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RESUMEN

El higado realiza mdultiples funciones, tales como el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas, la sintesis de proteinas del plasma sanguineo, la detoxificacion de
xenobidticos, entre otras. El higado, se compone de varios tipos celulares, dentro de
los cuales destacan los hepatocitos, quienes llevan a cabo la mayoria de las funciones
hepaticas y constituyen el parénquima. Por otro lado, las células no parenquimatosas
se encargan de proveer a los hepatocitos tanto de la matriz extracelular (ECM, del
inglés Extracellular matrix) como de los factores solubles, para mantener las funciones
hepéticas (Kuntz E. & Kuntz HD., 2008). El higado es capaz de regenerar sus
componentes celulares (duplicacion celular) y la ECM (fibrogénesis), debido a que el
tejido hepatico es susceptible a un dafio frecuentemente. Sin embargo, cuando el dafio
es crénico, se deposita la ECM de manera exacerbada y con caracteristicas fibrilares,
alterando las propiedades mecanicas de ésta, conduciendo al proceso conocido como
fibrosis hepatica. Actualmente se sabe que los cambios en la mecanica extracelular
estan relacionados con el desarrollo de procesos fisiopatologicos tales como la
fibrosis, la tumorigénesis y la metastasis. En el contexto hepatico, se sabe que las
células estrelladas hepaticas (HSC) se activan en respuesta a cambios en la rigidez
del tejido y a través de factores de crecimiento como el TGF-B, siendo ambos los
principales factores responsables de la fibrogénesis exacerbada (Perepelyuk M. et al.,
2013). El fenotipo de los hepatocitos y sus funciones estan reguladas por varias vias
de senalizacion, como las vias de Wnt/B-catenina, TGF-f/Smads, Notch e Hippo
(YAP/TAZ) (Colnot S. & Perret C., 2011). Cabe mencionar que durante el proceso de
fibrosis hepatica existe una pérdida progresiva de las funciones de los hepatocitos
(Noce V. et al., 2019). Adicionalmente, los hepatocitos son capaces de responder a la
rigidez de su sustrato, incrementando su area celular (esparcimiento) como respuesta
al contacto con sustratos con rigidez mayor a la fisiologica, lo cual esta directamente
relacionado con una disminucién en la expresion del factor transcripcional HNF4a, un
regulador maestro de la funcion hepatica (Natarajan V. et al., 2015; Desai S. et al.,
2016). Las proteinas YAP/TAZ son coactivadores transcripcionales mecanosensibles,
gue tras el aumento en la rigidez de la ECM y la consecuente polimerizacién del
citoesqueleto de actina, son capaces de traslocarse al nicleo, en donde forman un
complejo activo con los factores transcripcionales TEAD, regulando positivamente la
expresion de genes blanco implicados en la proliferacion celular (Zhao B. et al., 2008).
El objetivo de este proyecto fue estudiar si las alteraciones en la rigidez extracelular y
el esparcimiento del area celular de los hepatocitos, tienen implicaciones en la
regulacion de las proteinas YAP/TAZ. Empleando un modelo in vitro con hidrogeles
de poliacrilamida para el cultivo de hepatocitos primarios se investigaron los umbrales
de rigidez del sustrato de cultivo para la activacion de las proteinas mecanosensibles
YAP/TAZ. Los resultados mostraron que la respuesta de los hepatocitos normales a
los cambios en la rigidez de su sustrato a través del aumento en su area celular y
nuclear, esta relacionado con una activacion diferencial (traslocacion nuclear) de las
proteinas YAP/TAZ, aumentando en los sustratos mas rigidos. El estudio de la
activacion de estas proteinas es relevante debido a que juegan un papel importante
en los procesos de organogénesis y de regeneracion hepatica, asi como en el
desarrollo de procesos fibroticos y del carcinoma hepatocelular (Lu L. et al., 2010;
Dupont S. et al., 2011).
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1. INTRODUCCION
1.1 Comunicacion celular y transduccién de sefales

Las células son la unidad funcional de cualquier ser vivo y se encuentran dentro
de un microambiente tridimensional complejo, expuestas a constantes cambios fisicos
y quimicos, intra y extracelulares. La supervivencia celular depende de la capacidad
de adaptacion de las células y para ello emplean sistemas dinAmicos de comunicacion
y transduccion de sefales, permitiéndoles percibir y procesar la informacion,
transducir los mensajes, responder y desempefar sus funciones fisiolégicas,
manteniendo la homeostasis dentro del tejido, 6rgano, sistema u organismo que
integran, pese a las variaciones ambientales y a los posibles dafios a los que se
enfrentan (Alberts, 2017). El estudio de la transduccion de sefiales ha permitido
conocer como la célula es capaz de percibir, interpretar, responder, transmitir y/o
adaptarse a sefiales que pueden provenir de otras células (a través de proteinas de
membrana, mensajeros solubles u hormonas), o de la matriz extracelular (ECM, del
inglés Extracellular matrix) en la que se encuentran inmersas. Las vias de sefializacion
gue emplean las células, se pueden describir en general de la siguiente manera: una
sefial o ligando que puede ser de caracter hidrofilico o hidrofébico es reconocido por
receptores, proteinas de membrana plasméatica o proteinas nucleares,
respectivamente. Esta  union ligando-receptor desencadena  cambios
conformacionales en la estructura de la proteina receptora, permitiendo la uniéon o
interaccidén con otras proteinas rio abajo conocidas como proteinas adaptadoras o
de andamiaje generando una cascada de sefializacion, que puede 0 no incluir
mecanismos de amplificacion de sefales, activando proteinas efectoras con o sin
actividad enzimatica; o bien, generando mensajeros quimicos intracelulares conocidos
como segundos mensajeros. Finalmente, la activacibn de estos mecanismos
moleculares de las vias de sefializacion permitira a las células generar una respuesta
ante el estimulo percibido, que generalmente implica la regulacion de la expresion
genética, controlando o modulando funciones y procesos especificos dependiendo del

tipo y funcién celular (_Fig.1) (Pollard, 2016).
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Fig.1. Representacion esquematica de la sefializacién celular. Se muestran los principales participantes en el
proceso de transduccion de sefiales, comenzando con el ligando, que es reconocido por un receptor, la activacion
de las proteinas adaptadoras encargadas de amplificar la sefial y la activacion de las proteinas efectoras que
finalmente regularan procesos o funciones celulares o incluso la transcripcion de genes blanco.

Como se menciond anteriormente, las células tienen la capacidad de
comunicarse con sus células vecinas para responder de manera conjunta y asi
mantener el funcionamiento correcto del tejido u 6rgano que constituyen. Las células
emplean varios tipos de comunicacion: la comunicacién celular autocrina, en donde la
sefal es generada y percibida por el mismo tipo celular, dentro del mismo tejido; la
comunicacion celular paracrina, donde la sefial se genera y se percibe por distintos
tipos celulares dentro de un espacio contiguo definido; la comunicacion celular
endocrina que implica la secrecion de hormonas al torrente sanguineo, permitiendo
gue la sefal tenga alcance a un érgano o tejido distante; y finalmente, la comunicacion
celular yuxtacrina, comunicacion dependiente de los contactos célula-célula o célula-
sustrato que es la interaccion directa entre los componentes de la membrana celular
de una célula con los de otra célula vecina o con la matriz extracelular (Vazquez G. et
al., 2015).
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1.2 Mecanobiologia

Durante muchos afos el estudio del comportamiento celular se centré en la
influencia de los factores solubles, como: factores de crecimiento, citocinas y
moléculas quimiotacticas, sobre las funciones biologicas de las células y los tejidos
(Wang N. 2017). Después, los estimulos mecanicos tomaron importancia ya que
también son percibidos por las células, y esto lo podemos observar ya que a pesar de
gue las células contienen las instrucciones de su fenotipo codificadas en su genoma,
los estimulos microambientales fisicos y quimicos influyen en la forma y la funcion
celular (Discher D. et al., 2009). La interaccion dindmica entre las células a través de
los factores solubles, la ECM y las fuerzas mecanicas del microambiente celular (un
fendmeno crucial durante la organogénesis, la regeneracion y la reparacion de tejidos,
asi como la angiogénesis), permitio el surgimiento de la mecanobiologia, ya que los
mismos componentes bioquimicos pueden tener diferentes efectos sobre las células
cuando los aspectos mecéanicos extracelulares son alterados. La mecanobiologia, es
una rama multidisciplinaria que permite “el entendimiento de los efectos de los
esfuerzos mecanicos, la geometria y la arquitectura presentes en el microambiente
celular sobre las funciones y los procesos celulares”, entre ellos: el crecimiento, la
proliferacion, la diferenciacion, la migracién y la muerte celular (Iskratsch T. et al.,
2014).

Cabe mencionar que el surgimiento de la mecanobiologia como disciplina tiene
antecedentes desde 1874, cuando Wilhem His postul6 por primera vez que la célula
estaba sujeta a leyes de la fisica; posteriormente, en 1917 D’Arcy Thompson publicé
su libro titulado “On Growth and Form” en donde intenta describir la forma organica
determinada por modelos matematicos y leyes de la fisica, correlacionando la
formacion de un organismo como un material y configuracion mecéanica. En la década
de los 50’s, los efectos de la mecanica a nivel celular tuvieron mayor atencién, cuando
Hugh Huxley y Andrew Huxley elucidaron los elementos del aparato de actomiosina
(Iskratsch T. et al., 2014). Aunado a estos hallazgos, se observo por primera vez, que
algunas de las células que requieren de ECM para su anclaje y correcta funcién, al
volverse cancerosas pueden crecer en agar suave de manera independiente de
anclaje. Lo que llevo al estudio de las aberraciones de la mecanopercepcion
adquiridas por las células transformadas, como la formacién de mamosferas; es decir,

las células sobreviven y proliferan en condiciones de cultivo en suspensién, lo cual
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esta asociado a la desdiferenciacion celular, asi como la adquisicion de caracteristicas
de malignidad por las células cancerosas y en la actualidad sigue vigente como
herramienta en los estudios del cancer (Weiswald L. et al., 2015). Posteriormente
alrededor de 1970, se incrementaron los estudios dirigidos al entendimiento de la
comunicacion célula-ECM, con lo que se descubrieron los puntos de adhesion o
complejos multiproteicos que interaccionan con las integrinas y que en conjunto
forman las adhesiones focales, las cuales son responsables de establecer la union
mecanica entre la ECM vy el interior celular. Poco tiempo después, se descubrio la
maquinaria del aparato de actomiosina encargado de generar las fuerzas
contractiles durante la motilidad celular. No obstante, fue hasta los afios 90's cuando
se dilucidaron los procesos de mecano-transduccion, gracias a nuevas herramientas
y métodos como el uso de perlas magnéticas fluorescentes embebidas en sustratos
elasticos empleados para cultivo celular, que al ser observadas mediante microscopia
de fuerza de traccion permitieron la integracién de estimulos tanto bioquimicos como

de esfuerzos mecanicos a los que esta expuesta la célula (Iskratsch T. et al., 2014).

1.3 Introduccién a la Mecanotransduccién

La mecanotransduccion, estudia como la célula percibe un estimulo fisico, en
particular un fenédmeno mecanico y lo convierte en sefiales bioquimicas para generar
una respuesta. Los procesos moleculares dindmicos involucrados en la
mecanotransduccion se estudian de manera integrada empleando conocimientos de
biofisica, quimica, biologia y bioingenieria, con enfoques tedricos, experimentales y
computacionales para entender la biomecénica celular (Paluch EK. et al., 2015;
Parpaite T. & Coste B., 2017). Por ello, resulta importante definir algunos términos de
fisica y mecanica, como las propiedades mecanicas de los materiales, para un mejor
entendimiento de los eventos involucrados en la percepcion y adaptacion a un

estimulo mecanico por parte de la célula.
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1.3.1 Propiedades mecanicas de los materiales

En la mecanotransduccién se necesita emplear materiales que permitan estudiar a
las células en ambientes biomiméticos, es decir, el uso de materiales con propiedades
fisicas y quimicas similares a los tejidos; por lo tanto, un aspecto importante en esta
area es conocer las propiedades mecénicas de los biomateriales. El estudio de los
materiales de manera general describe cdmo se deforma un material en respuesta a
un esfuerzo, el cual se define como la fuerza o tensidn aplicada en una direccion, y
como esta deformacion evoluciona en el tiempo. Experimentalmente, la pendiente de
la curva resultante de la relacion entre el esfuerzo o tension aplicada (en inglés stress)
y la deformacion (en inglés strain) de un material sélido es una constante para un
material elastico y se denomina modulo de Young o modulo elastico (denotado
como E) (ver Fig.2). Como su nombre lo indica, esta propiedad de los solidos
determina su elasticidad, es decir, su capacidad de resistencia a la deformacién bajo
condiciones de estrés mecanico, por lo que esencialmente es una medida de rigidez
(en inglés stiffness) y su unidad de medida son los pascales (Pa), lo que va
directamente asociado a los métodos experimentales con los que se obtiene. Asi
podemos definir a un material elastico como aquel que después de deformarse,
posterior a la aplicacién de cierto esfuerzo, es capaz de regresar a su estado inicial
cuando el esfuerzo es eliminado sin la disipacion de energia (Moeendarbary E. &
Harris A. 2014). Por otro lado, los fluidos bajo la aplicacion de tension ceden y no
pueden almacenar energia elastica; es asi que, en los fluidos se determina su
viscosidad; donde dicha propiedad representa una medida de resistencia a la
deformacion gradual producida por otro tipo de fuerza llamada tensidn cortante (en
inglés shear stress). Existen materiales con ambos comportamientos, elasticos y
viscosos, llamados viscoelasticos, que si almacenan energia y tras la aplicacion de
un esfuerzo o tension sufren deformacion; se dice que estos materiales ceden, es
decir, la tensidn mecanica se relaja con el tiempo y cada vez se requiere menor
esfuerzo para generar el mismo grado de deformacién (Mohammed D. et al., 2019),

un ejemplo bioldgico es la piel.
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Fig. 2. Diagrama del moédulo de elastico o médulo de Young. Pendiente de la curva resultante de la relacion
esfuerzo-deformacion que nos permite conocer las propiedades mecéanicas de un material. Limite proporcional
(verde) y limite elastico (naranja) indican los puntos donde la deformacién aun puede ser revertida por completo,
generalmente pueden estar muy juntos e incluso ser los mismos; punto de endurecimiento (azul) indica la fuerza
en donde el material adquiere cierta deformacion irreversible y finalmente el punto de falla (rojo) es la fuerza
maxima en la cual el material sufre una deformacion excesiva e irreversible e incluso puede llegar a la ruptura.

