propuesto que, las diferencias funcionales entre ambos complejos surgen de las 

interacciones de proteínas especificas de cada tejido.  

Basándonos en el fraccionamiento subcelular de la membrana, la presencia del co-

fraccionamiento de distrofina y utrofina en conjunto con  δ-SG, β-SG, SSPN y de las 

isoformas δ-SG3 y Dp71 en las fracciones ausentes de balsas lipídicas sugiere la presencia 

de al menos dos complejos alternos  independientes al complejo descrito en las Balsas 

lipídicas. Además, la descripción de complejos con diferente composición en el sarcolema 

del músculo esquelético y su presencia  en las membranas del túbulo t y del retículo 

sarcoplásmico [24], demuestran que estas proteínas también pueden distribuirse en 

diferentes compartimentos. Estos datos, junto con nuestros resultados, ponen de manifiesto 

la diversidad de complejos DAPC/UAPC que  se pueden originar en distintos tipos 

celulares y aún en una misma célula. Esto es relevante, ya que cada complejo puede 

participar en distintas vías de señalización o en diversos procesos estructurales, de acuerdo 

a las necesidades de la célula. 

Las balsas lipídicas son dominios planares en la membrana plasmática, los cuales están 

enriquecidas en colesterol y esfingolípidos [93]. Las caveolas representan un subtipo de 

balsa lipídica en forma de invaginación. Su tamaño es altamente variable y contienen un 

gran numero de moléculas de señalización [94]. Cav-1 es una proteína clave para la 

formación de la caveola, y regula positivamente o negativamente diferentes vías de 

señalización mediante la interacción directa o indirecta con otras proteínas. En células 

endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) se ha descrito en dominios caveolares y 

no caveolares, la presencia de un complejo UAPC que regula y ancla a la membrana, a la 
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enzima eNOS  [110].  En MLV la presencia de esta enzima no se ha descrito, sin embargo 

existen datos que sugieren su presencia y proponen mecanismos que regulan la mitogénesis 

y proliferación celular del MLV [126,127]. Haciendo una analogía con lo descrito en 

células HUVEC, en la presente investigación se analizo la posible interacción de eNOS con 

el complejo UAPC. Sorprendentemente, en MLV se detectó la presencia de la enzima 

eNOS como parte del complejo UAPC. Adicionalmente, para definir el papel fisiológico de 

este complejo sobre eNOS en el MLAUH se bloqueo el RNA mensajero de α/β-DG y 

subsecuentemente,  se estímulo con bradicinina 1 uM. En este procedimiento, se observó 

que la deficiencia de α-/β- DG en las células del MLAUH indujo la reducción de la síntesis 

de NO y un decremento en la forma activa de la enzima después del tratamiento con 1 uM 

de BK (Figura 11 B y C). 

La enzima eNOS, responsable del incremento en la síntesis de oxido nítrico, juega un papel 

critico en el control del tono vascular y la agregación plaquetaria. La importancia del óxido 

nítrico generado por la enzima esta dada por la observación en ratones deficiente en eNOS 

que son hipertensos [111]. En MLV reciente evidencia sugiere que el óxido nítrico puede 

ejercer un efecto vasodilatador mediante dos mecanismos: a través de la activación de 

canales dependientes de Ca2+ y a partir de la activación de la enzima adenilato ciclasa.  

En este ultimo mecanismo, el óxido nítrico activa la enzima guanilato ciclasa e incrementa 

la síntesis de cGMP [111]. Esto a su vez activa a la proteína PKG 1 [112], y fosforila a la 

proteína VASP [113].  Interesantemente nuestras observaciones en los ensayos realizados 

mediante el bloqueo del siRNA para α/β-DG en el MLAUH muestran una reducción en la 

interacción de la proteína PKG1 con VASP y un decremento en la fosforilación de VASP 
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(p-Ser269). Esto demuestra que la falta de α/β-DG en el MLAUH afecta indirectamente la 

vía de transducción de señales de cGMP. En condiciones fisiológicas los miembros de la 

familia PKG se activan por el aumento de cGMP intracelular [111], y la forma activa de 

estas proteínas fosforilan a la proteína VASP en la serina 239 [112]. La activación de esta 

cascada de señales induce la activación plaquetaria  y la relajación del músculo liso. El 

decremento en la interacción de la proteína PKG1 con VASP supone un desajuste en la 

activación de este vía y la subsecuente reducción del efecto vasodilatador del oxido nítrico 

[124]. En adición, al papel fundamental que desempeña PKG, la activación de vías de 

señalización mediadas por PKG son importantes en procesos celulares incluidos la 

contractilidad cardíaca, la guía de axones, el crecimiento de hueso, la contracción del 

músculo liso intestinal y la disfunción eréctil [125]. Por otro lado, la producción de óxido 

nítrico en las células de MLV in vitro modula la mitogénesis y la proliferación celular 

mediante la activación de cGMP [126,127]. Así mismo, la inhibición de eNOS en MLV de 

modelos murinos aumenta la constricción de la arteria femoral [128]. Teniendo en cuenta 

todas estas observaciones, el UAPC descrito en la presente investigación, demuestra la 

importancia de su presencia en la actividad reguladora de la eNOS/cGMP (Figura 13) en el 

