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RESUMEN‌ ‌ 

Las‌‌adhesiones‌‌focales‌‌permiten‌‌a‌‌las‌‌células‌‌comunicarse‌‌con‌‌el‌‌medio‌‌extracelular‌‌                       

a‌‌través‌‌de‌‌una‌‌red‌‌de‌‌integrinas‌‌que‌‌conecta‌‌la‌‌matriz‌‌extracelular‌‌(MEC)‌‌con‌‌el‌‌aparato‌‌de‌‌                                 

esfuerzos‌ ‌tensiles‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células,‌ ‌el‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina,‌ ‌gracias‌ ‌al‌ ‌acoplamiento‌ ‌de‌‌                         

numerosas‌ ‌proteínas‌ ‌citoplasmáticas.‌ ‌Estos‌ ‌complejos‌ ‌son‌ ‌capaces‌ ‌de‌ ‌transducir‌ ‌los‌‌                   

estímulos‌ ‌mecánicos‌ ‌del‌ ‌exterior,‌ ‌generados‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌composición‌ ‌del‌ ‌sustrato‌ ‌y‌ ‌su‌‌                       

entrecruzamiento‌ ‌o‌ ‌reticulación‌ ‌(rigidez‌ ‌y‌ ‌elasticidad).‌ ‌En‌ ‌consecuencia,‌ ‌estos‌ ‌estímulos‌‌                   

reorganizan‌ ‌el‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌actina,‌ ‌continuando‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌transducción‌ ‌de‌ ‌señales‌‌                     

intracelulares‌ ‌que‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌impacto‌ ‌en‌ ‌procesos‌ ‌celulares‌ ‌tales‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌proliferación,‌‌                       

diferenciación‌‌y‌‌supervivencia.‌‌La‌‌composición‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesión‌‌focal‌‌ha‌‌sido‌‌                         

estudiada‌‌ampliamente.‌‌Sin‌‌embargo,‌‌no‌‌se‌‌conoce‌‌cómo‌‌cambian‌‌estos‌‌complejos‌‌cuando‌‌                       

varían‌ ‌únicamente‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌mecánicas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC,‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌que‌ ‌siempre‌ ‌se‌ ‌ha‌‌                           

explorado‌ ‌la‌ ‌formación‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌proteicos‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌alta‌ ‌rigidez‌ ‌o‌ ‌en‌‌                           

geles‌‌de‌‌MEC‌‌sin‌‌un‌‌control‌‌adecuado‌‌de‌‌sus‌‌propiedades‌‌mecánicas.‌‌A‌‌fin‌‌de‌‌conocer‌‌la‌‌                               

modulación‌‌de‌‌estos‌‌complejos,‌‌en‌‌el‌‌presente‌‌trabajo‌‌se‌‌estableció‌‌como‌‌objetivo‌‌el‌‌aislar‌‌                           

las‌ ‌proteínas‌ ‌vinculina,‌ ‌paxilina‌ ‌y‌ ‌talina,‌ ‌proteínas‌ ‌mecanotransductoras‌ ‌dentro‌ ‌de‌ ‌las‌‌                     

adhesiones‌‌focales,‌‌y‌‌estudiar‌‌los‌‌posibles‌‌cambios‌‌en‌‌los‌‌complejos‌‌proteicos‌‌de‌‌adhesión‌‌                         

focal‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌con‌ ‌diferente‌ ‌rigidez.‌ ‌Primeramente,‌ ‌se‌ ‌estandarizó‌ ‌la‌‌                       

detección‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌mediante‌‌inmunofluorescencia‌‌e‌‌inmunoblot,‌‌en‌‌el‌‌                       

modelo‌ ‌de‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón.‌ ‌Posteriormente,‌ ‌se‌‌cultivaron‌‌en‌‌hidrogeles‌‌                     

de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌con‌ ‌módulos‌ ‌de‌ ‌elasticidad‌ ‌de‌ ‌1‌ ‌kPa‌ ‌(suave)‌ ‌y‌ ‌20‌ ‌kPa‌ ‌(rígido)‌ ‌para‌‌                             

evaluar‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌ ‌a‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌distintas‌ ‌mediante‌ ‌el‌‌                         

estudio‌‌de‌‌su‌‌esparcimiento‌‌y‌‌activación‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌YAP/TAZ.‌‌Asimismo,‌‌se‌‌evaluó‌‌el‌‌                           

efecto‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌formación‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌‌y‌‌la‌‌co-inmunoprecipitación‌‌de‌‌                           

proteínas‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesión‌ ‌focal.‌ ‌Finalmente,‌ ‌se‌ ‌propone‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌presente‌‌                         

trabajo‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM‌ ‌como‌ ‌proteínas‌ ‌modelo‌ ‌para‌ ‌investigar‌ ‌los‌‌                         

cambios‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌que‌‌                         

responden‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌estructuras‌ ‌contráctiles‌ ‌reguladas‌ ‌por‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌mecánicas‌‌                   

extracelulares.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

1.‌ ‌INTRODUCCIÓN‌‌ ‌  

‌ 

1.1‌  ‌Mecanobiología‌ ‌y‌ ‌mecanotransducción‌‌ ‌  
La‌‌mecanobiología‌‌es‌‌una‌‌rama‌‌emergente‌‌de‌‌la‌‌biología‌‌que‌‌surge‌‌a‌‌partir‌‌de‌‌la‌‌necesidad‌‌                               

de‌ ‌integrar‌ ‌a‌ ‌este‌ ‌campo‌ ‌diversas‌ ‌áreas‌ ‌de‌ ‌estudio,‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌física‌‌y‌‌la‌‌ingeniería,‌‌con‌‌el‌‌                                 

objetivo‌‌de‌‌dilucidar‌‌el‌‌papel‌‌de‌‌los‌‌estímulos‌‌físicos,‌‌en‌‌los‌‌sistemas‌‌biológicos‌‌(Jansen‌‌et‌‌                             

al.,‌ ‌2015;‌ ‌Martino‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌ ‌Su‌ ‌estudio‌ ‌abarca‌ ‌los‌ ‌distintos‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌organización‌‌                           

biológica,‌ ‌desde‌ ‌niveles‌ ‌moleculares‌ ‌hasta‌ ‌órganos‌ ‌y‌ ‌sistemas‌ ‌completos‌ ‌en‌ ‌una‌ ‌gran‌‌                       

variedad‌ ‌de‌ ‌contextos‌ ‌fisiopatológicos;‌ ‌por‌ ‌ejemplo,‌ ‌en‌ ‌enfermedades‌ ‌cardiovasculares‌ ‌y‌‌                   

pulmonares‌‌en‌‌las‌‌cuales‌‌se‌‌estudia‌‌la‌‌relación‌‌de‌‌los‌‌estímulos‌‌físicos‌‌como‌‌los‌‌latidos‌‌del‌‌                               

corazón‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌expansión‌ ‌y‌ ‌contracción‌ ‌pulmonar,‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌desarrollo‌ ‌de‌ ‌dichas‌ ‌patologías‌‌                         

(Humphrey‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌ ‌ 

‌ 

Las‌ ‌células‌ ‌transforman‌ ‌los‌ ‌estímulos‌ ‌físicos‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌que‌ ‌están‌ ‌expuestas,‌ ‌en‌ ‌respuestas‌‌                         

celulares‌ ‌mediante‌ ‌el‌ ‌proceso‌ ‌de‌ ‌mecanotransducción‌ ‌(Vogel‌ ‌&‌ ‌Sheetz,‌ ‌2006).‌ ‌Esto‌ ‌es‌‌                       

posible‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌moléculas,‌ ‌principalmente‌ ‌proteínas,‌‌                     

caracterizadas‌ ‌como‌ ‌‌mecanosensibles,‌ ‌‌las‌ ‌cuales‌ ‌al‌ ‌percibir‌ ‌los‌ ‌estímulos‌ ‌físicos‌‌                   

responden‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌ ‌diferentes‌ ‌mecanismos‌ ‌tales‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌despliegue‌‌de‌‌sus‌‌dominios,‌‌                         

por‌ ‌medio‌‌de‌‌modificaciones‌‌post-traduccionales,‌‌de‌‌su‌‌reclutamiento‌‌intracelular‌‌o‌‌de‌‌sus‌‌                       

interacciones‌‌con‌‌otras‌‌proteínas‌‌a‌‌través‌‌del‌‌reconocimiento‌‌especial.‌‌Estos‌‌cambios‌‌a‌‌su‌‌                         

vez‌ ‌repercuten‌ ‌en‌ ‌vías‌ ‌de‌‌señalización‌‌que‌‌regulan‌‌diferentes‌‌procesos‌‌celulares‌‌como‌‌la‌‌                         

proliferación‌ ‌y‌ ‌migración‌ ‌celular‌ ‌(Martino‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌ ‌ 

‌ 

1.2‌ ‌Estímulos‌ ‌mecánicos‌ ‌que‌ ‌perciben‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌ 
Las‌ ‌células‌ ‌dentro‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌tejidos‌ ‌que‌ ‌conforman‌ ‌al‌ ‌cuerpo‌ ‌están‌ ‌sujetas‌ ‌a‌ ‌diferentes‌‌                           

estímulos‌ ‌mecánicos‌‌provenientes‌‌principalmente‌‌de‌‌la‌‌mecánica‌‌de‌‌la‌‌matriz‌‌extracelular,‌                     

del‌‌confinamiento‌‌celular,‌‌de‌‌su‌‌exposición‌‌al‌‌flujo‌‌laminar‌‌derivado‌‌de‌‌algunos‌‌fluidos‌‌como‌‌                           

la‌ ‌sangre,‌ ‌entre‌ ‌otros.‌ ‌De‌‌tal‌‌forma‌‌que‌‌las‌‌células‌‌están‌‌constantemente‌‌en‌‌contacto‌‌con‌‌                             

fuerzas‌ ‌perpendiculares‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌superficie‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌compresión‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌tensión‌ ‌o‌ ‌por‌ ‌fuerzas‌                           

paralelas‌‌a‌‌la‌‌superficie‌‌de‌‌las‌‌células‌‌como‌‌de‌‌esfuerzo‌‌cortante‌‌(‌Figura‌‌1‌)‌‌(Wells,‌‌2013).‌‌                             

Dichos‌ ‌estímulos,‌ ‌ejercen‌ ‌un‌ ‌esfuerzo‌ ‌(‌𝞂=‌ ‌‌stress,‌ ‌por‌ ‌su‌ ‌traducción‌ ‌al‌ ‌inglés)‌ ‌en‌ ‌las‌‌                           

células,‌‌definido‌‌como‌‌la‌‌fuerza‌‌aplicada‌‌por‌‌área‌‌y‌‌se‌‌reporta‌‌en‌‌unidades‌‌de‌‌Newton‌‌por‌‌                               

m‌2‌ ‌(N/m‌2‌),‌‌lo‌‌que‌‌equivale‌‌a‌‌Pascales‌‌(Pa)‌‌(‌por‌‌tanto‌‌1‌‌pN/µm‌2‌ ‌‌=‌‌1‌‌kPa‌).‌‌En‌‌consecuencia,‌‌                                 

‌ 
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‌ 

estas‌‌fuerzas‌‌generan‌‌una‌‌deformación‌‌(‌ε=‌‌‌strain,‌‌por‌‌su‌‌traducción‌‌al‌‌inglés)‌‌en‌‌los‌‌tejidos‌‌                             

o‌‌las‌‌células‌‌que‌‌se‌‌usa‌‌como‌‌una‌‌medida‌‌normalizada‌‌de‌‌los‌‌cambios‌‌en‌‌la‌‌longitud‌‌o‌‌en‌‌                                   

los‌ ‌ángulos‌ ‌del‌ ‌material‌ ‌en‌ ‌cuestión‌ ‌(Humphrey‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌‌ ‌  

‌ 

Figura‌ ‌1.‌ ‌Los‌ ‌tejidos‌ ‌del‌ ‌cuerpo‌ ‌están‌ ‌expuestos‌ ‌a‌ ‌fuerzas‌‌de‌‌compresión,‌‌tensión‌‌y‌‌estrés‌‌                             

cortante.‌ ‌‌Existen‌ ‌fuerzas‌ ‌paralelas‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌superficie‌ ‌celular‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌compresión‌ ‌y‌ ‌tensión;‌ ‌en‌ ‌la‌‌                             

compresión‌‌los‌‌esfuerzos‌‌se‌‌ejercen‌‌en‌‌dirección‌‌hacia‌‌la‌‌superficie‌‌de‌‌las‌‌células‌‌(representado‌‌por‌‌                             

las‌‌flechas‌‌rojas),‌‌mientras‌‌que‌‌en‌‌la‌‌tensión‌‌se‌‌direccionan‌‌a‌‌los‌‌lados‌‌opuestos‌‌de‌‌esta‌‌superficie.‌‌                                 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌de‌ ‌tipo‌ ‌cortante‌ ‌deforman‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌paralela‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌superficie‌ ‌de‌ ‌las‌‌                                 

células‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌ejercen‌ ‌en‌ ‌direcciones‌ ‌opuestas‌ ‌esta‌ ‌superficie‌ ‌(Modificada‌ ‌de‌ ‌Wells,‌ ‌2013).‌‌ ‌  

‌ 
Para‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌en‌ ‌contacto‌ ‌directo‌ ‌con‌ ‌fluidos,‌ ‌destaca‌ ‌su‌ ‌exposición‌ ‌a‌ ‌los‌‌                               

esfuerzos‌‌de‌‌tipo‌‌cortante.‌‌Estos‌‌provienen‌‌de‌‌las‌‌fuerzas‌‌de‌‌fricción‌‌que‌‌ejercen‌‌los‌‌fluidos‌‌                             

de‌ ‌forma‌ ‌paralela‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌superficie‌ ‌del‌ ‌material‌ ‌(Baeyens‌ ‌&‌ ‌Schwartz,‌ ‌2016).‌ ‌Por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌el‌‌                               

esfuerzo‌ ‌cortante‌ ‌se‌ ‌define‌ ‌como‌ ‌las‌ ‌fuerzas‌ ‌tangenciales‌ ‌(F)‌ ‌ejercidas‌ ‌al‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌la‌‌                           

superficie‌ ‌(A)‌ ‌del‌ ‌material‌ ‌al‌ ‌que‌ ‌son‌ ‌aplicadas‌ ‌(𝛕=F/A).‌ ‌Este‌ ‌depende‌ ‌entonces‌ ‌de‌‌                         

diferentes‌ ‌factores‌ ‌como‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌del‌ ‌flujo,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌características‌‌                       

geométricas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌superficie;‌ ‌al‌ ‌conocer‌ ‌la‌ ‌naturaleza‌ ‌del‌ ‌sistema‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌aplicación‌ ‌de‌‌                           

mecánica‌ ‌de‌ ‌fluidos,‌ ‌se‌ ‌puede‌ ‌determinar‌‌la‌‌fuerza‌‌ejercida‌‌del‌‌fluido‌‌al‌‌material‌‌(Roux‌‌et‌‌                             

al.,‌ ‌2020).‌‌ ‌  

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌existen‌‌células‌‌sujetas‌‌constantemente‌‌a‌‌esfuerzos‌‌de‌‌tensión‌‌extrínsecos,‌‌                       

como‌ ‌los‌ ‌cardiomiocitos‌ ‌o‌ ‌los‌ ‌neumocitos.‌ ‌Los‌ ‌cardiomiocitos‌‌y‌‌el‌‌resto‌‌de‌‌las‌‌células‌‌del‌‌                             

músculo‌ ‌esquelético,‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌sarcómeros‌ ‌(su‌ ‌unidad‌ ‌estructural‌ ‌contráctil)‌‌los‌‌cuales‌‌                     

se‌‌estiran‌‌longitudinalmente‌‌generando‌‌las‌‌fuerzas‌‌tensiles‌‌de‌‌la‌‌misma‌‌magnitud‌‌en‌‌cada‌‌                         

latido‌‌del‌‌corazón,‌‌así‌‌como‌‌los‌‌neumocitos‌‌tras‌‌la‌‌entrada‌‌de‌‌aire‌‌a‌‌los‌‌pulmones‌‌(Enoka‌‌y‌‌                                 

Duchateau,‌ ‌2019).‌ ‌Además‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌externos,‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌generan‌ ‌esfuerzos‌‌                     

‌ 
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‌ 

internos‌‌debidos‌‌a‌‌la‌‌organización‌‌basal‌‌de‌‌su‌‌aparato‌‌contráctil‌‌(aparato‌‌de‌‌actomiosina),‌‌o‌‌                           

pre-stress‌,‌ ‌y‌ ‌que‌ ‌responde‌ ‌al‌ ‌tejido‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌residen‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌o‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌condiciones‌ ‌de‌‌                                 

cultivo‌ ‌(Ingber,‌ ‌2018).‌ ‌La‌ ‌relación‌ ‌entre‌ ‌la‌ ‌tensión‌ ‌intracelular‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌matriz‌‌                             

extracelular‌‌es‌‌uno‌‌de‌‌los‌‌factores‌‌físicos‌‌más‌‌explorados‌‌en‌‌la‌‌mecanobiología.‌‌La‌‌rigidez‌‌                           

se‌‌puede‌‌definir‌‌como‌‌la‌‌resistencia‌‌de‌‌un‌‌material‌‌a‌‌la‌‌deformación‌‌al‌‌aplicar‌‌un‌‌esfuerzo‌‌y‌‌                                 

es‌‌una‌‌propiedad‌‌intrínseca‌‌de‌‌cada‌‌material.‌‌El‌‌parámetro‌‌físico‌‌que‌‌describe‌‌la‌‌rigidez‌‌de‌‌                             

un‌‌material‌‌elástico‌‌es‌‌el‌‌módulo‌‌de‌‌elasticidad‌‌o‌‌módulo‌‌de‌‌Young‌‌(E=‌𝞂/ε‌)‌‌y‌‌se‌‌reporta‌‌en‌‌                                 

Pa‌ ‌(Figura‌ ‌2B).‌ ‌Un‌ ‌módulo‌ ‌de‌ ‌Young‌ ‌bajo,‌ ‌presente‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌material‌ ‌suave,‌ ‌refleja‌‌que‌‌se‌‌                               

deforma‌‌más‌‌bajo‌‌cierto‌‌esfuerzo‌‌comparado‌‌con‌‌un‌‌módulo‌‌alto‌‌de‌‌un‌‌material‌‌rígido‌‌en‌‌el‌‌                               

que,‌ ‌aplicando‌ ‌el‌ ‌mismo‌ ‌esfuerzo,‌ ‌se‌ ‌deforma‌ ‌mucho‌ ‌menos‌ ‌(Akhtar‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011).‌‌ ‌  

‌ 

Los‌ ‌materiales‌ ‌elásticos‌ ‌tienen‌ ‌la‌ ‌capacidad‌ ‌de‌ ‌regresar‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌posición‌ ‌original‌ ‌una‌ ‌vez‌‌                           

liberado‌‌el‌‌esfuerzo,‌‌siempre‌‌y‌‌cuando‌‌se‌‌realice‌‌dentro‌‌de‌‌su‌‌región‌‌elástica,‌‌ya‌‌que‌‌si‌‌este‌‌                                 

esfuerzo‌‌la‌‌sobrepasa,‌‌el‌‌material‌‌puede‌‌presentar‌‌un‌‌comportamiento‌‌plástico‌‌en‌‌donde‌‌la‌‌                         

deformación‌ ‌será‌ ‌irreversible‌ ‌y‌ ‌puede‌ ‌llegar‌ ‌al‌ ‌grado‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌ruptura‌ ‌del‌ ‌material.‌ ‌Sin‌‌                           

embargo,‌ ‌los‌ ‌tejidos‌ ‌del‌ ‌cuerpo‌ ‌no‌ ‌son‌ ‌enteramente‌ ‌elásticos,‌ ‌sino‌ ‌que‌ ‌presentan‌‌                       

comportamientos‌ ‌viscoelásticos.‌ ‌La‌ ‌viscoelasticidad‌ ‌es‌ ‌la‌‌propiedad‌‌de‌‌los‌‌materiales‌‌que‌‌                     

poseen‌ ‌características‌ ‌viscosas‌ ‌además‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌elásticas.‌ ‌La‌ ‌deformación‌ ‌del‌ ‌material‌‌                     

depende‌ ‌del‌ ‌tiempo‌‌en‌‌el‌‌que‌‌se‌‌aplique‌‌el‌‌esfuerzo‌‌ya‌‌que‌‌a‌‌diferencia‌‌de‌‌los‌‌materiales‌‌                                 

puramente‌‌elásticos,‌‌existe‌‌un‌‌rearreglo‌‌distinto‌‌del‌‌material‌‌al‌‌haber‌‌disipación‌‌de‌‌energía‌‌                         

(Jafari‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2016)‌ ‌(‌Figura‌ ‌2B‌).‌ ‌Derivados‌ ‌de‌ ‌sus‌ ‌características‌ ‌viscoelásticas‌ ‌existen‌‌                       

efectos‌ ‌conocidos‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌relajación‌ ‌del‌ ‌esfuerzo‌ ‌(‌stress‌ ‌relaxation‌)‌‌y‌‌la‌‌deformación‌‌por‌‌                         

fluencia‌ ‌lenta‌ ‌(‌creep‌)‌  ‌(Zhang‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019).‌‌ ‌  

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

Figura‌ ‌2.‌ ‌Gráficas‌ ‌representativas‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌comportamientos‌‌(A)‌‌elásticos‌‌y‌‌(B)‌‌viscoelásticos‌‌                       

de‌‌los‌‌materiales.‌‌(A)‌‌En‌‌un‌‌material‌‌con‌‌comportamiento‌‌elástico,‌‌al‌‌aplicar‌‌un‌‌esfuerzo‌‌dentro‌‌del‌‌                               

rango‌‌de‌‌su‌‌región‌‌elástica‌‌(del‌‌punto‌‌“a”‌‌al‌‌“b”),‌‌se‌‌deforma‌‌su‌‌superficie‌‌y‌‌esta‌‌se‌‌caracteriza‌‌por‌‌                                     

regresar‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌posición‌ ‌original‌ ‌al‌ ‌retirar‌ ‌dicha‌ ‌fuerza.‌ ‌Si‌ ‌el‌ ‌esfuerzo‌ ‌aplicado‌ ‌excede‌ ‌la‌ ‌magnitud‌‌                               

tolerable‌‌de‌‌su‌‌comportamiento‌‌elástico,‌‌la‌‌deformación‌‌será‌‌irreversible‌‌(comportamiento‌‌plástico)‌‌y‌‌                       

si‌ ‌esta‌ ‌se‌ ‌excede‌ ‌lo‌ ‌suficiente,‌ ‌se‌ ‌puede‌ ‌llegar‌‌a‌‌la‌‌ruptura‌‌del‌‌material.‌‌(B)‌‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌en‌‌los‌‌                                       

materiales‌ ‌con‌ ‌comportamientos‌ ‌viscoelásticos,‌ ‌la‌ ‌deformación‌ ‌depende‌ ‌del‌ ‌tiempo‌ ‌en‌ ‌que‌ ‌se‌‌                       

aplique‌ ‌el‌ ‌esfuerzo.‌ ‌Al‌ ‌existir‌ ‌absorción‌ ‌y‌‌disipación‌‌de‌‌la‌‌energía‌‌aplicada,‌‌se‌‌genera‌‌un‌‌diferente‌‌                               

rearreglo‌ ‌del‌ ‌material‌ ‌al‌ ‌liberar‌ ‌el‌ ‌esfuerzo‌ ‌(Modificado‌ ‌de‌ ‌Lavocat.‌ ‌2014‌ ‌y‌ ‌Cheung‌ ‌&‌ ‌Zhang,‌ ‌2006).‌ ‌ 

‌ 

Además‌‌de‌‌los‌‌mencionados,‌‌cabe‌‌destacar‌‌que‌‌los‌‌tejidos‌‌del‌‌cuerpo‌‌son‌‌anisotrópicos‌‌en‌‌                           

sus‌‌propiedades‌‌físicas,‌‌tales‌‌como‌‌la‌‌elasticidad‌‌y‌‌viscoelasticidad,‌‌lo‌‌que‌‌significa‌‌que‌‌la‌‌                           

resistencia‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌deformación‌ ‌dependerá‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌dirección‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌aplique‌ ‌el‌ ‌esfuerzo‌‌                             

(Jansen‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2015).‌ ‌Todas‌ ‌estas‌ ‌propiedades‌ ‌físicas‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌tejidos,‌ ‌en‌ ‌particular‌ ‌la‌‌                           

elasticidad‌ ‌y‌ ‌viscoelasticidad,‌ ‌son‌ ‌atribuidas‌ ‌en‌ ‌gran‌ ‌medida‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌composición‌ ‌y‌‌                       

organización‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌matriz‌ ‌extracelular,‌ ‌sus‌‌componentes‌‌y‌‌arquitectura‌‌resultan‌‌elementos‌‌                     

importantes‌ ‌para‌ ‌explicar‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌estímulos‌ ‌mecánicos.‌ ‌ 

‌ 

1.3‌ ‌Componentes‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌matriz‌ ‌extracelular‌ ‌(MEC)‌‌ ‌  
La‌ ‌matriz‌ ‌extracelular‌ ‌(MEC)‌ ‌es‌ ‌una‌ ‌red‌ ‌tridimensional,‌ ‌específica‌ ‌de‌ ‌cada‌ ‌tejido,‌‌                       

compuesta‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌fibrilares,‌ ‌proteoglicanos‌ ‌y‌ ‌glucosaminoglicanos‌ ‌(Figura‌ ‌1).‌ ‌Esta‌‌                   

red‌ ‌provee‌ ‌soporte‌ ‌físico‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌y‌ ‌su‌‌mantenimiento‌‌es‌‌dependiente‌‌de‌‌las‌‌mismas‌‌                             

células‌ ‌que‌ ‌sostiene.‌ ‌Adicional‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌fibrilares‌ ‌y‌ ‌proteoglicanos‌ ‌(PGs),‌ ‌la‌ ‌MEC‌‌                         

también‌‌está‌‌constituida‌‌por‌‌otro‌‌tipo‌‌de‌‌moléculas‌‌como‌‌agua,‌‌iones‌‌y‌‌citocinas‌‌(Mouw‌‌et‌‌                             

al.,‌ ‌2014).‌ ‌A‌ ‌continuación‌ ‌se‌‌describen‌‌las‌‌características‌‌de‌‌algunos‌‌de‌‌los‌‌componentes‌‌                         

principales‌ ‌que‌ ‌conforman‌ ‌la‌ ‌MEC.‌ ‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

1.3.1‌ Proteínas‌ ‌fibrilares‌ ‌ 

Las‌ ‌colágenas‌ ‌constituyen‌ ‌el‌ ‌grupo‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌fibrilares‌‌y‌‌son‌‌uno‌‌de‌‌los‌‌principales‌‌                             

componentes‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌ ‌(Figura‌ ‌3A).‌ ‌Están‌ ‌constituidas‌ ‌por‌ ‌una‌ ‌triple‌ ‌hélice‌‌de‌‌cadenas‌‌                           

polipeptídicas‌ ‌alfa‌ ‌agrupadas‌ ‌en‌ ‌homotrímeros‌ ‌o‌ ‌heterotrímeros‌ ‌que‌‌cuentan‌‌con‌‌motivos‌‌                     

ricos‌ ‌en‌ ‌glicina‌ ‌y‌ ‌prolina‌ ‌dentro‌‌de‌‌su‌‌secuencia‌‌(Mouw‌‌et‌‌al.,‌‌2014).‌‌A‌‌la‌‌fecha,‌‌han‌‌sido‌‌                                   

descritos‌ ‌28‌ ‌tipos‌ ‌de‌ ‌colágenas,‌ ‌las‌ ‌cuales‌ ‌se‌ ‌pueden‌ ‌dividir‌ ‌en‌ ‌colágenas‌ ‌fibrilares,‌‌                         

reticulares‌ ‌y‌ ‌tipo‌ ‌FACIT,‌ ‌que‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés,‌ ‌‌Fibril‌ ‌Associated‌ ‌Collagens‌ ‌with‌‌                           

Interrupted‌ ‌Triple‌ ‌hélices‌,‌ ‌hacen‌ ‌referencia‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌asociadas‌ ‌a‌ ‌fibrillas‌‌con‌‌triple‌‌                         

hélices‌ ‌interrumpidas‌ ‌(Yue,‌ ‌2014).‌ ‌ 

‌ 

Las‌ ‌colágenas‌ ‌fibrilares‌ ‌abarcan‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌tipo‌ ‌I,‌ ‌II,‌ ‌III,‌ ‌V,‌ ‌entre‌ ‌otras,‌ ‌y‌ ‌están‌‌                               

ampliamente‌ ‌distribuidas‌ ‌en‌‌el‌‌cuerpo‌‌de‌‌los‌‌vertebrados‌‌destacando‌‌su‌‌localización‌‌en‌‌la‌‌                         

piel,‌ ‌huesos,‌ ‌tendones‌ ‌y‌ ‌ligamentos.‌ ‌La‌ ‌longitud‌ ‌de‌ ‌estas‌ ‌moléculas‌ ‌varía‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌75‌ ‌nm‌‌                             

hasta‌ ‌los‌ ‌425‌ ‌nm.‌ ‌Tras‌ ‌ensamblarse‌ ‌en‌ ‌trímeros,‌ ‌se‌ ‌asocian‌ ‌con‌ ‌una‌ ‌periodicidad‌ ‌de‌ ‌67‌‌                             

nm,‌ ‌formando‌ ‌fibrillas‌ ‌las‌ ‌cuales‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌diámetro‌ ‌que‌ ‌va‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌15‌ ‌nm‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌500‌ ‌nm‌‌                                   

aproximadamente.‌‌A‌‌la‌‌vez,‌‌las‌‌fibrillas‌‌se‌‌asocian‌‌paralelamente‌‌formando‌‌fibras‌‌presentes‌‌                       

principalmente‌‌en‌‌los‌‌tendones‌‌(Mouw‌‌et‌‌al.,‌‌2014).‌‌Dentro‌‌de‌‌las‌‌colágenas‌‌reticulares,‌‌se‌‌                           

encuentra‌ ‌principalmente‌ ‌la‌ ‌colágena‌ ‌tipo‌ ‌IV‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌caracteriza‌ ‌por‌ ‌formar‌ ‌parte‌ ‌de‌ ‌la‌‌                           

membrana‌ ‌basal‌ ‌que‌ ‌delimita‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌tejidos‌ ‌epiteliales‌ ‌del‌ ‌tejido‌ ‌conectivo.‌ ‌Tienen‌ ‌una‌‌                         

longitud‌ ‌de‌ ‌400‌ ‌nm‌ ‌y‌‌se‌‌asocian‌‌formando‌‌dímeros‌‌o‌‌tetrámeros‌‌que‌‌a‌‌la‌‌vez‌‌forman‌‌una‌‌                                 

red‌ ‌delgada‌ ‌de‌ ‌30‌ ‌nm‌ ‌de‌ ‌ancho‌ ‌con‌ ‌ramificaciones‌ ‌cada‌ ‌20‌ ‌nm.‌ ‌En‌ ‌esta‌ ‌clasificación‌‌                             

también‌ ‌se‌ ‌incluyen‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌VIII‌ ‌y‌‌X‌‌las‌‌cuales‌‌forman‌‌hexámeros‌‌en‌‌el‌‌cartílago‌‌                               

principalmente‌ ‌(Bachinger,‌ ‌2010;‌ ‌Yang,‌ ‌2008).‌ ‌Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌tipo‌ ‌FACIT,‌‌                       

como‌‌sus‌‌siglas‌‌lo‌‌indican,‌‌no‌‌se‌‌asocian‌‌en‌‌fibras,‌‌sino‌‌que‌‌se‌‌incorporan‌‌a‌‌las‌‌colágenas‌‌                                 

fibrilares,‌ ‌como‌ ‌las‌ ‌tipo‌ ‌IX,‌ ‌XII,‌ ‌XIV;‌ ‌ejemplo‌ ‌de‌ ‌estas‌ ‌son‌ ‌las‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌tipo‌ ‌IX‌‌                               

asociadas‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌fibrillas‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌ubican‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌cartílago‌ ‌compuestas‌ ‌principalmente‌ ‌por‌‌                         

colágena‌ ‌tipo‌ ‌II‌ ‌(Ricard-Blum,‌ ‌2011).‌‌ ‌  

‌ 

Las‌ ‌funciones‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌diferentes‌ ‌colágenas‌ ‌han‌ ‌sido‌ ‌estudiadas‌ ‌principalmente‌ ‌por‌ ‌la‌‌                       

capacidad‌ ‌estructural‌ ‌que‌ ‌confieren‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌que‌ ‌sostienen;‌ ‌aportan‌ ‌a‌‌la‌‌arquitectura‌‌                         

específica‌‌de‌‌cada‌‌tejido‌‌y‌‌al‌‌mismo‌‌tiempo‌‌contribuyen‌‌a‌‌las‌‌propiedades‌‌mecánicas‌‌tales‌‌                           

como‌‌la‌‌rigidez‌‌y‌‌la‌‌viscoelasticidad‌‌dentro‌‌de‌‌cada‌‌tejido.‌‌Adicionalmente,‌‌las‌‌colágenas‌‌al‌‌                           

interactuar‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌receptores‌ ‌membranales‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌las‌ ‌integrinas,‌‌                     

participan‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌regulación‌ ‌de‌ ‌distintos‌ ‌procesos‌ ‌celulares‌ ‌importantes‌ ‌como‌ ‌la‌‌                     