1.3.2 Propiedades mecanicas de las células y de su ECM circundante

Las células han tenido que desarrollar mecanismos adaptativos para mantener su
viabilidad y homeostasis, de forma interesante, siguiendo también principios de
mecanica. La célula es un sistema dindmico y complejo, que esta constantemente
bajo condiciones de remodelacién, adaptandose a las variaciones medioambientales.
Por su composicién y comportamiento se han definido a las células y a los tejidos
como materiales viscoelasticos; por lo tanto, cuando son sometidos a una deformacion
almacenan y disipan energia, lo cual conduce a una relajacion del estrés mecanico
(Moeendarbary E. & Harris A., 2014). Sus propiedades viscoelasticas provienen de la
combinacion de los altos contenidos de agua con los componentes moleculares
(citosol) y la matriz estructural polimerizada (citoesqueleto). El citoesqueleto esta
constituido por biopolimeros que le permiten a la célula tener forma y también le
proporcionan propiedades mecanicas para resistir a las presiones o fuerzas
ambientales (Mohammed D. et al., 2019). En conjunto, la ECM, que es una estructura
reticular dinamica compuesta por una serie de proteinas que sirven de anclaje a las
células, proporciona el soporte, y da el volumen, la formay la resistencia a los tejidos,
es decir, la ECM contribuye a la arquitectura y a las propiedades mecanicas

caracteristicas de los tejidos (Kim SH. et al., 2011).
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Actualmente se conocen las propiedades elasticas de varios 6rganos o tejidos,
las cuales han sido calculadas experimentalmente mediante diferentes técnicas o
herramientas de medicion; por lo tanto, estas aproximaciones pueden cambiar entre
una técnica y otra. Sin embargo, se observd que el modulo de Young, puede variar
incluso hasta en 6rdenes de magnitud, entre los diferentes tejidos u 6rganos. Es decir,
la rigidez Optima para cada uno de los diferentes tipos celulares es diferente; por
ejemplo, para el pulmoén se ha calculado un médulo elastico de 2 kPa, para el musculo
de >12 kPa, para el tendon y cartilago se eleva hasta el orden de los megapascales,
mientras que para un higado sano esta entre 400 - 600 Pa (Wells R. 2008; Levental
l. etal., 2010; Duscher D. et al., 2014; Cantini M. et al., 2019; Janmey PA. et al., 2013).
Estos datos resultan importantes para el planteamiento de modelos fisico-
matematicos que se ajusten a algunas funciones celulares; asi como, mediciones
aproximadas valiosas para las aplicaciones biomiméticas que permitan estudiar y
predecir el comportamiento de una célula o de sus componentes (procesos fisico-

moleculares) bajo distintos estimulos mecanicos, tanto in vitro como in vivo.

En los estudios de mecanotransduccién se emplean distintos sustratos, como:
matrices extracelulares naturales o sintéticas; estas Ultimas estdn basadas en
polimeros sintéticos elasticos, que si bien no mimetizan del todo a una ECM nativa,
su empleo ha sido fundamental en el estudio de la mecanotransduccion. Las
propiedades mecanicas de estos materiales pueden ser moduladas variando su grado
de rigidez, lo que se logra modificando las proporciones de los monémeros y/o su
grado de entrecruzamiento. Entre los sustratos sintéticos estan los hidrogeles de
poliacrilamida (HGPAAmM), cuya estructura se define por una red tridimensional que
resulta de la polimerizacion y el entrecruzamiento de la acrilamida y la bis-acrilamida.
El nombre de estas moléculas se relaciona a su alto contenido de agua, propiedad
gue les confiere una consistencia blanda y elastica, siendo un material muy verséatil y
de gran utilidad para el cultivo celular. Otros materiales sintéticos utilizados son: 1) el
polidimetilsiloxano (PDMS, del inglés polydimethylsiloxane), un elastomero de
silicona biocompatible, comunmente empleado en microfluidica y en cultivo celular; y
2) el polimetilmetacrilato (PMMA, del inglés polymethylmethacrylate) que es un
termoplastico transparente de la familia de los poliacrilatos, utilizado principalmente
en ortopedia (Osorio MA. et al., 2017; Wells R. 2008).
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1.4 Mecanotransduccioén

Todos los tipos celulares se encuentran sometidos a estimulos mecanicos
constantes, entre los cuales destacan: los efectos de compresion (presente en el
tejido 6seo), de tension (fuerzas a las que se encuentra sometido el tejido cardiaco),
de cizallamiento (también llamado esfuerzo o tension cortante - en inglés shear
stress- ejercido por el flujo sanguineo), y de torsion. Existen también otros estimulos
como la presion osmatica, el estiramiento (como en el caso del tejido pulmonar) y
la vibracion, entre otros (Wells R. 2008; Jansen KA. et al., 2017). Las células estan
activamente detectando las propiedades mecénicas de su entorno y son capaces de
generar esfuerzos internos constantes mediante el uso de su citoesqueleto y su
aparato de actomiosina, manteniendo su estrés mecanico mediante la aplicacion de
fuerzas de empuje entre sus células vecinas y ejerciendo fuerzas de traccion con la
ECM en la que se encuentran ancladas y embebidas. La capacidad de las células de
mantener su formay estructura, les permite realizar diversos procesos celulares, tales
como: el crecimiento y la division, asi como, adaptarse a su microambiente para llevar
a cabo sus funciones de forma oOptima (Janmey PA. et al., 2013; Paluch EK. et al.,
2015; Alberts, 2017; Jansen KA. et al., 2017).

El proceso de mecanotransduccion esta integrado por una serie de pasos 0
mecanismos moleculares que inician con un estimulo mecénico extracelular, el cual
es percibido y convertido a sefales bioguimicas por complejos proteicos de unién
inter e intra celulares. Estos complejos transducen el estimulo intracelularmente
mediante la reorganizacién del citoesqueleto, activando efectores o factores
transcripcionales por medio de la transmision de esfuerzos intracelulares al nucleo,
regulando asi procesos celulares como la proliferacion, la contractilidad y la migracion
(Fig.3). La mecanotransduccién desempefia un papel importante en el desarrollo de
procesos fisiolégicos como la embriogénesis, la remodelacion ésea, la reparaciéon de
heridas, la fibrogénesis y la regeneracion de tejidos; asi como en diversos procesos
patoldgicos, incluidos la fibrosis, la tumorigénesis y la metéastasis (Diaz D. et al 2015;
Pegoraro AF. et al., 2017; Wells R. 2018).
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Fig. 3. Representacion esquemaética del proceso de mecanotransducciéon. Un estimulo mecéanico (rigidez y
entrecruzamiento de la ECM) es percibido y transformado por la célula, formando complejos de unién célula-célula
o célula-MEC (integrinas), los cuales transducen el estimulo en sefiales bioguimicas generando el re-arreglo de su
citoesqueleto; permitiéndole responder y adaptarse al medio extracelular (Creada en BioRender.com).

A continuacion se describe de manera mas detallada el funcionamiento y la
importancia de cada uno de los componentes estructurales y moleculares

involucrados en el proceso de mecanotransduccion.

1.4.1 Matriz extracelular: estructuray componentes

La matriz extracelular (ECM) es una estructura dinamica de soporte mecanico para
los tejidos, en la que se encuentran embebidas las células. La ECM, ademas,
proporciona los ligandos que seran reconocidos por los receptores membranales
conocidos como integrinas. Existen células especializadas en sintetizar y secretar a
los componentes de la ECM; como por ejemplo, los fibroblastos que sintetizan
principalmente colagena. La ECM estéa integrada principalmente por proteinas como
las colagenas, la elastina, la fibronectina, las lamininas, las glicoproteinas, los
proteoglicanos y los glucosaminoglicanos. Sus propiedades mecéanicas son
conferidas por su composicion y por el diferente arreglo o entrecruzamiento de sus

componentes fibrilares (Bual RP. & ljima H., 2019). La composicion, topografia y
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propiedades mecanicas de la ECM dependen del tejido que conforman; estas
caracteristicas son determinantes en procesos de crecimiento y desarrollo, asi como
en la remodelaciéon de la propia ECM. Los cambios locales de la ECM en su
composicién y mecanica funcionan como un sistema de retroalimentacion entre la
célula y su matriz circundante. Estos cambios modifican la interaccion célula-ECM
mediada por las integrinas, causando cambios en la forma celular y en la arquitectura
tisular, lo que determinara la funcion celular (Diaz D. et al., 2015). Recientemente, ha
sido reportada la importancia de la composicién y las propiedades mecanicas de la
ECM en el pronéstico de los tumores sélidos (Reid SE. et al., 2017). Los tumores
poseen diferentes poblaciones celulares, algunos incluyen células madre cancerosas
(CSC por sus siglas en inglés). La ECM dentro del microambiente tumoral es distinta
bioquimicamente, su composicion y dureza se modifican; la ECM del tumor es mas
rigida que la del tejido normal debido a la sobreexpresion de componentes de la ECM.
La evidencia indica que estas caracteristicas favorecen las condiciones para las CSC
cuyas caracteristicas incluyen la capacidad de autorrenovacion, iniciacion de tumores

y la quimioresistencia (Nallanthighal S. et al., 2019).

1.4.2 Adhesiones focales (uniones célula - ECM) a través de integrinas

Como se menciond anteriormente, las caracteristicas microambientales, en particular
las propiedades mecéanicas extracelulares, son percibidas por las células. Para esto,
las células emplean complejos multiproteicos implicados en la unién célula-matriz,
dentro de los cuales tenemos a los complejos de adhesién basados en integrinas o
adhesiones focales (FA, del inglés Focal adhesions), que estdn altamente
relacionados con el citoesqueleto de actina. Las FA comprenden toda una maquinaria
molecular que permite reconocer no soélo la composicion bioquimica (ligandos), sino
también caracteristicas mecénicas y topograficas, como la flexibilidad y la
dimensionalidad o la organizacion espacial del exterior celular. En conjunto, la ECM y
los complejos de adhesion participan en multiples procesos celulares, como el anclaje,
la locomocion o la migracion, la deformacion del sustrato y la remodelacion de la ECM
(Geiger B. et. al., 2009). Las FA estan conformadas por heterodimeros (subunidades
ay B) de proteinas receptoras de un cruce transmembranal, llamadas integrinas.

En mamiferos existen 18 subunidades a y 8 subunidades 3 teniendo un total de 24

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

19



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepéaticas”. (2021)

heterodimeros, la combinacién de las subunidades determina la afinidad del receptor
por los diferentes ligandos de la ECM (Hynes RO., 2002).

Las FA se consideran complejos mecanosensores dinamicos y su funcionamiento se
explica de la siguiente manera: los heterodimeros de integrinas en su estado activo,
es decir, posterior a los cambios conformacionales inducidos por la unién con sus
ligandos de la ECM, inician una cascada de eventos que reclutan y acoplan una serie
de proteinas adaptadoras citoplasmaticas, tales como las proteinas talina, vinculina,
paxilina y FAK (cinasa de adhesiones focales) (Sun Z. et al., 2016) (Fig.4). La
formacion de este complejo intracelular permite el ensamblaje con el citoesqueleto de
actina acoplado al aparato de actomiosina (actividad de la miosina Il), que activa la
via de sefalizacion de la GTPasa Rho, permitiéndole a la célula generar esfuerzos
(fuerzas de traccion) intracelulares, para percibir las propiedades mecéanicas
extracelulares (suavidad o dureza del sustrato) y adaptarse a ellas o comenzar la
migracién. Dependiendo de la propiedad de rigidez que presente la ECM, es decir, la
fuerza de traccidon que la célula requiera ejercer, los heterodimeros de integrinas se
agruparan para reforzar los enlaces moleculares en la interfaz célula-matriz, formando
un adhesoma que se recambia constantemente gracias a la retroalimentacion positiva
de los eventos moleculares mencionados anteriormente; la cantidad de FA formadas
determina el grado de esparcimiento celular (area celular) (Cavalcanti A. et al., 2007,
Zhou J. et al., 2015).

Kinetic trap
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Fig. 4. Unidn célula-sustrato mediada por integrinas. Complejo proteico compuesto por integrinas que unen y
anclan a la célula directamente a su MEC, las colas citoplasmaticas del heterodimero de integrinas a y B que
interacciona con las proteinas talina y kindilina, que a su vez reclutan a paxilina y vinculina, finalmente
interaccionando con el citoesqueleto de actina y el aparato de actomiosina que en conjunto ejerceran fuerzas de

traccion al sustrato. Tomado de Sun Z. et al. 2016 (Fig.3).

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

20



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepéaticas”. (2021)

1.4.3 El citoesqueleto como estructura mecanosensible

El citoesqueleto tiene funciones multiples como: a) organizar en tiempo y espacio el
contenido celular; b) comunicar bioquimica y fisicamente a la célula con su medio
extracelular; c) conferir la forma y la polaridad celular. Es una estructura que forma
una red tridimensional dindmica que genera fuerzas intracelulares de empuje y
traccion, que le permiten a la célula adaptarse a los cambios ambientales (Diaz D. et
al., 2015).

El citoesqueleto, esta constituido por tres principales estructuras proteicas
poliméricas: 1) los microtubulos, de ~ 25 nm de diametro conformados por dimeros
de tubulina a y B, son tubos huecos que emergen del centrosoma y se extienden
radialmente, confiriéndoles polaridad. Los microtubulos ademas tienen una gran
longitud (~600 pm), lo que permite el transporte vesicular mediante las proteinas
motoras cinesina y dineina, del centro a la periferia o viceversa, respectivamente. 2)
Los filamentos intermedios son estructuras heterogéneas conformadas por mas de
70 proteinas diferentes de ~ 12 nm de diametro, que proveen la fuerza mecanica;
estos filamentos unen la membrana plasmatica con la ldmina nuclear. Por dltimo, 3)
los filamentos de actina o microfilamentos de ~ 3 a 7 nm de didmetro, los cuales
forman estructuras filamentosas (F-actina) que funcionan bajo un principio dinamico
de ensamble y desensamble conocido como polimerizacién y despolimerizacion de
mondémeros de actina (G-actina), que junto con sus motores moleculares, las
miosinas, tienen la capacidad de resistir a la deformacién mecanica y transmitir
esfuerzos (Pollard, 2016; Alberts, 2017).