MLAUH. 
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Figura 13. Representación esquemática de modelo propuesto del UAPC descrito en 
balsas lipídicas y su papel fisiológico en células de MLAUH. El esquema señala la 
existencia de un UAPC en la caveola vascular constituido por utrofina, β -DG, ε -SG, α -
SMA, eNOS, cav-1 y cavin-1. La presencia de miembros del UAPC y DAPC en las 
fracciones mas densas del gradiente (Figura. 5 Fx 8-12) sugiere la existencia de complejos 
alternativos en otras regiones de la membrana. Bajo estimulo de Bradicinina (BK) la eNOS 
se disocia del complejo, se fosforila en la Ser 1177 e incrementa los niveles de oxido nítrico 
(NO). Esto promueve el incremento del cGMP intracelular lo cual activa a la proteína PKG 
que interacciona con el efector VASP. El resultado de esta interacción es la fosforilación de 
VASP en la Ser 239 y la activa mecanismos que regulan la función vascular.   
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Capitulo 8 

Conclusión 

En conclusión, nuestros resultados actuales confirman la existencia de un UAPC 

independiente de distrofina localizado en balsas lipídicas (dominios caveolares y balsas 

lipídicas no caveolares) de células de MLAUH. Este complejo está conformado por 

utrofina,  β-DG, ε-SG, α-SMA, eNOS, cav-1 y cavina-1, y participa en modulación de la 

actividad de eNOS/cGMP. 

 La presencia de varios componentes del DAPC/UAPC en la membrana celular en regiones 

donde no hay balsas lipídicas, sugieren la presencia hipotética de complejos alternos en 

membranas externas e internas del MLAUH. 

Su  identificación en regiones del sarcolema con diferente composición lipídica o en 

membranas internas como el retículo sarcoplásmico o la membrana nuclear contribuye a la 

comprensión de su papel en la fisiología del MLV y su posible participación en distintas 

patologías cardiovasculares. 
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Capitulo 9 

Perspectivas  

En el presente trabajo, se determinó la existencia de un complejo de proteínas asociado a 

utrofina y su participación en la regulación de la vía eNOS/cGMP en MLV. Dado que, la 

presencia de utrofina no sólo se restringe a las fracciones del gradiente enriquecidas en 

balsas lipídicas sino también en otras membranas donde distrofina esta presente, hemos 

comenzado a explorar la participación de estas proteínas en la formación de complejos 

independientes al descrito en las balsas lipídicas del MLAUH. 

Debido a que, la modulación la actividad de eNOS/cGMP depende de la presencia de α-/β- 

DG en el complejo, resulta importante analizar el efecto que esto causa en los complejos 

DAPC localizados en otros dominios. Lo anterior, se podría evaluar mediante RNA de 

interferencia una vez que se haya identificado presencia y composición de complejos 

independientes al UAPC identificado en este trabajo. 

Por otro lado, las evidencias aportadas con respecto a la presencia de la isoforma Dp71 y 

de δ-SG3 hacen interesante explorar su localización y papel como parte de estos complejos 

no sólo en el sarcolema sino también en membranas internas como el retículo 

sarcoplásmico o en la membrana nuclear. 

Para ello, hemos realizado un fraccionamiento subcelular mediante centrifugación 

diferencial con el que se ha obtenido el sarcolema y las membranas internas del MLV. En 

ambos casos se ha decidido explorar la presencia de estos complejos mediante 

espectrofotometría de masas y ensayos de co-inmunoprecipitación.  
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The dystrophin-associated protein complex (DAPC) is amultimeric complex that links the extracellularmatrix to
the actin cytoskeleton, and in some cases dystrophin can be substituted by its autosomal homologue utrophin to
form the utrophin-associated protein complex (UAPC). Both complexes maintain the stability of plasma mem-
brane during contraction process and play an important role in transmembrane signaling. Mutations inmembers
of the DAPC are associated with muscular dystrophy and dilated cardiomyopathy. In a previous study with
human umbilical cord vessels, we observed that utrophin colocalize with caveolin-1 (Cav-1) which proposed
the presence of UAPC in the plasmamembrane of vascular smoothmuscle (VSM). In the current study, we dem-
onstrated by immunofluorescence analysis, co-immunoprecipitation assays, and subcellular fractionation by su-
crose gradients, the existence of an UAPC in lipid raft domains of human umbilical artery smooth muscle cells
(HUASMC). This complex is constituted byutrophin,β-DG, ε-SG,α-smoothmuscle actin, Cav-1, endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) and cavin-1. It was also observed the presence of dystrophin, utrophin Dp71, β-SG, δ-SG,
δ-SG3 and sarcospan in non-lipid raft fractions. Furthermore, the knockdown ofα/β-DGwas associatedwith the
decrease in both the synthesis of nitric oxide (NO) and the presence of the phosphorylated (active) formof eNOS;
and with a reduction in the downstream activation of some cGMP signaling transduction pathway components.
Together these results show the presence of an UAPC complex in HUASMC that may participate in the activity
regulation of eNOS and in the vascular function.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Muscular dystrophies (MD) are caused by genetic alterations in sev-
eral components of the DAPC [1]. This complex is known as a large
multimeric complex of cytoskeletal and membrane-spanning proteins
composed by dystrophin, syntrophins, dystrobrevin, dystroglycans
(DG) (α- and β-), sarcoglycans (SG) (α-/ε-, β-, δ- and γ-/ζ-), and
sarcospan (SSPN) [2–5]. The DAPC serves as a molecular scaffold in
maintaining membrane stability, mechanotransduction signals during
contraction and relaxation process, and Ca2+ homeostasis [6–9]. Muta-
tion in the dystrophin gene causes Duchenne/Becker type muscular
dystrophy (DMD/BMD), whereas defects in α-, β-, γ- and δ- SG cause
limb girdle muscular dystrophy (LGMD 2D-F, respectively) [10–12].