‌ 
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‌ 

diferenciación‌‌y‌‌migración‌‌celular‌‌(Ricard-Blum,‌‌2011).‌‌Por‌‌lo‌‌que‌‌defectos‌‌en‌‌su‌‌estructura‌‌                         

o‌ ‌depósito‌ ‌dentro‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌ ‌pueden‌ ‌conllevar‌ ‌a‌ ‌diversas‌ ‌enfermedades.‌ ‌Existen‌‌                       

mutaciones‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌genes‌ ‌que‌ ‌codifican‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌moléculas‌ ‌de‌ ‌colágena‌ ‌asociadas‌ ‌a‌‌                         

enfermedades‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌osteogénesis‌ ‌imperfecta,‌ ‌un‌ ‌trastorno‌ ‌hereditario‌ ‌ocasionado‌ ‌por‌‌                   

mutaciones‌‌que‌‌afectan‌‌la‌‌colágena‌‌I‌‌que‌‌provocan‌‌algunas‌‌fracturas‌‌o‌‌cientos‌‌de‌‌ellas‌‌que‌‌                             

pueden‌ ‌ocurrir‌ ‌sin‌ ‌causa‌ ‌aparente;‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌síndrome‌ ‌Ehlers–Danlos,‌ ‌un‌ ‌grupo‌ ‌de‌‌                         

trastornos‌ ‌hereditarios‌ ‌que‌ ‌afectan‌ ‌el‌ ‌tejido‌ ‌conjuntivo‌ ‌debido‌‌a‌‌defectos‌‌en‌‌la‌‌síntesis‌‌de‌‌                           

colágeno‌ ‌provocando‌ ‌piel‌ ‌frágil‌ ‌e‌ ‌hipermovilidad‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌articulaciones.‌ ‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌el‌‌                         

excesivo‌ ‌depósito‌ ‌de‌ ‌estas‌ ‌proteínas‌ ‌es‌ ‌característico‌ ‌de‌ ‌enfermedades‌ ‌fibróticas‌ ‌que‌‌                     

pueden‌ ‌ser‌ ‌desencadenadas‌ ‌por‌ ‌múltiples‌ ‌factores,‌ ‌como‌ ‌por‌ ‌cuadros‌ ‌inflamatorios‌‌                   

crónicos,‌ ‌enfermedades‌ ‌autoinmunes‌ ‌o‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌exposición‌ ‌a‌ ‌radiación‌ ‌o‌ ‌algunas‌ ‌toxinas.‌‌                       

Durante‌‌la‌‌fibrosis,‌‌los‌‌miofibroblastos,‌‌encargados‌‌de‌‌producir‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC,‌‌                         

depositan‌‌la‌‌colágena‌‌continuamente‌‌y‌‌al‌‌mismo‌‌tiempo,‌‌disminuye‌‌su‌‌degradación,‌‌la‌‌cual‌‌                         

es‌ ‌realizada‌ ‌por‌ ‌algunas‌ ‌enzimas‌ ‌como‌ ‌las‌ ‌metaloproteasas;‌ ‌de‌ ‌forma‌ ‌que‌ ‌existe‌ ‌un‌‌                         

incremento‌‌de‌‌colágena‌‌con‌‌el‌‌tiempo,‌‌lo‌‌que‌‌consecuentemente‌‌altera‌‌la‌‌homeostasis‌‌del‌‌                         

tejido‌ ‌en‌ ‌cuestión‌ ‌(Wynn,‌ ‌2008).‌ ‌ 

‌ 

Por‌‌otra‌‌parte,‌‌existen‌‌otras‌‌proteínas‌‌fibrilares‌‌aparte‌‌de‌‌las‌‌colágenas,‌‌como‌‌las‌‌elastinas.‌‌                           

Estas‌‌proteínas‌‌son‌‌polipéptidos‌‌con‌‌características‌‌hidrofóbicas‌‌que‌‌forman‌‌fibras‌‌a‌‌través‌ ‌                       

del‌‌entrecruzamiento‌‌de‌‌varios‌‌monómeros‌‌de‌‌tropoelastina,‌‌el‌‌cual‌‌es‌‌el‌‌precursor‌‌soluble‌‌                         

de‌ ‌la‌ ‌elastina‌ ‌(‌Figura‌ ‌3A‌).‌ ‌Como‌ ‌su‌ ‌nombre‌ ‌lo‌ ‌indica,‌ ‌estas‌‌fibras‌‌confieren‌‌al‌‌tejido‌‌alta‌‌                               

capacidad‌ ‌de‌ ‌elasticidad;‌‌son‌‌de‌‌las‌‌principales‌‌proteínas‌‌estructurales‌‌que‌‌conforman‌‌las‌‌                       

arterias‌ ‌y‌ ‌los‌ ‌ligamentos‌ ‌elásticos‌ ‌(Mithieux‌ ‌&‌ ‌Weiss,‌ ‌2005).‌ ‌La‌ ‌tropoelastina‌ ‌y‌ ‌sus‌‌                         

productos‌ ‌de‌ ‌degradación,‌ ‌también‌ ‌interactúan‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌integrinas‌ ‌o‌ ‌indirectamente‌ ‌con‌‌                     

ayuda‌‌de‌‌otras‌‌proteínas‌‌de‌‌la‌‌MEC‌‌como‌‌la‌‌proteína‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌elastina.‌‌Se‌‌ha‌‌reportado‌‌                                 

que‌ ‌su‌ ‌interacción‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌interviene‌ ‌en‌ ‌procesos‌ ‌celulares‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌adhesión‌‌                         

celular,‌‌la‌‌quimiotaxis‌‌en‌‌monocitos,‌‌así‌‌como‌‌en‌‌la‌‌migración‌‌y‌‌proliferación‌‌de‌‌fibroblastos‌‌                           

(Almine‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012;‌ ‌P.‌ ‌Lee‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌ ‌ 

‌ 

1.3.2‌ Proteoglicanos‌ ‌(PG)‌ ‌ 

Los‌ ‌PGs‌ ‌son‌ ‌macromoléculas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌ ‌presentes‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌mayoría‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌tejidos‌ ‌de‌ ‌los‌‌                               

vertebrados‌ ‌y‌ ‌pueden‌ ‌ser‌ ‌componentes‌ ‌dominantes‌‌como‌‌en‌‌el‌‌tejido‌‌cartilaginoso.‌‌Están‌‌                       

compuestos‌ ‌por‌ ‌una‌ ‌proteína‌ ‌central‌ ‌unida‌ ‌covalentemente‌ ‌a‌ ‌cadenas‌ ‌laterales‌ ‌de‌‌                     

glicosaminoglicanos‌ ‌(GAGs)‌ ‌(Couchman‌ ‌&‌ ‌Pataki,‌ ‌2012).‌ ‌Los‌ ‌GAGs‌ ‌son‌ ‌cadenas‌ ‌de‌‌                     

polisacáridos‌ ‌compuestas‌ ‌por‌ ‌disacáridos‌ ‌repetidos‌ ‌con‌ ‌cargas‌ ‌negativas‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌que‌‌                     

‌ 
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están‌ ‌sulfatadas‌ ‌o‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌grupos‌ ‌carboxílicos‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌mayor‌ ‌parte‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌molécula‌‌                           

(‌Figura‌‌3B‌).‌‌En‌‌la‌‌estructura‌‌general‌‌de‌‌estos‌‌disacáridos,‌‌uno‌‌de‌‌los‌‌carbohidratos‌‌es‌‌un‌‌                             

aminoazúcar,‌‌como‌‌la‌‌N-acetilgalactosamina‌‌y‌‌el‌‌segundo‌‌es‌‌usualmente‌‌un‌‌ácido‌‌urónico,‌‌                       

como‌ ‌el‌ ‌ácido‌ ‌glucurónico‌ ‌(Kusindarta‌ ‌&‌ ‌Wihadmadyatami,‌ ‌2018).‌ ‌Los‌ ‌principales‌‌                   

glicosaminoglicanos‌‌son‌‌el‌‌keratan‌‌sulfato,‌‌heparán‌‌sulfato,‌‌dermatán‌‌sulfato,‌‌hialuronano‌‌y‌‌                     

condroitín‌‌sulfato.‌‌Dentro‌‌de‌ ‌los‌‌PGs‌‌también‌‌se‌‌encuentran‌‌los‌‌SLRPs‌‌(por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌                             

inglés‌ ‌‌Small‌ ‌Leucine-Rich‌ ‌Proteoglycans‌),‌ ‌que‌ ‌como‌ ‌su‌ ‌nombre‌ ‌lo‌ ‌indica,‌ ‌son‌‌                     

proteoglicanos‌ ‌ricos‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌aminoácido‌ ‌leucina‌ ‌y‌ ‌son‌ ‌moléculas‌ ‌pequeñas;‌ ‌sus‌ ‌proteínas‌‌                       

centrales‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌peso‌ ‌de‌ ‌40-60‌ ‌kDa,‌ ‌como‌ ‌decorina‌ ‌y‌ ‌lumican‌ ‌(Figura‌ ‌3B)‌‌                         

(Hultgårdh-Nilsson‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2015).‌ ‌ 

‌ 

Los‌ ‌PGs‌ ‌principalmente‌ ‌proveen‌ ‌agua‌ ‌al‌ ‌ser‌ ‌moléculas‌ ‌altamente‌ ‌hidrofílicas.‌ ‌Asimismo,‌‌                     

aportan‌ ‌resistencia‌ ‌compresiva‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌tejidos‌ ‌al‌ ‌contar‌ ‌con‌ ‌una‌ ‌gran‌ ‌cantidad‌ ‌de‌ ‌cargas‌‌                           

negativas‌ ‌que‌ ‌permita‌ ‌retener‌ ‌moléculas‌ ‌como‌ ‌agua‌ ‌y‌ ‌cationes‌ ‌divalentes‌ ‌así‌‌como‌‌para‌‌                         

generar‌ ‌alta‌ ‌presión‌ ‌osmótica‌ ‌(Yue,‌ ‌2014).‌ ‌En‌ ‌cuanto‌ ‌al‌ ‌aporte‌ ‌bioquímico,‌ ‌los‌ ‌PGs‌‌                         

interaccionan‌ ‌con‌ ‌factores‌ ‌de‌ ‌crecimiento‌ ‌así‌‌como‌‌con‌‌receptores‌‌celulares,‌‌participando‌‌                     

en‌ ‌procesos‌ ‌de‌ ‌señalización‌ ‌que‌ ‌intervienen‌ ‌en‌ ‌algunos‌ ‌procesos‌ ‌celulares‌ ‌como‌ ‌la‌‌                       

angiogénesis,‌ ‌la‌ ‌adhesión‌ ‌celular,‌ ‌la‌ ‌migración‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌proliferación‌ ‌(Frantz‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌De‌‌                           

manera‌ ‌destacada,‌ ‌los‌ ‌SLRPs‌ ‌intervienen‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌ensamblaje‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌fibrilares‌‌                       

(Mouw‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌‌ ‌  

‌ 

1.3.3‌ Lamininas‌‌ ‌  

Las‌ ‌lamininas‌ ‌son‌ ‌un‌ ‌grupo‌ ‌de‌ ‌glicoproteínas‌ ‌ubicadas‌ ‌diferencialmente‌ ‌durante‌ ‌el‌‌                     

desarrollo‌ ‌embrionario,‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌laminina‌ ‌111,‌ ‌así‌ ‌como‌‌en‌‌los‌‌tejidos‌‌maduros‌‌en‌‌los‌‌que‌‌                             

principalmente‌ ‌forman‌ ‌parte‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌membrana‌ ‌basal‌‌(MB)‌‌de‌‌los‌‌tejidos‌‌epiteliales‌‌como‌‌la‌‌                           

laminina‌ ‌511‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentra‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌MB‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌pulmones‌ ‌y‌ ‌riñones‌ ‌(Kruegel‌ ‌&‌ ‌Miosge,‌‌                               

2010)‌ ‌ 

‌ 

Estas‌‌proteínas‌‌son‌‌de‌‌gran‌‌tamaño,‌‌con‌‌un‌‌peso‌‌molecular‌‌que‌‌abarca‌‌de‌‌los‌‌400-800‌‌kDa‌‌                               

debido‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌glicosilación.‌ ‌Su‌ ‌estructura‌ ‌se‌ ‌compone‌ ‌por‌ ‌tres‌ ‌subunidades‌ ‌polipeptídicas‌‌                       

unidas‌ ‌por‌ ‌puentes‌ ‌disulfuro,‌ ‌denotadas‌ ‌como‌ ‌α,‌ ‌β‌ ‌y‌ ‌Ɣ,‌ ‌dispuestas‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌arreglo‌ ‌triple‌‌                             

helicoidal‌ ‌que‌ ‌genera‌ ‌una‌ ‌estructura‌ ‌en‌ ‌forma‌ ‌de‌ ‌cruz‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌han‌ ‌encontrado‌ ‌hasta‌ ‌el‌‌                             

momento‌ ‌menos‌ ‌de‌ ‌16‌ ‌combinaciones‌ ‌heterotriméricas‌ ‌(‌Figura‌ ‌3C‌)‌ ‌(Aumailley‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2005).‌‌ ‌  

‌ 
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‌ 

En‌ ‌cuanto‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌funciones‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌lamininas,‌ ‌destaca‌ ‌el‌ ‌extremo‌ ‌N-terminal‌ ‌de‌ ‌las‌                           

subunidades,‌‌ya‌‌que‌‌permite‌‌la‌‌interacción‌‌con‌‌otros‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC‌‌presentes‌‌en‌‌                           

la‌ ‌membrana‌ ‌basal‌ ‌como‌ ‌colágena‌‌IV;‌‌mientras‌‌que‌‌el‌‌extremo‌‌C-terminal‌‌de‌‌las‌‌mismas,‌‌                           

se‌ ‌asocia‌ ‌con‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌membrana‌ ‌plasmática‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌tales‌ ‌como‌ ‌integrinas‌‌                           

α1β1‌ ‌y‌ ‌α2β1.‌ ‌Por‌ ‌tanto,‌ ‌sirven‌ ‌como‌ ‌puente‌ ‌entre‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌y‌ ‌los‌ ‌epitelios.‌ ‌Se‌ ‌ha‌‌                               

destacado‌‌su‌‌importancia‌‌en‌‌el‌‌ensamblaje‌‌y‌‌estabilidad‌‌de‌‌la‌‌matriz‌‌extracelular‌‌así‌‌como‌‌                           

en‌ ‌la‌ ‌señalización‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌medio‌ ‌extracelular‌ ‌(Aumailley,‌ ‌2013;‌ ‌Kruegel‌ ‌&‌‌                           

Miosge,‌ ‌2010).‌ ‌ 

‌ 

1.3.4‌ Fibronectina‌‌ ‌  

La‌ ‌fibronectina‌ ‌es‌ ‌una‌ ‌glicoproteína‌ ‌que‌ ‌existe‌ ‌principalmente‌ ‌como‌ ‌homodímero‌ ‌de‌ ‌250‌‌                       

kDa‌ ‌cada‌ ‌subunidad‌ ‌(‌Figura‌ ‌3C‌).‌ ‌Existe‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌soluble‌ ‌principalmente‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌plasma‌‌                         

sanguíneo‌ ‌e‌ ‌insoluble‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌matriz‌ ‌extracelular‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌se‌ ‌ensambla‌ ‌en‌ ‌estructuras‌‌                         

fibrilares‌‌(Pankov‌‌&‌‌Yamada,‌‌2002).‌‌Cada‌‌subunidad‌‌de‌‌fibronectina‌‌consta‌‌de‌‌tres‌‌módulos‌‌                         

que‌‌tienen‌‌distintas‌‌estructuras,‌‌denotados‌‌como‌‌I,‌‌II‌‌y‌‌III.‌‌Los‌‌módulos‌‌I‌‌y‌‌II‌‌pueden‌‌formar‌‌                                 

un‌ ‌par‌ ‌de‌ ‌enlaces‌ ‌disulfuros‌ ‌cercanos‌ ‌al‌ ‌extremo‌ ‌C-terminal‌ ‌que‌ ‌estabilizan‌ ‌el‌ ‌dímero,‌‌                         

mientras‌ ‌que‌ ‌el‌ ‌módulo‌ ‌III‌ ‌carece‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌enlaces‌ ‌(Schwarzbauer‌ ‌&‌ ‌DeSimone,‌ ‌2011).‌ ‌ 

‌ 

Las‌ ‌formas‌ ‌insolubles‌ ‌son‌ ‌el‌ ‌grupo‌ ‌de‌ ‌fibronectinas‌ ‌más‌ ‌abundantes‌ ‌y‌ ‌heterogéneas;‌‌                       

existen‌‌isoformas‌‌específicas‌‌generadas‌‌por‌‌splicing‌‌alternativo‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌especie,‌‌                     

el‌‌tipo‌‌celular,‌‌así‌‌como‌‌la‌‌etapa‌‌del‌‌desarrollo‌‌(Pankov‌‌&‌‌Yamada,‌‌2002).‌‌Las‌‌fibronectinas‌‌                             

están‌ ‌involucradas‌ ‌en‌ ‌funciones‌ ‌celulares‌ ‌importantes‌ ‌como‌ ‌adhesión,‌ ‌migración‌ ‌y‌‌                   

diferenciación.‌ ‌Cada‌ ‌módulo‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌fibronectina‌ ‌cuenta‌ ‌con‌ ‌diferentes‌ ‌dominios‌ ‌que‌ ‌le‌‌                       

permiten‌ ‌a‌‌la‌‌fibronectina‌‌la‌‌formación‌‌de‌‌estructuras‌‌fibrilares‌‌así‌‌como‌‌la‌‌interacción‌‌con‌‌                           

otras‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌ ‌o‌ ‌receptores‌ ‌celulares‌ ‌(Singh‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

Figura‌ ‌3.‌ ‌Esquema‌ ‌representativo‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌matriz‌ ‌extracelular‌ ‌(MEC).‌ ‌‌La‌‌                         

MEC‌‌está‌‌compuesta‌‌principalmente‌‌por‌‌proteínas‌‌fibrilares,‌‌proteoglicanos‌‌(PG),‌‌otras‌‌moléculas‌‌de‌‌                       

adhesión‌ ‌como‌ ‌fibronectina‌ ‌o‌ ‌laminina,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌por‌ ‌agua,‌ ‌iones‌ ‌y‌ ‌citocinas.‌ ‌(A)‌ ‌‌Dentro‌ ‌de‌ ‌las‌‌                               

proteínas‌ ‌fibrilares,‌ ‌las‌ ‌colágenas‌ ‌son‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌principales,‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌arreglo‌ ‌trimérico‌ ‌de‌‌                         

alfa‌ ‌hélices.‌ ‌En‌ ‌la‌ ‌figura‌ ‌se‌ ‌encuentra‌ ‌representada‌ ‌la‌ ‌colágena‌ ‌I,‌ ‌que‌ ‌es‌ ‌la‌ ‌de‌ ‌tipo‌ ‌fibrilar‌ ‌más‌‌                                   

abundante,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌colágena‌ ‌IV,‌ ‌la‌ ‌cual‌ ‌es‌ ‌la‌ ‌más‌ ‌representativa‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌de‌ ‌tipo‌ ‌reticulares.‌‌                                 

Asimismo,‌ ‌la‌ ‌elastina‌ ‌es‌ ‌un‌ ‌polipéptido‌ ‌formador‌ ‌de‌ ‌fibras‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌del‌ ‌entrecruzamiento‌ ‌de‌‌                           

tropoelastina.‌ ‌‌(B)‌ ‌Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌los‌ ‌PG‌ ‌están‌ ‌formados‌ ‌por‌ ‌proteínas‌ ‌fibrosas‌ ‌unidas‌‌                         

covalentemente‌‌a‌‌glicosaminoglicanos‌‌(disacáridos‌‌con‌‌cargas‌‌negativas).‌‌Esta‌‌clasificación‌‌también‌‌                   

incluye‌‌a‌‌los‌‌SLRPs.‌‌(C)‌‌La‌‌MEC‌‌también‌‌está‌‌constituida‌‌por‌‌otras‌‌moléculas‌‌de‌‌adhesión‌‌como‌‌las‌                                 

glicoproteínas‌ ‌fibronectina,‌ ‌existente‌ ‌principalmente‌ ‌como‌ ‌homodímero,‌‌y‌‌las‌‌lamininas,‌‌que‌‌tienen‌‌                     

un‌ ‌arreglo‌  ‌triple‌ ‌helicoidal.‌ ‌(‌Imagen‌ ‌creada‌ ‌en‌ ‌Biorender.com‌)‌ ‌ 

‌ 
‌ 

1.4‌ ‌Uniones‌ ‌intercelulares‌ ‌ 
‌ 

Las‌ ‌células‌ ‌además‌ ‌de‌ ‌estar‌ ‌en‌ ‌contacto‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌diferentes‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌matriz‌‌                           

extracelular‌ ‌también‌ ‌interactúan‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌comunican‌ ‌con‌ ‌otras‌ ‌células‌‌cercanas‌‌dentro‌‌de‌‌los‌‌                         

tejidos‌ ‌(Angulo-Urarte‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020).‌ ‌Las‌ ‌uniones‌ ‌intercelulares‌ ‌se‌ ‌pueden‌ ‌clasificar‌‌                     

principalmente‌ ‌en‌ ‌3‌ ‌diferentes‌ ‌categorías‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌involucradas‌‌y‌‌de‌‌                       

sus‌‌funciones‌‌celulares:‌‌1)‌‌las‌‌uniones‌‌ocludentes‌‌o‌‌estrechas,‌‌2)‌‌las‌‌uniones‌‌comunicantes‌‌                         

‌ 
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‌ 

y‌ ‌3)‌ ‌las‌‌uniones‌‌de‌‌anclaje‌‌que‌‌comprenden‌‌a‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes‌‌y‌‌desmosomas,‌‌las‌‌                             

cuales‌ ‌se‌ ‌describirán‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌siguientes‌ ‌apartados‌ ‌(‌Figura‌ ‌4‌)‌ ‌(Alberts,‌ ‌2002).‌‌ ‌  

‌ 

1.4.1‌ Uniones‌ ‌estrechas‌ ‌ 

Las‌‌uniones‌‌estrechas‌‌son‌‌complejos‌‌proteicos‌‌presentes‌‌entre‌‌células‌‌de‌‌tejidos‌‌epiteliales‌‌                       

y‌‌endoteliales‌‌como‌‌la‌‌epidermis,‌‌próstata‌‌y‌‌cerebro,‌‌caracterizados‌‌por‌‌formar‌‌conexiones‌‌                       

semipermeables‌‌con‌‌las‌‌células‌‌adyacentes‌‌y‌‌por‌‌mantener‌‌la‌‌polarización‌‌de‌‌las‌‌células‌‌al‌‌                           

delimitar‌‌la‌‌porción‌‌membranal‌‌apical‌‌de‌‌la‌‌basolateral‌‌(Zihni‌‌et‌‌al.,‌‌2016).‌‌Los‌‌componentes‌‌                           

principales‌ ‌de‌ ‌estas‌ ‌uniones‌ ‌son‌ ‌tres‌ ‌proteínas‌ ‌transmembranales:‌ ‌las‌ ‌claudinas,‌ ‌las‌‌                     

proteínas‌‌JAM‌‌(por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés,‌‌Junctional‌‌Adhesion‌‌Molecule‌)‌‌y‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌                           

dominios‌‌MARVEL‌‌(ocludinas,‌‌trucelulina,‌‌y‌‌marvelD3).‌‌Dentro‌‌del‌‌citoplasma,‌‌se‌‌reconoce‌‌                     

una‌ ‌placa‌ ‌intracelular‌ ‌formada‌ ‌por‌ ‌un‌ ‌complejo‌ ‌proteico‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌resalta‌ ‌la‌ ‌proteína‌‌                         

citoplasmática‌ ‌zonula‌ ‌occludens‌ ‌(ZO)‌ ‌(‌Figura‌ ‌4A‌)‌ ‌(Vermette‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌‌  

‌ 

De‌‌manera‌‌destacada,‌‌las‌‌claudinas‌‌son‌‌las‌‌proteínas‌‌indispensables‌‌para‌‌la‌‌formación‌‌de‌‌                         

uniones‌ ‌estrechas‌ ‌y‌ ‌su‌ ‌respectiva‌ ‌función‌ ‌de‌ ‌barreras.‌ ‌Estas‌ ‌proteínas‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌peso‌‌                         

molecular‌ ‌de‌ ‌27‌ ‌kDa‌ ‌y‌ ‌están‌ ‌agrupadas‌ ‌en‌ ‌una‌ ‌familia‌ ‌de‌ ‌genes‌ ‌integrada‌ ‌por‌ ‌26‌‌                             

componentes.‌ ‌Estas‌ ‌proteínas‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌un‌ ‌dominio‌ ‌citoplasmático‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌extremos‌‌                     

amino‌ ‌y‌ ‌carboxilo‌ ‌terminal‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌porción‌ ‌intracelular,‌ ‌cuatro‌‌dominios‌‌transmembranales‌‌y‌‌                       

dos‌ ‌dominios‌ ‌extracelulares‌ ‌que‌ ‌facilitan‌ ‌su‌ ‌interacción‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌claudinas‌ ‌de‌ ‌células‌‌                       

adyacentes‌‌de‌‌manera‌‌homotípica‌‌y‌‌heterotípica‌‌(Morrow‌‌et‌‌al.,‌‌2010).‌‌Están‌‌principalmente‌‌                       

involucradas‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌permeabilidad‌ ‌selectiva‌ ‌de‌ ‌iones‌ ‌entre‌ ‌células,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌existe‌‌                         

especificidad‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌función‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌ ‌tipo‌ ‌de‌ ‌claudina;‌ ‌por‌ ‌ejemplo,‌ ‌la‌ ‌claudina-5‌‌                         

facilita‌ ‌la‌ ‌estrechez‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌claudina-2‌ ‌reduce‌ ‌esta‌ ‌función‌ ‌mediante‌ ‌la‌‌                           

formación‌ ‌de‌ ‌poros‌  ‌(Vermette‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌‌ ‌  

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌las‌ ‌ocludinas‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌peso‌ ‌aproximado‌ ‌de‌ ‌65‌ ‌kDa‌ ‌y‌ ‌pertenecen‌ ‌a‌ ‌la‌‌                               

superfamilia‌ ‌de‌ ‌proteínas‌‌con‌‌dominios‌‌transmembranales‌‌MARVEL.‌ ‌De‌‌manera‌‌similar‌‌a‌‌                     

las‌ ‌claudinas,‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌cuatro‌ ‌dominios‌ ‌transmembranales,‌ ‌dos‌ ‌extracelulares‌‌con‌‌los‌‌                     

que‌ ‌interactúan‌ ‌con‌ ‌ocludinas‌ ‌de‌ ‌células‌ ‌adyacentes‌ ‌y‌ ‌tres‌ ‌citoplasmáticos‌ ‌con‌ ‌los‌‌                       

extremos‌ ‌amino‌ ‌y‌ ‌carboxilo‌ ‌terminal‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌región‌ ‌intracelular‌ ‌(Morrow‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌Cabe‌‌                           

destacar‌ ‌que‌ ‌existen‌ ‌excepciones‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌que‌ ‌uniones‌ ‌claudina-ocludina‌ ‌entre‌ ‌células‌‌                     

también‌ ‌pueden‌ ‌ocurrir.‌ ‌La‌ ‌función‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌ocludinas‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌asociado‌ ‌principalmente‌ ‌al‌‌                         

reclutamiento‌ ‌de‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌ ‌a‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌como‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌ZO‌ ‌y‌ ‌además,‌‌                           

‌ 
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‌ 

unen‌ ‌directamente‌ ‌al‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌actina,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌tiene‌ ‌un‌ ‌papel‌ ‌importante‌ ‌en‌ ‌el‌‌                             

mantenimiento‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌estrechas‌ ‌(Blasig‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011).‌ ‌ 

‌ 

Las‌ ‌proteínas‌ ‌JAM‌ ‌pertenecen‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌superfamilia‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌tipo‌‌                       

inmunoglobulinas‌ ‌(Ig),‌ ‌siendo‌ ‌JAM-A,‌ ‌JAM-B,‌ ‌JAM-C‌ ‌las‌ ‌principales‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌uniones‌‌                     

estrechas‌ ‌de‌ ‌células‌ ‌epiteliales‌ ‌y‌ ‌endoteliales;‌ ‌no‌ ‌obstante,‌ ‌también‌ ‌se‌ ‌encuentran‌ ‌en‌‌                       

algunas‌ ‌células‌ ‌del‌ ‌sistema‌ ‌inmune‌ ‌como‌ ‌linfocitos.‌ ‌Están‌ ‌conformadas‌ ‌por‌ ‌un‌ ‌dominio‌‌                       

extracelular‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌se‌ ‌ubica‌ ‌el‌ ‌extremo‌ ‌amino‌ ‌terminal‌ ‌caracterizado‌‌por‌‌dos‌‌dominios‌‌                         

tipo‌ ‌Ig,‌ ‌un‌ ‌pase‌ ‌transmembranal‌ ‌y‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌porción‌ ‌citoplasmática‌ ‌está‌‌el‌‌extremo‌‌carboxilo‌‌                           

terminal‌ ‌que‌ ‌cuenta‌ ‌con‌ ‌un‌ ‌motivo‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌al‌ ‌dominio‌ ‌PDZ‌ ‌(Ebnet‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2004).‌ ‌Las‌‌                               

proteínas‌‌JAM‌‌son‌‌capaces‌‌de‌‌formar‌‌uniones‌‌homotípicas‌‌y‌‌heterotípicas‌‌con‌‌otras‌‌JAM‌‌o‌‌                           

con‌‌otras‌‌proteínas‌‌como‌‌integrinas.‌ ‌Están‌‌involucradas‌‌en‌‌la‌‌permeabilidad‌‌de‌‌moléculas‌‌                       

en‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌estrechas‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌otras‌ ‌funciones‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌migración‌ ‌de‌ ‌leucocitos‌‌y‌‌                             

angiogénesis‌ ‌(Mandell‌ ‌&‌ ‌Parkos,‌ ‌2005).‌ ‌ 

‌ 

Las‌ ‌proteínas‌ ‌ZO‌ ‌(‌Zona‌ ‌Occludens‌)‌ ‌pertenecen‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌familia‌ ‌MAGUK‌ ‌(por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌‌                           

inglés‌ ‌‌membrane‌ ‌associated‌ ‌guanylate‌ ‌kinase‌ ‌protein‌)‌ ‌siendo‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌ZO-1,‌ ‌ZO-2‌‌y‌‌                       

ZO-3‌‌las‌‌proteínas‌‌características‌‌de‌‌las‌‌uniones‌‌estrechas.‌‌Constan‌‌de‌‌diversos‌‌dominios‌‌                       

y‌ ‌motivos‌ ‌proteicos‌ ‌como‌ ‌los‌ ‌dominios‌ ‌PDZ,‌ ‌SH3,‌ ‌GUK‌ ‌que‌ ‌les‌ ‌permite‌ ‌interactuar‌ ‌con‌‌                           

diferentes‌‌proteínas‌‌como‌‌las‌‌claudinas,‌‌otras‌‌proteínas‌‌ZO,‌‌algunas‌‌cinasas‌‌y‌‌reguladores‌‌                       

transcripcionales;‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌(González-Mariscal‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2000).‌‌ ‌  

‌ 

Su‌ ‌composición‌ ‌e‌ ‌interacciones‌ ‌posibilita‌ ‌el‌ ‌papel‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌estrechas‌ ‌en‌‌diferentes‌‌                         

vías‌ ‌de‌ ‌señalización;‌ ‌tal‌ ‌es‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌asociación‌ ‌de‌ ‌ZO-1‌‌con‌‌el‌‌factor‌‌transcripcional‌‌                               

ZONAB‌‌el‌‌cual‌‌regula‌‌genes‌‌que‌‌intervienen‌‌en‌‌la‌‌proliferación‌‌celular‌‌(Garcia‌‌et‌‌al‌‌2018).‌‌                             

Además,‌ ‌Oka‌ ‌en‌ ‌2010‌‌reportó‌‌que‌‌ZO-2‌‌forma‌‌un‌‌complejo‌‌con‌‌la‌‌isoforma‌‌2‌‌del‌‌cofactor‌‌                               

transcripcional‌ ‌YAP‌ ‌(YAP-2)‌ ‌al‌ ‌interaccionar‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌ ‌su‌ ‌dominio‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌PDZ.‌ ‌El‌‌                             

grupo‌ ‌también‌ ‌reportó‌‌que‌‌la‌‌proteína‌‌ZO-2‌‌silvestre‌‌(comparada‌‌con‌‌una‌‌mutante‌‌que‌‌no‌‌                           

puede‌ ‌entrar‌ ‌al‌ ‌núcleo)‌ ‌aumenta‌ ‌la‌ ‌translocación‌ ‌nuclear‌ ‌de‌ ‌YAP-2‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌ambas‌‌                         

proteínas‌ ‌co-localizan‌ ‌y‌ ‌adicionalmente‌ ‌encontraron‌ ‌que‌ ‌ZO-2‌ ‌promueve‌ ‌la‌ ‌apoptosis‌ ‌y‌‌                     

proliferación‌ ‌dependiente‌ ‌de‌ ‌YAP‌ ‌(Oka‌  ‌et‌ ‌al‌ ‌2010).‌‌ ‌  

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌cabe‌ ‌resaltar‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌que‌ ‌ZO-1‌ ‌tiene‌ ‌una‌ ‌conformación‌‌                           

desplegada‌ ‌al‌ ‌estar‌ ‌activa‌ ‌y‌ ‌una‌ ‌plegada‌ ‌al‌ ‌estar‌‌inactiva‌‌en‌‌respuesta‌‌a‌‌la‌‌contractilidad‌‌                             

del‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌por‌ ‌los‌ ‌esfuerzos,‌ ‌ejercidos‌ ‌mediante‌ ‌pinzas‌                       
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‌ 

magnéticas,‌‌lo‌‌que‌‌sugiere‌‌el‌‌papel‌‌de‌‌esta‌‌proteína‌‌de‌‌uniones‌‌estrechas‌‌en‌‌la‌‌percepción‌‌                             

y‌‌respuesta‌‌de‌‌los‌‌esfuerzos‌‌mecánicos;‌‌sin‌‌embargo,‌‌hacen‌‌falta‌‌estudios‌‌para‌‌conocer‌‌el‌‌                           

mecanismo‌ ‌mediante‌ ‌el‌ ‌cual‌ ‌este‌ ‌proceso‌ ‌sucede‌ ‌(Spadaro‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2017).‌ ‌ 