El citoesqueleto es una estructura importante que participa en los mecanismos de
mecanotransduccion, ya que permite a la célula percibir el grado de rigidez del
sustrato. Posterior a una estimulo mecanico, la célula transduce esta sefial gracias a
modificaciones, principalmente en la polimerizacién de sus filamentos de actina, es
decir, la respuesta implica la reorganizacién del citoesqueleto, formando filamentos
de actina o fibras de estrés, que son estructuras contractiles gracias al acoplamiento
con el aparato de actomiosina (Kumar S. et al., 2006). La dinamica del citoesqueleto
se regula por varias proteinas de union a actina, como los factores promotores de la
nucleacion (Arp2/3, profilina) y los factores despolimerizantes (ADF/cofilina) (Pollard,

2016). Las fuerzas de traccion encienden la via Rho/ROCK activando a la cinasa LIM
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(LIMK) que fosforila constantemente a la proteina cofilina, manteniéndola en su estado
inactivo. La inhibicidon de la actividad de la cofilina evita la despolimerizacion de los
filamentos de actina, ya que en su estado activo (desfosforilada) corta las fibras de
actina formando G-actina (Hayakawa K. et al., 2011). La via de Rho/ROCK también
activa la proteina miosina Il, ya sea por fosforilacion directa de la cadena ligera (MLC)
en su residuo Serl9, o por inhibicion de la fosfatasa de la MLC fosforilada. La
fosforilacion de MLC induce la activacion del aparato de actomiosina, generando la
fuerza contractil. A su vez, la formacion de nuevos filamentos en forma de fibras de
estrés, tienen la capacidad de transmitir la sefial mecanica hasta el nucleo, ya que
existen complejos proteicos llamados LINC (del inglés Linker of Nucleoskeleton and
Cytoskeleton), conformados principalmente por las proteinas SUN y Nespirina, que
unen directamente el citoesqueleto con la envoltura nuclear y tienen la capacidad de
deformarlo (Sosa B.A et al., 2012; Mathieu S. & Maneville JB. 2019). Esto resulta en
cambios en la forma celular y tiene funciones importantes como controlar cambios
fenotipicos (transicion epitelio- mesénquima o EMT - por sus siglas en inglés,
epithelial-mesenchymal transition), cambios en la tasa de proliferacion, la polaridad, la
capacidad de adhesion, la regulacion del trafico vesicular, el control del tamafio de los
tejidos, la migracion y la reparaciéon de heridas (Speight P. et al., 2016). La alteracién
de la organizacion del citoesqueleto puede provocar cambios en la expresion génica
y, por consiguiente, la alteracion en la respuesta biolégica. En resumen, la respuesta
mecanica celular sigue el eje ECM-integrina-citoesqueleto-expresién génica (Martino
F. etal., 2018).

1.5 Vias de mecanotransduccion

Los estudios de las vias de mecanotransduccion se enfocan en entender como
las células responden a las sefiales mecénicas extracelulares y cdmo los estimulos
mecdanicos pueden controlar mdultiples aspectos del comportamiento celular
incluyendo: el crecimiento y la diferenciacion celular, asi como, la progresion de la
malignidad del cancer. Cabe sefialar que la relacion final entre la mecanopercepcion

y la actividad transcripcional no es muy clara.
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En 2011, Dupont y colaboradores, identificaron dos proteinas que responden a la
polimerizacién y tension del citoesqueleto de actina (mecanotransductores): los
cofactores transcripcionales YAP (del inglés Yes-associated protein) y TAZ (del inglés
Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif). Ambos cofactores paralogos
comparten dominios estructurales altamente conservados, asi como mecanismos de

regulacion, y son las proteinas efectoras de la ruta Hippo (Kakiuchi S. et al., 2020).

La ruta Hippo es la principal via encargada de la regulacion del tamafio de los 6rganos
y es conocida como una importante via supresora de tumores. La ruta Hippo esta
compuesta por una cascada de cinasas que fosforilan residuos de serina y treonina
(Ser/Thr). La ruta inicia con Mst-1/2 (del inglés Mammalian Ste20-like), que en
asociacion con la proteina de andamiaje Savl (Salvador 1) o WWA45, fosforila a las
cinasas LATS-1/2 (del inglés Large Tumor Suppressors 1y 2). Las proteinas LATS-
1/2 se asocian con las cinasas MOB1A y MOB1B, para fungir como reguladores
negativos de YAP/TAZ (Pan D. 2010). Las cinasas LATS-1/2 fosforilan a estos
coactivadores transcripcionales en residuos de serina (Serl27 principalmente); la
fosforilacion de los cofactores YAP/TAZ puede tener dos efectos: a) mantener su
localizacion citoplasmatica mediante su unién con la proteina 14-3-3 y b) inducir su
degradacion a través del sistema ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés ubiquitin-
proteasome system). Por otro lado, cuando las proteinas YAP/TAZ se encuentran
desfosforiladas son capaces de translocarse al ndcleo formando complejos
transcripcionales con varios factores transcripcionales, incluyendo los miembros de la
familia con dominio-TEA (TEAD 1-4), los cuales son los mas estudiados (Zhao B. et
al., 2008; Piccolo S. et al., 2014; Yu F. et al., 2015). Algunos de los genes blanco del
complejo transcripcional YAP/TAZ/TEAD son: CTGF, CYR61, MYC, AXL, BIRC5 y
CCNDL1 (Fig.5), los cuales desempefian funciones principalmente implicadas en el

crecimiento celular, polaridad, proliferacion y migracion celular (Zhao B. et al., 2008).
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Fig. 5. Representacion esquemaética de la ruta Hippo. El panel de la izquierda representa la ruta en su estado
apagado, es decir, las cinasas inactivas, permitiendo que las proteinas YAP/TAZ se transloquen a nicleo y se
unan a su factor transcripcional TEAD; mientras que el panel de la derecha muestra la ruta Hippo encendida, las
cinasas se encuentran activas y YAP/TAZ se encuentra fosforilado evitando asi su entrada a nucleo. (Creada y
modificada en BioRender.com)

Actualmente se ha demostrado que las proteinas YAP/TAZ responden a varios
estimulos mecanicos como: el esfuerzo cortante, la forma celular, la rigidez de la ECM
y la confluencia o el esparcimiento celular. Algunos autores sugieren que la
regulacion de YAP/TAZ mediada por la mecanica puede ser independiente de la
ruta Hippo. Sin embargo, los mecanismos que explican la correlacion entre la
mecanica y la regulacion de YAP aun contintan siendo tema de debate, y aunque los
mecanismos estan pobremente estudiados, regulan procesos fisiolégicos y
patolégicos dependientes del contexto celular (Dupont S. et al., 2011; Aragona M. et
al., 2013). Adicionalmente, otro mecanismo, como la inhibicién de la proliferacion por
contacto celular (CIP), que presentan las células epiteliales, se podria explicar
molecularmente por la inactivacion de YAP/TAZ, como respuesta al confinamiento
celular producido por el contacto célula-célula, ya que al inhibir o evitar su
esparcimiento del area celular, su citoesqueleto tendria una menor contractilidad,
manteniendo a las proteinas YAP/TAZ localizadas en el citoplasma y evitando asi la

transcripcion de sus genes blanco (Zhao B. et al., 2007).
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La activacion de los cofactores YAP/TAZ, es decir, su localizacion subcelular nuclear,
desempeiia un papel importante en la proliferacion y la diferenciacion celular. Se ha
observado que YAP/TAZ son capaces de conferir plasticidad celular (Panciera T. et
al., 2016), definida como la capacidad que tiene el genotipo de una célula para
producir células con diferentes fenotipos en respuesta a variaciones microambientales
(Rios DG. et al., 2020). Estudios recientes en modelos in vitro han mostrado que TAZ
es capaz de potenciar el desarrollo del cancer en el contexto de tumores mamarios,
en donde las células troncales cancerosas (CSC, del inglés Cancer Stem Cells)
impulsan la iniciacion y la progresion tumoral. En células epiteliales, TAZ forma un
complejo con Scribble (complejo de polaridad) induciendo el proceso de EMT
(Cordenonsi M. et al., 2011). Las multiples funciones y procesos gue regulan a los co-
reguladores transcripcionales YAP/TAZ estan altamente asociados con el desarrollo,
progresion y metastasis de tumores, por eso son conocidos por ser oncoproteinas.
Ademas, se sabe que YAP/TAZ regulan la reprogramacion metabdlica celular,
permitiendo a las células adaptarse al microambiente tumoral (Koo J.H. & Guan K.L,

2018). Recientemente, Yamaguchi y Taouk sugirieron que la actividad de YAP/TAZ

muestra un rol importante en el desarrollo de metastasis y alteraciones metabdlicas,
proponiendo que YAP/TAZ participan como “un eje central para el desarrollo de la
metastasis, al regular tanto la adaptacion metabdlica celular como los cambios

fenotipicos requeridos en el microambiente tumoral” (Yamaguchi & Taouk, 2020).

1.6 El higado: arquitecturay funciones

El higado es un érgano de arquitectura compleja, responsable de multiples
funciones metabdlicas, como el metabolismo de carbohidratos y lipidos,
almacenamiento de vitaminas, secrecion de acidos biliares, sintesis de proteinas del
plasma sanguineo (albumina, urea), biotransformacién de farmacos, detoxificacion,
entre otras (Kuntz E. & Kuntz HD., 2008). Este 6rgano esta integrado por diferentes
tipos celulares, los cuales se distribuyen en una porcion parenquimatosa (hepatocitos)
y una porcion no parenquimatosa (células de sustento). Los hepatocitos, que
representan aproximadamente el 80% del total de la composicion del higado, son las
células méas representativas con un fenotipo epitelial y son los encargados de

mantener las principales funciones del 6rgano.

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

25



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepéaticas”. (2021)

Ademas, los hepatocitos estan en constante comunicacion con las células de
sustento, quienes proveen de la ECM y de los factores solubles necesarios para el

correcto funcionamiento de los hepatocitos (Colnot S. & Perret C., 2011).

La unidad funcional del higado es el lobulillo hepatico, una estructura hexagonal que
consiste en 6 triadas portales en la periferia (cada arista) y una vena central en el
centro del lobulillo, la triada portal a su vez esta conformada por la rama de la vena
porta, la rama de la arteria hepatica y el conducto biliar. Los hepatocitos se encuentran
formando cordones distribuidos de manera radial, donde su cara apical (entre los
hepatocitos) forma la red de canaliculos biliares. A lo largo de los cordones, el flujo
sanguineo unidireccional (desde la triada portal hacia la vena central) es distribuido
por la red vascular que contiene gradientes de oxigeno (O2) y nutrientes, confiriendo
diferentes microambientes que generan un fendmeno Illamado “zonacion
metabdlica”, lo que se relaciona con la capacidad que tienen los hepatocitos de
realizar diferentes funciones metabdlicas especializadas dependiendo de la zona que
conforman. Existen 3 zonas: la zona 1 o zona periportal (PP), su funcion es el
metabolismo del glucégeno y la sintesis de colesterol; la zona 3 o pericentral (PC), su
funcion es el metabolismo de glucosa y la sintesis de sales biliares; y la zona 2 que
es la zona intermedia entre la zona 1 y 3 (Colnot S. & Perret C., 2011).

La ECM del lobulillo hepético esta constituida por una red de proteinas (principalmente
colagenas tipo Il -reticulina- y tipo 1V, fibronectina y laminina) y glucoproteinas
(proteoglicanos), importantes para que los hepatocitos y las células no
parenquimatosas lleven a cabo procesos celulares de adhesién, migracion,
diferenciacion, proliferacion y sobrevivencia (Delgado BA. et al., 2017). Una
caracteristica particular del higado es su gran capacidad de regeneracion, ya que por
sus caracteristicas funcionales y fisiolégicas, es un 6rgano expuesto a dafios
constantemente, ya sea por infecciones virales, desérdenes metabdlicos o por la
presencia de xenobidticos. La regeneracion del higado involucra la fibrogénesis, un
proceso que si se desregula puede afectar las propiedades mecanicas del higado,
dando origen a patologias y motivo por el cual se han realizado diversos estudios de

investigacion sobre el papel de la mecanica en este 6rgano.
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1.6.1 La mecanotransduccion en el higado

El proceso de fibrogénesis durante la reparacion o regeneracion del higado es
mediado principalmente por la activacion de las células estrelladas hepaticas (HSC),
gue forman parte de las células no parenquimatosas. Su diferenciacion a
miofibroblastos les permite sintetizar la ECM (principalmente colagena tipo I) que
sustituye el tejido dafiado por tejido cicatrizal, y su activacion resulta de la sefializacion
mediada por factores de crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-beta), asi como de estimulos mecanicos provenientes de la misma ECM que
generan una retroalimentacion positiva. Cuando el higado se expone a un dafio e
inflamacion crénica, el proceso de fibrogénesis se desregula, favoreciendo procesos
patolégicos como fibrosis, que a su vez predispone al desarrollo de cirrosis y
finalmente puede progresar a un carcinoma hepatocelular (HCC, del inglés
hepatocarcinoma) (Herndndez V. & Friedman SL., 2011; Koyama Y. & Brenner DA.,
2017).

2. ANTECEDENTES

El fenotipo de los hepatocitos esta regulado por diferentes vias de sefalizacién
entre las que destacan las vias de TGFB/Smad, Wnt/B-catenina, Notch, Hedgehog
(Hh) y la ruta Hippo/YAP/TAZ (Rios DG. et al., 2020). Fitamant y colaboradores en
2010 describieron que, en el higado adulto, los hepatocitos expresan a los cofactores
YAP y B-catenina de manera diferencial a lo largo del eje porto-central, es decir, los
hepatocitos cercanos a la zona PC expresan principalmente a la proteina [3-catenina,
mientras que los hepatocitos de la zona PP expresan a la proteina YAP, y ambos
cofactores transcripcionales muestran una localizacién nuclear. Experimentalmente,
se ha sugerido que la especializacion de las funciones metabdlicas de los hepatocitos
esta regulada por esta distribucion diferencial (Monga SPS., 2015; Colnot S. & Perret
C., 2011). Ademas, la expresion y localizacion nuclear de la proteina YAP en los
hepatocitos PP, se atribuye a una mayor capacidad proliferativa asociada a la

generacion del carcinoma hepatocelular.
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Como se mencion6 anteriormente, el proceso de fibrosis hepética esta mediado
principalmente por la activacion de las HSC, donde la modificacidon de las propiedades
mecanicas de lobulillo hepatico resulta en una retroalimentacién positiva en la
activacion de las HSC para adquirir un fenotipo de miofibroblasto. Sin embargo, no ha
sido demostrada una respuesta del parénquima hepético a los cambios en la rigidez
dentro del tejido hepatico, tal como, la EMT o el depdsito de ECM fibrilar. No obstante,
en ensayos in vitro se ha demostrado que los hepatocitos experimentan una EMT
parcial, o EMT-like, mediante el estimulo por TGF-beta (Kaimori A. et al. 2007). Taura
y colaboradores en 2010 demostraron que tras el estimulo con TGF[3, los hepatocitos
eran capaces de sintetizar colagena tipo |, aunque no expresan a la proteina actina
de musculo liso alfa (a-SMA, del inglés alpha-smooth muscle actin), marcador del
fenotipo mesenquimal, que permite adquirir una capacidad altamente contractil (Taura
K. et al., 2010). Este fenotipo mesenquimal parcial también es promovido por las
condiciones de alta rigidez presentes en las cajas de cultivo de poliestireno, con
colagena | depositada en la superficie. Cultivos 3D de geles de colagena o matrigel
(baja rigidez) atenuan la transdiferenciacion de los hepatocitos primarios y la induccion
del proceso de EMT parcial (Kim Y. & Rajagopalan P., 2010).