Utrophin, the autosomic homologue of dystrophin, is an ubiquitous
protein found in striated and smooth muscle [13,14] as well as in non-
muscular tissues like brain, kidney and endothelial cells [15–17]. By
interacting with some DAPC members, utrophin can replace its homo-
logue dystrophin to form a UAPC [18]. In the dystrophin-deficient
mdxmouse, amodel of DMD, utrophin overexpression corrects the dys-
trophic phenotype, so that it has been proposed that utrophin may res-
cue the muscular functionality in DMD patients [19,20].

Several evidences have shown that patients with DMD/BMD and
LGMD 2C–F are accompanied by dilated cardiomyopathy (DCM)
[21–28]; which has been also observed in null mice models for β-,
δ- and γ- SG [29–31]. Besides, the presence of coronary artery constric-
tions in these models has led to propose that these irregularities are one
of the causes to develop DCM [29]. All these results show the importance
that proteins of the DAPC/UAPC may have in the function of VSM.

VSM tissue contains a specific profile of DAPC proteins which con-
sists of dystrophin, α- and β-DG, ε-, β-, δ- and γ- or ζ-SG and SSPN
[32–34]. Although several reports describe the expression of utrophin
in this tissue, there has been little focus on its presence as a component
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a b s t r a c t

Several studies have shown the importance of dystrophin-associated protein complex in the develop-
ment of muscular dystrophies and dilated cardiomyopathy associated to vascular dysfunction. In vascular
endothelium, dystrophin is substituted for utrophin (autosomal homolog of dystrophin); however, its
role in this tissue is unknown. Therefore, it is important to obtain a more extensive knowledge of
utrophin and its associated proteins in endothelial cells. In a previous study, we demonstrated the
presence of utrophin-associated protein complex (UAPC) in human umbilical vein endothelial cells
HUVEC, which interacts with caveolin-1 (Cav-1) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS). Also, some
of our observations suggested the presence of this complex in distinct membrane domains. Therefore,
the aim of this study was to analyze the presence of the UAPC in caveolae and non-caveolae lipid rafts
domains of HUVEC at baseline and with a mechanical stimulus. It was demonstrated, by subcellular
fractionation and co-immunoprecipitation assays, the association of UAPC with Cav-1 and eNOS in
caveolae domains, as well as its interaction with eNOS in non-caveolae lipid raft domains. Additionally, it
was also observed that mechanical stress on endothelial cells induced activation and release of eNOS
from both caveolae and non-caveolae lipid raft associated to UAPC. Together these results suggest that
UAPC located in caveolae and non-caveolae lipid raft domains of HUVECs may have a mechanosensory
function that could participate in the control of eNOS activity.

! 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

A large group of muscular dystrophies (MD) is characterized by
the presence of cardiac abnormalities. Dilated cardiomyopathy
(DCM) is a remarkable feature of MD [1]. Several pieces of evidence
show that hereditary and acquired forms of cardiomyopathy may
be caused by alterations within the dystrophin-associated protein
complex (DAPC); like mutations in the dystrophin gene causing

X-linked DCM [2e6]. Furthermore, patients with limb/girdle MD
caused by mutations in b-, g-, or d-sarcoglycans (SG) frequently
develop DCM [7e9], which has also been observed in b-, g- and d-
SG null mice models [10e12]. Likewise, in these animal models it
has been observed coronary microvasculature constrictions, which
may compromise coronary blood flow and endothelial cell function
[10e12]; however, themolecular and cellularmechanisms that lead
to DCM are not entirely understood.

The utrophin protein is a natural candidate for dystrophin
replacement protein in Duchenne MD, and its expression in
vascular endothelial cells has been reported by our group and
others; but, its role in this tissue is unknown. For this reason, the
study of utrophin and associated proteins in vascular endothelium
has gained attention.
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