‌ 

1.4.2‌ Uniones‌ ‌comunicantes‌ ‌ 

Este‌ ‌tipo‌ ‌de‌ ‌uniones‌‌están‌ ‌ampliamente‌‌distribuidas‌‌en‌‌las‌‌células‌‌del‌‌cuerpo‌‌humano‌                         

con‌‌excepción‌‌de‌‌eritrocitos,‌‌células‌‌del‌‌músculo‌‌esquelético‌ ‌y‌ ‌espermatozoides‌ ‌maduros.‌‌                     

Están‌ ‌constituidos‌ ‌por‌ ‌hexámeros,‌ ‌denominados‌ ‌conexones,‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌conexina‌ ‌en‌‌                     

vertebrados‌ ‌(e‌ ‌innexina‌ ‌en‌ ‌invertebrados),‌ ‌los‌ ‌cuales‌ ‌permiten‌ ‌la‌ ‌unión‌ ‌entre‌ ‌células‌‌                       

contiguas‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌intercambio‌ ‌iones‌ ‌y‌ ‌metabolitos‌ ‌(‌Figura‌ ‌4D‌)‌ ‌(Nielsen‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012).‌‌ ‌  

‌ 

Las‌ ‌conexinas‌ ‌conforman‌ ‌una‌ ‌familia‌ ‌de‌ ‌21‌ ‌genes‌ ‌cuyas‌ ‌proteínas‌ ‌están‌ ‌agrupadas‌ ‌en‌‌                         

cinco‌‌grupos‌‌(α,‌‌β,‌‌γ,‌‌δ‌‌y‌‌ε)‌‌dependiendo‌‌de‌‌su‌‌identidad‌‌en‌‌secuencia.‌‌Están‌‌constituidas‌‌                               

por‌ ‌tres‌ ‌pases‌ ‌transmembranales,‌ ‌dos‌ ‌dominios‌ ‌extracelulares‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌extremos‌ ‌amino‌ ‌y‌‌                       

carboxilo‌ ‌terminales‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌región‌ ‌citoplasmática.‌ ‌Los‌ ‌conexones‌ ‌pueden‌ ‌tener‌ ‌un‌ ‌arreglo‌‌                       

homomérico‌ ‌o‌ ‌heteromérico‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌ ‌tipo‌ ‌de‌ ‌conexinas‌ ‌presentes.‌ ‌Estos‌‌                   

hexámeros‌ ‌pueden‌ ‌formar‌ ‌hemicanales‌ ‌al‌ ‌no‌ ‌interactuar‌ ‌con‌ ‌conexinas‌ ‌adyacentes,‌ ‌sin‌‌                     

embargo,‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌comunicantes,‌ ‌los‌ ‌dominios‌ ‌extracelulares‌ ‌permiten‌ ‌que‌ ‌células‌‌                     

adyacentes‌ ‌puedan‌ ‌interaccionar‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌ ‌puentes‌ ‌disulfuro‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌homotípica‌ ‌o‌‌                       

heterotípica.‌ ‌Por‌ ‌tanto‌ ‌existen‌ ‌cuatro‌ ‌combinaciones‌ ‌posibles‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌estructura‌ ‌de‌ ‌las‌‌                       

uniones‌‌comunicantes‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌compatibilidad‌‌de‌‌las‌‌conexinas,‌‌lo‌‌que‌‌refleja‌‌su‌‌                         

variedad‌ ‌de‌ ‌funciones‌ ‌(Meşe‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2007).‌ ‌ 

‌ 

La‌ ‌comunicación‌ ‌celular‌ ‌mediante‌ ‌este‌ ‌tipo‌ ‌de‌‌uniones‌‌es‌‌esencial‌‌principalmente‌‌para‌‌el‌‌                         

transporte‌‌de‌‌iones,‌‌aminoácidos‌‌y‌‌nucleótidos.‌‌Se‌‌sabe‌‌que‌‌todas‌‌las‌‌moléculas‌‌mayores‌‌a‌‌                           

1‌‌kDa‌‌son‌‌incapaces‌‌de‌‌atravesar‌‌los‌‌conexones‌‌y‌‌actualmente‌‌también‌‌se‌‌sabe‌‌que‌‌estos‌‌                             

canales‌ ‌son‌ ‌sensibles‌ ‌al‌ ‌voltaje,‌ ‌la‌ ‌conductancia‌ ‌y‌ ‌el‌ ‌pH,‌ ‌por‌ ‌lo‌‌que‌‌además‌‌del‌‌tamaño,‌‌                               

existe‌ ‌una‌ ‌permeabilidad‌ ‌selectiva‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌moléculas‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌transportan‌ ‌(Nielsen‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌                         

2012).‌ ‌Esta‌ ‌función‌ ‌es‌ ‌esencial‌ ‌en‌ ‌grandes‌ ‌agregados‌‌celulares‌‌como‌‌en‌‌la‌‌epidermis‌‌en‌‌                           

donde‌ ‌existe‌ ‌un‌ ‌patrón‌ ‌espacio‌ ‌temporal‌ ‌de‌ ‌expresión‌ ‌de‌ ‌conexinas‌ ‌(Meşe‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2007).‌‌                           

También‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌papel‌ ‌importante‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌excitables‌ ‌como‌ ‌neuronas‌ ‌y‌ ‌células‌ ‌de‌‌                         

músculo‌ ‌liso‌ ‌y‌ ‌cardiaco‌ ‌al‌ ‌permitir‌ ‌su‌ ‌sincronización‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌rápida‌ ‌transmisión‌‌eléctrica.‌‌Por‌                           

ello,‌‌se‌‌ha‌‌reportado‌‌que‌‌mutaciones‌‌en‌‌las‌‌conexinas‌‌pueden‌‌causar‌‌diversas‌‌patologías,‌‌                         

tal‌ ‌es‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌desórdenes‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌piel‌ ‌o‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌desmielinización‌ ‌del‌ ‌sistema‌ ‌nervioso‌‌                               

periférico‌ ‌(Goodenough‌ ‌&‌ ‌Paul,‌ ‌2009).‌ ‌ ‌   

‌ 
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‌ 

1.4.3‌ Uniones‌ ‌adherentes‌‌ ‌  

Las‌ ‌uniones‌ ‌adherentes‌ ‌son‌ ‌complejos‌ ‌proteicos‌ ‌indispensables‌ ‌para‌ ‌mantener‌ ‌la‌‌                   

comunicación‌ ‌entre‌ ‌células,‌ ‌la‌ ‌cohesión‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌tejidos‌‌y‌‌la‌‌polaridad‌‌celular.‌‌Esto‌‌se‌‌logra‌‌                             

por‌ ‌medio‌ ‌del‌ ‌anclaje‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌un‌ ‌cruce‌ ‌transmembranal‌ ‌dependientes‌ ‌de‌ ‌calcio‌‌                         

llamadas‌ ‌cadherinas‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌(‌Figura‌ ‌4B‌)‌ ‌(Harris‌ ‌&‌ ‌Tepass,‌ ‌2010).‌‌ ‌  

‌ 

La‌‌superfamilia‌‌de‌‌las‌‌cadherinas‌‌son‌‌moléculas‌‌de‌‌adhesión‌‌dependientes‌‌de‌‌Ca‌2+‌‌‌dividida‌‌                         

en‌‌tres‌‌familias:‌‌la‌‌familia‌‌de‌‌cadherinas‌‌mayores,‌‌distribuida‌‌principalmente‌‌en‌‌las‌‌uniones‌‌                         

célula-célula;‌ ‌la‌ ‌familia‌ ‌de‌ ‌protocadherinas,‌ ‌involucradas‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reconocimiento‌ ‌de‌ ‌células‌                     

neuronales;‌‌y‌‌la‌‌familia‌‌de‌‌proteínas‌‌relacionadas‌‌a‌‌cadherinas,‌‌la‌‌cual‌‌tiene‌‌componentes‌‌                         

con‌‌funciones‌‌diversas‌‌como‌‌de‌‌proteínas‌‌chaperonas‌‌(Gul‌‌et‌‌al.,‌‌2017).‌‌Las‌‌proteínas‌‌de‌‌la‌‌                             

familia‌‌de‌‌cadherinas‌‌mayores‌‌están‌‌involucradas‌‌en‌‌la‌‌formación‌‌de‌‌uniones‌‌adherentes‌‌y‌‌                         

desmosomas.‌‌Para‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes,‌‌algunas‌‌cadherinas‌‌se‌‌han‌‌asociado‌‌                         

a‌‌ciertos‌‌tejidos,‌‌aunque‌‌no‌‌de‌‌manera‌‌exclusiva:‌‌E-cadherina‌‌y‌‌P-cadherina‌‌se‌‌encuentran‌‌                         

principalmente‌‌en‌‌los‌‌epitelios,‌‌VE-cadherina‌‌en‌‌las‌‌células‌‌de‌‌la‌‌vasculatura‌‌(endoteliales),‌‌                       

mientras‌ ‌que‌ ‌N-cadherina‌ ‌predominantemente‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌no‌ ‌epiteliales‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌células‌‌                     

neuronales‌ ‌y‌ ‌musculares‌ ‌(Angulo-Urarte‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020).‌ ‌ 

‌ 

La‌ ‌estructura‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌cadherinas‌ ‌consiste‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌ectodominio‌ ‌compuesto‌ ‌de‌ ‌dos‌ ‌o‌ ‌más‌‌                           

dominios‌ ‌extracelulares‌ ‌arreglados‌ ‌en‌ ‌tándem‌ ‌cuyo‌ ‌número‌ ‌varía‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌ ‌la‌‌                     

proteína.‌ ‌Estos‌ ‌dominios‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌motivos‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌Ca‌2+‌ ‌que‌ ‌le‌ ‌permiten‌ ‌formar‌‌                           

uniones‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌cadherinas‌ ‌de‌ ‌células‌ ‌adyacentes,‌ ‌principalmente‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌homofílica,‌‌                     

con‌ ‌excepciones‌ ‌heterofílicas‌ ‌(Halbleib‌ ‌&‌ ‌Nelson,‌ ‌2006).‌ ‌De‌ ‌manera‌ ‌particular,‌ ‌las‌‌                     

cadherinas‌ ‌clásicas,‌ ‌como‌ ‌E-cadherina,‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌5‌ ‌dominios‌ ‌extracelulares‌ ‌en‌ ‌su‌‌                     

ectodominio‌ ‌que‌ ‌forman‌ ‌uniones‌ ‌homofílicas,‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌pase‌ ‌transmembranal‌ ‌y‌ ‌en‌ ‌su‌‌                       

porción‌ ‌citoplasmática‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌un‌‌grupo‌‌de‌‌proteínas‌‌llamadas‌‌                         

cateninas,‌ ‌formando‌ ‌un‌ ‌centro‌ ‌proteico‌ ‌cadherina-catenina.‌ ‌Al‌ ‌interactuar‌ ‌con‌ ‌cateninas‌‌                   

como‌‌β-catenina‌‌y‌‌p120‌‌catenina,‌‌se‌‌recluta‌‌a‌‌la‌‌α-catenina,‌‌que‌‌secuencialmente‌‌se‌‌asocia‌‌                           

con‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌ ‌como‌ ‌vinculina‌ ‌para‌ ‌unir‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌a‌ ‌este‌ ‌complejo‌‌                           

proteico;‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌finalmente‌ ‌formaliza‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌adherentes‌ ‌entre‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌(Harris‌ ‌&‌‌                         

Tepass,‌ ‌2010).‌‌ ‌  

‌ 

Las‌ ‌uniones‌ ‌adherentes‌ ‌además‌ ‌de‌ ‌ser‌ ‌estructuras‌ ‌que‌ ‌permiten‌ ‌la‌ ‌unión‌ ‌entre‌ ‌células‌‌                         

adyacentes,‌ ‌son‌ ‌complejos‌ ‌altamente‌ ‌dinámicos‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌constantemente‌ ‌se‌ ‌están‌‌                     

‌ 
21‌ ‌ 



‌ 

degradando‌‌los‌‌sitios‌‌de‌‌adhesión‌‌existentes‌‌y‌‌generando‌‌nuevos.‌‌Este‌‌tipo‌‌de‌‌uniones‌‌son‌‌                           

reguladas‌ ‌por‌ ‌numerosas‌ ‌fosfatasas,‌ ‌GTPasas‌ ‌y‌‌cinasas,‌‌como‌‌por‌‌las‌‌de‌‌la‌‌familia‌‌de‌‌la‌‌                             

GTPasa‌‌de‌‌Rho‌‌o‌‌por‌‌proteínas‌‌del‌‌complejo‌‌regulador‌‌de‌‌polaridad‌‌celular.‌‌De‌‌modo‌‌que‌‌                             

las‌ ‌cadherinas‌ ‌también‌ ‌están‌ ‌involucradas‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌establecimiento‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌polaridad‌ ‌celular‌‌                       

gracias‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌interacción‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌que‌ ‌delimitan‌ ‌la‌ ‌porción‌ ‌apical‌ ‌(Complejo‌‌                         

Par3/Crumbs/Patj/Pals1/Par-6/aPKC),‌ ‌y‌ ‌basolateral‌ ‌(Complejo‌ ‌Scrib/‌ ‌Dlg/Lgl/Par-1).‌ ‌Estos‌‌             

complejos‌‌se‌‌localizan‌‌de‌‌manera‌‌excluyente‌‌gracias‌‌a‌‌zonas‌‌establecidas‌‌por‌‌las‌‌uniones‌‌                         

adherentes‌ ‌para‌ ‌posteriormente‌ ‌delimitar‌ ‌las‌ ‌regiones‌ ‌apical‌ ‌y‌ ‌basolateral‌ ‌(Baum‌ ‌&‌‌                     

Georgiou,‌‌2011).‌‌La‌‌interacción‌‌de‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes‌‌con‌‌estos‌‌complejos‌‌contribuye‌‌a‌‌                         

la‌ ‌localización‌ ‌y‌ ‌estabilidad‌ ‌de‌ ‌otros‌ ‌componentes‌ ‌celulares‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌para‌ ‌el‌ ‌tráfico‌‌                         

ordenado‌ ‌de‌ ‌moléculas‌ ‌(Coopman‌ ‌&‌ ‌Djiane,‌ ‌2016).‌ ‌ 

‌ 

También‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌que‌ ‌algunas‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌reclutadas‌‌en‌‌estos‌‌complejos‌‌son‌‌                           

capaces‌ ‌de‌ ‌percibir‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌que‌ ‌cada‌ ‌célula‌ ‌adyacente‌ ‌ejerce‌ ‌sobre‌ ‌otra‌ ‌(señales‌‌                         

mecánicas).‌ ‌Esto‌ ‌es‌ ‌logrado‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌del‌ ‌despliegue‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌molécula‌ ‌para‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌                             

α-catenina‌ ‌y‌ ‌del‌ ‌subsecuente‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌vinculina.‌ ‌Al‌ ‌establecersela‌ ‌unión‌‌                   

cadherina-cadherina‌ ‌se‌ ‌transmiten‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌permite‌ ‌la‌ ‌activación‌ ‌de‌ ‌las‌‌                       

proteínas‌‌mecanosensibles.‌‌Por‌‌tanto,‌‌los‌‌cambios‌‌en‌‌las‌‌señales‌‌mecánicas‌‌repercuten‌‌en‌‌                       

la‌ ‌formación‌ ‌y‌ ‌funcionamiento‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌adherentes‌ ‌afectando‌ ‌su‌ ‌papel‌ ‌en‌ ‌la‌‌                         

regulación‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌vías‌‌de‌‌señalización‌‌en‌‌las‌‌que‌‌están‌‌involucradas‌‌(Angulo-Urarte‌‌et‌‌al.,‌‌                           

2020).‌‌La‌‌formación‌‌de‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes‌‌entre‌‌diferentes‌‌estratos‌‌celulares‌‌permite‌‌el‌‌                         

establecimiento‌‌de‌‌los‌‌distintos‌‌niveles‌‌de‌‌organización‌‌entre‌‌ellos.‌‌Por‌‌ejemplo,‌‌en‌‌el‌‌caso‌‌                           

de‌ ‌la‌ ‌formación‌ ‌del‌ ‌tubo‌ ‌neural‌ ‌y‌ ‌el‌ ‌neuroectodermo‌ ‌se‌ ‌establece‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌expresión‌‌                           

diferencial‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌‌celulares‌‌entre‌‌células‌‌que‌‌expresan‌‌E-cadherina‌‌y‌‌N-cadherina‌‌                       

donde‌‌la‌‌las‌‌células‌‌con‌‌mayor‌‌cohesión‌‌(E-cadherina)‌‌desplazan‌‌al‌‌interior‌‌las‌‌células‌‌con‌‌                           

una‌ ‌menor‌ ‌cohesión‌ ‌(N-cadherina)‌ ‌(Hashimoto‌ ‌2019).‌ ‌ 

‌ 

1.4.4‌ Desmosomas‌‌ ‌  

Los‌ ‌desmosomas‌ ‌son‌ ‌uniones‌ ‌intercelulares‌ ‌características‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌de‌ ‌tejidos‌ ‌que‌‌                       

están‌‌constantemente‌‌expuestos‌‌a‌‌esfuerzos‌ ‌de‌‌compresión‌‌y‌‌tensión‌‌como‌‌la‌‌epidermis‌‌o‌‌                         

la‌‌musculatura‌‌del‌‌corazón‌‌(Angulo-Urarte‌‌et‌‌al.,‌‌2020).‌‌Son‌‌uniones‌‌dependientes‌‌de‌‌Ca‌2+‌‌                         

derivadas‌‌de‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes‌‌ya‌‌que‌‌también‌‌están‌‌conformadas‌‌por‌‌cadherinas;‌‌sin‌‌                         

embargo,‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌transmembranales‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌constituyen‌ ‌son‌ ‌las‌ ‌desmocolinas‌ ‌y‌‌                     

desmogleínas.‌ ‌Además,‌ ‌estas‌ ‌proteínas‌ ‌conectan‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌intermedios‌ ‌y‌ ‌no‌ ‌al‌‌                       

aparato‌‌de‌‌actomiosina,‌‌de‌‌modo‌‌que‌‌proveen‌‌la‌‌resistencia‌‌adecuada‌‌a‌‌los‌‌esfuerzos‌‌a‌‌los‌‌                             
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‌ 

que‌ ‌se‌ ‌exponen‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentran‌ ‌(Saito‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2012).‌ ‌En‌ ‌su‌ ‌porción‌‌                                 

intracelular‌‌interactúan‌‌con‌‌proteínas‌‌de‌‌la‌‌familia‌‌armadillo‌‌como‌‌placoglobina‌‌o‌‌placofilina,‌                       

así‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌familia‌ ‌plaquina,‌ ‌como‌‌desmoplaquina‌‌que‌‌facilitan‌‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌los‌‌                           

filamentos‌ ‌intermedios‌ ‌(‌Figura‌ ‌4C‌)‌ ‌(Dusek‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2007).‌‌ ‌  

‌ 

Además‌ ‌del‌ ‌papel‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌adhesión‌ ‌celular,‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌desmosomas,intervienen‌‌en‌‌la‌‌                         

señalización‌‌celular‌‌a‌‌través‌‌de‌‌vías‌‌de‌‌señalización‌‌como‌‌en‌‌la‌‌ruta‌‌Wnt.‌‌Adicionalmente,‌‌                           

algunos‌ ‌grupos‌ ‌de‌ ‌trabajo‌ ‌han‌ ‌demostrado‌ ‌que‌ ‌desmogleína-2‌ ‌es‌ ‌responsiva‌ ‌a‌ ‌ciertos‌‌                       

rangos‌‌de‌‌fuerza‌‌alrededor‌‌de‌‌los‌‌1.5‌‌pN,‌‌(similar‌‌a‌‌lo‌‌observado‌‌en‌‌E-cadherina)‌‌(Baddam‌‌                             

et‌‌al.,‌‌2018).‌‌Esta‌‌proteína‌‌permite‌‌la‌‌generación‌‌de‌‌fuerzas‌‌tensiles‌‌gracias‌‌al‌‌citoesqueleto‌‌                           

y‌‌los‌‌filamentos‌‌a‌‌los‌‌que‌‌se‌‌asocia,‌‌en‌‌respuesta‌‌a‌‌la‌‌aplicación‌‌de‌‌esfuerzos‌‌como‌‌en‌‌la‌‌                                   

contracción‌ ‌de‌ ‌cardiomiocitos‌ ‌o‌ ‌a‌ ‌deformaciones‌ ‌externas‌ ‌del‌ ‌sustrato,‌ ‌como‌‌en‌‌aquellos‌‌                       

muy‌ ‌suaves‌ ‌(menores‌ ‌a‌ ‌2‌ ‌kPa)‌‌(Price‌‌et‌‌al.,‌‌2018).‌‌Sin‌‌embargo‌‌aún‌‌hacen‌‌falta‌‌estudios‌‌                               

que‌‌permitan‌‌explicar‌‌los‌‌mecanismos‌‌a‌‌través‌‌de‌‌los‌‌cuales‌‌las‌‌proteínas‌‌de‌‌desmosomas‌‌                           

perciben‌ ‌y‌ ‌responden‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌estímulos‌ ‌mecánicos.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

Figura‌ ‌4.‌ ‌Esquema‌ ‌representativo‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌intercelulares‌ ‌y‌ ‌sus‌ ‌principales‌‌                     

componentes.‌ ‌(A)‌ Las‌ ‌uniones‌ ‌estrechas‌ ‌principalmente‌ ‌están‌ ‌compuestos‌ ‌por‌ ‌las‌ ‌proteínas‌‌                     

transmembranales:‌ ‌ocludinas,‌ ‌claudinas‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌por‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌JAM‌ ‌y‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌citoplasma‌ ‌se‌‌                           

asocian‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌ZO‌ ‌que‌ ‌ayudan‌‌a‌‌conectar‌‌el‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina.‌‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌‌(B)‌‌las‌‌                                 

uniones‌ ‌adherentes‌ ‌están‌ ‌constituidas‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌agrupación‌ ‌de‌ ‌cadherinas‌ ‌y‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌‌                       

citoplasmáticas,‌‌como‌‌α‌‌y‌‌β‌‌catenina‌‌que‌‌conectan‌‌al‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina.‌‌‌(C)‌‌Los‌‌desmosomas‌‌                             

también‌ ‌están‌ ‌conformados‌ ‌por‌ ‌cadherinas‌ ‌llamadas‌ ‌desmocolinas‌ ‌y‌ ‌desmogleínas‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌por‌‌                       

desmoplaquinas‌ ‌y‌ ‌placoglobinas‌ ‌que‌ ‌conectan‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌intermedios.‌ ‌‌(D)‌ ‌Por‌ ‌último,‌ ‌las‌‌                         

uniones‌‌comunicantes‌ ‌están‌‌formadas‌‌por‌‌hexámeros‌‌de‌‌la‌‌proteína‌‌conexina,‌‌llamados‌‌conexones‌‌                       

(Imagen‌ ‌creada‌ ‌en‌ ‌Biorender.com).‌ ‌ 

‌ 

1.5‌ ‌Adhesiones‌ ‌focales‌ ‌(AF)‌ ‌ 

Las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌son‌ ‌estructuras‌ ‌multiprotéicas‌ ‌especializadas‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌adhesión‌ ‌y‌ ‌la‌‌                       

comunicación‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌medio‌‌extracelular.‌‌Están‌‌conformadas‌‌por‌‌una‌‌red‌‌de‌‌integrinas‌‌que‌‌                         

conecta‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC‌‌con‌‌el‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina‌‌gracias‌‌al‌‌acoplamiento‌‌                           

de‌ ‌numerosas‌ ‌proteínas‌‌citoplasmáticas‌‌tales‌‌como‌‌vinculina‌‌y‌‌talina‌‌(‌Figura‌‌5‌)‌‌(Burridge,‌‌                       

2017).‌ ‌Todos‌ ‌sus‌ ‌componentes‌ ‌se‌ ‌agrupan‌ ‌en‌ ‌estructuras‌ ‌discernibles‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌zonas‌ ‌de‌‌                         
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anclaje‌ ‌celular,‌ ‌observadas‌ ‌como‌ ‌áreas‌ ‌electrodensas‌ ‌por‌ ‌microscopía‌ ‌electrónica;‌ ‌por‌ ‌lo‌‌                     

que‌ ‌fueron‌‌nombradas‌‌en‌‌un‌‌principio‌placas‌‌de‌‌adhesión,‌‌‌(Abercrombie,‌‌1971)‌‌‌las‌‌cuales‌‌                         

se‌ ‌sabe‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌tamaño‌ ‌aproximado‌ ‌de‌ ‌0.1-10‌ ‌µm‌ ‌(Kuo‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011).‌‌ ‌  

‌ 

Además‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌AF,‌ ‌existen‌ ‌otras‌ ‌estructuras‌ ‌de‌ ‌anclaje‌ ‌dependientes‌ ‌de‌ ‌integrinas‌‌                       

(derivadas‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌desmosomas‌ ‌que‌ ‌fueron‌ ‌anteriormente‌ ‌descritos‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌apartado‌ ‌1.4.4)‌‌                       

llamadas‌ ‌hemidesmosomas.‌ ‌Estas‌ ‌estructuras‌ ‌conectan‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌‌con‌‌                     

los‌ ‌filamentos‌ ‌intermedios‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌interior‌ ‌celular‌ ‌en‌ ‌lugar‌ ‌del‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina.‌ ‌A‌‌                           

diferencia‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌AF‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌distribuyen‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌ubicua,‌ ‌los‌ ‌hemidesmosomas‌ ‌son‌‌                         

característicos‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌epitelios‌ ‌del‌ ‌cuerpo,‌ ‌permitiendo‌ ‌el‌ ‌anclaje‌ ‌de‌ ‌estas‌ ‌células‌ ‌con‌ ‌la‌‌                           

membrana‌ ‌basal‌ ‌y‌ ‌por‌ ‌tanto‌ ‌contribuyen‌ ‌a‌ ‌mantener‌ ‌su‌ ‌integridad.‌ ‌Estos‌ ‌complejos,‌ ‌al‌‌                         

interactuar‌‌con‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌membrana‌‌basal‌‌(sobretodo‌‌colágena‌‌IV‌‌y‌‌laminina)‌‌                         

se‌ ‌conforman‌ ‌principalmente‌ ‌de‌ ‌integrinas‌ ‌tipo‌ ‌α6β4.‌ ‌En‌ ‌el‌ ‌citoplasma‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌dos‌‌                         

placas‌‌formadas‌‌por‌‌las‌‌proteínas‌‌plectinas‌‌que‌‌acoplan‌‌los‌‌filamentos‌‌intermedios‌‌a‌‌estas‌‌                         

estructuras‌ ‌(Walko‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2015).‌ ‌ 

‌ 

Por‌ ‌su‌ ‌parte,‌ ‌la‌ ‌composición‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌AF‌ ‌varía,‌ ‌dado‌ ‌que‌ ‌son‌ ‌estructuras‌ ‌dinámicas‌ ‌cuyo‌‌                             

estado‌ ‌de‌ ‌madurez,‌ ‌localización‌ ‌celular‌ ‌y‌ ‌funciones‌ ‌cambian‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌ ‌contexto‌‌                     

fisiopatológico‌‌en‌‌el‌‌que‌‌se‌‌encuentran‌‌las‌‌células.‌‌Hasta‌‌la‌‌fecha,‌‌se‌‌han‌‌identificado‌‌más‌‌                             

de‌ ‌180‌ ‌proteínas‌‌asociadas‌‌a‌‌AF‌‌que‌‌comprenden‌‌el‌‌metaadhesoma‌‌celular‌‌(Zaidel-Bar‌‌&‌‌                         

Geiger,‌ ‌2010).‌‌De‌‌manera‌‌general,‌‌debido‌‌al‌‌arreglo‌‌que‌‌tienen‌‌los‌‌componentes‌‌en‌‌estos‌‌                           

complejos,‌‌se‌‌pueden‌‌distinguir:‌‌A)‌‌las‌‌porciones‌‌extracelulares‌‌de‌‌las‌‌integrinas‌‌las‌‌cuales‌‌                         

anclan‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC‌‌anteriormente‌‌descritos;‌‌B)‌‌la‌‌región‌‌transmembranal‌‌y‌‌                         

citoplasmática‌‌de‌‌las‌‌integrinas;‌‌y‌‌por‌‌último‌‌C)‌‌el‌‌resto‌‌de‌‌los‌‌componentes‌‌citoplasmáticos‌‌                           

que‌ ‌conectan‌ ‌directamente‌ ‌al‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌(‌Figura‌ ‌5‌).‌ ‌En‌ ‌seguida‌ ‌serán‌‌                       

descritos‌ ‌sus‌ ‌principales‌ ‌componentes.‌ ‌ 
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‌ 
Figura‌‌5.‌‌Modelo‌‌esquemático‌‌de‌‌la‌‌organización‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales.‌‌(A)‌‌                           

Las‌‌AF‌‌están‌‌compuestas‌‌por‌‌la‌‌agrupación‌‌de‌‌integrinas‌‌que‌‌en‌‌su‌‌porción‌‌extracelular‌‌interactúan‌‌                             

con‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC,‌‌al‌‌mismo‌‌tiempo‌‌‌(B)‌‌‌atraviesan‌‌la‌‌membrana‌‌celular‌‌permitiendo‌‌la‌‌                               

adhesión‌ ‌celular‌ ‌y‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌porción‌ ‌citoplasmática‌ ‌interactúan‌ ‌con‌ ‌múltiples‌ ‌‌(C)‌ ‌proteínas‌‌                       

citoplasmáticas,‌ ‌como‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌paxilina,‌ ‌que‌ ‌promueven‌ ‌el‌ ‌anclaje‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌aparato‌ ‌de‌‌                           

actomiosina‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌señalización‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌medio‌ ‌extracelular‌ ‌(Modificado‌ ‌de‌ ‌Kanchanawong,‌ ‌2010).‌ ‌ 

‌ 

1.5.1‌ ‌Integrinas‌ ‌ 

Las‌ ‌integrinas‌ ‌son‌ ‌una‌ ‌superfamilia‌ ‌de‌ ‌receptores‌ ‌membranales‌ ‌heterodiméricos‌‌                 

compuestos‌ ‌por‌ ‌dos‌ ‌subunidades‌ ‌glicoproteicas‌ ‌asociadas‌ ‌de‌ ‌forma‌ ‌no‌ ‌covalente,‌‌                   

conocidas‌‌como‌‌subunidad‌ ‌α‌‌y‌‌β.‌‌En‌‌vertebrados‌‌se‌‌han‌‌identificado‌‌hasta‌‌el‌‌momento,‌‌18‌‌                             

subunidades‌ ‌α‌ ‌y‌ ‌8‌ ‌subunidades‌ ‌β,‌ ‌que‌ ‌generan‌ ‌una‌ ‌combinación‌ ‌de‌ ‌24‌ ‌subtipos‌ ‌de‌‌                           

integrinas‌ ‌(Barczyk‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌Las‌ ‌subunidades‌ ‌α‌ ‌y‌ ‌β‌ ‌son‌ ‌muy‌ ‌distintas‌ ‌entre‌ ‌sí‌ ‌y‌ ‌no‌‌                                 

presentan‌ ‌homología.‌ ‌Algunas‌ ‌subunidades‌‌son‌‌indispensables‌‌para‌‌el‌‌desarrollo‌‌tal‌‌es‌‌el‌‌                       

caso‌‌de‌‌la‌‌subunidad‌‌β1,‌‌cuya‌‌eliminación‌‌es‌‌letal‌‌en‌‌ratones.‌‌También‌‌existen‌‌subunidades‌‌                           

tejido‌ ‌específicas‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌β2‌ ‌que‌ ‌es‌ ‌exclusiva‌ ‌de‌ ‌leucocitos,‌ ‌o‌ ‌la‌ ‌combinación‌ ‌de‌‌                           

subunidades‌ ‌α6β4‌ ‌en‌ ‌queratinocitos,‌ ‌por‌ ‌mencionar‌ ‌algunos‌ ‌ejemplos‌ ‌(Takada‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2007).‌ ‌ 

‌ 

Las‌ ‌subunidades‌ ‌α‌ ‌y‌ ‌β‌ ‌tienen‌ ‌una‌ ‌longitud‌ ‌de‌ ‌1000‌ ‌y‌‌750‌‌aminoácidos,‌‌respectivamente.‌‌                           

Cuentan‌‌con‌‌un‌‌solo‌‌pase‌‌transmembranal‌‌de‌‌hélice‌‌alfa,‌‌mientras‌‌que‌‌sus‌‌extremos‌‌amino‌‌                           

y‌ ‌carboxilo‌ ‌terminal‌ ‌se‌ ‌localizan‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌porción‌ ‌extracelular‌ ‌e‌ ‌intracelular,‌ ‌respectivamente‌‌                       