Se ha reportado ampliamente que los hepatocitos pierden progresivamente sus
funciones metabdlicas debido a las condiciones de alta rigidez presentes en las
condiciones de un cultivo estandar (placas de poliestireno tratado) (Wells R. 2008). No
obstante, se desconoce si los hepatocitos son capaces de percibir los cambios en la
rigidez de la ECM del lobulillo hepatico en el proceso de fibrosis hepética, y si estas
modificaciones repercuten en su fenotipo epitelial. Desai y colaboradores en 2016
reportaron los valores de rigidez de matrices de tejido hepatico sano (150 Pa en
promedio) y tejido fibrético (con un intervalo de 1 a 6 kPa, dependiendo del modelo de
fibrosis hepatica), ambos obtenidos mediante mediciones realizadas con microscopia
de fuerza atomica (AFM). Los autores demostraron que los cambios en las
propiedades de la ECM del lobulillo hepatico (como la rigidez) son heterogéneos,
generando microambientes mecanicos distintos; ademas, observaron que los
hepatocitos si responden a los cambios de rigidez en microambientes mayores a 150
Pa mediante el incremento de su area celular (esparcimiento, del inglés spreading). El
principal aporte de este grupo fue demostrar que los hepatocitos son capaces de

percibir el aumento de la rigidez en su microambiente extracelular, mediante el uso de
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modelos in vitro e in vivo, empleando hidrogeles de poliacrilamida (HGPAAmM) con
grados de rigidez controlada comparables a los de un tejido sano, un tejido fibrético y
valores de rigidez por encima de estos (<60 kPa). La respuesta de los hepatocitos,
exhibida por el esparcimiento del area celular, mostré una relacion entre la rigidez del
tejido hepético (valores superiores a los de tejido sano) y la disminucion de la
expresion del factor transcripcional HNF4a, lo que concuerda con la disminucion en
las funciones metabdlicas de los hepatocitos como: la sintesis de albumina, la sintesis
de ureay la actividad de citocromos para el metabolismo de xenobibticos (ver Fig.6).
Esto podria explicar la correlaciéon entre la pérdida de la expresion de HNF4a vy la
progresion del proceso de fibrosis en el higado, observado en estudios con modelos
invivo (Yue HY. et al., 2010). Cabe sefialar que en el articulo de Desai y colaboradores
no se evaluo si existia alguna correlacion entre el aumento en el esparcimiento celular
de los hepatocitos, como respuesta a la rigidez del sustrato, y la regulacion o
localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP
y TAZ (Dupont S. et al., 2011; Raghunathan VK. et al., 2014; Szeto S. et al., 2016;
Kurotsu S. et al., 2020).
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Fig. 6. Esparcimiento del area celular de hepatocitos primarios en respuesta a modificaciones en larigidez
de su matriz. Ay B) Hepatocitos primarios cultivados por 24 h sobre HGPAAm de 140 Pa, 1, 6 y 60 kPa, donde el
grafico muestra la correlacién del aumento de la rigidez del sustrato con el aumento en el area celular de los
hepatocitos; por otro lado, en C) disminucién de la sintesis de albimina, D) disminucion del almacenamiento de
glucégeno, E) disminucion de la actividad del citocromo P450 y F) expresion relativa del transcrito de HNF4q; en
donde se observa que estas disminuciones estan relacionadas con el aumento en el valor de rigidez del sustrato.
(Modificado de Desai S. et al., 2016 Figs. 3,4y 5)
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Los cofactores transcripcionales YAP y TAZ tienen un papel importante en los
procesos fisiopatolégicos del higado; los niveles altos de la proteina YAP en los
hepatocitos coincide con la pérdida de las funciones de los hepatocitos v,
probablemente, esto podria explicarse porque el cofactor transcripcional YAP regula
negativamente los niveles del factor transcripcional HNF4a (Lee D. et al., 2016).

En 2018, Tschour y colaboradores sugirieron que YAP1 es indispensable para que los
hepatocitos entren en la fase S del ciclo celular durante el proceso de regeneracion
en un modelo de hepatectomia parcial (PH). Demostraron que los hepatocitos entran
en lafase S alas 32 h post-PH y a la fase M a las 48 h posteriores a la PH; esto a su
vez coincide con el incremento de los marcadores de proliferacion ciclina Ay ciclina B

en los hepatocitos.

Adicional a los trabajos mencionados anteriormente, en el ailo 2019 varios grupos de
investigacion realizaron aportaciones importantes. El grupo de Kim, utilizando un
modelo de dafio hepatico, inducido ya sea por CCL4 (tetracloruro de carbono) o por
hepatectomia parcial (PH), sugiere la relevancia especifica del cofactor transcripcional
TAZ durante el proceso de regeneracion hepatica, siendo necesario para incrementar
la proliferacion celular e inhibir la apoptosis de los hepatocitos. Estos autores
observaron que posterior al dafio hepatico (hepatectomia parcial), los niveles de la
proteina TAZ incrementan a las 24, 36 y 72 h, estimulando un infiltrado inflamatorio
mediado por macrofagos, que resulta en la produccion de la citocina IL-6, favoreciendo
el proceso de regeneracion hepatica. Ademas mencionan que, a diferencia de YAP,
TAZ parece no ser necesario durante los procesos de desarrollo hepatico (Kim AR. et
al., 2019).

Mooring y colaboradores sugieren que existe una relacion directa entre los niveles de
las proteinas YAP/TAZ y la expresion la quimiocina CYR61 (uno de los principales
genes blanco de YAP/TAZ/TEAD) en modelos in vivo de dafio hepatico, ya que los
niveles de YAP/TAZ/ICYR61 aumentan en los hepatocitos, favoreciendo el
reclutamiento de los macrofagos al érgano y promoviendo la inflamacion y la fibrosis.
Los hallazgos muestran una correlacion directa entre los niveles de YAP/TAZy CYR61
en tejido hepatico de pacientes con alto grado de esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH, por sus siglas en inglés, non-alcoholic steatohepatitis) (Mooring M. et al.,
2020).
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Posteriormente, Noce y colaboradores, sugieren que la proteina YAP muestra una
regulacion directa sobre el aumento en la expresion de Snail (regulador maestro de la
EMT) y la represién de HNF4a, mediada por la ocupacién directa de los promotores
de dichos genes. Por otro lado, sus resultados también sugieren que HNF4a ademas
de mantener el estado diferenciado de los hepatocitos, es capaz de regular
negativamente la expresion de los genes Snail y YAP, inhibiendo la induccion del
proceso de EMT en células de cancer hepatico, al competir por la union al factor
transcripcional TEAD. Debido a que sus datos del analisis in silico mostraron que el
promotor de Snail no presenta dominio de unién a TEAD, sugieren que la interaccion
de YAP con el promotor de Snail puede estar mediada por el factor transcripcional
STAT3 (Noce V. et al., 2019).

Durante la realizacion de este proyecto, un articulo publicado por Sun y colaboradores
(Sun P. et al., 2019), sugirié que el aumento en la tensibn mecénica del citoesqueleto
de los hepatocitos activa a la proteina YAP, desencadenando su desdiferenciacion.
En esta investigacion, emplearon un modelo in vitro utilizando micropatrones para
confinar el area de esparcimiento celular de los hepatocitos, con lo que lograron inhibir
el proceso de desdiferenciacién. Ademas, utilizando un cdctel molecular para inhibir
la polimerizacion de actina y el aparato de actomiosina (Latrunculina B y Blebistatina);
asi como el uso de inhibidores de la ruta Hippo que llevan a la activacion de YAP
(Dasatinib, XAV939, LY294002), lograron mantener a los hepatocitos funcionales
alrededor de 4 semanas. Latrunculina B puede unir a monémeros de actina y prevenir
la polimerizacién; Blebistatina es un inhibidor de la actividad de la ATPasa de la
miosina Il y es capaz de inhibir la contraccion del aparato de actomiosina; Dasatinib
es un inhibidor de la cinasa Src, la cual tiene un papel importante en la reorganizacion
del citoesqueleto de actina, factores de crecimiento rio abajo y adhesiones focales
(FA); XAV939 puede suprimir la actividad de YAP estabilizando a las proteinas de la
familia de la angiomiotina a través de la inhibicion de la enzima tankirasa (Wang W. et
al., 2015); y LY294002 es un inhibidor de PI3K, ya que varios factores solubles pueden
inducir la acumulacién nuclear de YAP via PI3K (Fan et al., 2013). De forma
interesante, proponen que estos hallazgos podrian ser probados utilizando sustratos

con diferente moédulo elastico.
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Recientemente, el grupo de Meyer y colaboradores observaron que en el proceso de
regeneracion hepatica la red de canaliculos biliares se contrae, como un mecanismo
compensatorio a la sobreexposicion a sales biliares, mediado por el aumento en la
contraccion del aparato de actomiosina, la formacién de fibras de estrés (F-actina) y a
la fosforilacion de la proteina miosina. Sus datos mostraron que el aumento en la
tension del citoesqueleto de actina, asi como, el enriquecimiento de la proteina YAP
nuclear coincide con la region de la superficie apical de los hepatocitos situados en el
eje PC-PP, misma que forma al canaliculo biliar. Estas observaciones sugieren que
dicha tension promueve la activacion del cofactor transcripcional YAP (localizacion
nuclear), actuando como un interruptor molecular en el proceso de regeneracion
hepatica a través de favorecer procesos de proliferacion celular (Meyer K. et al.,
2020).

3. JUSTIFICACION

El entendimiento detallado del desarrollo de los procesos fisiopatolégicos,
como la fibrosis y el cancer, resulta de gran interés en las areas médico-biolbgicas,
particularmente, en el estudio del desarrollo de las enfermedades hepaticas. Segun el
National Center for Health Statistics, las muertes relacionadas con una enfermedad
hepatica representan la segunda causa de muerte a nivel mundial, alcanzando una
cifra de 2 millones de muertes por afio. Las enfermedades hepéticas cronicas
principales son: 1) de origen viral (hepatitis B -CHB, por sus siglas en inglés- y hepatitis
C -CHC, por sus siglas en inglés-); 2) hepatitis de origen no alcohdlico (NAFLD, por
sus siglas en inglés non-alcoholic fatty liver disease) y 3) hepatitis de origen alcohdlico
(ALD, por sus siglas en inglés alcoholic liver disease). En general, estas enfermedades
evolucionan a cirrosis hepatica, una enfermedad de alta incidencia en México y el
mundo, que representa una de las principales causas de muerte debido a que da
origen a cerca del 90% de los carcinomas hepatocelulares (HCC, por sus siglas en
inglés Hepatocellular carcinoma) y el tratamiento esta limitado al trasplante hepatico
(Paik JM. et al. 2020; Rev.Fac.Med 2017). De aqui, que es importante que la
investigacion basica contintie sus esfuerzos en el estudio de los procesos biolégicos
y moleculares involucrados en la pérdida de la funcion hepética a causa del depdsito

exacerbado de ECM, para poder dar pauta al desarrollo y prueba de nuevos métodos
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terapéuticos y/o diagndsticos oportunos de las alteraciones generadas. Para entender
los mecanismos moleculares implicados, muchas veces es necesario el uso del cultivo
de las células hepaticas y, particularmente, el cultivo de hepatocitos ha representado
un gran reto, esto debido a que los hepatocitos una vez que son cultivados (bajo
condiciones de cultivo convencional) pierden gran parte de sus funciones y su
morfologia a las pocas horas de cultivo. Debido a esto, muchos grupos de
investigacion han empleado técnicas novedosas con ambientes biomiméticos,
incluyendo las propiedades mecanicas extracelulares, que permiten el mantenimiento
de la funcion y morfologia de los hepatocitos; sin embargo, los resultados obtenidos
han sido limitados en la preservacion de las funciones hepaticas (Kim Y. &
Rajagopalan P., 2010; Desai S. et al., 2016; Sun P. et al., 2019). El mantenimiento de
las funciones de los hepatocitos in vitro permitird estudiar de modo sistematico los
efectos que tienen los factores de crecimiento y los factores mecanicos que participan
en los diferentes procesos fisiopatoldgicos y en la regulacién del fenotipo de los

hepatocitos.

Actualmente se sabe que el desarrollo de procesos fisiopatoldgicos en otros tipos
celulares, tales como: el cambio de su fenotipo (transicion epitelio-mesénquima), la
migracion y la proliferacion de células tumorales, esté relacionado con cambios en la
composicion y la estructura de los tejidos, asi como con la activacion de los efectores
de la ruta Hippo, las proteinas YAP y TAZ. La transcripcién de sus genes blanco esta
altamente asociada a la progresion y la malignidad de diferentes tipos de cancer (Zhao
B. et al., 2008; Piccolo S. et al., 2014; Yu F. et al., 2015). Esto ha hecho que las
proteinas YAP y TAZ sean un blanco molecular muy estudiado. Sorprendentemente,
todavia no se ha estudiado el umbral de activacidon de estas proteinas en el contexto
de los hepatocitos primarios regulados por la mecénica, alin no ha sido estudiado. El
presente estudio tiene la finalidad de conocer si la mecéanica del sustrato de cultivo,
las condiciones de rigidez propiamente, ejercen una regulacion sobre los

coactivadores transcripcionales YAP/TAZ en los hepatocitos primarios.
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4. HIPOTESIS

Los estimulos mecanicos son interpretados de manera diferencial dependiendo
del contexto y funcion celular, si las células epiteliales hepéaticas normales y
transformadas responden diferencialmente a los cambios en la rigidez mediante el
esparcimiento y la reorganizacién de su citoesqueleto de actina entonces en estas
células existird una activacion diferencial de las proteinas mecanosensibles YAP y

TAZ que sera dependiente de la rigidez del sustrato de cultivo.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general:

Estudiar los cambios morfoldgicos de hepatocitos normales y transformados, asi como
la activacion de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ, en respuesta a los

cambios en la rigidez de los sustratos de cultivo.

5.2 Objetivos particulares:

1. Evaluar la respuesta temprana y tardia de hepatocitos normales vy
transformados cultivados en sustratos con diferentes valores de rigidez,
mediante cambios en el esparcimiento (area), la circularidad (excentricidad) y

la agregacion celular.

2. Evaluar la respuesta de los hepatocitos primarios normales cultivados en
sustratos con diferentes valores de rigidez, mediante la formacion de filamentos

de actina (F-actina) y la deformacion nuclear.

3. Caracterizar la localizacion subcelular de las proteinas YAP y TAZ en
hepatocitos primarios normales y transformados cultivados en sustratos con

diferentes valores de rigidez.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

El siguiente diagrama ilustra la metodologia aplicada para la obtencion de cada

objetivo planteado en este proyecto:

B) Aislamiento de hepatocitos

1. Digestion enzimatica

(colagenasa)

A) Fabricacién de HG l
PAAmM sobre 2. Separacién por
cubreobjetos " gradiente de
(0.5, 1, 5y 20 kPa) densidad
— (Percoll)
I |
OBJETIVO GENERAL '\[\\ -’,-‘l 3. Obtencién de células D) Microscopia PICy Epifuorescencia
/ X

Estudiar la respuesta de las parenquimatosas

1. Funcionalizacién

!

2. Polimerizacion de
acrilamida

células epiteliales hepaticas a

los cambios en la rigidez

@

1.Area celular

extracelular y la activacién de

C) Cultivo celular

los coactivadores
3. Entrecruzamiento de

transcripcionales YAP/TAZ Col Ny
olagena tipo |

HG Suave HG Rigido 2. Excentricidad

e (0.5, TkPa) (5, 20kPa)

02 5%

3. Agregacion
4. Lavado con PBS + >
antibiaticos

. E) Inmunofluorescencia ‘
1. Linea celular

HepG2

(24h) Cultivo Fijacién PFA4%  Inmunomarcaje
Permeabilizacién

e L ¢
<

*

2. Cultivo primario
hepatocitos
Ab.Primarios: Ab.Secundarios:
(24hy 72h) -aYAP/TAZ -Alexa fluor 488
-aYAP anti-mouse
-Alexa fluor 594
anti-rabbit

Phalloidina
acoplada a
Alexa fluor 488

DAPI

i Objetivo 2
F)} Microscopia Confocal

1.Fibras de actina

HG Suave HG Rigido
(0.5, 1kPa) (5, 20kPa)

2. Area nuclear

Objetivo 3

1. Localizacién
subcelular de YAP/TAZ

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

35



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepéaticas”. (2021)

Para el cumplimiento de los objetivos particulares se realizaron las siguientes

metodologias:

A) La fabricacion de HGPAAm con rigidez de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa.

B) EIl aislamiento de hepatocitos primarios de rata Wistar mediante la digestion
enzimatica de la ECM con colagenasa y la separacion del parénquima hepatico

por gradiente de densidad.

C) Cultivo celular de las células epiteliales hepéticas, el cual se dividio en:
1) Cultivo primario de hepatocitos de rata.
2) Cultivo de la linea celular de carcinoma hepatocelular humano HepG2.
Ambos tipos celulares se sembraron sobre los HGPAAm, previamente fabricados.

Especificamente para el objetivo 1, se realizo la siguiente metodologia:

C) Microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC, por sus siglas en

inglés)

Para el cumplimiento de los objetivos 2 y 3 se procedié a la realizacién de las

siguientes metodologias:

E) Marcaje fluorescente, el cual se dividio en:
1. Inmunofluorescencia de las proteinas YAP/TAZ.
2. Marcaje de la actina filamentosa (F-actina) mediante el uso de faloidina
acoplada a Alexa-488.
3. Marcaje de nucleo mediante el uso de DAPI, fluorocromo que se

intercala en el DNA de doble cadena.

F) Microscopia Confocal, empleada para detectar la localizacion subcelular de las
proteinas YAP/TAZ; |la deteccion de la disposicion de la F-actina y el area

nuclear.
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7. METODOS

7.1 Hidrogeles de poliacrilamida (HGPAAM)
Los hidrogeles de poliacrilamida se fabricaron mezclando los mondémeros de
acrilamida presentes en una solucion del 40% vy bis-acrilamida al 2% (Sigma-Aldrich).
Para obtener los diferentes grados de rigidez (0.5, 1, 5 y 20 kPa) se utilizaron

diferentes proporciones de cada solucién segun lo recomienda Tse JR & Engler AJ

2010 (ver Tabla 1); los stocks de las diferentes mezclas de poliacrilamida se

desecaron durante 20 min y se almacenaron a 4 °C.

Los HGPAAmM fueron polimerizados sobre cubreobjetos de vidrio redondos de 20 mm
con un tratamiento previo con una solucion de NaOH 0.1M, 3-Aminopropiltrietoxisilano
(APTES) al 100% vy glutaraldehido al 0.5%, para adicionar radicales libres y asi
favorecer la union con la poliacrilamida. Para la polimerizacién de los HGPAAmM, en un
microtubo de 1.5 ml se colocaron 989 L de la mezcla de poliacrilamida, 10 uL del
agente entrecruzante APS al 10% (persulfato de amonio) y 1 yL del catalizador
TEMED al 1%; finalmente se mezclé con vortex por 10 seg. Se depositaron 100 uL
sobre un portaobjeto previamente silanizado (la silanizacion es un tratamiento quimico
en el cual se prepara la superficie del portaobjetos exponiéndolos a
Diclorodimetilsilano (DCDMS) durante 1 h, para evitar que el hidrogel quede adherido
a la superficie de vidrio), se colocé el cubreobjeto redondo con la cara funcionalizada
sobre la gota durante 30 min a temperatura ambiente (TA) (Cretu A. et. al., 2010).
Una vez polimerizados se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS 1X (del

inglés Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) en agitacion orbital a TA.

Posteriormente la proteina comercial colagena tipo | (Col. I), aislada de tenddn de cola
de rata (Corning ®) se conjugd sobre la superficie del HGPAAm, utilizando una
concentracion de 0.1 mg/ml de Col. | disuelta en acido acético 20 mM y empleando el
fotoiniciador Irgacure 2959. En un microtubo de 1.5 ml, se realiz6 una mezcla con
833.33 uL de Col. | (0.1mg/ml), 95.24 pL del fotoiniciador Irgacure 2959 al 10% (2-
Hydroxy-4"-(2-hydroxyethoxy)-2- methylpropiophenone) y 71.43 uL de acido acrilico
NHS-esterificado al 2%. Inmediatamente se colocaron 100 uL de la mezcla en cada

HGPAAm y la conjugacion se llevo a cabo mediante el método de entrecruzamiento
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por exposicion a luz UV, con una longitud de onda de 365 nm durante 3 min (UVP
cross-linker CL-1000L).

Finalmente los HGPAAm fueron esterilizados realizando 5 lavados con PBS 1x mas
antibidticos al 1% (penicilina-estreptomicina 10,000 U/ml) previo al cultivo celular.

500 Pa 1 kPa 5kPa | 20 kPa

Acrilamida 40% 75 uL 125puL | 125 L | 200 pL
Bis-acrilamida 2% | 30 uL 15 uL 75 uL 132 uL
dH20 895puL | 860 puL | 800 pL | 668 pL

Todas las mezclas fueron polimerizadas con:
10 yL de APS al 10% + 1 yL de TEMED

Tabla 1. Proporciones para hidrogeles de poliacrilamida. Se muestran las cantidades especificas utilizadas
para preparar 1 ml de mezcla para los diferentes médulos elasticos de los HGPAAmM, las cantidades fueron
adaptadas segun Tse JR & Engler AJ 2010.

Las propiedades elasticas de los HGPAAmM son verificadas en el LaNSBioDyT
(Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para Diagndstico y Terapia de la
Facultad de Ciencias, UNAM), mediante la técnica de microindentacidn se estima su
modulo de Young, empleando el equipo FT-MTAO2 de la marca Femto Tools. Se
realizaron 4 mediciones por cada HGPAAmM, sobre el centro de la muestra en un area

de 1 mm? (datos generados por Cabriales L. y Zamarrén D. en el LaNSBioDyT).

NOTA: Como control (CT) se utilizaron condiciones de cultivo tradicional, es decir,
cubreobjetos de vidrio recubiertos con colagena comercial tipo |, los cuales poseen
una rigidez dentro del orden de los gigapascales (Gpa) (Iskratsch T. et al., 2014,
Guimaraes CF. et al., 2020, Taura K. et. al., 2010)
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7.2 Aislamiento y cultivo de hepatocitos primarios de rata

Los Comités Institucionales del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) y de la Facultad de Ciencias (UNAM),
aprobaron todos los protocolos animales de acuerdo a la NOM 062-Z00-1999, con el
namero PI_2019 02 004 aprobado el 27 de febrero del 2019. Se aislaron los
hepatocitos primarios de ratas Wistar CRL-WI jovenes (250 g), mediante una
adaptacion del método descrito por Berry y Friend (1969) y Seglen (1972). El higado
se perfundié a través de la canulacion de la vena porta, con una primera solucion
amortiguadora fisiolégica, libore de Ca?* (NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM,
HEPES pH 7.5 10 mM) a 37 °C, durante 10 min, aproximadamente. Posteriormente,
se realiz6 la digestion enzimatica de la ECM del higado, asi como la extraccién de las
células parenquimatosas y no parenquimatosas, para lo que se perfundio, por
aproximadamente 8 min mas, con la misma solucion fisiologica a la que se le afiadio
Ca?* (CaCl2 3 mM y MgS0a4 1.2 mM) y la enzima colagenasa IV a 0.6 mg/ml (Sigma-
Aldrich). Ambas soluciones se perfundieron a 37 °C, con un flujo de 8 ml/min utilizando
una bomba peristéltica. Una vez que el higado alcanz6 una consistencia suave, se
macerd en una caja petri de 100 mm y el contenido se filtr6 y se depositdé en un tubo
conico de 50 ml, empleando un filtro para células, con un poro de 100 um. Los
hepatocitos se separaron por centrifugacion a 18 x g (400 rpm) por2 mina 37 °Cy a
partir de este paso se trabajo en condiciones de esterilidad; se realizaron 4 lavados
con medio Williams’ E (Sigma Aldrich) para eliminar debris celulares. Los hepatocitos
con una viabilidad > 60% se separaron en una solucién 1:1 mediante un gradiente de
densidad por Percoll (GE Healthcare) (10:1:0.1 Percoll:HBSS:HEPES), centrifugados
a 72 x g (800 rpm) por 5 min a 37 °C. Se evalud la viabilidad celular usando la tincion
con azul de tripano al 0.4%, en una solucion 1:1 (Shen L. et al., 2012).
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7.3 Cultivo celular

Cultivo celular de hepatocitos primarios de rata

Los hepatocitos primarios aislados se resuspendieron en medio attachment (DMEM-
F12 suplementado con GlutaMAX (L-glutamina) 2.5 mM, HEPES 10 mM, piruvato de
sodio 100 mM, anfotericina B 0.5 pg/ml, insulina, transferrina y selenito de sodio al
1%, suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum, FBS por sus siglas en inglés) al 10% y
antibidticos (gentamicina 0.5 pg/ml, sulfametoxazol y trimetoprima 0.2 mg/ml). Los
hepatocitos fueron cultivados a una densidad de 2.5x10° células/HGPAAm en placas
de cultivo de 12 pozos durante 2 a 4 h para su adhesion. Posteriormente, los
hepatocitos se mantuvieron en cultivo con medio feeding (medio attachment libre de
FBS) en condiciones estandar de cultivo en una atmésfera himeda (80% humedad),
CO2 5% a 37 °C, y las células se analizaron a 24, 48 y 120 h, después de haberse
adherido.

Cultivo celular de la linea HepG2

La linea celular HepG2, proveniente de un carcinoma hepatocelular humano con
morfologia epitelial, se cultivé a una densidad de 3.5x10°2 células/THGPAAmM en placas
de cultivo de 12 pozos. Las células HepG2 se mantuvieron en cultivo con medio MEM
(Minimum Essential Media), 1 mM de piruvato de sodio, suplementado con FBS al
10% mas antibidticos al 1% (penicilina-estreptomicina 10,000 U/ml), bajo condiciones
de cultivo estandar de 80% de humedad, CO2 5% a 37 °C, durante 24h.

7.4. Marcaje por fluorescencia
La deteccion de las proteinas YAP/TAZ se realiz6 mediante inmunofluorescencia, para
lo cual las células fueron procesadas de la siguiente manera: se lavaron con PBS 1X
a 37 °C, e inmediatamente se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS 1X a
37 °C durante 20 min. Una vez fijadas fueron permeabilizadas con Triton X-100 al
0.1% en PBS 1X durante 10 min en agitacion a TA. Posteriormente se realizé el
bloqueo con albumina bovina fraccion V al 0.1% mas suero de caballo al 10% en PBS
1X incubado por 60 min en agitacion a TA. Las células se incubaron en camara
hameda toda la noche, con un anticuerpo primario anti-YAP (63.7) de Santa Cruz (SC-
101199, monoclonal de ratén) que reconoce a ambas proteinas YAP y TAZ, diluido

1:200 en solucién de blogueo a 4 °C. El anticuerpo secundario (anti-raton) acoplado a
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Alexa-fluor 488, diluido 1:500 en PBS 1X fue incubado durante 90 min a TA, cubierto

de la luz.

La deteccion de la actina filamentosa (F-actina) se realiz6 mediante un marcaje
fluorescente utilizando el fluoréforo Alexa-fluor 488-acoplado a Faloidina. Las células
se procesaron de manera similar a la inmunofluorescencia, hasta el paso de
permeabilizacién con Tritdbn X-100 al 0.1% en PBS 1X; posteriormente fueron lavadas
3 veces con PBS 1X y se incubaron con faloidina a una dilucion 1:250 en PBS 1X
durante 60 min TA, cubierto de la luz.

Para ambos procedimientos se continu6 con el marcaje del nticleo con DAPI 1:500 en
PBS 1X durante 10 min a TA, y en seguida se realizaron 3 lavados con PBS 1x de 10
min cada uno y 1 enjuague con agua desionizada para retirar el exceso de sales.
Finalmente, las muestras fueron montadas y preservadas con Mowiol (hidrocoloide
mucoadhesivo soluble en agua basado en poli-vinil-alcohol, biocompatible con
muestras de fluorescencia) 120 uL/HGPAAmM (Nota: se utiliza un volumen alto para
evitar la deshidratacién del HGPAAmM) sobre cubreobjetos rectangulares, ya que esto
nos permitira estar dentro de la distancia de trabajo de enfoque en el microscopio

invertido, evitando enfocar a través del HGPAAm.