(‌Figura‌‌6‌).‌‌Ambas‌‌subunidades‌‌cuentan‌‌con‌‌dominios‌‌proteicos‌‌con‌‌regiones‌‌flexibles‌‌entre‌‌                       

dominios‌ ‌que‌ ‌les‌‌permiten‌‌tener‌‌plegamientos‌‌distintos‌‌que‌‌son‌‌funcionalmente‌‌relevantes‌‌                     
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‌ 

(Campbell‌ ‌&‌ ‌Humphries,‌ ‌2011).‌ ‌El‌ ‌ectodominio‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌subunidad‌ ‌α‌ ‌se‌ ‌puede‌ ‌dividir‌ ‌en‌ ‌4‌‌                             

dominios‌ ‌principales‌ ‌y‌ ‌dos‌ ‌regiones‌‌flexibles,‌‌dentro‌‌de‌‌los‌‌que,‌‌de‌‌manera‌‌destacada,‌‌se‌‌                           

encuentran‌ ‌dominios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌Ca‌2+‌ ‌y‌ ‌un‌ ‌motivo‌ ‌de‌ ‌adhesión‌ ‌dependiente‌ ‌de‌ ‌ión‌ ‌metal‌‌                             

(MIDAS,‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌‌metal-ion-dependent‌‌adhesion‌‌site‌)‌‌que‌‌permite‌‌la‌‌unión‌‌a‌‌                           

Mg‌2+‌,‌ ‌los‌ ‌cuales‌‌son‌‌indispensables‌‌para‌‌la‌‌unión‌‌de‌‌la‌‌integrina‌‌con‌‌sus‌‌ligandos‌‌(‌Figura‌‌                             
6‌)‌ ‌(Campbell‌ ‌&‌ ‌Humphries,‌ ‌2011).‌‌ ‌  

‌ 

Por‌‌otra‌‌parte,‌‌la‌‌porción‌‌extracelular‌‌de‌‌la‌‌subunidad‌‌β‌‌presenta‌‌7‌‌dominios‌‌principales‌‌que‌‌                             

cuentan‌‌con‌‌un‌‌mayor‌‌número‌‌de‌‌regiones‌‌flexibles‌‌(‌Figura‌‌6‌).‌‌Dentro‌‌de‌‌éstos,‌‌resaltan‌‌4‌‌                             

módulos‌ ‌del‌ ‌factor‌ ‌de‌ ‌crecimiento‌ ‌epidermal‌ ‌(EGF,‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés‌ ‌‌Epidermal‌‌                         

Growth‌‌Factor‌)‌‌ricos‌‌en‌‌cisteínas‌‌y‌‌un‌‌dominio‌‌adyacente‌‌al‌‌motivo‌‌MIDAS‌‌(ADMIDAS,‌‌por‌‌                           

sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌‌adjacent-metal-ion-dependent‌‌adhesion‌‌site‌).‌‌El‌‌sitio‌‌ADMIDAS‌‌también‌‌                     

es‌ ‌muy‌ ‌importante‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reconocimiento‌ ‌de‌ ‌ligandos;‌ ‌al‌ ‌unirse‌ ‌el‌ ‌ión‌ ‌Mn‌2+‌ ‌permite‌ ‌la‌‌                             

completa‌‌activación‌‌de‌‌las‌‌integrinas‌‌(Campbell‌‌&‌‌Humphries,‌‌2011).‌‌La‌‌porción‌‌intracelular‌‌                       

de‌‌ambas‌‌subunidades‌‌es‌‌generalmente‌‌corta,‌‌de‌‌aproximadamente‌‌75‌‌aa,‌‌(a‌‌excepción‌‌de‌‌                         

la‌‌integrina‌‌β4‌‌que‌‌cuenta‌‌con‌‌1000‌‌aa).‌‌En‌‌contraste‌‌con‌‌la‌‌subunidad‌‌α‌,‌‌la‌‌β‌‌cuenta‌‌con‌‌                                   

múltiples‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌proteínas‌ ‌citoplasmáticas‌ ‌como‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌kindlina,‌ ‌las‌ ‌cuales‌‌                         

también‌‌regulan‌‌la‌‌afinidad‌‌de‌‌los‌‌ligandos‌‌desde‌‌el‌‌interior‌‌celular‌‌(Kim‌‌et‌‌al.,‌‌2011;‌‌Takada‌‌                               

et‌ ‌al.,‌ ‌2007).‌‌ ‌  

‌ 

Para‌‌el‌‌reconocimiento‌‌y‌‌afinidad‌‌de‌‌las‌‌integrinas‌‌con‌‌sus‌‌ligandos‌‌(proteínas‌‌de‌‌la‌‌MEC),‌‌                             

es‌ ‌necesaria‌ ‌su‌ ‌asociación‌ ‌con‌ ‌algunos‌ ‌iones‌ ‌divalentes‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌permiten‌ ‌un‌ ‌cambio‌‌                         

alostérico‌‌que‌‌expone‌‌sus‌‌sitios‌‌de‌‌unión.‌‌A‌‌fin‌‌de‌‌que‌‌las‌‌subunidades‌‌α‌‌y‌‌β‌‌adquieren‌‌un‌‌                                   

estado‌ ‌activo,‌ ‌pasan‌ ‌de‌ ‌una‌ ‌conformación‌ ‌plegada‌ ‌a‌ ‌una‌ ‌extendida‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌vertical‌‌                         

(‌Figura‌ ‌6‌).‌ ‌Durante‌ ‌su‌ ‌activación,‌ ‌atraviesan‌ ‌dos‌ ‌cambios‌ ‌conformacionales,‌ ‌primero‌‌sus‌‌                     

dominios‌ ‌extracelulares‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌ligando‌ ‌dejan‌ ‌de‌ ‌estar‌ ‌orientados‌ ‌hacia‌ ‌la‌ ‌membrana‌‌                         

plasmática‌ ‌y‌ ‌posteriormente,‌ ‌sus‌ ‌dominios‌ ‌transmembranales‌ ‌y‌ ‌citoplasmáticos‌ ‌dejan‌ ‌de‌‌                   

interactuar‌ ‌entre‌‌sí,‌‌lo‌‌que‌‌permite‌‌una‌‌conformación‌‌de‌‌alta‌‌afinidad‌‌al‌‌ligando‌‌(Ginsberg,‌‌                           

2014).‌‌ ‌  

‌ 

También,‌ ‌desde‌ ‌el‌ ‌interior‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células,‌ ‌existe‌ ‌la‌ ‌activación‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌integrinas‌ ‌a‌ ‌una‌‌                             

conformación‌‌activa‌‌de‌‌alta‌‌afinidad‌‌a‌‌sus‌‌ligandos‌‌promovida.‌‌Esto‌‌es‌‌posible‌‌gracias‌‌a‌‌la‌‌                             

unión‌ ‌de‌‌proteínas‌‌citoplasmáticas‌‌tales‌‌como‌‌talina‌‌y‌‌kindlina‌‌las‌‌cuales,‌‌tras‌‌unirse‌‌a‌‌las‌‌                             

integrinas‌ ‌que‌ ‌interactúan‌‌con‌‌sus‌‌respectivos‌‌ligandos,‌‌pueden‌‌favorecer‌‌la‌‌activación‌‌de‌‌                       

integrinas‌ ‌adyacentes‌ ‌que‌ ‌aún‌ ‌están‌ ‌en‌ ‌una‌ ‌conformación‌ ‌plegada.‌ ‌También,‌ ‌la‌ ‌talina‌‌                       
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puede‌‌ser‌‌reclutada‌‌a‌‌la‌‌membrana‌‌celular‌‌por‌‌otros‌‌mecanismos‌‌y‌‌favorecer‌‌la‌‌activación‌‌                           

de‌‌integrinas‌‌para‌‌que‌‌puedan‌‌asociarse‌‌con‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC;‌‌sin‌‌embargo,‌‌no‌‌                             

se‌ ‌conoce‌ ‌con‌ ‌exactitud‌ ‌la‌ ‌secuencia‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌eventos‌ ‌(Klapholz‌ ‌&‌ ‌Brown,‌ ‌2017).‌ ‌Cabe‌‌                           

resaltar‌ ‌que‌ ‌además‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌conformación‌ ‌plegada‌ ‌y‌ ‌extendida,‌ ‌se‌ ‌han‌ ‌postulado‌ ‌otros‌‌                         

estados‌‌de‌‌conformación‌‌intermedios‌‌con‌‌diferente‌‌estado‌‌de‌‌activación‌‌y‌‌afinidad‌‌(Takada‌‌                       

et‌ ‌al.,‌ ‌2007).‌‌ ‌  

 ‌ ‌ 

Figura‌ ‌6.‌ ‌Esquema‌ ‌representativo‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌subunidades‌ ‌de‌ ‌integrinas‌ ‌α‌ ‌y‌ ‌β‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌(A)‌‌                             

conformación‌ ‌plegada‌ ‌(estado‌ ‌inactivo)‌ ‌y‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌(B)‌‌conformación‌‌extendida‌‌(estado‌‌activo).‌‌                       

La‌ ‌porción‌ ‌extracelular‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌subunidad‌ ‌α‌ ‌está‌ ‌conformado‌ ‌por‌ ‌un‌ ‌barril‌ ‌β‌ ‌de‌ ‌7‌ ‌plegamientos‌ ‌(‌B‌‌                                 

propeller‌,‌ ‌por‌ ‌su‌ ‌traducción‌ ‌al‌ ‌inglés),‌ ‌un‌ ‌dominio‌ ‌“cadera”‌ ‌(‌thigh‌,‌‌por‌‌su‌‌traducción‌‌al‌‌inglés),‌‌dos‌‌                               

dominios‌‌“pantorrilla”‌‌(‌calf,‌‌por‌‌su‌‌traducción‌‌al‌‌inglés)‌‌y‌‌un‌‌dominio‌‌α-I.‌‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌la‌‌subunidad‌‌                                 

β‌ ‌cuenta‌ ‌con‌‌7‌‌dominios‌‌en‌‌su‌‌porción‌‌extracelular:‌‌un‌‌dominio‌‌β-I,‌‌un‌‌dominio‌‌híbrido,‌‌un‌‌dominio‌‌                                 

Psi‌‌(por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés,‌‌‌plexin-semaphorin-integrin‌)‌‌y‌‌4‌‌dominios‌‌EGF‌‌(por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés,‌‌                               

epidermal-growth-factor‌).‌‌Ambas‌‌subunidades‌‌tienen‌‌regiones‌‌citoplasmáticas‌‌cortas;‌‌sin‌‌embargo‌‌la‌‌                   

β‌ ‌cuenta‌ ‌con‌ ‌diversos‌ ‌dominios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌proteínas‌ ‌como‌ ‌a‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌kindlina.‌ ‌Los‌ ‌asteriscos‌‌                               

representan‌‌los‌‌principales‌‌sitios‌‌de‌ ‌unión‌‌a‌‌iones‌‌divalentes.‌‌(Modificada‌‌de‌‌Campbell‌‌y‌‌Humphries,‌‌                           

2011)‌ ‌ 

‌ 
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Una‌ ‌vez‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌conformación‌ ‌activa,‌ ‌las‌ ‌integrinas‌ ‌principalmente‌ ‌interaccionan‌ ‌con‌‌                     

proteínas‌‌de‌‌la‌‌MEC.‌‌La‌‌secuencia‌‌arginina,‌‌glicina‌‌y‌‌ácido‌‌aspártico‌‌(RGD)‌‌es‌‌reconocida‌‌                           

como‌ ‌el‌ ‌motivo‌ ‌universal‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌integrinas,‌ ‌no‌ ‌obstante,‌ ‌se‌ ‌sabe‌ ‌que‌ ‌existe‌‌                           

especificidad‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌combinación‌‌de‌‌subunidades‌‌(Barczyk‌‌et‌‌al.,‌‌2010).‌‌Según‌‌                       

al‌‌ligando‌‌al‌‌que‌‌se‌‌unen,‌‌las‌‌integrinas‌‌pueden‌‌clasificarse‌‌en‌‌cuatro‌‌grupos:‌‌receptores‌‌de‌‌                             

unión‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌secuencia‌ ‌RGD‌ ‌(presente‌ ‌en‌ ‌fibronectina‌ ‌y‌ ‌vitronectina):‌ ‌la‌ ‌combinación‌ ‌de‌ ‌la‌‌                           

subunidad‌ ‌αV‌ ‌en‌ ‌combinación‌ ‌de‌ ‌diferentes‌ ‌subunidades‌ ‌β‌ ‌(1,‌ ‌3,‌ ‌5‌ ‌etc)‌ ‌es‌ ‌un‌ ‌ejemplo‌‌                             

clásico‌ ‌de‌ ‌reconocimiento‌ ‌al‌ ‌motivo‌ ‌RGD;‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌colágena‌ ‌(en‌ ‌la‌ ‌secuencia‌ ‌de‌‌                           

aminoácidos‌‌GFOGER)‌‌como‌‌sucede‌‌para‌‌las‌‌integrinas‌‌α1β1‌‌y‌‌α2β1;‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌laminina‌‌                           

tal‌ ‌como‌ ‌se‌ ‌da‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌combinación‌ ‌de‌ ‌subunidades‌ ‌α6β1;‌ ‌y‌ ‌finalmente‌ ‌los‌ ‌receptores‌‌                           

específicos‌ ‌de‌ ‌leucocitos‌ ‌para‌ ‌las‌ ‌subunidades‌ ‌αLβ2‌ ‌(Ginsberg,‌ ‌2014).‌‌ ‌  

‌ 

Además‌ ‌de‌ ‌su‌ ‌interacción‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌MEC,‌ ‌el‌ ‌estado‌ ‌activo‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌integrinas‌ ‌permite‌ ‌la‌‌                             

interconexión‌‌física‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌extracelulares‌‌con‌‌el‌‌citoesqueleto‌‌de‌‌actina‌‌gracias‌‌a‌‌                         

la‌ ‌asociación‌ ‌directa‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌asociados‌ ‌a‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌sus‌ ‌colas‌‌                         

citoplasmáticas.‌‌Esto‌‌es‌‌posible‌‌principalmente‌‌mediante‌‌modificaciones‌‌postraduccionales‌‌               

de‌ ‌los‌ ‌dominios‌ ‌citoplasmáticos‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌subunidad‌ ‌β‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌afinidad‌ ‌con‌ ‌sitios‌‌de‌‌                               

unión‌ ‌con‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌ ‌citoplasmáticas‌ ‌(Morse‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌ ‌ 

‌ 

1.5.2‌ ‌Componentes‌ ‌citoplasmáticos‌ ‌de‌ ‌AF‌‌ ‌  

Debido‌‌a‌‌que‌‌las‌‌integrinas‌‌carecen‌‌de‌‌actividad‌‌enzimática‌‌que‌‌permita‌‌la‌‌transducción‌‌de‌‌                           

la‌‌unión‌‌con‌‌sus‌‌ligandos,‌‌las‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌con‌‌las‌‌que‌‌interactúan‌‌en‌‌el‌‌                               

citoplasma‌ ‌resultan‌ ‌elementos‌ ‌indispensables‌ ‌para‌‌internalizar‌‌y‌‌amplificar‌‌las‌‌señales‌‌del‌‌                     

exterior,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌para‌ ‌afianzar‌ ‌el‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌zonas‌ ‌de‌ ‌adhesión,‌‌                           

posibilitando‌ ‌también‌ ‌la‌ ‌transmisión‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌(Kim‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011).‌ ‌Son‌ ‌diversos‌ ‌los‌‌                           

componentes‌ ‌citoplasmáticos‌ ‌que‌‌se‌‌han‌‌asociado‌‌a‌‌las‌‌AF,‌‌estos‌‌incluyen‌‌principalmente‌‌                       

receptores‌ ‌de‌ ‌adhesión,‌ ‌proteínas‌ ‌de‌‌andamiaje,‌‌proteínas‌‌adaptadoras,‌‌de‌‌citoesqueleto,‌‌                   

chaperonas‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌señalización,‌ ‌como‌ ‌cinasas,‌ ‌fosfatasas,‌ ‌proteasas,‌ ‌GTPasas‌ ‌y‌ ‌sus‌‌                     

respectivos‌‌reguladores‌‌(J.‌‌C.‌‌Kuo,‌‌2014).‌ ‌Además,‌‌se‌‌sabe‌‌que‌‌estos‌‌componentes‌‌y‌‌su‌‌                           

respectiva‌‌señalización‌‌cambia‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌la‌‌etapa‌‌del‌‌proceso‌‌de‌‌maduración‌‌por‌‌el‌‌cual‌‌                             

se‌ ‌forman‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesión.‌ ‌ 

‌ 

La‌ ‌formación‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌inicia‌ ‌en‌ ‌zonas‌ ‌ricas‌ ‌en‌ ‌polimerización‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌libres‌ ‌de‌‌                           

miosina,‌ ‌como‌‌en‌‌las‌‌prolongaciones‌‌celulares‌‌(lamelipodia‌‌y‌‌filopodia),‌‌en‌‌donde‌‌hay‌‌una‌‌                         

gran‌‌movilidad‌‌de‌‌los‌‌filamentos‌‌de‌‌actina‌‌en‌‌dirección‌‌hacia‌‌el‌‌centro‌‌celular,‌‌generada‌‌por‌‌                             
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‌ 

la‌ ‌resistencia‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌membrana‌ ‌celular‌ ‌a‌ ‌esta‌ ‌polimerización‌ ‌(flujo‌ ‌retrógrado‌ ‌de‌ ‌actina)‌‌                         

(‌Figura‌ ‌7A‌)‌ ‌(Alexandrova‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2008;‌ ‌Parsons‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌Inicialmente,‌ ‌los‌ ‌sitios‌ ‌de‌‌                           

adhesión‌‌se‌‌denominan‌‌adhesiones‌‌nacientes‌‌y‌‌son‌‌zonas‌‌muy‌‌pequeñas‌‌en‌‌comparación‌‌                       

con‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌y‌ ‌por‌ ‌tanto‌ ‌sólo‌ ‌pueden‌ ‌ser‌ ‌vistas‌ ‌mediante‌ ‌técnicas‌ ‌de‌‌                           

microscopía‌‌que‌‌permitan‌‌visualizar‌‌regiones‌‌limitadas‌‌de‌‌la‌‌muestra‌‌como‌‌por‌ ‌microscopía‌‌                       

de‌ ‌reflexión‌ ‌interna‌ ‌total,‌ ‌o‌ ‌TIRF‌ ‌(‌Total‌‌Internal‌‌Reflection‌‌Fluorescence‌,‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌                           

inglés)‌ ‌(Alexandrova‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2008).‌ ‌Están‌ ‌conformadas‌‌por‌‌la‌‌agrupación‌‌de‌‌integrinas‌‌que‌‌                         

recién‌‌entraron‌‌en‌‌contacto‌‌con‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC,‌‌a‌‌estas‌‌proteínas‌‌se‌‌acoplan‌‌                             

los‌‌filamentos‌‌de‌‌actina‌‌(libres‌‌de‌‌miosina)‌‌a‌‌través‌‌de‌‌otros‌‌componentes‌‌como‌‌α-actinina,‌‌                           

vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌kindlina.‌ ‌También‌ ‌son‌ ‌reclutadas‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌ ‌adaptadoras‌ ‌como‌‌                     

paxilina,‌ ‌β-pix,‌ ‌p130CAS‌ ‌(también‌ ‌conocida‌ ‌como‌ ‌BCAR1),‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌señalización‌ ‌como‌ ‌la‌‌                       

cinasa‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌(FAK,‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés‌ ‌‌focal‌ ‌adhesion‌ ‌kinase‌)‌ ‌y‌ ‌la‌‌                             

cinasa‌ ‌Src,‌ ‌las‌ ‌cuales‌ ‌se‌ ‌caracterizan‌ ‌por‌ ‌tener‌ ‌una‌ ‌alta‌ ‌fosforilación‌‌en‌‌las‌‌tirosinas‌‌que‌‌                             

conforman‌ ‌su‌ ‌cadena‌ ‌polipeptídica‌ ‌en‌ ‌esta‌ ‌etapa,‌ ‌indicativo‌‌de‌‌la‌‌alta‌‌señalización‌‌de‌‌los‌‌                           

complejos‌ ‌desde‌ ‌esta‌ ‌etapa‌ ‌inicial‌ ‌(Vicente-Manzanares‌ ‌&‌ ‌Horwitz,‌ ‌2011).‌ ‌Asimismo,‌ ‌hay‌‌                     

una‌ ‌alta‌ ‌actividad‌‌de‌‌las‌‌GTPasas‌‌de‌‌la‌‌familia‌‌de‌‌Rho,‌‌Rac‌‌y‌‌Cdc42,‌‌favoreciendo‌‌la‌‌alta‌‌                                 

polimerización‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌que‌ ‌caracteriza‌ ‌esta‌ ‌zona‌ ‌celular‌ ‌(Figura‌ ‌7A)‌ ‌(Parsons‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌                         

2010).‌ ‌ 

‌ 

La‌ ‌tasa‌ ‌de‌ ‌desensamblaje‌ ‌es‌ ‌muy‌ ‌alta‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌nacientes,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌tienen‌‌                             

periodos‌ ‌cortos‌ ‌de‌ ‌vida‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌orden‌ ‌de‌ ‌60‌ ‌segundos‌ ‌aproximadamente‌‌                     

(Vicente-Manzanares‌ ‌&‌ ‌Horwitz,‌ ‌2011;‌ ‌Parsons‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌Esto‌ ‌ocurre‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌‌                         

proteínas‌‌con‌‌actividad‌‌proteolítica‌‌o‌‌por‌‌medio‌‌de‌‌la‌‌despolimerización‌‌de‌‌los‌‌filamentos‌‌de‌‌                           

actina‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌límites‌ ‌existentes‌ ‌entre‌ ‌el‌ ‌lamelipodio‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌lamela‌ ‌tras‌ ‌desplazarse‌ ‌las‌‌                           

prolongaciones‌ ‌celulares‌ ‌hacia‌ ‌adelante‌ ‌de‌ ‌donde‌ ‌se‌ ‌formaron‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌‌nacientes,‌‌                     

sobre‌ ‌todo‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌migratorias‌ ‌(‌Figura‌ ‌7A‌)‌ ‌(Parsons‌ ‌2010).‌ ‌Por‌ ‌tanto,‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌‌                         

nacientes‌‌tienen‌‌dos‌‌caminos‌‌posibles;‌‌ser‌‌desensambladas‌‌o‌‌madurar‌‌a‌‌complejos‌‌focales‌‌                       

(J.‌ ‌C.‌ ‌Kuo,‌ ‌2014).‌ ‌Los‌ ‌complejos‌ ‌focales‌ ‌son‌ ‌estructuras‌ ‌un‌ ‌poco‌ ‌más‌ ‌grandes‌ ‌que‌ ‌las‌‌                             

adhesiones‌ ‌nacientes‌ ‌(1‌ ‌μm‌ ‌aprox.‌ ‌de‌ ‌diámetro)‌ ‌y‌ ‌persisten‌ ‌en‌ ‌periodos‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌orden‌ ‌de‌‌                             

minutos‌ ‌(Vicente-Manzanares‌ ‌&‌ ‌Horwitz,‌ ‌2011).‌ ‌Se‌ ‌caracterizan‌ ‌por‌ ‌el‌ ‌aumento‌ ‌del‌‌                     

reclutamiento‌‌de‌ ‌α-actinina‌‌al‌‌iniciar‌‌su‌‌maduración‌‌ya‌‌sea‌‌para‌‌favorecer‌‌la‌‌polimerización‌‌                         

o‌ ‌para‌ ‌reorganizar‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌que‌ ‌conectan‌ ‌(Figura‌ ‌7B)‌ ‌(J.‌ ‌C.‌ ‌Kuo,‌ ‌2014).‌‌ ‌  

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌la‌ ‌culminación‌ ‌del‌ ‌proceso‌ ‌de‌ ‌maduración‌ ‌de‌ ‌complejos‌ ‌focales‌ ‌a‌‌                         

adhesiones‌ ‌focales‌ ‌maduras‌ ‌se‌ ‌sitúa‌ ‌más‌ ‌hacia‌ ‌la‌ ‌lamela‌ ‌la‌ ‌cual‌ ‌es‌ ‌una‌ ‌zona‌ ‌rica‌ ‌en‌‌                               
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‌ 

miosina.‌‌Su‌‌maduración‌‌es‌‌dependiente‌‌del‌‌acoplamiento‌‌de‌‌miosina‌‌activa,‌‌principalmente‌‌                     

mediante‌‌su‌‌fosforilación‌‌por‌‌la‌‌cinasa‌‌ROCK‌‌(‌Figura‌‌7C‌)‌‌(Parsons‌‌et‌‌al.,‌‌2010).‌‌La‌‌miosina‌‌                             

al‌ ‌deslizarse‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌actina‌‌permite‌‌el‌‌empaquetamiento‌‌de‌‌estos‌‌filamentos,‌‌de‌‌modo‌‌que‌‌                           

se‌ ‌forman‌ ‌fibras‌ ‌de‌ ‌estrés‌ ‌que‌ ‌confieren‌ ‌contractilidad‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌fibras‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌y‌ ‌en‌‌                             

consecuencia‌ ‌generan‌ ‌esfuerzos‌ ‌de‌ ‌tensión‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌células.‌ ‌Sus‌ ‌componentes‌ ‌son‌ ‌muy‌‌                       

similares‌‌a‌‌los‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌focales,‌‌sin‌‌embargo,‌‌en‌‌esta‌‌etapa‌‌las‌‌proteínas‌‌Src,‌‌FAK‌‌                               

y‌ ‌paxilina‌ ‌tienen‌ ‌niveles‌ ‌más‌ ‌bajos‌ ‌de‌ ‌fosforilación‌ ‌y‌ ‌hay‌ ‌un‌ ‌destacable‌ ‌aumento‌ ‌en‌ ‌la‌‌                             

acumulación‌‌de‌‌varias‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌asociadas,‌‌como‌‌vinculina,‌‌FAK‌‌y‌ ‌α-actinina‌ ‌(Hirata‌‌                         

et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌ ‌Además,‌ ‌en‌ ‌esta‌ ‌etapa‌ ‌son‌ ‌reclutadas‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌ ‌adaptadoras‌ ‌como‌‌                         

zyxina‌ ‌y‌‌tensina‌‌(‌Figura‌‌7C‌)‌‌(R.‌‌Zaidel-Bar‌‌et‌‌al.,‌‌2004).‌‌La‌‌tasa‌‌de‌‌desensamblaje‌‌de‌‌las‌‌                               

AF‌‌maduras‌‌es‌‌más‌‌lenta‌‌que‌‌las‌‌adhesiones‌‌nacientes,‌‌en‌‌el‌‌orden‌‌de‌‌varios‌‌minutos.‌‌En‌‌                               

consecuencia‌ ‌al‌ ‌reclutamiento‌ ‌y‌ ‌estabilidad,‌ ‌su‌ ‌tamaño‌ ‌aumenta‌ ‌en‌ ‌comparación‌ ‌con‌ ‌las‌‌                       

AF‌ ‌nacientes.‌ ‌Estas‌ ‌tienen‌ ‌2‌ ‌µm‌ ‌de‌ ‌ancho‌ ‌y‌ ‌3-10‌ ‌µm‌ ‌de‌ ‌largo,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌vuelven‌‌                                   

plataformas‌‌físicas‌‌que‌‌consecuentemente‌‌hacen‌‌lento‌‌el‌‌flujo‌‌retrógrado‌‌de‌‌actina‌‌(‌Figura‌‌                       
7C‌)‌ ‌(Parsons‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2010).‌ ‌ 

‌ 

Una‌‌vez‌‌formadas‌‌las‌‌adhesiones‌‌focales‌‌maduras,‌‌pueden‌‌ser‌‌precursores‌‌de‌‌adhesiones‌‌                       

fibrilares,‌‌características‌‌de‌‌células‌‌que‌‌se‌‌encuentran‌‌en‌‌una‌‌MEC‌‌rica‌‌en‌‌fibronectina‌‌y‌‌su‌‌                             

formación‌ ‌es‌ ‌indispensable‌ ‌para‌ ‌su‌ ‌remodelación‌ ‌(R.‌ ‌Zaidel-Bar‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2004).‌ ‌Son‌‌                       

estructuras‌‌con‌‌una‌‌gran‌‌asociación‌‌a‌‌actina‌‌y‌‌miosina‌‌por‌‌lo‌‌que‌‌son‌‌muy‌‌estables,‌‌tienen‌‌                               

tasas‌ ‌de‌ ‌desacoplamiento‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌orden‌ ‌de‌ ‌1‌ ‌hora‌ ‌aproximadamente.‌ ‌Además,‌ ‌se‌‌                       

caracterizan‌ ‌por‌ ‌tener‌ ‌altos‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌tensina‌ ‌y‌ ‌zixina‌ ‌(J.‌ ‌C.‌ ‌Kuo,‌ ‌2014).‌ ‌A‌ ‌pesar‌ ‌de‌ ‌las‌‌                                 

diferencias‌ ‌en‌ ‌componentes,‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌focales,‌ ‌las‌ ‌AF‌ ‌maduras‌ ‌y‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌‌                       

fibrilares,‌ ‌son‌ ‌reflejo‌ ‌de‌ ‌un‌ ‌mismo‌ ‌espectro‌ ‌de‌ ‌estructuras‌ ‌producto‌ ‌del‌ ‌proceso‌ ‌de‌‌                         

maduración,‌ ‌más‌‌que‌‌por‌‌distintas‌‌clases‌‌de‌‌adhesiones‌‌(Parsons‌‌et‌‌al.,‌‌2010).‌‌Desde‌‌las‌‌                           

etapas‌‌iniciales‌‌hasta‌‌las‌‌más‌‌estables,‌‌comparten‌‌la‌‌mayoría‌‌de‌‌sus‌‌componentes,‌‌lo‌‌que‌‌                           

resalta‌‌su‌‌importancia‌‌en‌‌su‌‌formación‌‌y‌‌señalización.‌‌Tal‌‌es‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌talina,‌‌                               

vinculina,‌ ‌paxilina,‌ ‌las‌ ‌cuales‌ ‌serán‌ ‌descritas‌ ‌a‌ ‌detalle‌ ‌a‌ ‌continuación.‌ ‌ 
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‌ 

‌ 

Figura‌‌7.‌ ‌Resumen‌‌esquematizado‌‌de‌‌la‌‌maduración‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales.‌‌                         

(A)‌‌Inicialmente,‌‌los‌‌sitios‌‌de‌‌adhesión‌‌celular‌‌a‌‌la‌‌MEC‌‌son‌‌denominados‌‌adhesiones‌‌nacientes‌‌y‌‌se‌‌                               

localizan‌‌en‌‌la‌‌periferia‌‌de‌‌las‌‌prolongaciones‌‌celulares‌‌(lamelipodia‌‌y‌‌filopodia).‌‌Están‌‌conformadas‌‌                         

por‌‌integrinas,‌‌proteínas‌‌adaptadoras,‌‌como‌‌talina‌‌y‌‌vinculina‌‌que‌‌reclutan‌‌filamentos‌‌de‌‌actina‌‌libres‌‌                           

de‌‌miosina,‌‌así‌‌como‌‌paxilina‌‌y‌‌FAK‌‌con‌‌altos‌‌niveles‌‌de‌‌fosforilación.‌‌Los‌‌caracteriza‌‌una‌‌alta‌‌tasa‌‌                                 

de‌ ‌desacoplamiento,‌ ‌en‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌que‌‌no‌‌se‌‌desacoplen,‌‌maduran‌‌a‌‌complejos‌‌focales.‌‌‌(B)‌‌‌Este‌‌se‌‌                               

refiere‌ ‌a‌ ‌un‌ ‌estado‌ ‌intermedio‌ ‌entre‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌nacientes‌ ‌y‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌maduras,‌‌                           

carentes‌ ‌de‌ ‌miosina.‌ ‌Se‌ ‌localizan‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌región‌ ‌intermedia‌ ‌entre‌ ‌las‌ ‌prolongaciones‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌lamela.‌‌                             

Tienen‌ ‌un‌ ‌tamaño‌ ‌aproximado‌ ‌de‌ ‌1‌ ‌µm,‌ ‌son‌ ‌más‌ ‌estables‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌nacientes‌ ‌y‌ ‌los‌‌                               

caracteriza‌‌la‌‌acumulación‌‌de‌‌α-actinina.‌‌Estas‌‌adhesiones‌‌continúan‌‌el‌‌proceso‌‌a‌‌‌(C)‌‌AF‌‌maduras,‌‌                           

las‌ ‌cuales‌ ‌tienen‌ ‌un‌ ‌tamaño‌ ‌de‌ ‌3-10‌ ‌µm,‌ ‌son‌ ‌dependientes‌ ‌de‌ ‌miosina‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌caracterizan‌ ‌por‌ ‌el‌‌                                 
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reclutamiento‌‌de‌‌zyxina,‌‌bajos‌‌niveles‌‌de‌‌fosforilación‌‌de‌‌paxilina‌‌y‌‌FAK,‌‌y‌‌la‌‌alta‌‌actividad‌‌de‌‌Rho.‌‌                                 