7.5 Tomay analisis de imagenes
Microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC)
Las imagenes de campo claro se obtuvieron con el microscopio invertido Nikon Eclipse
Ti-S system, empleando el objetivo 10x se tomaron 5 campos por condicién. Las
imagenes se utilizaron para la medicion manual del area celular y la circularidad de la
célula; el criterio para el analisis fue incluir sélo células individuales y/o binucleadas.
El método se describe en el siguiente diagrama, se cuantificaron 5 células por foto con

un total de 50 células:
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Microscopia de epifluorescencia

Las imagenes de epifluorescencia se tomaron con un microscopio Nikon Eclipse Ci-L,

utilizando el objetivo 40x y se tomaron 5 campos por condicién. Se procesaron las

imagenes de la marca nuclear DAPI, fueron procesadas para la cuantificacion

semiautomatica de agregados celulares. Se realizd6 con el programa Image J,

empleando una mascara binaria, en donde por medio de un filtro Gausiano permite

gue el programa reconozca solo estructuras circulares

de un area determinada y

finalmente se filtra por umbral de intensidad de fluorescencia. El procedimiento se

explica en el siguiente diagrama:
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Una vez definidos los nucleos se cuantificaron los agregados celulares de manera

manual, utilizando 5 fotos por cada condicion de 2 experimentos independientes.
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Microscopia confocal

Las muestras fueron analizadas a través de microscopia confocal (TCS-SP8, Leica),
para lo cual se obtuvieron cortes en z utilizando el objetivo de inmersion 63X,
obteniendo reconstrucciones 3D y proyecciones maximas. Se utilizaron las imagenes
para analizar la disposicion de la F-actina, la localizacion subcelular de las proteinas
YAP/TAZ, la correlacion de la marca nuclear de YAP/TAZ y DAPI, empleando el

Coeficiente de Pearson y el area nuclear.

Coeficiente de correlacion p Histograma 2D
(fuerza y sentido de relacién lineal)
+ 0.96-1.0 Perfecta cl
+ 0.85-0.95 Fuerte
+ 0.70-0.84 Significativa T
+ 0.50-0.69 Moderada 3
+ 0.20-0.49 Debil
+ 0.10-0.19 Muy débil
+ 0.0-0.09 Nula DAPI

Nota: El histograma muestra la correlacién utilizada como control de la prueba de
coeficiente de correlacion de Pearson, en el cual se tomo la fluorescencia del nucleo
marcada con DAPI, contra la misma marca fluorescente de DAPI, cuya p esigual a 1,

es decir, la marca tiene una correlacion perfecta.

Cuantificacion y estadistica

Todas las imagenes se procesaron y analizaron utilizando el software libre ImageJ.
Los andlisis y resultados mostrados fueron obtenidos a partir de al menos 2
experimentos independientes. El andlisis estadistico fue realizado a través del

software GraphPad Prism 8, empleando ANOVA de una via y el método de Tukey.
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8. RESULTADOS

8.1 Evaluar la respuesta temprana y tardia de los hepatocitos normales y
transformados cultivados en sustratos con diferentes valores de rigidez,
mediante cambios en el esparcimiento (area), la circularidad y la agregacion

celular.

8.1.1 Los hepatocitos normales y transformados responden a la rigidez
mediante el esparcimiento del &reay su deformacién celular.

Estudios recientes han reportado que los hepatocitos primarios de raton responden a
la rigidez de su sustrato (hidrogeles de PAAm) con un médulo elastico 210 kPa (Li CY.
et al., 2014; Desai S. et al., 2016), incrementando hasta el doble de su area celular
posterior a 12 h de cultivo. Para confirmar previos resultados, se decidié evaluar la
respuesta de los hepatocitos primarios de rata, utilizando hidrogeles de PAAmM con los
siguientes valores de rigidez 500 Pa, 1, 5 y 20 kPa, conjugados con la proteina
comercial colagena tipo | (Col. I), como se describe previamente; considerando como
sustratos suaves los hidrogeles con un médulo elastico de <1 kPay rigidos los de 20
kPa. Se decidié no utilizar médulos elasticos <500 Pa, debido a que la poblacion de
los hepatocitos primarios adheridos al sustrato disminuyd considerablemente.
Conforme a los resultados esperados, los hepatocitos cultivados durante 24 h en
sustratos rigidos mostraron una diferencia significativa en el aumento de su area
celular (1332 + 199.7 um?), comparado con el area de los hepatocitos cultivados en
sustratos suaves de 500 Pa (504.5 + 96.9 um?) (Fig.7 A y B). Por otro lado, la
respuesta fue menor en los hepatocitos transformados derivados de un
hepatocarcinoma (linea celular humana HepG2) cultivados durante 24 h, pues sélo
aumentaron 1.4 veces mas su area celular en sustratos rigidos, en comparacion con
los hepatocitos normales que aumentaron su esparcimiento celular 2.2 veces mas
(Fig.8 A y B); sin embargo, los resultados en las HepG2 también muestran una
diferencia significativa en el incremento de su esparcimiento celular, pasando de un
area de 648.3 + 168.2 ym? en sustratos suaves de 500 Pa a 926.2 + 265.1 um? en
sustratos rigidos de 20 kPa, como respuesta a las condiciones mecanicas (Fig.8 B).
Para evaluar si el aumento en el esparcimiento del area celular se mantiene a lo largo
del tiempo, se decidio analizar la respuesta de los hepatocitos primarios normales en

cultivo durante 48 y 72 h. Los resultados permitieron observar que los hepatocitos
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normales cultivados en sustratos con un modulo eléstico de 500 Pa mantuvieron un
area celular menor a las 1000 um? (804.3 + 141.1 ym? para el cultivo de 48 hy 976.6
+ 214.8 ym? para 72 h de cultivo). En contraste, los hepatocitos normales cultivados
sobre sustratos rigidos incrementaron su area superando las 3000 ym? (2221 + 787.9
um? para 48 h y 3023 + 1035 ym? para 72 h de cultivo), mostrando un aumento de

casi el 100% en su area celular (~1000 um?) por dia de cultivo (Fig.7 B).

Adicionalmente, se observd que los hepatocitos normales y transformados cultivados
sobre sustratos de 500 Pa y 1 kPa parecian mantener su forma celular casi circular a
lo largo del tiempo, mientras que los hepatocitos cultivados sobre HGPAAmM con un
modulo elastico de 5y 20 kPa, ademas de mostrar un aumento en su area celular, sus
caracteristicas morfolégicas se modificaron hacia un fenotipo tipo mesénquimal,
donde cambia su forma circular a estrellada, pasando de circular a eliptica
(excentricidad) (Fig.7 Ay C). Para comprobar dichas observaciones se decidio evaluar
la caracteristica de excentricidad celular, indicando el aspecto de su eje mayor contra
Su eje menor; es decir, que tan circulares se mantienen, de esta manera un hepatocito
circular sera todo aquel que posea valores cercanos o iguales a 1. El analisis mostro
gue efectivamente los hepatocitos normales cultivados sobre sustratos suaves a lo
largo del tiempo mantuvieron valores cercanos a 1, su valor promedio en cultivo de 24
h fue de 0.93 + 0.05, el cual disminuy6 a 0.83 + 0.10 en cultivo de 72 h; a diferencia
de los hepatocitos cultivados sobre sustratos rigidos los cuales pasaron de un valor
de 0.85 + 0.08 en 24 h de cultivo a 0.37 £ 0.17 en 72 h de cultivo, es decir, su
circularidad disminuyd mas de un 50% (Fig.7 C). Por otro lado, los hepatocitos
transformados parecieron responder mas rapido en términos de deformacion (Fig.8
A), ya que al ser analizados posterior a 24 h de cultivo, pasaron de un valor promedio
de 0.92 £ 0.08 en sustratos suaves, muy similar a los resultados obtenidos en
hepatocitos normales, a un valor de 0.60 £ 0.18 en HGPAAmM de 20 kPa, cercano al
valor promedio de excentricidad obtenido para hepatocitos normales cultivados por 48
h en el mismo valor de rigidez (0.65 + 0.20) (Fig.8 C).
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Fig. 7. Los hepatocitos primarios de rataresponden alarigidez (médulo elastico) mediante el esparcimiento
del area y su deformacién celular. A) Magnificaciones de imagenes representativas de hepatocitos (célula
individual) cultivados sobre HGPAAm conjugados con colagena comercial tipo I, con un moédulo elastico de 500
Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24, 48 y 72 h de cultivo, utilizando como control (CT) condiciones de cultivo tradicional
(cubreobjetos de vidrio recubiertos con colagena comercial tipo 1), tomadas por microscopia de contraste de
interferencia diferencial (DIC). Barra de escala 20 uym. B) Andlisis estadistico de mediciones de area celular,
mostrando media y SEM de datos representativos de 3 experimentos individuales n=50, **** p<0.0001, ***p 0.001.
C) Analisis de excentricidad celular de hepatocitos normales (célula individual) cultivados sobre HGPAAmM
conjugados con colagena comercial tipo I, con un modulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24, 48y 72
h de cultivo; ambas graficas muestran los datos comparativos entre rigidez y tiempo de cultivo.
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Fig. 8. La linea celular HepG2 (hepatocitos transformados) responde a las variaciones de rigidez en su
sustrato mediante deformaciéon y esparcimiento celular. A) Imagenes y magnificaciones representativas de
HepG2 cultivadas sobre HGPAAmM conjugados con colagena comercial tipo I, con un médulo elastico de 500 Pa,
1, 5y 20 kPa posterior a 24 h de cultivo, utilizando como control condiciones de cultivo tradicional (cubreobjetos
de vidrio recubiertos con colagena comercial tipo 1), tomadas por microscopia DIC. Barra de escala 200 pm,
magnificacion 50 uym. B) Andlisis estadistico de mediciones de area celular, mostrando media y SEM de datos
representativos de 2 experimentos individuales n=40, *** p<0.0001, ***p 0.003, *p 0.0153. C) Analisis de
excentricidad celular de HepG2 (célula individual) cultivadas sobre HGPAAmM conjugados con colagena comercial
tipo 1, con un modulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24 h de cultivo; ambas graficas muestran los
datos comparativos entre rigidez.
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8.1.2 Los hepatocitos primarios forman agregados celulares con diferencias en
su area dependientes de larigidez del sustrato.

Inicialmente, un hallazgo del LaNSBioDyT fue que los hepatocitos primarios cultivados
por 24 h sobre HGPAAmM de 1 kPa se disponen en forma de pequefios cordones,
similares a su organizacién dentro del lobulillo hepético, y estos cordones son mas
largos en sustratos de 5y 20 kPa. Como se puede observar en las micrografias de la
Fig.9 A, la formacion de estos cordones en los cultivos de 48 y 72 h se mantienen
Gnicamente en los hepatocitos cultivados sobre HGPAAmM de 1 kPa. Mientras que los
hepatocitos cultivados >24 h sobre HGPAAmM de 5 y 20 kPa forman agregados que
presentan diferencias en su tamafo. Los resultados de la cuantificacion de las areas
de los agregados celulares formados en las diferentes condiciones de cultivo
mostraron un comportamiento similar a los datos obtenidos de las areas de células
individuales. El tamafio de los agregados que forman los hepatocitos normales
cultivados sobre sustratos suaves de 500 Pa se mantiene similar en cultivos de 24 h
(2148 + 243.3 ym?); 48 h (2703 + 168.5 um?) y 72 h (3011 + 159.2 uym?), los cuales
muestran diferencias significativa con respecto al incremento de las areas de los
agregados formados por hepatocitos primarios cultivados sobre sustratos rigidos de
20 kPa durante 24 h (32,249 + 4589 um?); 48 h (124,991 + 35,557 ym?)y 72 h (119,661
+ 19,897 um?) de cultivo (Fig.9 B). El aumento mas significativo en el area de los
agregados se observé en los hepatocitos cultivados sobre sustratos de 5y 20 kPa por
48 h, los cuales aumentaron su area casi 4 veces con respecto al area de los
agregados formados a las 24 h de cultivo. Cabe resaltar que se observo la presencia
de hepatocitos aislados principalmente en sustratos de 500 Pa; en contraste, la
tendencia a que los hepatocitos formen agregados aumenta conforme se incrementa
el modulo elastico de los HGPAAm, al igual que el tiempo de cultivo. De forma
interesante, los hepatocitos cultivados en HGPAAmM de 1 kPa durante 24 h (6382 +
503.2 ym?) mostraron una reduccion en el area de los agregados a las 48 h de cultivo
(5522 + 333.4 uym?). Este hallazgo pudiera deberse a que los hepatocitos que se
mantienen en cultivo por mas tiempo comienzan a formar aglomerados celulares tipo
esferoides en 3D (Bual R. & ljima H., 2019), mas que soélo agrupaciones o agregados
en 2D (monocapa), principalmente los hepatocitos cultivados sobre sustratos suaves
(500 Pay 1 kPa) (ver Fig.9 B).

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

49



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepaticas”. (2021)

A Rigidez (kPa)

24h

Tiempo
48h

72h

*

200,000
v
< & g = ki
g 150,000 .
(o]
3 -
b o
® 100,000 o _{_
(=]
© v
5 %% v
kK u
§  50,000- — om |y vg
\< v
_‘.ﬁ_‘_ =
0t = = = T T 1T
2dh + - - + - = + - = + - -
B =~ #F = »F x w« b w = &
72h - - + - - + - - + - - +
500Pa 1kPa 5kPa 20kPa

Fig. 9. Los hepatocitos primarios forman agregados celulares con diferencias en su area dependiente de
larigidez del sustrato. A) Imdgenes y magnificaciones representativas de hepatocitos cultivados sobre HGPAAmM
conjugados con colagena comercial tipo I, con un médulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24, 48y 72
h de cultivo, utilizando como control condiciones de cultivo tradicional (cubreobjetos de vidrio recubiertos con
colagena comercial tipo ), tomadas por microscopia DIC. Barra de escala 200 ym, magnificacion 50 um. B) Analisis
estadistico de mediciones de area de agregados celulares, mostrando media y SEM de datos representativos de
2 experimentos individuales n=30, **** p<0.0001, ***p 0.0008, *p 0.0437.

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

50



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepéaticas”. (2021)

8.2 Evaluar la respuesta de los hepatocitos primarios normales cultivados en
sustratos con diferentes valores de rigidez, mediante la formacion de filamentos

de actina (F-actina) y la deformacion nuclear.

La respuesta celular ante estimulos mecanicos, como la rigidez y el confinamiento,
involucra la reorganizacion del citoesqueleto de actina (Kimata T. et al., 2006; Degan
D. et al., 2015; Pocaterra A. et al., 2019); los hepatocitos que son cultivados bajo
condiciones estandar (cajas de poliestireno) sufren una reorganizacion de su
citoesqueleto de actina, formando fibras de estrés, las cuales conectan directamente
con complejos de adhesion (integrinas) (Sun P. et al., 2019). En diversos estudios,
gue buscan preservar las funciones de los hepatocitos, una de las caracteristicas que
buscan mantener es la presencia de actina cortical, ya que actualmente se ha descrito
qgue la remodelacién de la actina es un proceso importante para mantener la red
canalicular, para que el hepatocito lleve a cabo sus funciones y para controlar su

diferenciacion, asi como conferirle polaridad (Meyer K. et al., 2020).