Su‌ ‌tasa‌ ‌de‌ ‌desacoplamiento‌ ‌es‌ ‌muy‌ ‌baja,‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌orden‌ ‌de‌ ‌1‌‌h‌‌aproximadamente.‌‌Las‌‌AF‌‌maduras‌‌                                 

pueden‌ ‌continuar‌ ‌el‌ ‌proceso‌ ‌a‌ ‌adhesiones‌ ‌fibrilares‌‌en‌‌matrices‌‌ricas‌‌en‌‌fibronectina‌‌(esquema‌‌no‌‌                           

mostrado)‌ ‌(‌Imagen‌ ‌creada‌ ‌en‌ ‌Biorender.com‌).‌ ‌ 

‌ 

1.5.2.1‌ ‌Talina‌ ‌ 

La‌ ‌talina‌ ‌es‌ ‌una‌ ‌proteína‌ ‌indispensable‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌formación‌ ‌y‌ ‌funcionamiento‌ ‌de‌ ‌las‌‌                         

adhesiones‌‌focales‌‌ya‌‌que‌‌al‌‌asociarse‌‌con‌‌las‌‌integrinas‌‌favorece‌‌su‌‌activación,‌‌promueve‌‌                         

el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌otros‌ ‌componentes‌ ‌importantes,‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌vinculina‌ ‌y‌ ‌conecta‌‌                     

directamente‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌adhesión‌ ‌siendo‌ ‌la‌ ‌proteína‌‌                           

responsable‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌transmisión‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌que‌ ‌perciben‌ ‌las‌‌AF‌‌(Critchley‌‌&‌‌Gingras,‌‌                           

2008).‌ ‌ 

‌ 

En‌ ‌vertebrados‌ ‌existen‌‌dos‌‌genes‌‌que‌‌codifican‌‌para‌‌esta‌‌proteína‌‌ubicados‌‌en‌‌diferentes‌‌                         

cromosomas,‌ ‌denominados‌ ‌talina-1‌ ‌y‌ ‌talina-2‌ ‌que‌ ‌comparten‌ ‌el‌ ‌76%‌ ‌de‌ ‌similitud‌ ‌en‌‌                       

secuencia;‌ ‌el‌ ‌gen‌ ‌que‌ ‌codifica‌ ‌para‌ ‌talina-1‌ ‌tiene‌ ‌una‌ ‌secuencia‌ ‌de‌ ‌30‌ ‌kilobases‌ ‌(kb)‌ ‌y‌‌                             

talina-2‌ ‌cuenta‌ ‌con‌ ‌190‌ ‌kb‌ ‌al‌ ‌tener‌ ‌intrones‌ ‌de‌ ‌mayor‌‌tamaño‌‌(Gough‌‌&‌‌Goult,‌‌2018)‌.‌‌Su‌‌                               

distribución‌ ‌y‌ ‌algunas‌ ‌funciones‌ ‌son‌ ‌diferentes‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌talina-1‌ ‌se‌ ‌distribuye‌ ‌de‌ ‌manera‌‌                         

ubicua‌‌en‌‌los‌‌diferentes‌‌tejidos‌‌del‌‌cuerpo‌‌mientras‌‌que‌‌talina-2‌‌se‌‌encuentra‌‌restringida‌‌en‌‌                           

el‌‌cerebro,‌‌músculo‌‌cardiaco‌‌y‌‌riñón.‌‌Ambas‌‌tienen‌‌un‌‌peso‌‌molecular‌‌y‌‌estructura‌‌similar,,‌‌                           

tienen‌‌un‌‌peso‌‌aproximado‌‌de‌‌270‌‌kDa‌‌y‌‌tienen‌‌un‌‌arreglo‌‌dimérico‌‌antiparalelo‌‌(Gough‌‌&‌‌                             

Goult,‌ ‌2018).‌‌ ‌  

‌ 

Estructuralmente‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌extremo‌ ‌amino‌ ‌terminal,‌ ‌tiene‌ ‌un‌ ‌dominio‌ ‌globular‌ ‌nombrado‌‌                     

“cabeza‌ ‌talina”‌ ‌(‌talin‌ ‌head‌ ‌o‌ ‌TH,‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés)‌‌de‌‌50‌‌kDa.‌‌En‌‌seguida,‌‌cuenta‌‌                                 

con‌ ‌una‌ ‌región‌ ‌conectora‌ ‌de‌ ‌80‌ ‌aa‌ ‌con‌ ‌un‌ ‌peso‌ ‌aproximado‌ ‌de‌ ‌20‌ ‌kDa,‌ ‌que‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌vez‌‌                                   

conecta‌ ‌a‌ ‌un‌ ‌dominio‌ ‌de‌ ‌gran‌ ‌tamaño,‌ ‌200‌ ‌kDa,‌ ‌denominado‌ ‌tipo‌ ‌“varilla”‌ ‌(‌rod‌,‌ ‌por‌ ‌su‌‌                             

traducción‌‌en‌‌inglés),‌‌el‌‌cual‌‌conforma‌‌al‌‌dominio‌‌“cola‌‌talina”‌ ‌(‌talin‌‌tail‌‌‌o‌‌TT,‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌                                 

en‌ ‌inglés)‌ ‌(Chakraborty‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019)‌ ‌(‌Figura‌ ‌8A‌).‌ ‌La‌ ‌región‌ ‌TH‌ ‌la‌ ‌conforma‌ ‌un‌ ‌dominio‌‌                             

FERM‌ ‌(cuyas‌ ‌siglas‌ ‌hacen‌ ‌referencia‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌4.1‌ ‌[por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés,‌ ‌‌four‌‌                             

decimal‌‌point‌‌one‌],‌‌ezrin,‌‌radixin,‌‌moesin)‌‌que‌‌se‌‌subdivide‌‌en‌‌F0‌‌a‌‌F3,‌‌y‌‌son‌‌ricos‌‌en‌‌sitios‌‌                                   

de‌‌unión‌‌a‌‌otros‌‌componentes‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌como‌‌a‌‌las‌‌β-integrinas‌‌(IBS1,‌‌por‌‌sus‌‌                             

siglas‌ ‌en‌ ‌inglés,‌ ‌integrin‌ ‌binding‌ ‌site‌ ‌1‌),‌ ‌FAK,‌‌lailina,‌‌así‌‌como‌‌un‌‌sitio‌‌para‌‌actina‌‌(ABS1,‌‌                               

por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés,‌‌actin‌‌binding‌‌site‌‌1).‌‌La‌‌región‌‌conectora‌‌es‌‌una‌‌zona‌‌importante‌‌                               

durante‌ ‌el‌ ‌desacoplamiento‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌AF‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌es‌ ‌el‌ ‌sitio‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌‌                               

‌ 
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‌ 

principalmente‌‌es‌‌cortada‌‌talina‌‌por‌‌enzimas‌‌proteolíticas‌‌(proteína‌‌calpaina).‌‌Finalmente,‌‌el‌‌                     

dominio‌ ‌rod,‌ ‌se‌ ‌subdivide‌ ‌en‌ ‌13‌‌dominios‌‌enumerados‌‌como‌‌R1-R13,‌‌los‌‌cuales‌‌son‌‌muy‌‌                           

importantes‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌interacción‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌cuenta‌ ‌con‌‌                       

muchos‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌vinculina,‌ ‌alrededor‌ ‌de‌ ‌11,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌para‌ ‌paxilina,‌ ‌otro‌ ‌sitio‌ ‌de‌                               

unión‌ ‌a‌ ‌integrina‌ ‌(IBS2),‌ ‌y‌ ‌otros‌ ‌dos‌ ‌sitios‌ ‌adicionales‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌actina‌ ‌(ABS2‌ ‌y‌ ‌ABS3)‌‌                               

(Klapholz‌ ‌&‌ ‌Brown,‌ ‌2017)‌ ‌(‌Figura‌ ‌8A‌).‌ ‌ 

‌ 

De‌‌manera‌‌similar‌‌al‌‌despliegue‌‌de‌‌las‌‌integrinas,‌‌durante‌‌su‌‌activación‌‌talina‌‌adquiere‌‌una‌‌                           

conformación‌ ‌activa‌ ‌cuando‌ ‌el‌ ‌dominio‌ ‌F3‌ ‌deja‌ ‌de‌ ‌interactuar‌ ‌con‌ ‌sus‌ ‌dominios‌ ‌tipo‌ ‌rod‌‌                           

(principalmente‌‌el‌‌subdominio‌‌R9)‌‌en‌‌el‌‌extremo‌‌C-terminal.‌‌Por‌‌tanto,‌‌sus‌‌dominios‌‌FERM‌‌                         

2‌ ‌y‌ ‌FERM‌ ‌3‌ ‌quedan‌ ‌expuestos‌ ‌para‌ ‌poder‌ ‌interactuar‌ ‌con‌‌la‌‌región‌‌citoplasmática‌‌de‌‌las‌‌                             

integrinas‌‌y‌‌así‌‌localizarse‌‌en‌‌las‌‌zonas‌‌de‌‌adhesión‌‌para‌‌luego‌‌promover‌‌el‌‌reclutamiento‌‌                           

de‌ ‌los‌‌demás‌‌componentes,‌‌tales‌‌como‌‌vinculina‌‌y‌‌la‌‌unión‌‌con‌‌el‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina‌‌                             

(Zeng‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2015)‌‌ ‌  

‌ 

1.5.2.2‌ ‌Vinculina‌ ‌ 

Vinculina‌‌también‌‌es‌‌una‌‌proteína‌‌muy‌‌importante‌‌en‌‌la‌‌formación‌‌de‌‌AF‌‌ya‌‌que‌‌permite‌‌el‌‌                               

acoplamiento‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌del‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina,‌‌promueve‌‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌                       

otros‌‌componentes‌‌y‌‌la‌‌transmisión‌‌de‌‌los‌‌esfuerzos.‌‌Al‌‌igual‌‌que‌‌talina-1,‌‌se‌‌ha‌‌reportado‌‌                             

que‌‌su‌‌ausencia‌‌es‌‌letal‌‌en‌‌ratones‌‌(Peng‌‌et‌‌al.,‌‌2011).‌‌En‌‌humanos,‌‌existen‌‌dos‌‌principales‌‌                               

isoformas‌‌producidas‌‌por‌‌splicing‌‌alternativo‌‌de‌‌un‌‌mismo‌‌gen‌‌conocidas‌‌como‌‌vinculina‌‌de‌‌                         

1066‌‌aa‌‌que‌‌tiene‌‌un‌‌peso‌‌molecular‌‌de‌‌116‌‌kDa‌‌y‌‌metavinculina‌‌de‌‌1134‌‌aa‌‌que‌‌tiene‌‌un‌‌                                   

peso‌‌molecular‌‌de‌‌145‌‌kDa‌‌(cuenta‌‌con‌‌un‌‌exón‌‌más‌‌en‌‌la‌‌región‌‌3’),‌‌cuya‌‌distribución‌‌está‌‌                                 

restringida‌ ‌a‌ ‌músculo‌ ‌liso‌ ‌y‌ ‌cardíaco‌ ‌(H.‌ ‌T.‌ ‌Lee‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019).‌‌ ‌  

‌ 

De‌ ‌manera‌ ‌general,‌ ‌su‌ ‌estructura‌ ‌consta‌ ‌de‌ ‌un‌ ‌dominio‌ ‌nombrado‌ ‌“cabeza‌ ‌vinculina”‌‌                       

(‌vinculin‌ ‌head‌ ‌o‌ ‌VH,‌ ‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés)‌‌que‌‌tiene‌‌un‌‌peso‌‌molecular‌‌aproximado‌‌de‌‌                               

90‌‌kDa‌‌localizado‌‌en‌‌el‌‌extremo‌‌amino‌‌terminal,‌‌seguido‌‌por‌‌una‌‌región‌‌conectora‌‌de‌‌70‌‌aa‌‌                               

que‌ ‌une‌ ‌a‌ ‌un‌ ‌tercer‌ ‌y‌ ‌último‌‌dominio‌‌nombrado‌‌“cola‌‌vinculina”‌‌(‌vinculin‌‌tail‌‌‌o‌‌VT,‌‌‌por‌‌sus‌‌                                 

siglas‌‌en‌‌inglés)‌‌que‌‌tiene‌‌un‌‌peso‌‌de‌‌27‌‌kDa‌‌(‌Figura‌‌8B‌).‌‌La‌‌región‌‌VH‌‌está‌‌conformada‌‌                                 

por‌‌4‌‌dominios‌‌proteicos‌‌organizados‌‌como‌‌D1-D4‌‌que‌‌cuentan‌‌con‌‌varios‌‌sitios‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌                             

proteínas‌ ‌de‌ ‌AF‌ ‌como‌ ‌talina,‌ ‌integrinas‌ ‌y‌ ‌α-actinina.‌ ‌La‌ ‌región‌ ‌conectora‌ ‌también‌ ‌se‌‌                         

reconoce‌‌como‌‌un‌‌dominio‌‌flexible‌‌ya‌‌que‌‌permite‌‌el‌‌plegamiento‌‌de‌‌la‌‌molécula‌‌y‌‌a‌‌la‌‌vez‌‌                                 

cuenta‌‌con‌‌motivos‌‌ricos‌‌en‌‌prolinas‌‌que‌‌posibilita‌‌su‌‌interacción‌‌con‌‌vinexina,‌‌VASP‌‌y‌‌Arp‌‌                             

2/3.‌‌La‌‌región‌‌VT‌‌cuenta‌‌con‌‌un‌‌dominio,‌‌nombrado‌‌D5,‌‌y‌‌es‌‌importante‌‌para‌‌la‌‌interacción‌‌                               

‌ 
34‌ ‌ 



‌ 

con‌ ‌paxilina,‌ ‌actina,‌‌PKCα,‌‌así‌‌como‌‌con‌‌el‌‌segundo‌‌mensajero‌‌PIP2‌‌(Ziegler‌‌et‌‌al.,‌‌2006;‌‌                             

Peng‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011)‌ ‌ 

 ‌(‌Figura‌ ‌8B‌).‌ ‌ 

‌ 

A‌‌diferencia‌‌de‌‌las‌‌uniones‌‌intercelulares‌‌en‌‌donde‌‌vinculina‌‌interactúa‌‌con‌‌α-catenina‌‌para‌‌                         

ser‌‌reclutada‌‌a‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes,‌‌vinculina‌‌se‌‌asocia‌‌con‌‌talina‌‌para‌‌poder‌‌integrarse‌‌                           

a‌‌las‌‌AF.‌‌De‌‌manera‌‌consecuente‌‌a‌‌esta‌‌asociación,‌‌atraviesa‌‌un‌‌cambio‌‌conformacional‌‌en‌‌                           

el‌ ‌que‌ ‌sus‌ ‌dominios‌ ‌D1‌ ‌y‌ ‌VT‌ ‌dejan‌ ‌de‌ ‌asociarse‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌molécula‌ ‌adquiere‌ ‌una‌‌                                 

conformación‌ ‌desplegada‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌que‌ ‌muchos‌ ‌de‌ ‌sus‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión,‌ ‌como‌ ‌los‌ ‌de‌ ‌unión‌‌a‌‌                               

actina,‌ ‌dejan‌ ‌de‌ ‌estar‌ ‌ocultos‌ ‌y‌ ‌así‌ ‌pueda‌ ‌contribuir‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌formación‌ ‌de‌ ‌AF‌ ‌(Hirata‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌                                 

2014).‌ ‌ 

‌ 

1.5.2.3‌ ‌Paxilina‌‌ ‌  

Paxilina‌‌es‌‌otra‌‌de‌‌las‌‌primeras‌‌proteínas‌‌adaptadoras‌‌en‌‌ser‌‌reclutadas‌‌a‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌                             

AF.‌‌Juega‌‌un‌‌papel‌‌importante‌‌en‌‌la‌‌señalización‌‌que‌‌llevan‌‌a‌‌cabo‌‌ya‌‌que‌‌al‌‌igual‌‌que‌‌las‌‌                                   

dos‌ ‌proteínas‌ ‌anteriores,‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌que‌ ‌su‌ ‌ausencia‌ ‌en‌ ‌ratones‌ ‌es‌ ‌letal‌ ‌en‌ ‌las‌‌                             

primeras‌ ‌etapas‌ ‌de‌ ‌desarrollo‌ ‌embrionario‌ ‌(Turner,‌ ‌2000).‌‌ ‌  

‌ 

Esta‌‌proteína‌‌pertenece‌‌a‌‌la‌‌familia‌‌de‌‌proteínas,‌‌denominada‌‌paxilina,‌‌que‌ ‌también‌‌incluye‌‌                         

a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌Hic-5‌ ‌y‌ ‌leupaxina.‌ ‌Sus‌ ‌características‌ ‌estructurales‌ ‌y‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌son‌‌                           

similares‌ ‌entre‌ ‌sí.‌ ‌Sin‌ ‌embargo,‌ ‌presentan‌ ‌diferencias‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌distribución‌ ‌y‌ ‌algunas‌‌                       

funciones;‌ ‌la‌ ‌expresión‌ ‌de‌ ‌leupaxina‌ ‌está‌ ‌restringida‌ ‌en‌ ‌leucocitos‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌Hic-5‌ ‌se‌‌                           

distribuye‌ ‌principalmente‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌del‌‌sistema‌‌vascular‌‌(López-Colomé‌‌et‌‌al.,‌‌2017).‌‌Por‌‌                       

su‌‌parte,‌‌paxilina‌‌se‌‌distribuye‌‌de‌‌manera‌‌ubicua‌‌en‌‌los‌‌tejidos‌‌del‌‌cuerpo‌‌humano,‌‌cuenta‌‌                             

con‌‌cuatro‌‌isoformas‌‌producidas‌‌por‌‌splicing‌‌alternativo‌‌de‌‌un‌‌mismo‌‌gen‌‌denominadas‌‌alfa‌‌                         

(proteína‌‌canónica),‌‌beta,‌‌gamma‌‌y‌‌delta‌‌que‌‌se‌‌diferencian‌‌por‌‌secuencias‌‌adicionales‌‌que‌‌                         

tienen‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌extremo‌ ‌N-terminal‌ ‌(López-Colomé‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017).‌‌ ‌  

‌ 

De‌ ‌manera‌ ‌general,‌ ‌paxilina‌ ‌es‌ ‌una‌ ‌proteína‌ ‌pequeña,‌ ‌que‌ ‌tiene‌ ‌un‌ ‌peso‌ ‌de‌ ‌68‌ ‌kDa;‌ ‌no‌‌                               

obstante,‌ ‌cuenta‌ ‌con‌ ‌numerosos‌ ‌dominios‌ ‌proteicos‌ ‌importantes‌ ‌para‌ ‌su‌ ‌asociación‌ ‌con‌‌                     

proteínas‌ ‌de‌ ‌AF‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌celular‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌señales‌‌                             

externas‌‌(Schaller,‌‌2001).‌‌En‌‌el‌‌extremo‌‌amino‌‌terminal,‌‌cuenta‌‌con‌‌cinco‌‌motivos‌‌LD‌‌ricos‌‌                           

en‌ ‌leucinas‌ ‌(cuya‌ ‌secuencia‌ ‌consenso‌ ‌es‌ ‌LDXLLXXL,‌ ‌donde‌ ‌X‌ ‌puede‌ ‌ser‌ ‌cualquier‌‌                       

aminoácido)‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌que‌ ‌le‌ ‌es‌ ‌posible‌ ‌asociarse‌ ‌a‌‌vinculina,‌‌FAK,‌‌y‌‌actopaxina,‌‌así‌‌como‌‌                             

Src‌ ‌y‌ ‌CSK.‌ ‌Además‌ ‌tiene‌ ‌4‌ ‌dominios‌ ‌tipo‌ ‌LIM‌ ‌(dominios‌ ‌que‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌dos‌ ‌dedos‌ ‌de‌‌                               
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‌ 

unión‌ ‌a‌ ‌Zn‌2+‌,‌ ‌cuyas‌ ‌siglas‌ ‌provienen‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌primeras‌ ‌proteínas‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌que‌ ‌fueron‌‌                           

encontrados‌ ‌estos‌ ‌dominios:‌ ‌‌L‌in-11,‌ ‌‌I‌sl-1,‌ ‌‌M‌ec-3),‌ ‌estos‌ ‌son‌ ‌necesarios‌‌para‌‌que‌‌paxilina‌‌                       

pueda‌ ‌ser‌ ‌reclutada‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌‌así‌‌como‌‌para‌‌su‌‌interacción‌‌                           

con‌ ‌actina,‌ ‌tubulina‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌fosfatasa‌ ‌PTP-PEST‌ ‌(Turner,‌ ‌2000)‌ ‌(‌Figura‌ ‌8C‌).‌‌ ‌  

‌ 

Paxilina‌ ‌se‌ ‌incorpora‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌al‌ ‌unirse‌ ‌directamente‌ ‌con‌ ‌vinculina‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌con‌‌                           

FAK,‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌es‌ ‌blanco‌‌de‌‌cinasas‌‌de‌‌tirosinas,‌‌principalmente‌‌de‌ ‌FAK,‌‌Src‌‌y‌‌Crk;‌‌esta‌‌                               

señalización‌‌es‌‌importante‌‌para‌‌la‌‌formación‌‌y‌‌desacoplamiento‌‌de‌‌AF.‌‌Como‌‌se‌‌mencionó‌‌                         

anteriormente,‌ ‌su‌ ‌nivel‌ ‌de‌ ‌fosforilación‌ ‌cambia‌ ‌según‌ ‌el‌ ‌estado‌ ‌de‌ ‌madurez‌ ‌de‌ ‌los‌‌                         

complejos,‌‌teniendo‌‌un‌‌mayor‌‌número‌‌de‌‌fosforilaciones‌‌en‌‌sus‌‌residuos‌‌de‌‌tirosina‌‌en‌‌las‌‌                           

primeras‌‌etapas‌‌de‌‌formación‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌y‌‌menor‌‌fosforilación‌‌en‌‌adhesiones‌‌focales‌‌                         

maduras.‌‌Se‌‌sabe‌‌que‌‌al‌‌estar‌‌fosforilada‌‌regula‌‌indirectamente‌‌de‌‌manera‌‌positiva‌‌a‌‌Rac‌‌y‌‌                             

de‌‌manera‌‌negativa‌‌a‌‌Rho‌‌al‌‌interactuar‌‌con‌‌los‌‌complejos‌‌reguladores‌‌de‌‌estas‌‌GTPasas‌‌                           

CrkII-DOCK180-ELMO‌ ‌y‌ ‌p120RasGAP,‌ ‌respectivamente‌ ‌(Deakin‌ ‌&‌ ‌Turner,‌ ‌2008).‌ ‌ 
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Figura‌ ‌8.‌ ‌Mapa‌ ‌de‌ ‌dominios‌ ‌y‌ ‌motivos‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌talina,‌ ‌vinculina‌ ‌y‌ ‌paxilina‌ ‌con‌ ‌los‌‌                               

sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌reportados‌ ‌a‌ ‌otros‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales.‌ ‌A)‌ ‌‌Talina‌ ‌está‌‌                         

conformada‌ ‌por‌ ‌un‌‌dominio‌‌globular‌‌llamado‌‌cabeza‌‌talina‌‌(TH,‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌‌talin‌‌head‌)‌‌                               

compuesto‌‌por‌‌un‌‌dominio‌‌FERM,‌‌una‌‌región‌‌conectora‌‌y‌‌flexible‌‌de‌‌80‌‌aa‌‌que‌‌conecta‌‌a‌‌un‌‌dominio‌‌                                   

tipo‌ ‌rod‌ ‌(‌varilla‌,‌ ‌por‌ ‌su‌ ‌traducción‌ ‌al‌ ‌inglés)‌ ‌subdividido‌‌en‌‌13‌‌dominios‌‌(R1-R13).‌‌Cuenta‌‌con‌‌dos‌‌                               

sitios‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌integrina,‌‌al‌‌menos‌‌11‌‌a‌‌vinculina‌‌y‌‌3‌‌a‌‌actina‌‌(ABS1,‌‌ABS2,‌‌ABS3),‌‌entre‌‌otros.‌‌‌B)‌‌                                       

Vinculina‌‌está‌‌compuesta‌‌por‌‌un‌‌dominio‌‌cabeza‌‌(VH,‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌‌vinculin‌‌head‌)‌‌dividido‌‌                               

en‌ ‌4‌ ‌dominio‌ ‌(D1-D4)‌ ‌que‌ ‌tienen‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌talina,‌ ‌integrinas‌ ‌y‌ ‌cateninas,‌ ‌seguido‌ ‌de‌ ‌una‌‌                                 

región‌ ‌conectora‌ ‌(R.C.)‌‌flexible‌‌de‌‌70‌‌aa‌‌que‌‌tiene‌‌sitios‌‌de‌‌unión‌‌para‌‌vinexina‌‌y‌‌Arp‌‌2/3;‌‌a‌‌la‌‌vez‌                                       

conecta‌‌a‌‌un‌‌dominio‌‌cola‌‌(VT,‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌‌vinculin‌‌tail‌)‌‌compuesto‌‌por‌‌un‌‌dominio‌‌(D5)‌‌                                   

que‌‌tiene‌‌sitios‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌F-actina‌‌y‌‌paxilina.‌‌C)‌‌‌Paxilina‌‌cuenta‌‌con‌‌5‌‌dominios‌‌LD‌‌en‌‌su‌‌extremo‌‌                                     

amino‌‌terminal‌‌que‌‌tienen‌‌sitios‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌vinculina‌‌y‌‌FAK,‌‌así‌‌como‌‌4‌‌dominios‌‌LIM‌‌en‌‌su‌‌extremo‌‌                                     

carboxilo‌ ‌terminal‌ ‌con‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌F-actina.‌ ‌ 
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1.6‌ ‌Adhesiones‌ ‌focales‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌celular‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌mecánica‌ ‌ 

Los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌transmiten‌ ‌y‌ ‌amplifican‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌físicas‌‌                     

(mecánicas)‌ ‌y‌ ‌químicas‌ ‌(composición)‌ ‌extracelulares‌ ‌al‌ ‌interior‌ ‌citoplasmático,‌ ‌generando‌‌                 

respuestas‌ ‌biológicas‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌ ‌diferentes‌ ‌vías‌ ‌de‌ ‌señalización‌ ‌que‌ ‌regulan‌ ‌procesos‌‌                       

celulares‌ ‌importantes‌ ‌como‌ ‌proliferación,‌ ‌diferenciación‌ ‌y‌ ‌muerte‌ ‌celular‌ ‌(Wozniak‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌                     

2004).‌ ‌Las‌ ‌respuestas‌ ‌celulares‌ ‌pueden‌ ‌ser‌ ‌desencadenadas‌ ‌por‌ ‌señales‌ ‌bioquímicas,‌‌                   

como‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC,‌‌así‌‌como‌‌por‌‌señales‌ ‌mecánicas,‌‌como‌‌la‌‌relación‌‌entre‌‌                             

la‌‌contractilidad‌‌del‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina‌‌y‌‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato‌‌permitiendo‌‌el‌‌proceso‌‌                           

de‌‌mecanotransducción‌‌(J.‌‌C.‌‌Kuo,‌‌2014).‌‌Este‌‌proceso‌‌es‌‌logrado‌‌gracias‌‌a‌‌diferentes‌‌vías‌‌                           

de‌ ‌señalización‌ ‌y‌ ‌proteínas‌ ‌responsivas‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌mecánicas;‌ ‌principalmente‌ ‌se‌ ‌ha‌‌                       

resaltado‌ ‌el‌ ‌papel‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌Hippo‌ ‌que‌ ‌regula‌ ‌negativamente‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌cofactores‌‌                         

transcripcionales‌ ‌mecanosensibles‌ ‌YAP/TAZ,‌ ‌la‌ ‌cual‌ ‌será‌ ‌descrita‌ ‌a‌ ‌continuación‌‌                 

(Dasgupta,‌ ‌2019).‌ ‌ 

‌ 

1.6.1‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌ 

Las‌ ‌proteínas‌ ‌YAP‌ ‌(‌Yes‌ ‌Associated‌ ‌Protein‌,‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés)y‌ ‌TAZ‌ ‌(WW‌ ‌Domain‌‌                           

Containing‌ ‌Transcription‌ ‌Regulator‌ ‌1)‌ ‌son‌ ‌un‌ ‌par‌ ‌de‌ ‌cofactores‌ ‌transcripcionales‌‌                   

homólogos.‌ ‌Referidos‌ ‌colectivamente‌ ‌como‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌sabe‌ ‌su‌ ‌regulación‌ ‌es‌‌                       

similar‌‌(mediante‌‌modificaciones‌‌post-traduccionales)‌‌y‌‌son‌‌en‌‌gran‌‌medida‌‌redundantes‌‌en‌‌                     

funciones,‌ ‌aunque‌ ‌se‌‌han‌‌identificado‌‌algunas‌‌funciones‌‌independientes.‌‌Al‌‌ser‌‌cofactores‌‌                     

transcripcionales,‌ ‌interactúan‌ ‌indirectamente‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌DNA‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌ ‌su‌ ‌asociación‌ ‌con‌‌                       

factores‌ ‌transcripcionales,‌ ‌principalmente‌ ‌gracias‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌factores‌ ‌TEAD‌ ‌(por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌‌                       

inglés,‌ ‌‌Transcriptional‌ ‌Enhanced‌ ‌Associate‌ ‌Domain‌)‌ ‌(Dasgupta‌ ‌&‌ ‌McCollum,‌ ‌2019).‌ ‌Son‌‌                   

coactivadores‌‌de‌‌genes‌‌que‌‌favorecen‌‌la‌‌proliferación‌‌celular‌‌y‌‌supervivencia‌‌celulares‌‌así‌‌                       

como‌‌el‌‌destino‌‌celular‌‌de‌‌las‌‌células‌‌madre;‌‌ejemplo‌‌de‌‌ellos‌‌es‌‌el‌‌gen‌‌que‌‌codifica‌‌para‌‌el‌‌                                   

factor‌ ‌de‌ ‌crecimiento‌‌de‌‌tejido‌‌conectivo‌‌(CTGF,‌‌‌por‌‌sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌connective‌‌tissue‌‌                           

growth‌‌factor‌)‌‌cuya‌‌proteína‌‌está‌‌involucrada‌‌en‌‌la‌‌remodelación‌‌de‌‌la‌‌MEC‌‌en‌‌condiciones‌‌                           

patofisiológicas‌ ‌(Pocaterra‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020).‌ ‌ 

‌ 

YAP‌ ‌y‌ ‌TAZ‌ ‌son‌ ‌regulados‌ ‌principalmente‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌ ‌señalización‌ ‌de‌ ‌Hippo‌ ‌la‌ ‌cual‌‌                             

consiste‌ ‌en‌ ‌una‌ ‌red‌ ‌de‌ ‌cinasas‌ ‌activadas‌ ‌secuencialmente.‌ ‌Las‌ ‌principales‌ ‌cinasas‌‌                     

involucradas‌‌son‌‌las‌‌MST1/2,‌‌SAV1,‌‌MOB1A/B‌‌y‌‌LATS‌‌1/2‌‌(‌Figura‌‌9‌).‌‌La‌‌vía‌‌culmina‌‌en‌‌la‌                               

fosforilación‌‌de‌‌LATS1/2‌‌la‌‌cual‌‌fosforila‌‌a‌‌YAP‌‌en‌‌la‌‌serina‌‌127,‌‌creando‌‌un‌‌sitio‌‌de‌‌unión‌‌a‌‌                                   

proteínas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌familia‌ ‌14-3-3‌ ‌evitando‌ ‌su‌ ‌translocación‌ ‌al‌ ‌núcleo‌ ‌y‌ ‌favoreciendo‌ ‌su‌‌                         

ubiquitinación‌ ‌para‌ ‌posterior‌ ‌degradación‌ ‌vía‌ ‌proteosoma.‌ ‌La‌ ‌fosforilación‌ ‌de‌ ‌TAZ‌ ‌en‌ ‌la‌‌                       

‌ 
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‌ 

serina‌ ‌89‌ ‌también‌ ‌genera‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌14-3-3;‌ ‌sin‌ ‌embargo,‌ ‌se‌ ‌ha‌‌                             

resaltado‌‌el‌‌papel‌‌de‌‌la‌‌ubiquitinación‌‌en‌‌la‌‌regulación‌‌de‌‌esta‌‌proteína‌‌(Finch-Edmondson‌‌                         

&‌ ‌Sudol,‌ ‌2016).‌ ‌Por‌ ‌tanto,‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌Hippo‌ ‌al‌ ‌evitar‌ ‌la‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌ ‌de‌ ‌YAP/TAZ,‌‌                             

tiene‌‌un‌‌papel‌‌importante‌‌en‌‌el‌‌control‌‌del‌‌crecimiento‌‌de‌‌órganos,‌‌con‌‌un‌‌rol‌‌central‌‌en‌‌el‌‌                                 

hígado,‌‌así‌‌como‌‌en‌‌la‌‌regulación‌‌de‌‌la‌‌proliferación,‌‌diferenciación‌‌y‌‌supervivencia‌‌celular‌‌                         

debido‌ ‌al‌ ‌control‌ ‌que‌ ‌tienen‌ ‌sobre‌ ‌sus‌ ‌efectores‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌(Finch-Edmondson‌ ‌&‌ ‌Sudol,‌‌                       

2016).‌‌ ‌  

‌ 

Existen‌‌diferentes‌‌mecanismos‌‌que‌‌regulan‌‌la‌‌actividad‌‌de‌‌las‌‌cinasas‌‌de‌‌la‌‌vía‌‌Hippo.‌‌Se‌‌                             

han‌ ‌identificado‌ ‌diversas‌ ‌proteínas‌ ‌involucradas‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌establecimiento‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌uniones‌‌                     

intercelulares‌‌y‌‌la‌‌polaridad‌‌celular‌‌como‌‌reguladoras‌‌de‌‌la‌‌vía‌‌Hippo:‌‌tal‌‌es‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌las‌‌                                 

proteínas‌ ‌Crumbs‌ ‌y‌ ‌Scribble‌ ‌(proteínas‌ ‌que‌ ‌determinan‌ ‌la‌ ‌polaridad‌ ‌apical‌ ‌y‌ ‌basolateral)‌‌                       

que‌‌interactúan‌‌y‌‌activan‌‌a‌‌las‌‌cinasas‌‌LATS‌‌1/2‌ ‌y‌‌de‌‌ɑ-catenina‌‌que‌‌secuestra‌‌a‌‌YAP/TAZ‌‌                               

al‌‌estar‌‌en‌‌las‌‌uniones‌‌adherentes‌‌impidiendo‌‌su‌‌actividad‌‌transcripcional‌‌(Yu‌‌et‌‌al.,‌‌2015).‌‌                           

También‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌que‌ ‌la‌‌contractilidad‌‌del‌‌citoesqueleto‌‌juega‌‌un‌‌papel‌‌importante‌‌                         

en‌‌su‌‌regulación,‌‌los‌‌filamentos‌‌de‌‌actina,‌‌conocida‌‌como‌‌la‌‌F-actina,‌‌inhiben‌‌a‌‌las‌‌cinasas‌‌                             

LATS1/2‌ ‌ypor‌ ‌tanto‌ ‌promueve‌ ‌la‌ ‌translocación‌ ‌de‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌y‌ ‌su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌‌                       

(Dasgupta‌ ‌&‌ ‌McCollum,‌ ‌2019).‌ ‌ 

‌ 

Además‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌Hippo,‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌también‌ ‌pueden‌ ‌ser‌ ‌regulados‌ ‌por‌ ‌otras‌ ‌vías‌ ‌de‌‌                           

señalización‌‌como‌‌por‌‌la‌‌vía‌‌Wnt‌‌y‌‌por‌‌los‌‌receptores‌‌asociados‌‌a‌‌proteínas‌‌G‌‌(GPCR,‌‌por‌‌                               

sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés‌ ‌‌G‌ ‌protein-coupled‌ ‌receptors‌)‌ ‌(Totaro‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018)‌ ‌Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌‌                           

también‌ ‌pueden‌ ‌ser‌ ‌regulados‌ ‌por‌ ‌otras‌ ‌señales‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌deformación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌poros‌‌                         

nucleares,‌ ‌la‌ ‌aplicación‌ ‌de‌ ‌esfuerzos‌ ‌a‌ ‌estas‌ ‌estructuras‌ ‌conlleva‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌estiramiento‌‌                       

reduciendo‌ ‌la‌ ‌resistencia‌ ‌mecánica‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌transporte‌ ‌molecular,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌aumenta‌ ‌su‌‌                         

translocación‌ ‌(Elosegui-Artola‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017).‌ ‌A‌ ‌nivel‌ ‌nuclear‌ ‌también‌ ‌hay‌ ‌regulación‌ ‌de‌‌                       

YAP/TAZ,‌‌ejemplo‌‌de‌‌ello‌‌es‌‌el‌‌complejo‌‌regulador‌‌de‌‌cromatina‌‌SWI/SNF‌‌el‌‌cual‌‌retiene‌‌a‌‌                             

YAP/TAZ‌‌impidiendo‌‌su‌‌actividad‌‌y‌‌este‌‌complejo‌‌a‌‌la‌‌vez‌‌es‌‌regulado‌‌negativamente‌‌por‌‌la‌‌                             

F-actina‌ ‌(Chang‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌‌ ‌  

‌ 

Debido‌ ‌a‌ ‌su‌‌actividad‌‌transcripcional‌‌y‌‌su‌‌respectiva‌‌regulación,‌‌YAP/TAZ‌‌son‌‌mediadores‌‌                       

importantes‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌mecánicas.‌ ‌El‌ ‌aumento‌ ‌de‌ ‌su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌ ‌se‌ ‌ha‌‌                         

asociado‌ ‌a‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌‌en‌‌sustratos‌‌rígidos,‌‌en‌‌condiciones‌‌de‌‌baja‌‌confluencia,‌‌así‌‌                         

como‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌alta‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌(Aragona‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌                         

2013).‌ ‌Por‌ ‌lo‌ ‌tanto,‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌es‌ ‌un‌ ‌eje‌ ‌importante‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌celular‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌mecánica‌‌                               
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‌ 

debido‌‌a‌‌que‌‌es‌‌el‌‌mecanismo‌‌principal‌‌de‌‌percepción‌‌a‌‌los‌‌efectos‌‌de‌‌deformación‌‌sobre‌‌la‌‌                               

célula‌ ‌misma.‌ ‌ 

‌ 

Los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌también‌‌regulan‌‌a‌‌los‌‌factores‌‌YAP/TAZ‌‌favoreciendo‌‌                       

su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌rígidos‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌indirecta‌ ‌al‌ ‌promover‌ ‌la‌‌                       

contractilidad‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌al‌ ‌madurar‌‌los‌‌complejos‌‌o‌‌de‌‌manera‌‌directa‌‌a‌‌través‌‌de‌‌la‌‌                             

fosforilación‌ ‌que‌ ‌llevan‌ ‌a‌ ‌cabo‌ ‌FAK‌ ‌y‌ ‌SRC‌ ‌promoviendo‌ ‌su‌ ‌translocación‌ ‌y‌ ‌actividad‌‌                         

transcripcional‌ ‌(Dasgupta‌ ‌&‌ ‌McCollum,‌ ‌2019).‌ ‌Estas‌ ‌proteínas‌ ‌llevan‌ ‌a‌ ‌cabo‌ ‌dicha‌‌                     

regulación‌ ‌a‌ ‌partir‌ ‌de‌ ‌diferentes‌ ‌mecanismos,‌ ‌como‌‌a‌‌través‌‌de‌‌la‌‌activación‌‌de‌‌fosfatasa‌‌                           

PP1A‌‌por‌‌FAK‌‌que‌‌remueve‌‌la‌‌fosforilación‌‌de‌‌YAP‌‌e‌‌impide‌‌su‌‌translocación‌‌o‌‌a‌‌través‌‌de‌‌                                 

fosforilar‌‌directamente‌‌a‌‌YAP‌‌o‌‌a‌‌sus‌‌cinasas‌‌reguladoras‌‌LATS1/2‌‌y‌ ‌Mob1,‌‌inactivándolas‌‌                         

(Lachowski‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌ ‌La‌‌cinasa‌‌Src‌‌también‌‌fosforila‌‌directamente‌‌a‌‌YAP‌‌favoreciendo‌‌                         

su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌ ‌al‌ ‌facilitar‌ ‌su‌ ‌interacción‌ ‌con‌ ‌TEAD‌ ‌y‌ ‌también‌ ‌regula‌‌                       

directamente‌ ‌proteínas‌ ‌de‌‌la‌‌vía‌‌Hippo,‌‌fosforila‌‌a‌‌LATS‌‌1/2‌ ‌inhibiendo‌‌su‌‌actividad‌‌sobre‌‌                           

YAP‌ ‌(John‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2018).‌‌ ‌  

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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Figura‌ ‌9.‌ ‌Regulación‌‌de‌‌los‌‌cofactores‌‌transcripcionales‌‌YAP/TAZ.‌‌(A)‌‌En‌‌condiciones‌‌de‌‌alta‌‌                         

contractilidad‌‌del‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina‌‌(como‌‌sucede‌‌en‌‌el‌‌cultivo‌‌celular‌‌sobre‌‌sustratos‌‌rígidos,‌‌                           

en‌ ‌cultivos‌ ‌de‌ ‌baja‌ ‌confluencia‌ ‌celular,‌ ‌o‌ ‌mediante‌ ‌un‌ ‌fármaco‌ ‌que‌ ‌estimule‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌‌                             

aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina)‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌ ‌Hippo‌ ‌se‌ ‌encuentra‌ ‌apagada,‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌no‌ ‌están‌ ‌fosforiladas‌ ‌las‌‌                               

cinasas‌‌de‌‌esta‌‌vía;‌‌de‌‌modo‌‌que‌‌los‌‌cofactores‌‌YAP/TAZ‌‌pueden‌‌entrar‌‌al‌‌núcleo‌‌e‌‌interactuar‌‌con‌‌                                 

los‌ ‌factores‌ ‌transcripcional‌ ‌TEAD‌ ‌y‌ ‌por‌ ‌tanto‌ ‌promover‌ ‌la‌ ‌transcripción‌ ‌de‌‌genes‌‌dependientes‌‌de‌‌                           

esta‌‌maquinaria‌‌como‌‌CTGF,‌‌CYR61‌‌y‌‌ANKRD1.‌‌‌(B)‌‌‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌en‌‌condiciones‌‌en‌‌las‌‌que‌‌la‌‌vía‌‌                                   

Hippo‌ ‌está‌ ‌inactiva‌ ‌(como‌ ‌sucede‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌cultivo‌ ‌sobre‌ ‌sustratos‌ ‌suaves,‌ ‌cultivos‌ ‌confluentes,‌ ‌o‌‌                           

mediante‌ ‌un‌ ‌inhibidor‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌ ‌citoesqueleto),‌ ‌sus‌ ‌principales‌ ‌componentes,‌ ‌las‌‌                       

cinasas‌ ‌MST1/2,‌ ‌SAV1,‌‌MOB1A/B‌‌y‌‌LATS1/2‌ ‌generan‌‌una‌‌cascada‌‌de‌‌fosforilaciones‌‌que‌‌culmina‌‌                         

en‌ ‌la‌ ‌fosforilación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌cofactores‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌los‌ ‌cuales‌ ‌en‌ ‌consecuencia‌ ‌son‌ ‌retenidos‌ ‌en‌ ‌el‌‌                             

citoplasma‌ ‌y‌ ‌posteriormente‌ ‌degradados‌ ‌evitando‌ ‌su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional.‌ ‌(‌Imagen‌ ‌creada‌ ‌en‌‌                     

Biorender.com)‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 
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2.‌ ‌ANTECEDENTES‌ ‌ 
Las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌permiten‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌percibir‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌físicas‌ ‌y‌‌                       

bioquímicas‌ ‌del‌ ‌medio‌ ‌extracelular‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌del‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌sus‌ ‌diferentes‌‌                     

componentes‌ ‌y‌ ‌del‌ ‌despliegue‌ ‌de‌ ‌sus‌ ‌respectivos‌ ‌dominios‌ ‌que‌ ‌son‌ ‌sensibles‌ ‌a‌ ‌los‌‌                         

esfuerzos‌ ‌(Burridge,‌ ‌2017).‌ ‌Se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌en‌ ‌diferentes‌ ‌estudios‌ ‌de‌ ‌proteómica‌ ‌que‌ ‌el‌‌                         

consenso‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌asociadas‌ ‌a‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌consta‌ ‌de‌ ‌aproximadamente‌ ‌60‌‌                     

componentes,‌‌dentro‌‌de‌‌los‌‌que‌‌destacan‌‌diferentes‌‌tipos‌‌de‌‌integrinas‌‌y‌‌proteínas‌‌de‌‌unión‌‌                           

a‌ ‌actina‌ ‌como‌ ‌vinculina‌ ‌y‌ ‌talina‌ ‌(Horton‌ ‌et‌ ‌al,‌ ‌2015).‌ ‌No‌ ‌obstante,‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌mayoría,‌ ‌estos‌‌                               

estudios‌ ‌se‌ ‌han‌ ‌realizado‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌estándar‌ ‌de‌ ‌cultivo.‌ ‌Esto‌ ‌es,‌ ‌en‌ ‌cajas‌ ‌de‌‌                           

poliestireno,‌‌las‌‌cuales‌‌tienen‌‌una‌‌rigidez‌‌muy‌‌alta‌‌(no‌‌fisiológica),‌‌en‌‌el‌‌orden‌‌de‌‌los‌‌GPa,‌‌                               

que‌ ‌no‌ ‌asemejan‌ ‌las‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌tejidos‌ ‌‌in‌ ‌vivo,‌ ‌los‌ ‌cuales‌ ‌tienen‌‌un‌‌valor‌‌mucho‌‌                               

menor‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌ ‌órgano‌ ‌en‌ ‌cuestión‌ ‌(por‌ ‌ejemplo,‌ ‌500‌ ‌Pa‌ ‌en‌ ‌hígado‌‌y‌‌200‌‌Pa‌‌en‌‌                               

pulmón)‌ ‌‌(Wells,‌ ‌2013).‌ ‌De‌ ‌modo‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌conoce‌ ‌muy‌ ‌poco‌ ‌sobre‌ ‌la‌ ‌modulación‌ ‌de‌ ‌los‌‌                             

complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌cuanto‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌estímulos‌ ‌mecánicos‌‌como‌‌a‌‌la‌‌rigidez.‌‌                           

Sin‌ ‌embargo,‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌explorado‌ ‌su‌ ‌modulación‌ ‌por‌ ‌diferentes‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌ ‌y‌ ‌la‌‌                             

regulación‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌mecánicas‌ ‌en‌ ‌algunos‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌complejos.‌‌ ‌  

‌ 

Algunos‌‌de‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌que‌‌se‌‌han‌‌estudiado‌‌por‌‌su‌‌respuesta‌‌                           

a‌‌la‌‌mecánica‌‌son‌‌las‌‌proteínas‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina‌‌(ver‌‌‌Tabla‌‌1‌).‌‌Se‌‌ha‌‌destacado‌‌a‌‌                                 

la‌ ‌proteína‌ ‌talina‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌principal‌ ‌responsable‌ ‌de‌ ‌percibir‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌mecánicas‌‌                       

extracelulares‌‌como‌‌la‌‌rigidez,‌‌la‌‌viscoelasticidad‌‌y‌‌el‌‌flujo‌‌laminar.‌‌Utilizando‌‌técnicas‌‌como‌‌                         

microscopía‌‌de‌‌fuerza‌‌atómica,‌‌se‌‌ha‌‌demostrado‌‌que‌‌al‌‌aplicar‌‌fuerzas‌‌menores‌‌a‌‌10‌‌pN,‌‌                             

talina‌ ‌adquiere‌ ‌una‌ ‌conformación‌ ‌activa‌ ‌(Zeng‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2015).‌ ‌Del‌ ‌mismo‌ ‌modo,‌ ‌aplicando‌‌                         

fuerzas‌ ‌de‌ ‌5‌‌pN,‌‌a‌‌través‌‌de‌‌pinzas‌‌magnéticas,‌‌se‌‌ha‌‌reportado‌‌que‌‌los‌‌13‌‌dominios‌‌tipo‌‌                                 

“rod”‌‌con‌‌los‌‌que‌‌cuenta‌‌talina‌‌en‌‌su‌‌extremo‌‌C-terminal‌‌pueden‌‌ser‌‌desplegados‌‌debido‌‌a‌‌                             

la‌ ‌deformación‌ ‌aplicada‌ ‌por‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌internos‌ ‌en‌ ‌respuesta‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato‌‌                           

mediante‌ ‌la‌ ‌unión‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌integrinas‌ ‌a‌ ‌algún‌ ‌componente‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌MEC‌‌(Haining‌‌et‌‌al.,‌‌2016;‌‌                               

Yao‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2016).‌ ‌El‌ ‌despliegue‌ ‌de‌ ‌sus‌ ‌dominios‌ ‌rod‌ ‌expone‌ ‌diferentes‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌a‌‌                               

otras‌ ‌proteínas‌ ‌asociadas‌ ‌a‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌como‌‌vinculina‌‌y‌‌los‌‌filamentos‌‌de‌‌actina,‌‌                         

de‌ ‌manera‌ ‌que‌ ‌este‌ ‌cambio‌ ‌conformacional‌ ‌en‌ ‌respuesta‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌mecánica‌ ‌del‌ ‌medio‌‌                         

extracelular‌‌resulta‌‌indispensable‌‌para‌‌que‌‌el‌‌resto‌‌de‌‌componentes‌‌puedan‌‌ser‌‌reclutados,‌‌                       

como‌‌es‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌vinculina‌‌(Austen‌‌et‌‌al‌‌2015).‌‌En‌‌consecuencia‌‌a‌‌esta‌‌unión,‌‌la‌‌vinculina‌‌                                 

también‌ ‌atraviesa‌‌un‌‌cambio‌‌conformacional,‌‌facilitando‌‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌más‌‌proteínas‌‌                     

de‌ ‌AF‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌acoplamiento‌ ‌del‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina.‌ ‌ 

‌ 
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‌ 

Se‌ ‌ha‌ ‌observado‌ ‌en‌ ‌algunos‌ ‌trabajos‌ ‌mediante‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌fuerza‌ ‌de‌ ‌tracción‌ ‌que‌ ‌la‌‌                           

mutante‌‌activa‌‌de‌‌vinculina‌‌(T12,‌‌que‌‌mantiene‌‌constantemente‌‌activa‌‌a‌‌la‌‌molécula‌‌en‌‌su‌‌                           

conformación‌ ‌desplegada)‌ ‌(Cohen,‌ ‌2005),‌ ‌además‌ ‌de‌ ‌permitir‌ ‌su‌ ‌reclutamiento‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌AF,‌‌                       

facilita‌ ‌la‌‌generación‌‌de‌‌los‌‌esfuerzos‌‌de‌‌tracción‌‌que‌‌ejercen‌‌las‌‌células‌‌sobre‌‌el‌‌sustrato‌‌                             

ya‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌comparación‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌silvestre,‌ ‌las‌ ‌fuerzas‌ ‌aumentan‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌40%‌‌                           

(Dumbauld‌‌et‌‌al.,‌‌2013).‌‌De‌‌manera‌‌similar,‌‌Mierke‌‌en‌‌2008‌‌reportó‌‌en‌‌células‌‌embrionarias‌‌                           

de‌ ‌ratón,‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌energía‌ ‌de‌ ‌deformación‌ ‌(calculada‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌producto‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌fuerzas‌ ‌de‌                             

tracción‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌deformación‌ ‌del‌ ‌sustrato)‌ ‌ejercida‌ ‌en‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌aumenta‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌63%‌‌                             

cuando‌‌se‌‌expresa‌‌una‌‌mutante‌‌de‌‌vinculina‌‌en‌‌donde‌‌sólo‌‌se‌‌tiene‌‌el‌‌dominio‌‌Vt.‌‌Aunado‌‌                               

a‌ ‌ello,‌ ‌encontraron‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌de‌ ‌las‌‌células‌‌aumenta‌‌cuando‌‌se‌‌expresa‌‌a‌‌la‌‌mutante‌‌                               

T12;‌ ‌contrastando‌ ‌a‌ ‌lo‌ ‌observado‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌silvestre‌ ‌(Mierke‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2008).‌ ‌ 

‌ 

Además‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌cambios‌ ‌conformacionales‌ ‌derivados‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌deformación‌ ‌dependiente‌ ‌de‌‌                     

esfuerzos,‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌demostrado‌ ‌que‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌‌algunas‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌‌                       

focales‌ ‌es‌ ‌regulado‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌rigidez,‌ ‌utilizando‌ ‌cultivos‌‌de‌‌células‌‌sobre‌‌materiales‌‌elásticos‌‌                         

con‌ ‌valores‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌polidimetilsiloxano‌ ‌(PDMS),‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌                     

poliacrilamida‌ ‌(PAA)‌ ‌o‌ ‌policaprolactona‌ ‌(PCL).‌ ‌Por‌ ‌ejemplo,‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌madre‌ ‌de‌ ‌médula‌‌                       

ósea‌‌y‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌primarios‌‌se‌‌ha‌‌encontrado‌‌que‌‌hay‌‌un‌‌mayor‌‌                             

reclutamiento‌‌de‌‌vinculina‌‌en‌‌la‌‌periferia‌‌celular‌‌de‌‌cultivos‌‌sobre‌‌sustratos‌‌de‌‌PDMS,‌‌PAA‌‌                           

y‌ ‌PCL‌ ‌con‌ ‌mayor‌ ‌rigidez:‌ ‌1,014‌ ‌kPa‌ ‌en‌‌comparación‌‌de‌‌46‌‌kPa;‌‌14‌‌en‌‌comparación‌‌de‌‌3‌‌                                 

kPa‌‌y‌‌133‌‌en‌‌comparación‌‌de‌ ‌0.9‌‌MPa,‌‌respectivamente‌‌(Van‌‌Tam‌‌et‌‌al.,‌‌2012;‌‌Yamashita‌‌                             

et‌‌al.,‌‌2014;‌‌C.‌‌Zhou‌‌et‌‌al.,‌‌2019‌).‌‌‌De‌‌manera‌‌similar,‌‌el‌‌grupo‌‌de‌‌Zhou‌‌en‌‌2020‌‌mostró‌‌un‌‌                                     

aumento‌‌para‌‌la‌‌proteína‌‌FAK‌‌en‌‌un‌‌modelo‌‌de‌‌células‌‌madre‌‌de‌‌papila‌‌apical‌‌cultivadas‌‌en‌‌                               

sustratos‌ ‌de‌ ‌PMDS‌ ‌de‌ ‌1‌ ‌MPa‌ ‌en‌ ‌comparación‌ ‌de‌ ‌500‌ ‌kPa‌ ‌(C.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020).‌‌                               

Asimismo,‌ ‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌la‌‌integrina‌‌β1‌‌incrementó‌‌en‌‌células‌‌epiteliales‌‌de‌‌glándula‌‌                         

mamaria‌‌cultivadas‌‌en‌‌hidrogeles‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌2‌‌kPa‌‌en‌‌comparación‌‌de‌‌0.2‌‌kPa‌‌(Yeh‌‌et‌‌al.,‌‌                                 

2017).‌ ‌Sin‌ ‌embargo,‌ ‌aún‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌tiene‌ ‌claro‌ ‌si‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌otras‌ ‌proteínas‌ ‌como‌‌                             

paxilina‌ ‌también‌ ‌es‌ ‌sensible‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez.‌ ‌El‌ ‌grupo‌ ‌de‌ ‌Zhou‌ ‌también‌ ‌reporta‌ ‌un‌ ‌mayor‌‌                             

reclutamiento‌‌de‌‌paxilina‌‌en‌‌el‌‌mismo‌‌modelo‌‌en‌‌que‌‌describió‌‌el‌‌aumento‌‌de‌‌FAK‌‌(C.‌‌Zhou‌‌                               

et‌ ‌al.,‌ ‌2020‌)‌;‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌otros‌ ‌estudios‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌han‌ ‌observado‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌su‌‌                             

reclutamiento,‌ ‌como‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌primarios‌‌comparando‌‌sustratos‌‌                   

de‌‌PDMS‌‌de‌ ‌3‌‌y‌‌14‌‌kPa,‌‌así‌‌como‌‌en‌‌células‌‌madre‌‌de‌‌médula‌‌ósea‌‌cultivadas‌‌en‌‌PLC‌‌de‌‌                                     

0.9‌‌y‌‌133‌‌MPa‌‌(Van‌‌Tam‌‌et‌‌al.,‌‌2012;‌‌D.‌‌W.‌‌Zhou‌‌et‌‌al.,‌‌2017).‌‌De‌‌manera‌‌contraintuitiva,‌‌a‌‌                                     

pesar‌ ‌del‌ ‌despliegue‌ ‌de‌ ‌talina‌ ‌causado‌‌por‌‌los‌‌esfuerzos‌‌mecánicos,‌‌no‌‌se‌‌han‌‌reportado‌‌                           

cambios‌ ‌en‌ ‌su‌‌reclutamiento‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌los‌‌esfuerzos‌‌(Van‌‌Tam‌‌et‌‌al.,‌‌2012;‌‌Yamashita‌‌                             
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et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌ ‌Todos‌ ‌estos‌ ‌resultados‌ ‌muestran‌‌que‌‌hay‌‌un‌‌mayor‌‌reclutamiento‌‌de‌‌ciertas‌‌                           

proteínas‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌zonas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌como‌ ‌vinculina,‌ ‌FAK‌ ‌e‌ ‌integrina‌ ‌β1‌ ‌en‌‌                           

comparación‌‌de‌‌cultivos‌‌sobre‌‌sustratos‌‌menos‌‌rígidos.‌‌No‌‌obstante,‌‌hasta‌‌el‌‌momento‌‌se‌‌                         

ha‌ ‌encontrado‌ ‌que‌ ‌no‌ ‌todas‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌un‌‌                         

reclutamiento‌ ‌sensible‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez,‌ ‌como‌ ‌sería‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌paxilina‌ ‌y‌ ‌talina.‌ ‌ 

‌ 

Conforme‌ ‌a‌ ‌lo‌ ‌descrito‌ ‌anteriormente,‌ ‌algunas‌ ‌publicaciones‌ ‌también‌ ‌han‌ ‌mostrado‌‌                   

diferencias‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌estabilidad‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌AF‌ ‌conforme‌ ‌al‌ ‌módulo‌ ‌elástico‌ ‌del‌‌                             

sustrato‌ ‌en‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌cultivan‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌utilizando‌ ‌la‌ ‌técnica‌ ‌de‌ ‌microscopía‌‌de‌‌FRAP‌‌(por‌‌                             

sus‌‌siglas‌‌en‌‌inglés‌‌‌Fluorescence‌‌Recovery‌‌after‌‌Photobleaching‌).‌‌Esta‌‌técnica‌‌consiste‌‌en‌‌                       

el‌ ‌blanqueamiento‌ ‌del‌ ‌marcaje‌ ‌fluorescente‌ ‌de‌ ‌interés‌ ‌usando‌ ‌un‌ ‌haz‌ ‌de‌ ‌láser‌ ‌de‌ ‌alta‌‌                           

potencia‌ ‌para‌ ‌posteriormente‌ ‌analizar‌ ‌la‌ ‌recuperación‌ ‌de‌ ‌fluorescencia‌ ‌generado‌ ‌por‌ ‌el‌‌                     

reclutamiento‌ ‌de‌ ‌nuevas‌ ‌moléculas.‌ ‌En‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón,‌ ‌la‌ ‌fracción‌‌                     

inmóvil‌‌de‌‌vinculina,‌‌que‌‌representa‌‌a‌‌los‌‌complejos‌‌proteicos‌‌estables‌‌dentro‌‌de‌‌las‌‌zonas‌‌                           

de‌‌adhesiones‌‌focales,‌‌es‌‌más‌‌alta‌‌en‌‌cultivos‌‌sobre‌‌sustratos‌‌de‌‌silicón‌‌y‌‌PAA‌‌de‌‌25‌‌kPa‌‌                                 

en‌‌comparación‌‌con‌‌aquellos‌‌de‌‌3.8‌‌kPa‌‌(Omachi‌‌et‌‌al.,‌‌2017;‌‌Yamashita‌‌et‌‌al.,‌‌2014).‌‌Otro‌‌                               

de‌‌los‌‌valores‌‌que‌‌se‌‌utiliza‌‌para‌‌conocer‌‌la‌‌estabilidad‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌mediante‌‌FRAP‌‌es‌‌                               

la‌ ‌mitad‌ ‌del‌ ‌tiempo‌ ‌requerido‌ ‌para‌ ‌recuperar‌ ‌el‌ ‌marcaje‌ ‌fluorescente‌ ‌de‌ ‌interés‌ ‌tras‌ ‌el‌‌                           

blanqueamiento‌‌que‌‌se‌‌realiza‌‌(t‌‌½‌‌):‌‌a‌‌mayor‌‌t‌‌½‌‌,‌‌mayor‌‌es‌‌la‌‌estabilidad‌‌de‌‌la‌‌proteína‌‌en‌‌                                       

la‌‌zona‌‌blanqueada.‌‌De‌‌manera‌‌similar‌‌a‌‌lo‌‌anterior,‌‌se‌‌ha‌‌reportado‌‌que‌‌el‌‌t‌‌½‌‌de‌‌talina‌‌es‌‌                                     

mayor‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌‌cultivados‌‌sobre‌‌HGs‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌100‌‌kPa‌‌en‌‌                             

contraste‌‌con‌‌los‌‌de‌‌8‌‌kPa‌‌(Stutchbury‌‌et‌‌al.,‌‌2017).‌‌Estas‌‌observaciones‌‌sugieren‌‌que‌‌hay‌‌                             

una‌‌mayor‌‌estabilidad‌‌de‌‌vinculina‌‌y‌‌talina‌‌en‌‌las‌‌zonas‌‌de‌‌adhesión‌‌focal‌‌dependiendo‌‌de‌‌                             

la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato:‌ ‌entre‌ ‌mayor‌ ‌rigidez‌ ‌mayor‌ ‌estabilidad.‌ ‌Lo‌ ‌anterior‌ ‌puede‌ ‌estar‌‌                         

asociado‌‌a‌‌la‌‌formación‌‌de‌‌diferentes‌‌complejos‌‌protéicos‌‌o‌‌cambios‌‌postraduccionales‌‌en‌‌                       

los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌AF.‌ ‌Finalmente,‌ ‌para‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌paxilina,‌ ‌Yamashita‌ ‌en‌ ‌2014‌‌                           

reportó‌ ‌que‌ ‌su‌ ‌fracción‌‌inmóvil‌‌es‌‌mayor‌‌en‌‌sustratos‌‌suaves‌‌de‌‌3.9‌‌kPa‌‌lo‌‌que‌‌implicaría‌‌                               

una‌ ‌menor‌ ‌estabilidad‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌rígidos‌ ‌(Yamashita‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2014).‌ ‌Sin‌ ‌embargo,‌ ‌otros‌‌                         

autores‌ ‌no‌ ‌reportan‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌dinámica‌ ‌con‌‌la‌‌rigidez‌‌(Stutchbury‌‌et‌‌al.,‌‌2017;‌‌D.‌‌W.‌‌                               

Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017).‌‌ ‌  

‌ 

Adicional‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reclutamiento,‌ ‌algunas‌‌de‌‌las‌‌interacciones‌‌que‌‌realizan‌‌las‌‌                           

proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌(principalmente‌‌talina,‌‌vinculina‌‌y‌‌paxilina)‌‌pueden‌‌cambiar‌                     

de‌ ‌acuerdo‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌extracelular.‌ ‌El‌ ‌grupo‌ ‌de‌ ‌Yamashita‌ ‌en‌ ‌2014,‌‌                           

reportó‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌interacción‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌vinexina-α,‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌modelo‌ ‌de‌‌                           
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‌ 

fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón,‌‌disminuye‌‌en‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌hidrogeles‌‌de‌‌PAA‌‌                       

de‌ ‌3.8‌ ‌kPa‌ ‌en‌ ‌comparación‌ ‌de‌ ‌sustratos‌ ‌más‌ ‌rígidos‌ ‌de‌ ‌43‌ ‌kPa.‌ ‌Cabe‌ ‌resaltar‌ ‌que‌ ‌al‌‌                               

eliminar‌ ‌a‌ ‌vinexina-α,‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌fracción‌ ‌inmóvil‌ ‌determinada‌ ‌por‌‌                         

FRAP‌ ‌dejan‌ ‌de‌ ‌ser‌ ‌sensibles‌ ‌a‌‌los‌‌cambios‌‌de‌‌rigidez.‌‌Además‌‌el‌‌cofactor‌‌transcripcional‌‌                           

mecanosensible‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌disminuye‌ ‌su‌ ‌translocación‌ ‌nuclear,‌ ‌sugiriendo‌ ‌que‌ ‌esta‌‌                 

interacción‌ ‌es‌ ‌indispensable‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌trasmisión‌ ‌de‌‌los‌‌estímulos‌‌mecánicos‌‌y‌‌la‌‌respuesta‌‌                         

celular‌ ‌a‌ ‌ellos‌ ‌(Hino‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019;‌ ‌Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014‌)‌.‌‌ ‌  

‌ 

Otra‌‌de‌‌las‌‌evidencias‌‌de‌‌la‌‌modulación‌‌de‌‌proteínas‌‌asociadas‌‌a‌‌las‌‌AF‌‌es‌‌mostrada‌‌por‌‌el‌‌                                 

trabajo‌ ‌de‌ ‌Lee‌ ‌y‌ ‌colaboradores‌ ‌(2019)‌ ‌utilizando‌ ‌la‌ ‌línea‌ ‌celular‌ ‌epitelial‌ ‌de‌ ‌mama‌‌                         

MCF710A.‌‌Este‌‌grupo‌‌reportó‌‌que‌‌YAP‌‌se‌‌asocia‌‌diferencialmente‌‌con‌‌la‌‌subunidad‌‌β1‌‌de‌‌                           

las‌ ‌integrinas‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌bajo‌ ‌confinamiento,‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌se‌ ‌pueden‌‌                         

esparcir,‌ ‌generar‌ ‌mayores‌ ‌esfuerzos‌ ‌y‌ ‌formar‌ ‌más‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌(un‌ ‌mecanismo‌‌                     

dependiente‌ ‌de‌ ‌actomiosina);‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌YAP‌ ‌se‌ ‌asocia‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌subunidad‌ ‌β4‌ ‌en‌‌                         

condiciones‌ ‌de‌ ‌alto‌‌confinamiento‌‌celular‌‌en‌‌donde‌‌no‌‌se‌‌presentan‌‌todas‌‌las‌‌condiciones‌‌                         

previamente‌ ‌mencionadas.‌ ‌Dichas‌ ‌asociaciones‌ ‌promueven‌ ‌su‌ ‌translocación‌ ‌al‌ ‌núcleo‌‌                 

independientemente‌‌de‌‌su‌‌relación‌‌con‌‌el‌‌esparcimiento‌‌celular;‌‌por‌‌lo‌‌tanto‌‌muestran‌‌que‌‌                         

su‌ ‌translocación‌ ‌puede‌ ‌ser‌ ‌mediada‌ ‌por‌ ‌diferentes‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌AF‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌‌                       

contexto‌ ‌celular‌ ‌(J.‌ ‌Y.‌ ‌Lee‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019).‌ ‌ 

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌también‌ ‌se‌ ‌han‌ ‌observado‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌regulación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌‌                             

proteína,‌ ‌de‌‌algunos‌‌componentes‌‌de‌‌las‌‌AF‌‌en‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌sustratos‌‌rígidos.‌‌                         