Los resultados mostrados previamente, indican que los hepatocitos primarios
responden a cambios en la rigidez de los HGPAAmM conjugados con Col. I, mediante
el aumento en su area celular (esparcimiento) y su deformacion o excentricidad. Para
comprobar si en los hepatocitos primarios de rata existe una relacion entre los cambios
morfolégicos observados y la reorganizacion de su citoesqueleto de actina, se evalu6
cualitativamente la disposicion de la F-actina, mediante el uso de faloidina marcada
fluorescentemente en los hepatocitos normales cultivados sobre sustratos con
diferentes mddulos elésticos durante los tiempos de 24, 48 y 72 h (Fig.11). Las
imagenes obtenidas mediante microscopia confocal, nos permitieron observar que los
hepatocitos cultivados en sustratos suaves (<1 kPa) presentan una disposicion de
actina cortical y esta organizaciéon se mantiene a lo largo del tiempo, explicando
probablemente la presencia de células mas circulares. Realizando una reconstruccion
3D de los hepatocitos cultivados en sustratos suaves, fue posible observar claramente
la formacion de una estructura similar al canaliculo biliar o canaliculi-like, en cultivos

de 24 hy, de forma interesante esta estructura se mantuvo en cultivos de hasta 72 h

(Fig.10).
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Meyer y colaboradores recientemente describieron que el canaliculo biliar esta
formado por las superficies apicales de los hepatocitos situados en el eje PC-PP, y es
una estructura que responde a la exposicion a las sales biliares, aumentando la
tension de su citoesqueleto; ademds, dichas estructuras tipo canaliculo biliar estan
asociadas a los complejos de polaridad, unién célula-célula y célula-ECM, en células

cultivadas in vitro (Fig.10) (Aragona M. et al., 2013; Meyer K. et al., 2020).

Suave

24h 72h

Fig. 10. Los hepatocitos primarios de rata cultivados en sustratos suaves presentan una estructura tipo
canaliculo biliar. Magnificaciones de imagenes representativas de hepatocitos cultivados sobre HGPAAmM
conjugados con colagena comercial tipo I, con un mdédulo elastico de 500 Pa, posterior a 24 y 72 h de cultivo,
tomadas por microscopia confocal, proyeccion 3D. Barra de escala 20 yum. Imagenes representativas de al menos
3 experimentos individuales.

En contraste, la F-actina de los hepatocitos primarios normales cultivados en sustratos
rigidos se encuentra formando fibras de estrés y los hepatocitos adquieren cambios
morfolégicos similares a las células tipo mesenquimales. Ademas, probablemente las
fibras de estrés incrementan la tension intracelular en los hepatocitos cultivados por
72 h, siendo esta la causa de los cambios en la deformacién (area) nuclear (Fig.11)
(Sosa B.A et al., 2012; Mathieu S. & Maneville JB., 2019).
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Fig. 11. Reorganizacion del citoesqueleto de actina de los hepatocitos primarios en condiciones de cultivo
de rigidez variable. A) Imagenes y magnificaciones de imagenes representativas de hepatocitos cultivados sobre
HGPAAmM conjugados con colagena comercial tipo I, con un modulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a
24, 48 y 72 h de cultivo, tomadas por microscopia confocal; las flechas muestran la disposicion de la actina
filamentosa, siendo cortical en los hepatocitos cultivados sobre sustratos suaves y formando fibras de estrés en
sustratos rigidos. Barra de escala 50 pym, magnificacién 30 um. Imagenes representativas de al menos 3
experimentos individuales.

La formacion de fibras de estrés asociada con el esparcimiento celular y la
contractilidad, como respuesta de adaptacion a la propiedades mecéanicas externas a
las que esta expuesta la célula, ha demostrado tener un impacto en la deformacion
nuclear, tal como se mencioné en la introduccion. Los complejos proteicos llamados
LINC, unen al citoesqueleto de actina directamente a la envoltura nuclear, permitiendo
que los esfuerzos ejercidos por las fibras de estrés sean transmitidos al nucleo,
regulando programas transcripcionales o la reorganizacion de territorios
cromosomicos (Cho S. et al.,, 2017). Dado que los hepatocitos primarios de rata,
presentan la formacion de dichas fibras tensiles, lo cual pudiera ser una explicacion
del incremento en el esparcimiento celular, se decidié analizar si existian diferencias
en el tamafio del nucleo de los hepatocitos que mantienen la actina cortical,
comparandolos con los hepatocitos con formacién de fibras de estrés (Flg.12 A). De
acuerdo a los resultados esperados, existié un aumento significativo en el rea nuclear
de los hepatocitos primarios cultivados sobre sustratos suaves durante 24 h (64.69 +
2.80 ym?), 48 h (72.11 £ 2.23 ym?) y 72 h (73.10 * 1.68 um?) comparados con los
hepatocitos cultivados sobre sustratos rigidos por los mismos tiempos: 24 h (132.3 +
3.87 um?), 48 h (149.7 £ 7.90 um?) y 72 h (210.4 + 14.10 ym?), los cuales aumentaron
su area nuclear poco mas de 2 veces con respecto a los hepatocitos cultivados en
sustratos suaves, en los 3 tiempos de cultivo (Fig.12 B). El aumento en el area del
nucleo en los hepatocitos primarios que adquieren caracteristicas morfolégicas tipo
mesenquimales cuando son cultivados sobre sustratos rigidos, pudiera exponer sitios
del DNA y esto a su vez repercutir en cambios en la regulacién transcripcional, lo que

podria ser una explicacion a la pérdida de sus funciones.
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Fig. 12. Los hepatocitos primarios cultivados en valores de rigidez variable sufren deformacion nuclear. A)
Magnificaciones de imagenes representativas de hepatocitos cultivados sobre HGPAAmM conjugados con colagena
comercial tipo I, con un médulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24, 48 y 72 h de cultivo, tomadas por
microscopia confocal. Barra de escala 30 um. B) Analisis estadistico de mediciones de area nuclear, mostrando
media y SEM de datos representativos de 2 experimentos individuales n=30, **** p<0.0001.
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Por estas razones y porgue los resultados anteriores mostraron que la linea celular
humana transformada HepG2 también responde a los cambios en la rigidez de su
sustrato, se decidid evaluar el area nuclear. Los datos obtenidos de las areas
nucleares de las células HepG2 cultivadas por 24 h, mostraron un comportamiento
similar a los hepatocitos primarios, es decir, en sustratos suaves tuvieron un area
nuclear de 88.57 + 5.37 ym?, mientras que en sustratos rigidos presentaron un area

de 165.8 + 11.58 uym? (Fig.13) aumentando cerca de 2 veces su area nuclear.
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Fig. 13. La linea celular HepG2 cultivada en valores de rigidez variable, sufre deformacién nuclear. A)
Magnificaciones de imagenes representativas de HepG2 cultivadas sobre HGPAAmM conjugados con colagena
comercial tipo I, con diferente médulo elastico posterior a 24 h de cultivo, tomadas por microscopia de
epifluorescencia. Barra de escala 20 um. B) Analisis estadistico de mediciones de area nuclear: 500 Pa (88.57 +
5.37 um?), 1 kPa (90.15 + 6.73 um?) 5 kPa (150.8 £ 7.71 um?) y 20 kPa (165.8 = 11.58 ym?) mostrando media y
SEM de datos representativos de 2 experimentos individuales n=30, **** p<0.0001.
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8.3 Caracterizacion de la localizacion subcelular de las proteinas YAP y TAZ en
hepatocitos normales y transformados cultivados en sustratos con diferentes

valores de rigidez.

Los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ son dos mecanoreceptores que
permiten a las células percibirse entre ellas mismas y percibir su ambiente tisular, asi
como comunicarse entre si. La regulacion de YAP/TAZ responde directamente a la
forma y la polaridad celular, las cuales estan directamente relacionadas con la
reorganizacion del citoesqueleto de actina (Totaro et al., 2018). Los hepatocitos, que
son células con un fenotipo epitelial (Colnot S. & Perret C., 2011), requieren adquirir
polaridad apico-basal para la correcta formacion y funcién del epitelio. Como se
menciondé anteriormente, la ruta Hippo es la ruta de regulacién candénica de las
proteinas YAP/TAZ mediante su fosforilacion por las cinasas LATS-1/2. Sin embargo,
recientemente se ha descrito que también pueden ser reguladas positivamente por las
propiedades mecanicas del microambiente celular, independientemente de LATS. Es
decir, la reorganizacion del citoesqueleto de actina que llevan a cabo las células
cuando son expuestas a sustratos rigidos podria favorecer su traslocacion al nucleo;
por el contrario, bajo condiciones de cultivo sobre sustratos suaves, las proteinas
YAP/TAZ permaneceran principalmente en el citoplasma. Por lo tanto, una vez que se
comprobd que los hepatocitos primarios son capaces de responder a los cambios en
la propiedades de rigidez de los sustratos en los que son cultivados, se analiz6 la

localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ (Fig.14 Ay B).

De aqui, se obtuvieron los siguientes resultados: los hepatocitos analizados después
de 24 h de cultivo, mostraron un enriquecimiento significativo en los porcentajes de
fluorescencia de la marca nuclear de YAP/TAZ, cuando fueron cultivados sobre
sustratos rigidos (18%) comparado con los hepatocitos cultivados sobre sustratos
suaves (12%) (Fig.14 C). A pesar de que los datos obtenidos de los porcentaje de
YAP y TAZ nuclear son bajos, comparados con los porcentajes citoplasmaticos,
nuestros resultados son similares a los que obtuvo el equipo de Meyer, en donde tras
analizar los porcentajes de fluorescencia de la marca nuclear de YAP/TAZ y obtener
porcentajes menores al 20%, cuantificaron los niveles de las proteinas YAP/TAZ

mediante la técnica de fraccionamiento celular y observaron que la proporcion
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citoplasmatica de YAP/TAZ es muy alta, lo cual probablemente podria explicar los

porcentajes de translocacion observados en nuestros ensayos.
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Fig. 14. La localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ se modifica en
hepatocitos primarios cultivados en sustratos de rigidez variable. A) Imagenes y magnificaciones de
imagenes representativas de hepatocitos cultivados sobre HGPAAmM conjugados con colagena comercial tipo |,
con un modulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24 h de cultivo marcados fluorescentemente anti-
YAP/TAZ, tomadas por microscopia confocal, mostrando 1 sélo corte en el eje z, las flechas muestran nicleos
representativos en donde se puede observar la ausencia o presencia de la marca fluorescente. Barra de escala 50
pm, magnificacion 30 ym. B) Imagen comparativa de marcaje fluorescente de YAP/TAZ en escala de grises en
hepatocitos primarios cultivados durante 24 h sobre sustrato suave y rigido. C) Andlisis estadistico de cuantificacion
de marca inmunofluorescente nuclear y citoplasmatica de YAP/TAZ, mostrando media y SEM de datos
representativos de 1 experimento individual n=15, ** p<0.0031, *p 0.0239.
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Adicionalmente, la linea celular HepG2 cultivada por 24 h sobre los HGPAAm de los
diferentes grados de rigidez, también mostré cambios significativos en los porcentajes
de fluorescencia de la marca de las proteinas YAP/TAZ en nucleo, observandose un
mayor porcentaje de traslocacion nuclear pasando de un 31% en sustratos de 500 Pa
a un 39% en sustratos de 20 kPa) (Fig.15). Este hallazgo coincide con otras lineas
celulares que han sido caracterizadas, no obstante, es interesante que pese ser
células transformadas de un hepatocarcinoma, las cuales son una linea celular
inmortalizada adaptada al cultivo en caja petri (con una rigidez en el orden de los
gigapascales), son capaces de responder a las diferencias de rigidez de su sustrato.
Siendo probable que su programa transcripcional sea diferente al igual que ocurre en

cultivo primario.
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Fig. 15. La localizacion subcelular de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ en células HepG2 se
modifica entre nucleo y citoplasma, en cultivos en sustratos de rigidez variable. A) Imégenes y
magnificaciones de imagenes representativas de células HepG2 cultivadas sobre HGPAAmM conjugados con
coldgena comercial tipo |, con un médulo elastico de 500 Pa, 1, 5y 20 kPa posterior a 24 h de cultivo, tomadas por
microscopia de epifluorescencia. Barra de escala 30 um. B) Analisis estadistico de cuantificacion de la marca
inmunofluorescente nuclear y citoplasmética de YAP/TAZ, mostrando media y SEM de datos representativos de 2
experimentos individuales n=15, ** p<0.0031, *p 0.0239 . C) Imagen comparativa de marcaje fluorescente de
YAP/TAZ en escala de grises en HepG2 cultivadas durante 24 h sobre sustrato suave y rigido.