Al‌ ‌igual‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌vinculina,‌ ‌diversos‌ ‌autores‌ ‌reportan‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌‌                         

embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌madre‌ ‌de‌ ‌médula‌ ‌ósea,‌ ‌que‌ ‌sus‌ ‌niveles‌ ‌de‌‌                             

proteína‌ ‌totales‌ ‌aumentan‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌cultivos‌ ‌realizados‌ ‌sobre‌‌sustratos‌‌más‌‌rígidos‌‌como‌‌en‌‌                         

PDMS‌‌de‌‌1014‌‌kPa‌‌o‌‌hidrogeles‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌43‌‌kPa‌‌(Yamashita‌‌et‌‌al.,‌‌2014;‌‌C.‌‌Zhou‌‌et‌‌al.,‌‌                                     

2019‌)‌.‌‌Este‌‌aumento‌‌se‌‌relaciona‌‌con‌‌la‌‌actividad‌‌del‌‌cofactor‌‌transcripcional‌‌MRTF‌‌ya‌‌que‌                           

el‌ ‌gen‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌vinculina‌ ‌(VCL)‌ ‌es‌‌un‌‌gen‌‌blanco‌‌de‌‌esta‌‌maquinaria‌‌transcripcional‌‌                             

(Philippar‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2004).‌ ‌Al‌ ‌aumentar‌ ‌su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌ ‌ante‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌‌                         

citoesqueleto‌‌en‌‌respuesta‌‌a‌‌la‌‌rigidez,‌‌los‌‌monómeros‌‌de‌‌actina‌‌disponibles‌‌disminuyen‌‌y‌‌                         

estos‌ ‌son‌ ‌los‌ ‌que‌ ‌normalmente‌ ‌bloquean‌ ‌su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌ ‌(Olson‌‌&‌‌Nordheim,‌‌                       

2010).‌ ‌ ‌   

‌ 

‌ 

‌ 
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Tabla‌ ‌1.‌ ‌Respuesta‌ ‌de‌ ‌vinculina,‌ ‌paxilina‌ ‌y‌ ‌talina‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato.‌‌ ‌  

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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Proteína‌ ‌  Células‌  Sustrato‌ ‌  Cambios‌ ‌conforme‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌  Referencias‌ ‌ 

Vinculina‌ 

BMSC,‌‌ 
MEFs‌ ‌ 

PDMS‌ ‌(46‌ ‌kPa‌ ‌vs‌‌ 
1,014‌ ‌kPa);‌ ‌PAA‌ ‌(3.8‌‌ 

vs‌ ‌43‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Regulación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína:‌ ‌ 
Aumento‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌en‌‌ 

lisados‌ ‌celulares‌ ‌totales.‌ ‌ 
(Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014;‌ 

Zhang‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019)‌ 

BMSC,‌‌ 
MEFs,‌ 
hMSCs‌ ‌ 

PDMS‌ ‌(46‌ ‌kPa‌ ‌vs‌‌ 
1,014‌ ‌kPa);‌ ‌PAA‌ ‌(3‌‌ 

vs‌ ‌14‌ ‌kPa);‌ ‌PCL‌ ‌(0.9‌‌ 
vs.‌ ‌133‌ ‌MPa)‌ ‌ 

Mayor‌ ‌reclutamiento‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌periferia‌‌ 
celular‌ ‌ 

(Van‌ ‌Tam‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012;‌‌ 
Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014;‌ ‌C.‌‌ 

Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019;‌ ‌D.‌ ‌W.‌‌ 
Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ 

MEFs,‌ 
3T3L1‌ ‌ 

PAA‌ ‌(3.8‌ ‌vs‌ ‌25‌ ‌kPa);‌‌ 
(8‌ ‌vs‌ ‌100‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Tasa‌ ‌de‌ ‌recuperación‌ ‌de‌ ‌fluorescencia‌‌ 
más‌ ‌alta‌ ‌(FRAP)‌ ‌ 

(Stutchbury‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017;‌ ‌D.‌ 
W.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ 

MEFs‌ ‌ 

Micropostes‌ ‌de‌‌ 
PDMS‌ ‌para‌‌ 

microscopía‌ ‌de‌‌ 
fuerzas‌ ‌de‌ ‌tracción‌‌ ‌  

Conformación‌ ‌activa‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌molécula‌‌ 
(despliegue‌ ‌de‌ ‌Vh‌ ‌con‌ ‌Vt)‌ ‌aumenta‌ ‌las‌‌ 
fuerzas‌ ‌de‌ ‌tracción‌ ‌ejercidas‌ ‌al‌ ‌sustrato‌ 

(Dumbauld‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2013)‌ ‌ 

MEFs‌ ‌  PAA‌ ‌(18‌ ‌kPa‌ ‌vs‌‌ 
vidrio)‌ ‌ 

Fosforilación‌ ‌en‌ ‌Y100/1065‌‌ 
indispensable‌ ‌para‌ ‌su‌ ‌completa‌‌ 

activación‌ ‌y‌ ‌transmisión‌ ‌de‌ ‌esfuerzos‌ ‌ 
(Omachi‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ ‌ 

Paxilina‌ ‌ 

hSCAPs‌ 
PDMS‌ ‌(1000‌ ‌vs‌ ‌500‌‌ 

kPa)‌ ‌ 

Regulación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína:‌ ‌ 
Aumento‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌en‌‌ 

lisados‌ ‌celulares‌ ‌totales.‌ ‌ 
(C.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020)‌ ‌ 

MEFs‌ ‌ 
PAA‌ ‌(3.8‌ ‌vs‌ ‌25‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Sin‌ ‌regulación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌‌ 
proteína.‌ ‌  (Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014)‌ 

hSCAPs‌  PDMS‌ ‌(1000‌ ‌vs‌ ‌500‌‌ 
kPa)‌ ‌ 

Mayor‌ ‌reclutamiento‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌periferia‌‌ 
celular‌ ‌ 

(C.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020)‌ ‌ 

MEFs,‌ 
hMSCs‌ ‌ 

PDMS‌ ‌(3‌ ‌vs‌ ‌14‌ ‌kPa);‌‌ 
PCL‌ ‌(0.9‌ ‌vs.‌ ‌133‌‌ 

MPa)‌ ‌ 
Sin‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌  (D.‌ ‌W.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017;‌‌ 

Stutchbury‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ 

MEFs‌ ‌ 
PAA‌ ‌(3.8‌ ‌vs‌ ‌25‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Tasa‌ ‌de‌ ‌recuperación‌ ‌de‌ ‌fluorescencia‌‌ 
más‌ ‌baja‌ ‌(FRAP)‌ ‌  (Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014)‌ 

MEFs,‌ 
3T3‌ ‌ 

PDMS‌ ‌(3‌ ‌vs‌ ‌14‌ ‌kPa);‌‌ 
PAA‌ ‌(8‌ ‌vs‌ ‌100‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Sin‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌tasa‌ ‌de‌ ‌recuperación‌‌ 
de‌ ‌fluorescencia‌ ‌ 

(Stutchbury‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017;‌ ‌D.‌ 
W.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ 

3T3‌ ‌ 
PAA‌ ‌(8‌ ‌vs‌ ‌100‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Aumenta‌ ‌el‌ ‌radio‌ ‌de‌ ‌p-paxilina/paxilina‌‌ 
total‌ ‌  (Stutchbury‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ 

Talina‌ ‌ 

MEFs,‌ 
hMSCs‌ ‌ 

PDMS‌ ‌(3‌ ‌vs‌ ‌14‌ ‌kPa);‌‌ 
PCL‌ ‌(0.9‌ ‌vs.‌ ‌133‌‌ 

MPa)‌ ‌ 

Sin‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌en‌ ‌la‌‌ 
periferia‌ ‌celular‌ ‌ 

(Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014;‌ 
Van‌ ‌Tam‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012)‌ 

3T3‌ ‌ 
PAA‌ ‌(8‌ ‌vs‌ ‌100‌ ‌kPa)‌ ‌ 

Tasa‌ ‌de‌ ‌recuperación‌ ‌de‌ ‌fluorescencia‌‌ 
más‌ ‌alta‌ ‌(FRAP)‌ ‌  (Stutchbury‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017)‌ 

HEK239‌  PAA‌ ‌(0.5‌ ‌vs‌ ‌25‌ ‌kPa)‌ ‌ 
Regulación‌ ‌conformacional:‌ ‌Despliegue‌‌ 

de‌ ‌la‌ ‌molécula‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌sus‌ ‌13‌ ‌dominios‌‌ 
tipo‌ ‌rod.‌ ‌ 

(Austen‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2015;‌ ‌Yao‌‌ 
et‌ ‌al.,‌ ‌2016)‌ ‌ 



‌ 

3.‌ ‌JUSTIFICACIÓN‌‌ ‌  

La‌ ‌mayoría‌ ‌del‌ ‌conocimiento‌ ‌recabado,‌ ‌relacionado‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌reconocimiento‌ ‌de‌ ‌las‌‌                     

células‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌matriz‌ ‌extracelular‌ ‌circundante,‌ ‌ha‌ ‌sido‌ ‌obtenido‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌totalmente‌‌                       

ajenas‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌físicas‌ ‌(mecánicas)‌ ‌y‌ ‌bioquímicas‌ ‌presentes‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌diferentes‌‌                       

tejidos‌‌del‌‌cuerpo‌‌humano.‌‌El‌‌desarrollo‌‌embrionario,‌‌la‌‌organogénesis,‌‌la‌‌homeostasis‌‌y‌‌el‌‌                         

envejecimiento‌ ‌son‌ ‌procesos‌ ‌fisiológicos‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌basan‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌relación‌ ‌intrínseca‌ ‌de‌ ‌las‌‌                         

células‌ ‌y‌ ‌su‌ ‌MEC‌ ‌circundante.‌ ‌Las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌ayudan‌ ‌a‌ ‌mantener‌ ‌esta‌‌                       

comunicación;‌ ‌internalizan‌ ‌y‌ ‌propagan‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌bioquímicas‌ ‌y‌‌mecánicas‌‌del‌‌medio‌‌en‌‌                       

diferentes‌ ‌respuestas‌ ‌intracelulares.‌ ‌Cualquier‌ ‌anormalidad‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌comunicación‌ ‌con‌ ‌el‌‌                   

exterior,‌ ‌puede‌ ‌estar‌ ‌relacionada‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌falta‌ ‌de‌ ‌control‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌quiescencia‌ ‌celular,‌ ‌la‌‌                           

reparación‌ ‌de‌ ‌tejidos,‌ ‌la‌ ‌proliferación‌ ‌de‌ ‌células‌ ‌progenitoras‌ ‌y‌ ‌la‌ ‌regulación‌ ‌de‌‌procesos‌‌                         

inflamatorios‌‌que‌‌podrían‌‌participar‌‌en‌‌la‌‌generación‌‌de‌‌patologías‌‌tales‌‌como‌‌el‌‌cáncer,‌‌la‌‌                           

fibrosis‌ ‌o‌ ‌enfermedades‌ ‌autoinmunes.‌ ‌Debido‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌insuficiencia‌ ‌de‌ ‌estudios‌ ‌de‌ ‌los‌                       

complejos‌‌de‌‌AF‌‌en‌‌modelos‌‌con‌‌características‌‌fisicoquímicas‌‌y‌‌fisiopatológicas,‌‌hace‌‌falta‌‌                       

identificar‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌reclutados‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌AF‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌propiedades‌ ‌de‌ ‌la‌‌                         

matriz‌‌extracelular‌‌en‌‌la‌‌que‌‌se‌‌encuentran‌‌las‌‌células‌‌como‌‌la‌‌rigidez,‌‌la‌‌cual‌‌es‌‌específica,‌‌                               

de‌ ‌acuerdo‌ ‌al‌ ‌tejido‌‌y‌‌que‌‌puede‌‌cambiar‌‌en‌‌el‌‌tiempo.‌‌Conocer‌‌estos‌‌cambios‌‌ayudará‌‌a‌‌                               

entender‌ ‌con‌ ‌mayor‌ ‌claridad‌ ‌las‌ ‌respuestas‌ ‌celulares‌ ‌ante‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌mecánicas‌ ‌del‌‌                       

medio,‌‌en‌‌contextos‌‌sanos‌‌y‌‌patológicos,‌‌donde‌‌se‌‌ven‌‌alteradas.‌‌A‌‌su‌‌vez,‌‌esclarecer‌‌los‌‌                             

mecanismos‌ ‌de‌ ‌mecanotransducción‌ ‌de‌ ‌señales‌ ‌ayudará‌ ‌a‌ ‌elaborar‌ ‌mejores‌ ‌modelos‌‌                   

biomiméticos‌ ‌que‌ ‌permitan‌ ‌el‌ ‌desarrollo‌ ‌de‌ ‌estrategias‌ ‌terapéuticas.‌‌ ‌  

‌ 

‌ 

4.‌ ‌HIPÓTESIS‌ ‌ 
‌ 

Se‌ ‌sabe‌‌que‌‌las‌‌adhesiones‌‌focales‌‌son‌‌complejos‌‌proteicos‌‌mecanosensibles‌‌que‌‌                     

conectan‌ ‌la‌ ‌matriz‌ ‌extracelular‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌interior‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌‌activando‌‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌                           

diferentes‌ ‌proteínas‌ ‌intracelulares‌ ‌que‌ ‌regulan‌ ‌distintos‌ ‌procesos‌ ‌celulares.‌ ‌Por‌ ‌lo‌ ‌tanto,‌‌                     

cambios‌‌en‌‌las‌‌propiedades‌‌mecánicas‌‌del‌‌medio‌‌extracelular,‌‌como‌‌la‌‌rigidez,‌‌fomentarán‌‌                       

diferentes‌ ‌complejos‌ ‌proteicos‌ ‌que‌ ‌le‌ ‌permitan‌ ‌regular‌ ‌de‌‌manera‌‌particular‌‌los‌‌diferentes‌‌                       

procesos‌ ‌celulares.‌‌ ‌  

‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 

‌ 
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‌ 

5.‌ ‌OBJETIVOS‌ ‌ 
‌ 

5.1‌ ‌‌Objetivo‌ ‌general‌ ‌ 
‌ 

Identificar‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌proteicos‌ ‌asociados‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌‌                     

paxilina,‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌hidrogeles‌ ‌rígidos‌‌(20‌‌kPa)‌‌y‌‌                         

suaves‌‌(1‌‌kPa)‌‌para‌‌conocer‌‌los‌‌cambios‌‌en‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌mediados‌‌                           

por‌ ‌estímulos‌ ‌mecánicos.‌ ‌ 

‌ 

5.2‌ ‌‌Objetivos‌ ‌particulares‌ ‌ 
‌ 

1. Caracterizar‌ ‌los‌ ‌cultivos‌ ‌con‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌‌                     

rigidez‌ ‌controlada‌ ‌(suave‌ ‌y‌ ‌rígido).‌‌ ‌  

2. Identificar‌‌las‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina‌‌en‌‌cultivos‌‌                       

de‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón.‌ ‌ 

3. Detectar‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌paxilina‌ ‌en‌‌                     

fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌cultivados‌‌en‌‌hidrogeles‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌rígidos‌‌                   

(20‌ ‌kPa)‌ ‌y‌ ‌suaves‌ ‌(1‌ ‌kPa).‌‌ ‌  

4. Realizar‌ ‌la‌ ‌búsqueda‌ ‌bibliográfica‌ ‌de‌ ‌dominios‌ ‌y‌ ‌motivos‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌de‌‌                     

adhesiones‌ ‌focales‌ ‌mecanosensibles‌ ‌con‌ ‌potencial‌ ‌de‌ ‌interacción‌ ‌a‌ ‌adhesiones‌                 

focal‌ ‌o‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌actina.‌‌ ‌  

‌ 

‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
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6.‌ ‌DISEÑO‌ ‌EXPERIMENTAL‌ ‌Y‌ ‌MÉTODOS‌ ‌ 
‌ 

6.1‌ ‌‌Caracterizar‌ ‌los‌ ‌cultivos‌ ‌con‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌‌                       

rigidez‌ ‌controlada‌ ‌(suave‌ ‌y‌ ‌rígido).‌‌ ‌  

‌ 

Se‌‌establecieron‌‌los‌‌cultivos‌‌de‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌en‌‌condiciones‌‌de‌‌rigidez‌‌                         

controlada‌ ‌(suave‌ ‌y‌ ‌rígido)‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌del‌ ‌siguiente‌ ‌diseño‌ ‌experimental‌ ‌(Diagrama‌ ‌1).‌‌ ‌  

‌ 

Diagrama‌ ‌1.‌ ‌Diseño‌ ‌experimental‌ ‌para‌ ‌resolver‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌particular‌ ‌1.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

Se‌‌utilizaron‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌la‌‌línea‌‌inmortalizada‌‌3T3-L1‌‌y‌‌se‌‌mantuvieron‌‌en‌‌                         

cajas‌ ‌petri.‌ ‌Posterior‌ ‌a‌ ‌ello,‌ ‌se‌ ‌recubrieron‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌con‌ ‌colágena‌ ‌I‌ ‌en‌ ‌la‌‌                             

superficie‌‌y‌‌se‌‌fabricaron‌‌hidrogeles‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌(HGs‌‌de‌‌PAA)‌‌con‌‌un‌‌módulo‌‌elástico‌‌                           

de‌‌0.5,‌‌1,‌‌5,‌‌20‌‌y‌‌40‌‌kPa‌‌recubiertos‌‌con‌‌colágena‌‌I‌‌sobre‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌‌redondos‌‌                                 

(20‌ ‌mm‌ ‌de‌ ‌diámetro)‌ ‌previamente‌ ‌tratados‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌superficie‌ ‌para‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌que‌ ‌la‌‌                             

poliacrilamida‌ ‌quede‌ ‌adherida‌ ‌covalentemente‌ ‌al‌ ‌cubreobjetos‌  ‌(ver‌ ‌métodos).‌‌ ‌  

‌ 

En‌ ‌ambos‌ ‌tipos‌ ‌de‌ ‌sustratos‌ ‌(cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌‌e‌‌HGs‌‌de‌‌PAA)‌‌se‌‌cultivaron‌‌1.5x10‌4‌ ‌                             

fibroblastos,‌‌y‌‌se‌‌mantuvieron‌‌por‌‌24‌‌h‌‌de‌‌cultivo.‌‌Después‌‌de‌‌este‌‌tiempo,‌‌los‌‌fibroblastos‌‌                             

fueron‌ ‌fijados‌ ‌al‌ ‌sustrato‌ ‌con‌ ‌paraformaldehído‌ ‌(PFA‌ ‌4%),‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌posteriormente‌ ‌la‌‌                       

permeabilización‌‌de‌‌su‌‌membrana‌‌celular‌‌y‌‌el‌‌bloqueo‌‌de‌‌uniones‌‌inespecíficas.‌‌En‌‌el‌‌caso‌‌                           

del‌ ‌marcaje‌ ‌fluorescente‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌F-actina‌ ‌y‌ ‌el‌ ‌núcleo‌ ‌celular,‌ ‌se‌ ‌incubaron‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌con‌‌                             

Alexa-488-Faloidina‌ ‌y‌ ‌posteriormente‌ ‌con‌ ‌DAPI.‌‌Tras‌‌la‌‌obtención‌‌del‌‌marcaje,‌‌las‌‌células‌‌                       

fueron‌ ‌montadas‌ ‌para‌ ‌su‌ ‌posterior‌ ‌observación‌ ‌y‌ ‌toma‌ ‌de‌ ‌fotografías‌ ‌en‌ ‌microscopía‌ ‌de‌‌                         

epifluorescencia.‌‌Finalmente,‌‌las‌‌imágenes‌‌obtenidas‌‌fueron‌‌utilizadas‌‌para‌‌la‌‌cuantificación‌‌                   

del‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento‌ ‌y‌ ‌circularidad‌ ‌celular.‌ ‌ 

‌ 

Por‌‌otra‌‌parte,‌‌para‌‌el‌‌marcaje‌‌fluorescente‌‌de‌‌los‌‌cofactores‌‌transcripcionales‌‌YAP/TAZ,‌‌se‌‌                         

utilizaron‌‌las‌‌células,‌‌fijadas‌‌con‌‌PFA‌‌cuya‌‌membrana‌‌fue‌‌permeabilizada,‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌                       

HGs‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌1‌‌kPa‌‌(suave)‌‌y‌‌40‌‌kPa‌‌(rígido).‌‌Estas‌‌fueron‌‌incubados‌‌con‌‌un‌‌anticuerpo‌‌                                 

primario‌‌específico‌‌para‌‌YAP/TAZ‌‌y‌‌posteriormente‌‌al‌‌anticuerpo‌‌secundario‌‌acoplados‌‌a‌‌un‌‌                       

fluorocromo.‌ ‌Las‌ ‌muestras‌ ‌fueron‌ ‌montadas‌ ‌para‌ ‌su‌ ‌posterior‌ ‌observación‌ ‌y‌ ‌toma‌ ‌de‌‌                       

fotografías‌ ‌en‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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6.2‌‌‌Identificación‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌                         

ratón‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌celular‌ ‌estándar.‌‌ ‌  

‌ 

La‌‌identificación‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina,‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌                         

ratón‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌placas‌ ‌de‌ ‌poliestireno‌ ‌cargadas‌ ‌negativamente‌ ‌se‌ ‌realizó‌‌a‌‌través‌‌del‌‌                         

siguiente‌ ‌diseño‌ ‌experimental:‌‌ ‌  

‌ 

Diagrama‌ ‌2.‌ ‌Diseño‌ ‌experimental‌ ‌para‌ ‌resolver‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌particular‌ ‌2.‌ ‌ 
‌ 

‌ 

Se‌ ‌cultivaron‌ ‌1.5X10‌4‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌primarios‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌línea‌‌                       

inmortalizada‌ ‌3T3-L1‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌medios‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌correspondientes‌ ‌(ver‌ ‌métodos)‌ ‌sobre‌‌                     

cubreobjetos‌‌redondos‌‌de‌‌vidrio‌‌(20‌‌mm‌‌de‌‌diámetro)‌‌recubiertos‌‌con‌‌colágena‌‌tipo‌‌I‌‌en‌‌la‌‌                             

superficie‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌por‌ ‌inmunofluorescencia.‌ ‌En‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌por‌‌                         

inmunoblot,‌‌se‌‌utilizaron‌‌cultivos‌‌de‌‌fibroblastos‌‌confluentes‌‌(aproximadamente‌‌de‌‌un‌‌80%)‌‌                     

en‌ ‌cajas‌ ‌petri‌ ‌de‌ ‌poliestireno‌ ‌tratado‌ ‌(TCPD,‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés)‌ ‌de‌ ‌100‌ ‌mm‌ ‌de‌‌                               

diámetro.‌‌ ‌  

‌ 
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‌ 

En‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌la‌‌detección‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌por‌‌inmunofluorescencia,‌‌                           

los‌ ‌fibroblastos‌ ‌cultivados‌ ‌fueron‌ ‌fijados‌ ‌al‌ ‌cubreobjetos,‌ ‌de‌ ‌modo‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌permitió‌ ‌la‌‌                         

permeabilización‌‌de‌‌su‌‌membrana‌‌celular‌‌y‌‌el‌‌bloqueo‌‌de‌‌uniones‌‌inespecíficas‌‌para‌‌luego‌‌                         

poder‌ ‌incubar‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌anticuerpos‌ ‌primarios‌ ‌específicos‌‌y‌‌los‌‌secundarios‌‌acoplados‌‌a‌‌un‌‌                         

fluorocromo.‌ ‌Asimismo,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌el‌ ‌marcaje‌ ‌de‌ ‌fibras‌ ‌de‌ ‌estrés‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌y‌ ‌el‌ ‌núcleo‌‌                             

celular.‌‌Las‌‌muestras‌‌fueron‌‌montadas‌‌para‌‌su‌‌posterior‌‌observación‌‌y‌‌toma‌‌de‌‌fotografías‌‌                         

en‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia.‌ ‌ 

‌ 

Para‌‌realizar‌‌el‌‌inmunoblot,‌‌se‌‌utilizaron‌‌lisados‌‌celulares‌‌totales‌‌provenientes‌‌de‌‌las‌‌cajas‌                         

de‌ ‌poliestireno.‌ ‌Estos‌ ‌fueron‌ ‌cuantificados‌ ‌por‌ ‌el‌ ‌método‌ ‌de‌‌Lowry.‌‌Los‌‌lisados‌‌totales‌‌se‌‌                           

resolvieron‌ ‌por‌ ‌electroforesis‌ ‌de‌ ‌proteínas.‌ ‌La‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌se‌ ‌hizo‌ ‌por‌‌                         

anticuerpos‌ ‌específicos‌ ‌contra‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌paxilina,‌ ‌y‌ ‌anticuerpos‌ ‌secundarios‌‌                   

acoplados‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌peroxidasa‌ ‌de‌ ‌rábano‌ ‌(HRP)‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌‌                           

específicas‌ ‌por‌ ‌quimioluminiscencia.‌ ‌  

‌ 

‌ 
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‌ 

6.3.‌ ‌Detectar‌ ‌las‌‌proteínas‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌                         

cultivados‌ ‌en‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada.‌ ‌ 

‌ 

La‌ ‌detección‌‌de‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌cultivados‌‌                         

en‌‌hidrogeles‌‌de‌‌poliacrilamida,‌‌con‌‌1‌‌kPa‌‌y‌‌20‌‌kPa‌‌de‌‌rigidez,‌‌se‌‌llevó‌‌a‌‌cabo‌‌a‌‌través‌‌del‌‌                                     

siguiente‌ ‌diseño‌ ‌experimental:‌‌ ‌  
‌ 

Diagrama‌ ‌3.‌ ‌Diseño‌ ‌experimental‌ ‌para‌ ‌resolver‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌particular‌ ‌3.‌ ‌ 
‌ 

‌ 
‌ 
‌ 

Para‌ ‌controlar‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato,‌ ‌se‌ ‌elaboraron‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌‌poliacrilamida‌‌descritos‌‌                       

previamente.‌ ‌Para‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌por‌ ‌inmunofluorescencia‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌fueron‌‌                     

tratadas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌misma‌ ‌manera‌‌que‌‌en‌‌la‌‌detección‌‌en‌‌cubreobjetos‌‌(arriba‌‌descrito).‌‌Por‌‌lo‌‌                             

que‌ ‌fueron‌ ‌fijadas‌‌con‌‌paraformaldehído‌‌y‌‌se‌‌permeabilizó‌‌su‌‌membrana‌‌celular‌‌con‌‌tritón‌‌                         

para‌ ‌poder‌ ‌agregar‌ ‌los‌ ‌anticuerpos‌ ‌y‌ ‌marcadores‌ ‌de‌ ‌F-actina‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌núcleo.‌ ‌Al‌‌                           

finalizar‌‌se‌‌montaron‌‌en‌‌cubreobjetos‌‌rectangulares‌‌debido‌‌al‌‌grosor‌‌de‌‌los‌‌hidrogeles;‌‌esto‌‌                         

‌ 
53‌ ‌ 



‌ 

para‌‌que‌‌fuera‌‌posible‌‌su‌‌observación‌‌al‌‌microscopio‌‌en‌‌objetivos‌‌mayores‌‌a‌‌40x‌‌debido‌‌a‌‌                             

que‌ ‌la‌ ‌distancia‌ ‌de‌ ‌trabajo‌ ‌está‌ ‌ajustada‌ ‌al‌ ‌grosor‌ ‌de‌ ‌cualquier‌ ‌cubreobjetos.‌ ‌ 

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌por‌ ‌inmunoblot‌ ‌se‌ ‌utilizaron‌ ‌4‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌para‌ ‌la‌‌                               

obtención‌ ‌de‌ ‌un‌ ‌lisado‌‌celular‌‌por‌‌condición,‌‌esto‌‌debido‌‌a‌‌que‌‌la‌‌cantidad‌‌de‌‌proteína‌‌es‌‌                               

mínima‌ ‌por‌ ‌cubreobjeto.‌ ‌Una‌ ‌vez‌ ‌obtenido,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌el‌ ‌mismo‌ ‌proceso‌ ‌descrito‌ ‌en‌ ‌la‌‌                           

detección‌ ‌en‌ ‌cajas‌ ‌de‌ ‌poliestireno‌ ‌(descrito‌ ‌previamente).‌‌ ‌  

‌ 

6.4‌‌ ‌‌Métodos‌ ‌ 

‌ 

6.4.1‌ ‌Cultivo‌ ‌celular‌‌ ‌  
Se‌‌obtuvo‌‌la‌‌línea‌‌celular‌‌de‌‌fibroblastos‌‌inmortalizados‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌3T3-L1‌‌de‌‌la‌‌                           

American‌ ‌Type‌ ‌Culture‌ ‌Collection‌ ‌(ATCC®‌ ‌CL-173™)‌ ‌para‌ ‌detectar‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌‌                     

adhesiones‌ ‌focales.‌ ‌Además‌ ‌se‌ ‌utilizaron‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌primarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌‌                   

(MEFs)‌ ‌de‌ ‌13.5‌ ‌días‌ ‌de‌ ‌gestación‌ ‌donados‌ ‌por‌ ‌el‌ ‌Dr.‌ ‌Alejandro‌ ‌Cabrera‌ ‌Wrooman‌ ‌del‌‌                           

Instituto‌ ‌Nacional‌ ‌de‌ ‌Rehabilitación.‌ ‌ 

‌ 

Los‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌ ‌fueron‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌medio‌ ‌DMEM‌ ‌bajo‌ ‌en‌ ‌glucosa‌ ‌(Gibco,‌‌                       

31600-034),‌ ‌suplementado‌ ‌con‌ ‌10%‌ ‌de‌ ‌suero‌ ‌bovino‌ ‌fetal‌ ‌‌(Sigma-Aldrich,‌ ‌F2442)‌ ‌y‌ ‌1%‌ ‌de‌‌                         

Penicilina/Estreptomicina‌ ‌(Gibco,‌ ‌‌15140-122)‌.‌‌Los‌‌MEFs‌‌se‌‌cultivaron‌‌en‌‌medio‌‌DMEM‌‌alto‌‌                     

en‌ ‌glucosa‌ ‌‌(Gibco,‌ ‌12800-017)‌ ‌suplementado‌ ‌con‌ ‌10%‌ ‌de‌ ‌suero‌ ‌bovino‌ ‌fetal,‌ ‌1%‌ ‌de‌‌                         

Penicilina/Estreptomicina,‌‌2%‌‌de‌‌anfotericina‌‌0.25‌‌mg/mL‌‌‌(G‌ibco.‌‌‌15290-026),‌‌‌también‌‌se‌‌le‌‌                     

adicionó‌‌1%‌‌de‌‌L-glutamina‌‌[2‌‌mM].‌‌Los‌‌fibroblastos‌‌3T3-L1‌‌se‌‌mantuvieron‌‌en‌‌cajas‌‌Petri‌‌                           

de‌ ‌poliestireno‌ ‌de‌‌100‌‌mm‌‌de‌‌diámetro‌‌tratadas‌‌para‌‌cultivo‌‌celular.‌‌Se‌‌resembraron‌‌cada‌‌                           

tercer‌‌día‌‌a‌‌una‌‌dilución‌‌1:4.‌‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌los‌‌MEFs‌‌se‌‌preservaron‌‌en‌‌las‌‌mismas‌‌cajas‌‌                                 

de‌ ‌cultivo,‌ ‌pero‌ ‌recubiertas‌ ‌con‌ ‌gelatina‌ ‌porcina‌ ‌(Sigma‌ ‌Aldrich,‌ ‌no.‌ ‌G2500)‌ ‌al‌ ‌0.5%‌ ‌en‌‌                           

agua‌ ‌desionizada.‌ ‌Estas‌ ‌placas‌ ‌fueron‌ ‌recubiertas‌ ‌con‌ ‌gelatina,‌ ‌estérill‌ ‌por‌ ‌autoclave,‌‌                     

durante‌ ‌30‌ ‌min‌ ‌a‌ ‌37°C‌ ‌antes‌ ‌de‌ ‌su‌ ‌siembra.‌‌Los‌‌cultivos‌‌de‌‌MEFs‌‌se‌‌re-sembraron‌‌cada‌‌                               

cuatro‌ ‌días‌ ‌a‌ ‌una‌ ‌dilución‌ ‌1:3.‌ ‌La‌ ‌resiembras‌ ‌se‌ ‌realizaron‌ ‌con‌ ‌tripsina‌ ‌al‌ ‌0.25%‌ ‌‌(Sigma‌‌                             

Aldrich,‌‌T4799-25G)‌ ‌en‌‌medio‌‌DMEM‌‌bajo‌‌en‌‌glucosa.‌‌Ambos‌‌tipos‌‌celulares‌‌se‌‌mantuvieron‌‌                         

en‌ ‌condiciones‌ ‌estándar‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌a‌ ‌37°C,‌ ‌5%‌ ‌de‌ ‌CO2‌ ‌y‌ ‌99%‌ ‌de‌ ‌humedad.‌ ‌ 

‌ 
6.4.2‌ ‌Hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌con‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌‌  

Se‌ ‌elaboraron‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌(HGs‌ ‌de‌ ‌PAA)‌ ‌con‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌ ‌para‌‌                       

detectar‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌forman‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌‌                         

sustratos‌ ‌rígidos‌ ‌y‌ ‌suaves.‌ ‌El‌ ‌procedimiento‌ ‌requiere‌ ‌de‌ ‌cuatro‌ ‌etapas‌ ‌distintas:‌ ‌la‌‌                       