9. DISCUSION

Algunos de los procesos fisioldgicos que puede llevar a cabo el higado son la
regeneracién y la fibrogénesis, ya que el dafio del tejido hepatico predispone al érgano
a desarrollar desbalances en la sintesis y la composicion de la ECM que rodea a las
células hepdticas, incluidos los hepatocitos. Ademas, el dafio hepatico desencadena
distintos procesos como por ejemplo, la infiltracion de células fagociticas
(macrofagos), que secretan citocinas inflamatorias como el TGFB y la IL-6, entre otras,
gue en conjunto activan a las HSC, las cuales pasan de un estado quiescente a un
fenotipo fibrogénico (miofibroblasto) promoviendo asi la sintesis y degradacién de
ECM (Hernandez V. & Friedman SL., 2011; Koyama Y. & Brenner DA., 2017). La
sintesis y degradacién de ECM o fibrogénesis es un proceso que tiene un asa de
regulaciéon positiva, por lo que, cuando el dafio se vuelve cronico, el proceso de
fibrogénesis se exacerba dando origen a procesos patolégicos como la fibrosis o
cirrosis hepatica. Dicha alteracion ademas de modificar las propiedades quimicas de
la ECM, altera también las propiedades fisicas de la ECM, como su rigidez (Wells R.
2008; Dey A. et al., 2020). De manera interesante, el depdsito de ECM ocurre de
manera heterogénea acumulandose en los espacios periportales del lobulillo hepético
(de la periferia al centro) (Desai et al., 2016). Estudios recientes in vitro han propuesto
que los hepatocitos experimentan una respuesta a los cambios en la rigidez del
sustrato, como por ejemplo el incremento en su area celular, mediada por el aumento
en adhesiones focales y la contractibilidad del aparato de actomiosina (Natarajan V.
et al., 2015; Desai S. et al., 2016). Por tal razdn, el objetivo de este proyecto fue el
investigar si los hepatocitos normales (hepatocitos primarios de rata) y los hepatocitos
transformados (linea celular HepG2) perciben y responden a la mecanica extracelular
(rigidez). También se investigd si existe una diferencia en la activacion de los
coactivadores YAP/TAZ dependiente de la rigidez, asi como un umbral de activacion,
e investigar los cambios en la reorganizacién de su citoesqueleto de actina al utilizar
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sustratos de hidrogeles de poliacrilamida con moédulos elasticos de 500 Pa, 1, 5y 20
kPa, entrecruzados con la proteina comercial Col. | (0.1mg/ml). Aunque la Col. I no es
tan abundante en el higado sano, en el laboratorio (LaNSBioDyT) se evalud la
eficiencia de la adhesion de los hepatocitos con otras ECM (matrigel, colagena tipo IV
y laminina) y se demostré que en condiciones suaves <1 kPa los hepatocitos no son
capaces de adherirse a los hidrogeles de manera eficiente (Serna M. et al., 2020). Se
seleccionaron los modulos elasticos tomando como base las mediciones del médulo
de Young de tejido hepatico sano (150 Pa) y fibrotico (de 1 a 6 kPa), reportados en el
articulo de Desai y colaboradores. En el presente trabajo se decidié utilizar sustratos
2500 Pa, debido a que en los sustratos menores a 500 Pa las células pierden su
capacidad de agregacion, lo que no representa el estado fisiolégico de este tipo
epitelial, el cual establece su polaridad a partir del canaliculo biliar. Los hepatocitos
normales y transformados mostraron diferencias significativas en su area celular al ser
cultivados en sustratos de <1 kPa (suaves) en comparacion con los cultivados sobre
sustratos de 5 y 20 kPa (rigidos). La literatura menciona que los procesos de
mecanotransduccion, es decir, el cdmo la célula percibe e interpreta los estimulos
mecanicos, involucran la reorganizacion del citoesqueleto de actina y cambios en los
esfuerzos internos (actomiosina), a través de un proceso que ademas puede llevar a
la regulacion de algunas proteinas y repercutir en la expresién génica, permitiéndole
a la célula responder y adaptarse a los cambios en su microambiente (Janmey PA. et
al., 2013; Sun P. et al., 2019). Por lo cual, se decidio evaluar si existian diferencias
cualitativas en la organizacion del citoesqueleto de actina (F-actina) en los hepatocitos
normales. Conforme a los resultados esperados, los hepatocitos cultivados sobre
HGPAAmM suaves mantuvieron sus caracteristicas morfoldgicas (forma poligonal) y la
organizacion de la actina filamentosa proxima a la membrana plasmatica (cortical) por
hasta 3 dias de cultivo, caracteristicas similares a las de una célula con fenotipo
epitelial. Otro hallazgo interesante fue que entre las uniones célula-célula los
hepatocitos parecieron formar una estructura similar a un canaliculo biliar (del inglés
canaliculi-like), lo que podria indicar que el hepatocito mantiene cierta polaridad celular
(Meyer K. et al.,, 2020). En contraste, los hepatocitos cultivados sobre HGPAAM
rigidos, asi como los hepatocitos transformados, experimentaron cambios
morfolégicos similares a los que han sido reportados en hepatocitos cultivados bajo
condiciones de cultivo estandar (en caja de petri), es decir, presentaron una forma

estrellada y la formacion de fibras de estrés (Wells R. 2008).
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Diversos estudios han sugerido que los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ, dos
proteinas mecanosensibles, podrian estar reguladas de manera independiente de la
ruta Hippo, a través de la via de la GTPasa de Rho encargada de la reorganizacion

del citoesqueleto (Dupont S. et al., 2011; Aragona et al., 2013).

Feng y colaboradores en 2014, describieron un mecanismo que apoya la influencia
mecanica y la subsecuente reorganizacion del citoesqueleto sobre la regulacién de
YAP/TAZ. Su trabajo sugiere que la tumorigénesis de melanoma uveal asociada a
alteraciones del oncogen GNAQ (receptor acoplado a proteina Gaq) podria deberse a
la acumulacion de YAP en el nacleo a través de la activacion de TRIO, un complejo
proteico que posee dos dominios con actividad GEF (del inglés, guanine nucleotide
exchange factor), y de la participacion de las GTPasas RhoA y Racl. En este trabajo
realizaron el silenciamiento de los genes GNAQ, TRIO, RhoA y Racl, obteniendo asi
una disminucion en la acumulacién nuclear de YAP, por lo que propusieron que la
disminucién de YAP podria ser una regulacion independiente de la ruta Hippo, asi
como de PLCB. Para comprobar dicha hipoétesis, silenciaron la expresién de las
cinasas LATS1/2, observando que GNAQ inducia la activacion transcripcional de YAP,
aun bajo el silenciamiento de la cinasa LATS; sugiriendo la existencia de otros
mecanismos de regulacion de YAP independientes de la ruta Hippo (LATS). Ademas,
los autores observaron que esta activacion de YAP mediada por GNAQ podia ser
inhibida si se bloqueaba la polimerizacion de actina, y por el contrario, se favorecia si

se promovia la polimerizacion de actina (Feng X. et al., 2014).

En el presente trabajo, los cofactores YAP y TAZ mostraron una aparente regulacién
diferencial en los hepatocitos primarios y transformados, la cual parece ser
dependiente de la rigidez del sustrato en el que son cultivados, ya que se observé una
mayor translocacién nuclear de YAP/TAZ en hepatocitos cultivados por 24 h sobre
sustratos rigidos, en comparacion con los hepatocitos cultivados sobre sustratos
suaves. Dicho hallazgo podria ser explicado por las diferencias observadas en la
reorganizacion de la F-actina, pues adicionalmente a lo discutido anteriormente, las
fibras de estrés tensiles en los hepatocitos cultivados sobre sustratos rigidos, podrian
ser las responsables de la deformacién nuclear (aumento del area nuclear),
permitiendo la entrada al nacleo de las proteinas YAP/TAZ y exponiendo sitios de la

cromatina, lo cual finalmente podria dar origen a la regulacion de la expresion de
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genes blanco de los coactivadores YAP/TAZ, impactando en la funcién celular como
resultado de los cambios percibidos en su mecanica extracelular (Sosa BA et al., 2012;
Cho S. et al., 2017; Mathieu S. & Maneville JB., 2019). Por otro lado, otros autores
sugieren que podrian coexistir mecanismos de regulacion dependientes e
independientes de las cinasas LATS1/2. Por ejemplo, YAP/TAZ pueden responder a
cambios en la polimerizacién de actina (F-actina) resultando en la traslocacion nuclear
de estos coactivadores transcripcionales. Asimismo, la proteina angiomotina (AMOT,
por sus siglas en inglés), ademas de unir a los filamentos de actina (F-actina), también
es capaz de unir e inhibir a YAP manteniéndolo secuestrado en el citoplasma o en las
uniones celulares, o bien AMOT puede favorecer la unién de LATS a YAP (Fulford A.
et al., 2018). Otros mecanismos que se han propuesto incluyen la regulacion de
YAP/TAZ mediada por las uniones célula-célula, pues dichas uniones en condiciones
de alta densidad celular inducen el arresto del crecimiento celular, conocido como CIP
(del inglés contact inhibition of proliferation), un control homeostatico de la densidad
celular y del tamafio del érgano que ha sido explicado por la fosforilacion y la
activacion de las cinasas LATS-1/2 por Mst-1/2 y MAP4K1/2/3/4/6/7 que mantienen a
YAP/TAZ fosforilados (inactivos) (Zhao B. et al., 2007; Dupont S. et al., 2011).

Ademas, las uniones adherentes se encuentran constituidas por complejos
moleculares integrados por proteinas como E-cadherina, B-catenina y a-catenina, las
cuales unen directamente al citoesqueleto de actina y son capaces de transmitir los
esfuerzos generados por el aparato de actomiosina de manera muy similar a las FA.
La regulacién de YAP/TAZ mediada por estos complejos se ha explicado por la
participacion de la proteina Merlin, la cual puede unirse directamente con el cofactor
YAP localizado en el nucleo y favorecer su exportacion al citoplasma (Zhang N. et al.,
2010). También podria deberse a la participacion de la via de sefializacion Wnt/(3-
catenina, como una co-regulacion positiva entre B-catenina y YAP/TAZ, ya que la
activacién de la via Wnt/B-catenina puede inducir la acumulacion nuclear de los
cofactores YAP/TAZ y la expresion de los genes blanco de Wnt/B-cateninay YAP/TAZ.
O bien negativa, cuando la via Wnt/B-catenina estd apagada, donde YAP/TAZ
participan en la inactivacion de 3-catenina, permitiendo la formacion del complejo de
degradacion de B-catenina via UPS, manteniendo a YAP/TAZ en citoplasma (Azzolin

L. et al., 2014). Cabe mencionar que esta regulacion es importante en la zonacion
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metabdlica del higado, asi como en la diferenciacién y la proliferacién de los
hepatocitos (Rios DG. et al., 2020).

Existen otras evidencias que asocian la dinamica del citoesqueleto de actina a la
regulacién de YAP, Sun y colaboradores observaron que en las agrupaciones de
hepatocitos in vitro, los hepatocitos que se encontraban localizados en la periferia del
agregado presentaban un mayor esparcimiento, y la consecuente localizacion
subcelular nuclear de las proteinas YAP/TAZ. Lo que indica que el citoesqueleto de
actina juega un papel importante en la regulacion de estas proteinas; por lo que
empleando un coctel molecular que inhibe la via de Rho/ROCK, lograron mantener a
YAP/TAZ inactivos (Sun P. et al., 2019).

No obstante, no debemos olvidar que el tejido hepatico esta conformado por multiples
estructuras conocidas como lobulillos hepaticos, donde los hepatocitos, asi como las
células de sustento experimentan condiciones heterogéneas tanto bioquimicas
(gradientes de oxigeno y nutrientes; diferentes sefalizaciones celulares) como
microambientales (rigidez de la ECM, presion del flujo sanguineo). Estas condiciones
también estan relacionadas con gradientes de perfiles de expresidn genética a lo largo
del eje portal-central lo cual permite la zonacion o especializacion en las funciones de
los hepatocitos. Adicionalmente, estudios cronobioldgicos recientes, han sugerido que
la heterogeneidad espacial, también tiene una regulacion temporal, es decir, que las
funciones metabdlicas del higado estan reguladas por el ciclo circadiano. Y dentro de
las funciones celulares reguladas por las horas de luz-oscuridad, se encuentra la
polimerizacion de actina, en donde los autores han mostrado que en ratones la
polimerizacidén de actina es mayor durante el dia con respecto a la noche, regulando
algunos factores transcripcionales como el factor de respuesta a suero (SRF por sus
siglas en inglés). Por dicha razon, los cambios en la morfologia y el tamafio de los
hepatocitos, también se les ha dado una explicacion temporal por la asociacion con el
ciclo circadiano (Gerber A. et al., 2013; Droin C. et al., 2021). Por lo que la regulacion
de las proteinas YAP/TAZ pudieran estar reguladas indirectamente por el ciclo
circadiano que mantiene una dindmica en la actina a través de la via de la GTPasa
Rho.

Posgrado de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioguimicas, UNAM.

64



Tesis de maestria “Caracterizaciéon de coactivadores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ en el contexto de células
epiteliales hepéaticas”. (2021)

Adicionalmente, Meyer demuestra la importancia de la formacion de fibras de estrés
en la cara apical de los hepatocitos que conforman el canaliculo biliar, lo que a su vez
favorece la localizacion nuclear de YAP (Meyer K. et al., 2020). Finalmente, estudios
previos han sugerido una regulacion negativa de la expresion del gen HNF4aq, un
regulador maestro de los hepatocitos mediada por la proteina YAP, ya que proponen
que esta puede interactuar fisicamente con el promotor del gen HNF4a (Lee D. et al.,
2016; Noce V. et al., 2019). Por lo tanto, nuestros resultados podrian sugerir que
algunos de los mecanismos de mecanotransduccién pueden regular la disminucién en
la expresiéon de HNF4a y consecuente la pérdida de funciones (disminucion en
produccion de albumina, urea, actividad de citocromos) de los hepatocitos, cuando
son cultivados in vitro (Natarajan V. et al., 2015; Desai S. et al., 2016). Estos datos
apoyan el desarrollo de investigaciones sobre la participacién in vivo de los
hepatocitos en el proceso de fibrosis hepatica o en el progreso de patologias como la

cirrosis o el HCC.

10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos comprobaron que tanto los hepatocitos normales
como los hepatocitos transformados perciben los cambios en la rigidez del sustrato de
cultivo y responden con un mayor esparcimiento de su area celular a mayor modulo
elastico. El cultivo de los hepatocitos normales sobre sustratos suaves <1 kPa mostré
permitir en el mantenimiento de sus caracteristicas morfologicas, ya que mantuvieron
una forma poligonal y la organizacion de su actina cortical, favoreciendo la formacion
de estructuras semejantes al canaliculo biliar; aunado a estos hallazgos, también se
observo la formacion de agregados o cordones de los hepatocitos, similares a la
disposicion que presentan los hepatocitos bajo condiciones fisioldgicas in vivo.
Adicionalmente, los resultados en los hepatocitos primarios y transformados sugieren
una regulacion diferencial de los coactivadores transcripcionales YAP/TAZ entre
sustratos suaves Yy rigidos. Los hallazgos observados en hepatocitos de cultivo
primario nos permiten proponer que el umbral de activacion de las proteinas YAP/TAZ

mediada por la rigidez del sustrato es a partir de un médulo elastico =25 kPa.
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11.PERSPECTIVAS

Es necesario realizar estudios complementarios que permitan confirmar si los
hallazgos obtenidos en este proyecto tienen repercusion en el mantenimiento de las
funciones de los hepatocitos in vitro, como son: el fenotipo celular en cultivos por
periodos mas largos y la caracterizacion de la funcion hepatica (almacenamiento de
glucoégeno, produccion de albumina, actividad de citocromo P450, expresion de
HNF4aq, etc.). Ademas podria evaluarse si el cultivo de los hepatocitos normales, sobre
sustratos rigidos, favorece la expresion de genes blanco del complejo transcripcional
YAP/TAZI/TEAD, como por ejemplo, CYR61 o CTGF; o por el contrario, investigar si
en los hepatocitos cultivados sobre sustratos suaves se inhibe la expresion de dichos

genes.
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