‌ 
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‌ 

funcionalización‌‌de‌‌cubreobjetos‌‌que‌‌permita‌‌la‌‌adherencia‌‌del‌‌HG‌‌al‌‌vidrio,‌‌la‌‌silanización‌‌                         

de‌ ‌portaobjetos‌ ‌para‌ ‌evitar‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌peguen‌ ‌los‌‌HGs‌‌a‌‌esta‌‌superficie‌‌durante‌‌el‌‌proceso‌‌y‌‌                               

propiamente‌ ‌la‌ ‌polimerización‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌HGs.‌ ‌Al‌ ‌finalizar‌ ‌estos‌ ‌pasos,‌ ‌se‌ ‌realiza‌ ‌el‌‌                         

fotoentrecruzamiento‌‌de‌‌la‌‌proteína‌‌colágena‌‌I‌‌al‌‌hidrogel‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌para‌‌permitir‌‌la‌‌                         

adhesión‌ ‌celular.‌ ‌ 

‌ 

6.4.3‌ ‌Funcionalización‌ ‌de‌ ‌cubreobjetos‌ ‌ 

Basándose‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌procedimiento‌ ‌publicado‌ ‌por‌ ‌Cretu‌ ‌y‌ ‌colaboradores‌ ‌en‌ ‌2010‌ ‌(Cretu,‌‌                       

Castagnino,‌ ‌&‌ ‌Assoian,‌ ‌2010)‌ ‌se‌ ‌funcionalizaron‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌de‌ ‌20‌ ‌mm‌ ‌de‌‌                         

diámetro‌ ‌para‌ ‌permitir‌ ‌la‌ ‌adherencia‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌HGs‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio.‌ ‌A‌ ‌cada‌‌                             

cubreobjeto‌ ‌se‌ ‌le‌ ‌añadió‌ ‌1‌ ‌mL‌ ‌de‌ ‌NaOH‌ ‌0.1‌ ‌M‌ ‌durante‌ ‌3‌ ‌min,‌ ‌terminado‌ ‌el‌ ‌tiempo,‌ ‌se‌‌                                 

añadieron‌ ‌300‌ ‌µL‌ ‌de‌‌APTES‌‌(3-Aminopropyl)triethoxysilane‌‌‌(Sigma-Aldrich,‌‌440140)‌‌‌durante‌‌                 

3‌ ‌min‌ ‌adicionales.‌ ‌Al‌ ‌finalizar‌ ‌estos‌ ‌tiempos‌ ‌se‌ ‌realizaron‌ ‌3‌ ‌enjuagues‌ ‌y‌ ‌3‌‌lavados‌‌de‌‌10‌‌                               

min‌ ‌con‌ ‌agua‌ ‌destilada.‌ ‌Posteriormente,‌ ‌se‌ ‌añadió‌ ‌1‌ ‌mL‌ ‌de‌ ‌glutaraldehído‌ ‌(‌Sigma-Aldrich‌‌                       

G7651‌)‌‌0.5%‌‌en‌‌agua‌‌desionizada‌‌durante‌‌30‌‌min.‌‌De‌‌este‌‌modo,‌‌el‌‌APTES‌‌reacciona‌‌con‌‌                             

la‌‌superficie‌‌del‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌‌oxidada‌‌por‌‌el‌‌NaOH‌‌para‌‌dejar‌‌un‌‌grupo‌‌amino‌‌libre‌‌                               

(NH‌2‌)‌ ‌‌que‌ ‌posteriormente‌ ‌reacciona‌ ‌con‌ ‌uno‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌dos‌ ‌grupos‌ ‌aldehídos‌ ‌(CHO)‌ ‌del‌‌                         

glutaraldehído,‌ ‌el‌ ‌cual‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌vez‌ ‌genera‌ ‌un‌ ‌segundo‌ ‌grupo‌ ‌aldehído‌ ‌libre‌ ‌que‌ ‌reaccionará‌‌                           

con‌ ‌los‌ ‌grupos‌ ‌amida‌ ‌(CONH‌2‌)‌ ‌del‌ ‌HG‌ ‌de‌ ‌PAA.‌‌Por‌‌último,‌‌se‌‌realizaron‌‌3‌‌lavados‌‌de‌‌10‌‌                                 

min‌‌con‌‌agua‌‌destilada‌‌y‌‌se‌‌secaron‌‌por‌‌completo.‌‌Se‌‌guardaron‌‌para‌‌su‌‌uso‌‌hasta‌‌máximo‌‌                               

1‌ ‌semana.‌ ‌ 

‌ 

6.4.4‌ ‌Silanización‌ ‌de‌ ‌portaobjetos‌ ‌ 

Los‌ ‌portaobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌‌fueron‌‌tratados‌‌con‌‌diclorodimetilsilano‌‌(DCDMS)‌‌‌(Sigma-Aldrich,‌‌                   

440272-100ML)‌ ‌para‌‌generar‌‌una‌‌superficie‌‌hidrofóbica‌‌en‌‌donde‌‌posteriormente‌‌se‌‌permita‌‌                     

la‌ ‌elaboración‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌HGs‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌cubreobjetos‌ ‌preparados..‌ ‌El‌ ‌vidrio‌ ‌fue‌ ‌previamente‌‌                         

limpiado‌‌con‌‌isopropanol‌‌y‌‌secado‌‌para‌‌después‌‌tratarlo‌‌‌overnight‌‌con‌‌el‌‌DCDMS‌‌mediante‌‌                         

evaporación.‌‌Pasado‌‌el‌‌tiempo‌‌y‌‌con‌‌la‌‌ventilación‌‌adecuada,‌‌se‌‌dejaron‌‌secar‌‌previamente‌‌                         

a‌ ‌su‌ ‌uso.‌‌ ‌  

‌ 

6.4.5‌ ‌Polimerización‌ ‌de‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌ 

Para‌‌la‌‌elaboración‌‌de‌‌HGs,‌‌se‌‌siguió‌‌el‌‌procedimiento‌‌publicado‌‌por‌‌Tse‌‌y‌‌Engler‌‌en‌‌2010‌‌                               

en‌ ‌los‌ ‌cubreobjetos‌ ‌previamente‌ ‌funcionalizados‌ ‌(Tse‌ ‌&‌ ‌Engler,‌ ‌2010).‌ ‌Para‌ ‌obtener‌ ‌la‌‌                       

rigidez‌‌deseada,‌‌se‌‌utilizaron‌‌diferentes‌‌cantidades‌‌de‌‌agua‌‌desionizada,‌‌acrilamida‌‌al‌‌40%,‌‌                       

que‌ ‌es‌ ‌el‌ ‌monómero‌ ‌de‌ ‌esta‌ ‌polimerización‌ ‌‌(Sigma‌ ‌Aldrich,‌ ‌A4058-100ML)‌,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌la‌‌                           
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‌ 

bisacrilamida‌ ‌al‌ ‌2%‌ ‌‌(Sigma‌ ‌Aldrich,‌ ‌no.‌ ‌M1533-100ML)‌,‌‌que‌‌funciona‌‌como‌‌entrecruzador‌‌de‌‌                       

los‌‌monómeros‌‌de‌‌acrilamida‌‌en‌‌la‌‌reacción.‌ ‌Ambas‌‌fueron‌‌desgasificadas‌‌durante‌‌15‌‌min‌‌                         

al‌‌vacío‌‌ya‌‌que‌‌el‌‌oxígeno‌‌puede‌‌inhibir‌‌la‌‌reacción.‌‌La‌‌polimerización‌‌de‌‌los‌‌HGs‌‌se‌‌llevó‌‌a‌‌                                   

cabo‌ ‌con‌ ‌persulfato‌ ‌de‌ ‌amonio‌ ‌(APS)‌ ‌‌(Sigma‌ ‌Aldrich,‌ ‌A3678)‌ ‌al‌ ‌10%,‌ ‌quien‌ ‌confiere‌ ‌los‌‌                           

radicales‌ ‌libres‌ ‌y‌ ‌TEMED‌ ‌(N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine)‌ ‌al‌ ‌0.1%‌ ‌‌(Sigma-Aldrich,‌ ‌               

T7024)‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encarga‌ ‌de‌ ‌acelerar‌ ‌la‌ ‌reacción‌ ‌al‌ ‌fomentar‌ ‌la‌ ‌formación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌radicales‌‌                             

libres.‌‌Tras‌‌realizar‌‌la‌‌mezcla‌‌con‌‌las‌‌cantidades‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌rigidez‌‌deseada‌‌(Tabla‌‌                           

2),‌ ‌se‌ ‌tomaron‌ ‌100‌ ‌µL‌ ‌de‌ ‌cada‌ ‌solución‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌colocó‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌portaobjetos‌ ‌silanizado‌ ‌e‌‌                               

inmediatamente‌ ‌se‌ ‌colocó‌ ‌encima‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌gota‌ ‌un‌ ‌cubreobjeto‌ ‌funcionalizado.‌ ‌La‌‌                     

polimerización‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌durante‌ ‌20‌ ‌min‌ ‌como‌ ‌mínimo,‌ ‌finalizado‌ ‌este‌ ‌tiempo,‌ ‌se‌‌                       

despegaron‌ ‌cuidadosamente‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌portaobjetos‌ ‌silanizados‌ ‌(‌Figura‌ ‌10‌).‌ ‌Los‌ ‌HGs‌‌                   

elaborados‌ ‌se‌ ‌mantuvieron‌ ‌sumergidos‌ ‌en‌ ‌DPBS‌ ‌(‌Dulbecco's‌ ‌Phosphate‌ ‌Buffered‌‌Saline‌,‌‌                   

por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés)‌ ‌1x‌ ‌para‌ ‌su‌ ‌posterior‌ ‌uso‌ ‌hasta‌ ‌máximo‌ ‌una‌ ‌semana.‌ ‌ 

‌ 

Tabla‌‌2.‌‌‌Cantidades‌‌de‌‌reactivos‌‌utilizadas‌‌para‌‌la‌‌elaboración‌‌de‌‌hidrogeles‌‌de‌‌PAA‌‌                         
de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌ ‌tomadas‌ ‌del‌ ‌trabajo‌ ‌de‌ ‌Tse‌ ‌y‌ ‌Engler‌ ‌en‌ ‌2010.‌ ‌ 

 ‌(‌Volúmenes‌ ‌para‌ ‌1‌ ‌mL‌ ‌de‌ ‌mezcla‌ ‌necesarios‌ ‌para‌ ‌10‌ ‌HGs‌)‌.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

Figura‌ ‌10.‌ ‌Esquema‌ ‌del‌ ‌proceso‌ ‌de‌ ‌elaboración‌ ‌de‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌de‌ ‌rigidez‌‌                         

controlada.‌ ‌‌(A)‌ ‌Primero‌ ‌se‌ ‌colocan‌ ‌100‌ ‌μL‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌mezcla‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌(PAA)‌ ‌a‌ ‌utilizar‌ ‌(de‌‌                               

acuerdo‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌Tabla‌ ‌2),‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌portaobjetos‌ ‌previamente‌ ‌silanizado;‌ ‌inmediatamente‌ ‌después,‌ ‌se‌                         

coloca‌‌el‌‌cubreobjetos‌‌con‌‌el‌‌lado‌‌funcionalizado‌‌en‌‌contacto‌‌con‌‌la‌‌gota‌‌de‌‌PAA.‌‌‌(B)‌‌La‌‌mezcla‌‌se‌‌                                   
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Rigidez‌‌   Acrilamida‌‌ ‌  
de‌ ‌stock‌ ‌al‌‌ 

40%‌ ‌ 

Bis-acrilamida‌ ‌de‌‌ 
stock‌ ‌al‌ ‌2%‌ ‌ 

Agua‌‌ 
desionizada‌ ‌ 

APS‌ ‌al‌‌ 
10%‌ ‌ 

TEMED‌ 

0.5‌ ‌kPa‌ ‌  75‌ ‌μL‌ ‌  30‌ ‌μL‌ ‌  895‌ ‌μL‌ ‌  100‌ ‌μL‌ ‌  1‌ ‌μL‌ ‌ 

20‌ ‌kPa‌ ‌  200‌ ‌μL‌ ‌  132‌ ‌μL‌ ‌  668‌ ‌μL‌ ‌  100‌ ‌μL‌ ‌  1‌ ‌μL‌ ‌ 



‌ 

deja‌ ‌polimerizar‌ ‌durante‌ ‌20‌ ‌min.‌ ‌(C)‌ ‌Pasado‌ ‌el‌ ‌tiempo,‌ ‌con‌ ‌ayuda‌ ‌de‌ ‌una‌ ‌jeringa‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌punta‌‌                                 

doblada‌‌90°,‌‌se‌‌despega‌‌el‌‌hidrogel‌‌polimerizado‌‌del‌‌portaobjetos‌‌cuidadosamente.‌‌En‌‌el‌‌esquema‌‌                         

se‌‌muestra‌‌la‌‌vista‌‌lateral‌‌de‌‌este‌‌paso‌‌(las‌‌flechas‌‌rojas‌‌indican‌‌la‌‌dirección‌‌a‌‌la‌‌cual‌‌la‌‌aguja‌‌de‌‌la‌‌                                         

jeringa‌‌empuja‌‌el‌‌cubreobjetos)‌‌(D)‌‌‌Finalmente,‌‌se‌‌realizan‌‌3‌‌lavados‌‌de‌‌PBS‌‌1x‌‌de‌‌10‌‌minutos‌‌cada‌‌                                 

lavado.‌ ‌ ‌   

‌ 

6.4.6‌ ‌Fotoentrecruzamiento‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌ 

Por‌ ‌último,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌el‌ ‌fotoentrecruzamiento‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌y‌ ‌esterilización‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌HG’s‌ ‌de‌‌                           

PAA‌ ‌para‌‌realizar‌‌el‌‌cultivo‌‌celular.‌‌Se‌‌utilizaron‌‌como‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesión‌‌la‌‌colágena‌‌I‌‌                             

de‌ ‌cola‌ ‌de‌ ‌rata‌ ‌‌(Corning,‌‌354236)‌ ‌disuelta‌‌en‌‌20‌‌mM‌‌en‌‌ácido‌‌acético‌‌diluida‌‌al‌‌0.1%.‌‌Para‌‌                                 

entrecruzar‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌se‌ ‌mezcló‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌fotoiniciador‌ ‌Irgacure‌ ‌2959‌‌                       

(Sigma-Aldrich,‌ ‌410896)‌ ‌a‌ ‌una‌ ‌concentración‌ ‌de‌ ‌0.1‌ ‌g/mL‌ ‌en‌ ‌DMSO‌ ‌y‌ ‌NHS-ester-acrilato‌‌                       

(Sigma-Aldrich,‌‌130672)‌‌al‌‌0.02‌‌g/mL‌‌en‌‌DMSO.‌‌La‌‌mezcla‌‌consistió‌‌en‌‌150‌‌µL‌‌de‌‌proteína‌‌de‌‌                               

interés,‌ ‌20‌ ‌µL‌ ‌de‌ ‌Irgacure‌ ‌y‌ ‌15‌ ‌µL‌ ‌de‌ ‌NHS,‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌cuales‌ ‌se‌ ‌tomaron‌‌100‌‌μL‌‌por‌‌HG.‌‌El‌‌                                       

Irgacure‌ ‌genera‌ ‌radicales‌ ‌libres‌ ‌a‌ ‌partir‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌moléculas‌ ‌del‌ ‌agua‌ ‌para‌ ‌que‌ ‌permitan‌ ‌el‌‌                             

entrecruzamiento‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌poliacrilamida‌ ‌y‌ ‌el‌ ‌NHS‌ ‌acrilato‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌de‌ ‌adhesión.‌ ‌El‌‌                           

entrecruzamiento‌‌se‌‌llevó‌‌a‌‌cabo‌‌a‌‌través‌‌de‌‌la‌‌incubación‌‌de‌‌la‌‌mezcla‌‌en‌‌la‌‌lámpara‌‌UV‌‌                                 

UVP®‌‌CL-1000®‌‌Ultraviolet‌‌Crosslinkers‌‌(λ=‌‌365‌‌nm,‌‌con‌‌5‌‌lamparas‌‌de‌‌8‌‌watts‌‌cada‌‌una).‌‌                             

Para‌ ‌la‌ ‌esterilización‌ ‌se‌ ‌hicieron‌ ‌enjuagues‌ ‌con‌ ‌DPBS‌ ‌1x‌ ‌combinado‌ ‌con‌‌                     

penicilina/estreptomicina‌‌(‌Gibco,‌‌15140-122‌)‌‌al‌‌1%.‌‌Los‌‌HGs‌‌sin‌‌proteína‌‌se‌‌almacenaron‌‌en‌‌                       

DPBS‌‌1x‌‌hasta‌‌máximo‌‌1‌‌semana;‌‌mientras‌‌que‌‌los‌‌conjugados‌‌con‌‌la‌‌proteína,‌‌en‌‌PBS‌‌1x‌‌                               

penicilina/estreptomicina‌ ‌hasta‌ ‌máximo‌ ‌3‌ ‌días.‌ ‌ 

‌ 

6.4.7‌ ‌Caracterización‌ ‌mecánica‌ ‌por‌ ‌micro-indentación‌ ‌ 

Los‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌elaborados‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌método‌ ‌antes‌ ‌descrito‌ ‌fueron‌ ‌medidos‌ ‌en‌ ‌nuestro‌‌                           

grupo‌ ‌de‌ ‌trabajo‌ ‌a‌ ‌fin‌ ‌de‌ ‌corroborar‌ ‌los‌ ‌valores‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌esperados‌ ‌con‌ ‌un‌‌                           

microindentador‌ ‌Femto‌ ‌Tools,‌ ‌MTA-03‌ ‌system‌ ‌y‌ ‌una‌ ‌punta‌ ‌FT-200‌ ‌con‌ ‌una‌ ‌resolución‌ ‌de‌‌                         

200‌ ‌uN‌ ‌(Pérez-Calixto‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019).‌ ‌Los‌ ‌geles‌ ‌se‌ ‌midieron‌ ‌mediante‌ ‌microindentación‌ ‌y‌‌                         

relajación‌‌para‌‌los‌‌valores‌‌de‌‌1‌‌kPa,‌‌(3.37‌‌±‌‌0.17‌‌kPa‌‌y‌‌1.63‌‌±‌‌0.39‌‌kPa‌‌respectivamente),‌‌4‌‌                                   

kPa‌ ‌(12.60‌ ‌±‌ ‌0.42‌ ‌kPa‌ ‌y‌ ‌6.41‌ ‌±‌ ‌0.44‌ ‌kPa)‌ ‌y‌ ‌23‌ ‌kPa.‌ ‌ 

‌ 

6.4.8‌ ‌Inmunofluorescencia‌‌ ‌  
Para‌ ‌localizar‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌AF,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌la‌ ‌técnica‌ ‌de‌ ‌inmunodetección‌ ‌por‌‌                             

fluorescencia.‌ ‌Para‌ ‌ello,‌ ‌se‌ ‌utilizaron‌ ‌cultivos‌ ‌confluentes‌ ‌de‌ ‌MEFs‌ ‌y‌ ‌3T3-L1‌ ‌en‌ ‌cajas‌ ‌de‌‌                           

poliestireno‌‌de‌‌10‌‌cm‌‌que‌‌fueron‌‌despegadas‌‌y‌‌contadas‌‌mediante‌‌el‌‌conteo‌‌por‌‌cámara‌‌de‌‌                             

Neubauer.‌ ‌Se‌ ‌sembraron‌ ‌15,000‌ ‌células‌ ‌por‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌o‌ ‌hidrogel‌ ‌de‌ ‌PAA.‌‌ ‌  

‌ 
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‌ 

Después‌ ‌de‌‌24‌‌h‌‌de‌‌cultivo,‌‌las‌‌células‌‌fueron‌‌fijadas‌‌con‌‌paraformaldehído‌‌‌(Sigma‌‌Aldrich,‌‌                           

P6148-500G)‌ ‌al‌‌4%‌‌en‌‌DPBS‌‌1x‌‌durante‌‌20‌‌min‌‌a‌‌37°C‌‌y‌‌se‌‌hicieron‌‌3‌‌enjuagues‌‌con‌‌DPBS‌‌                                   

1X‌ ‌posteriormente.‌ ‌Las‌ ‌células‌ ‌se‌ ‌permeabilizaron‌ ‌con‌ ‌Tritón‌‌diluido‌‌al‌‌0.1%‌‌en‌‌DPBS‌‌1x‌‌                           

durante‌‌10‌‌min.‌‌Al‌‌término,‌‌se‌‌hicieron‌‌3‌‌lavados‌‌con‌‌DPBS‌‌1x‌‌por‌‌5‌‌min.‌‌Esto‌‌con‌‌el‌‌fin‌‌de‌‌                                       

inmovilizarlas‌ ‌para‌ ‌poder‌ ‌realizar‌ ‌la‌ ‌técnica‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌para‌ ‌permitir‌ ‌la‌ ‌entrada‌ ‌de‌ ‌los‌‌                           

anticuerpos‌ ‌a‌ ‌utilizar,‌ ‌respectivamente.‌ ‌Asimismo,‌ ‌se‌ ‌evitó‌ ‌el‌ ‌pegado‌ ‌inespecífico‌ ‌de‌‌                     

proteínas‌ ‌con‌ ‌una‌ ‌solución‌ ‌de‌ ‌suero‌ ‌de‌ ‌caballo‌ ‌al‌ ‌10%‌ ‌junto‌ ‌con‌ ‌albúmina‌ ‌sérica‌‌bovina‌‌                             

(BSA)‌ ‌al‌ ‌0.1%‌ ‌en‌ ‌DPBS‌ ‌1X‌ ‌durante‌ ‌1‌ ‌h‌ ‌en‌ ‌agitación.‌ ‌La‌ ‌inmunodetección‌‌se‌‌realizó‌‌con‌‌                               

anticuerpos‌ ‌primarios‌ ‌IgG‌ ‌contra‌ ‌vinculina‌ ‌‌(ratón,‌ ‌Santa‌ ‌Cruz‌ ‌Biotechnology,‌ ‌sc73614‌),‌ ‌talina‌‌                     

(ratón,‌‌Santa‌‌Cruz‌‌Biotechnology,‌‌sc-365875)‌ ‌y‌‌paxilina‌‌‌(conejo,‌‌Cell‌‌Signaling,‌‌no.‌‌2542)‌ ‌diluidos‌                         

1:100‌ ‌en‌ ‌solución‌ ‌de‌ ‌bloqueo.‌ ‌Se‌ ‌utilizaron‌ ‌100‌ ‌µL‌ ‌de‌ ‌anticuerpo‌ ‌y‌‌se‌ ‌incubaron‌‌toda‌‌la‌‌                               

noche‌ ‌a‌‌4°C.‌‌Para‌‌el‌‌marcaje‌‌fluorescente,‌‌se‌‌utilizaron‌‌los‌‌anticuerpos‌‌secundarios‌‌Alexa‌‌                         

Fluor‌ ‌594‌ ‌Donkey‌ ‌Anti-Mouse‌ ‌(‌Jackson‌ ‌Immunoresearch,‌ ‌no.‌ ‌715-586-150)‌ ‌y‌‌Alexa‌‌Fluor‌‌594‌‌                       

Donkey‌ ‌Anti-Rabbit‌ ‌‌(Jackson‌ ‌Immunoresearch,‌ ‌no.‌ ‌711-586-152)‌.‌ ‌Se‌ ‌utilizaron‌‌100‌‌µL‌‌de‌‌una‌‌                       

dilución‌ ‌1:500‌ ‌en‌ ‌solución‌ ‌de‌ ‌bloqueo‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌incubaron‌ ‌2‌ ‌h‌ ‌a‌ ‌TA.‌ ‌Asimismo,‌ ‌se‌ ‌tiñeron‌‌las‌‌                                 

fibras‌‌de‌‌estrés‌‌del‌‌citoesqueleto‌‌de‌‌actina‌‌utilizando‌‌100‌‌µL‌‌de‌‌Faloidina-Alexa‌‌488‌‌diluida‌‌                           

1:200‌‌en‌‌DPBS‌‌1X‌‌durante‌‌30‌‌min‌‌a‌‌TA.‌‌Se‌‌tiñó‌‌también‌‌el‌‌núcleo‌‌celular‌‌utilizando‌‌100‌‌µL‌‌                                   

de‌‌DAPI‌‌1:200‌‌durante‌‌5‌‌min‌‌a‌‌TA.‌‌Al‌‌finalizar‌‌cada‌‌incubación‌‌se‌‌realizaron‌‌3‌‌lavados‌‌de‌‌5‌‌                                   

min‌ ‌con‌ ‌DPBS‌ ‌1x.‌ ‌ 

‌ 

Finalmente,‌‌los‌‌HGs‌‌se‌‌montaron‌‌en‌‌cubreobjetos‌‌rectangulares‌‌usando‌‌medio‌‌de‌‌montaje‌‌                       

Mowiol‌‌(Sigma‌‌Aldrich,‌‌no.‌‌81381),‌‌80‌‌μL‌‌en‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌‌y‌‌100‌‌μL‌‌de‌‌Mowiol‌‌en‌‌                                 

HGs,con‌ ‌el‌ ‌fin‌ ‌de‌ ‌obtener‌ ‌el‌ ‌grosor‌ ‌necesario‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌muestras‌ ‌obtenidas‌ ‌para‌ ‌hacer‌ ‌las‌‌                             

observaciones‌‌del‌‌marcaje‌‌en‌‌el‌‌microscopio‌‌de‌‌epifluorescencia‌‌‌(Nikon‌‌ECLIPSE‌‌CI-L‌‌con‌‌                       

lámpara‌‌de‌‌mercurio‌ ‌lámpara‌‌de‌‌mercurio‌‌C-HGFI).‌‌Simultáneamente‌‌a‌‌la‌‌observación‌‌del‌‌                       

marcaje,‌ ‌se‌ ‌capturaron‌ ‌al‌ ‌menos‌ ‌4‌ ‌fotografías‌ ‌de‌ ‌diferentes‌ ‌campos‌ ‌de‌ ‌cada‌ ‌muestra‌‌                         

(duplicado)‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌de‌ ‌hacer‌ ‌posteriormente‌ ‌el‌ ‌análisis‌ ‌del‌ ‌marcaje.‌ ‌ 

‌ 

6.4.9‌ ‌Cuantificación‌ ‌del‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento‌ ‌celular‌‌ ‌  
El‌ ‌análisis‌ ‌de‌ ‌imágenes‌ ‌se‌ ‌llevó‌ ‌a‌ ‌cabo‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌software‌ ‌libre‌ ‌‌Fiji,‌ ‌‌la‌ ‌versión‌‌completa‌‌del‌‌                                 

programa‌ ‌‌ImageJ‌.‌ ‌Se‌ ‌utilizaron‌ ‌fotografías‌ ‌del‌ ‌marcaje‌ ‌fluorescente‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌de‌‌                       

actina‌‌(F-actina)‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌primarios‌‌y‌‌de‌‌la‌‌línea‌‌celular‌‌3T3-L1‌‌                           

cultivados‌‌sobre‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌‌o‌‌hidrogeles‌‌de‌‌PAA‌‌y‌‌se‌‌usaron‌‌al‌‌menos‌‌4‌‌campos‌‌                               

diferentes‌ ‌por‌ ‌muestra‌ ‌(duplicado).‌ ‌En‌ ‌primer‌ ‌lugar,‌ ‌se‌ ‌transformó‌ ‌cada‌ ‌fotografía‌ ‌con‌‌                       

extensión‌ ‌‌.tiff‌ ‌y‌ ‌formato‌ ‌RGB,‌ ‌en‌ ‌imagen‌ ‌binaria‌ ‌de‌ ‌8‌ ‌bits‌ ‌(Image->‌ ‌Type->‌ ‌8‌ ‌bit)‌ ‌y‌ ‌se‌‌                                 

‌ 
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‌ 

duplicó‌‌para‌‌posteriores‌‌pasos.‌‌Luego,‌‌se‌‌ajustó‌‌la‌‌escala‌‌del‌‌programa‌‌de‌‌acuerdo‌‌con‌‌la‌‌                             

calibración‌‌hecha‌‌por‌‌el‌‌laboratorio,‌‌la‌‌cual‌‌equivale‌‌a‌‌4.43‌‌píxeles/µm‌‌para‌‌el‌‌lente‌‌objetivo‌‌                             

de‌‌amplificación‌‌de‌‌400‌‌veces‌‌(40x).‌‌Para‌‌una‌‌de‌‌las‌‌dos‌‌copias‌‌de‌‌las‌‌imágenes‌‌binarias,‌‌                               

se‌ ‌definió‌ ‌un‌ ‌umbral‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌automática‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌límites‌ ‌inferiores‌ ‌y‌ ‌superiores‌ ‌de‌ ‌la‌‌                             

escala‌ ‌de‌ ‌grises‌ ‌(Image‌ ‌->‌ ‌Adjust‌ ‌->‌ ‌Threshold->‌ ‌Auto‌ ‌->‌ ‌Apply).‌ ‌Luego‌ ‌se‌ ‌ajustaron‌ ‌los‌‌                             

parámetros‌‌para‌‌redirigir‌‌la‌‌cuantificación‌‌a‌‌la‌‌imagen‌‌sin‌‌el‌‌umbral,‌‌de‌‌modo‌‌que‌‌se‌‌hiciera‌‌                               

con‌ ‌respecto‌ ‌a‌ ‌dicha‌ ‌imagen;‌ ‌asimismo‌ ‌se‌ ‌verificaron‌ ‌los‌ ‌parámetros‌ ‌morfométricos‌‌                     

deseados‌‌(Analyze‌‌->‌‌Set‌‌measurements‌‌->‌‌Area‌‌->‌‌Redirecting).‌‌Finalmente‌‌se‌‌indicó‌‌que‌‌                         

la‌ ‌cuantificación‌ ‌se‌ ‌realizaría‌ ‌a‌ ‌las‌ ‌partículas‌‌mayores‌‌a‌‌50‌‌µm‌‌para‌‌excluir‌‌al‌‌marcaje‌‌no‌‌                               

asociado‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌de‌ ‌actina,‌ ‌adicionalmente,‌ ‌se‌ ‌seleccionaron‌ ‌las‌ ‌casillas‌‌                     

correspondientes‌ ‌para‌ ‌mostrar‌ ‌los‌ ‌resultados‌ ‌finales‌ ‌y‌ ‌para‌ ‌resaltar‌ ‌las‌ ‌áreas‌ ‌de‌ ‌interés‌‌                         

cuantificadas‌ ‌(Analyze‌ ‌->‌ ‌Analyze‌‌Particles‌‌->‌‌50‌‌µm-infinity‌‌->Outlines‌‌->‌‌Display‌‌results).‌‌                       

Los‌ ‌resultados‌ ‌arrojados‌ ‌se‌ ‌copiaron‌ ‌a‌ ‌una‌ ‌hoja‌ ‌de‌ ‌cálculo‌ ‌para‌ ‌posteriores‌ ‌análisis.‌‌ ‌  

‌ 

Dada‌ ‌la‌ ‌morfología‌ ‌fusiforme‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌fibroblastos,‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌puede‌ ‌obtener‌ ‌bajo‌ ‌este‌‌                         

procedimiento‌‌una‌‌cuantificación‌‌precisa‌‌del‌‌número‌‌de‌‌células.‌‌Por‌‌lo‌‌tanto‌‌se‌‌realizó‌‌una‌‌                           

corrección‌ ‌de‌ ‌este‌ ‌valor,‌ ‌para‌ ‌ello‌ ‌se‌ ‌utilizaron‌ ‌las‌ ‌fotografías‌ ‌de‌ ‌tinción‌ ‌de‌ ‌DAPI‌‌                           

correspondientes‌‌y‌‌se‌‌realizó‌‌el‌‌mismo‌‌proceso‌‌de‌‌cuantificación‌‌de‌‌área‌‌con‌‌umbral‌‌hecho‌‌                           

para‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌de‌ ‌actina.‌ ‌No‌ ‌obstante,‌ ‌esta‌ ‌vez‌ ‌se‌ ‌recuperó‌ ‌el‌ ‌número‌‌de‌‌partículas‌‌                             

contado‌ ‌por‌ ‌el‌ ‌programa‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌sustituyó‌ ‌por‌ ‌el‌ ‌número‌ ‌de‌ ‌partículas‌ ‌cuantificado‌‌                         

anteriormente‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌área‌ ‌celular;‌ ‌de‌ ‌este‌ ‌modo‌ ‌se‌ ‌obtuvo‌ ‌un‌ ‌promedio‌ ‌del‌ ‌área‌ ‌de‌‌                             

esparcimiento‌ ‌celular‌ ‌más‌ ‌certero.‌ ‌ 

‌ 

6.4.10‌ ‌Cuantificación‌ ‌del‌ ‌número‌ ‌y‌ ‌tamaño‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌ 

Al‌ ‌igual‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌cuantificación‌ ‌del‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento,‌ ‌el‌ ‌cálculo‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌circularidad‌‌                             

celular‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌programa‌‌Fiji‌‌con‌‌las‌‌fotografías,‌‌obtenidas‌‌de‌‌la‌‌inmunotinción‌‌de‌‌                             

vinculina‌ ‌realizada‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌primarios‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌línea‌ ‌celular‌‌                         

3T3-L1.‌ ‌Se‌ ‌siguió‌ ‌el‌ ‌protocolo‌ ‌publicado‌ ‌por‌ ‌Horzum‌ ‌en‌ ‌2014‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌cuantificación‌ ‌de‌‌                           

adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌línea‌‌celular‌‌MDA-MD-231‌‌(Horzum‌‌et‌‌al.,‌‌2014).‌‌Se‌‌utilizaron‌‌al‌‌                           

menos‌ ‌3‌ ‌imágenes‌ ‌por‌ ‌cubreobjetos‌ ‌(duplicado),‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌un‌ ‌mínimo‌ ‌de‌ ‌3‌ ‌campos‌ ‌por‌‌                           

cada‌‌fotografía.‌‌Primero‌‌se‌‌transformó‌‌cada‌‌fotografía‌‌con‌‌extensión‌‌‌.tiff‌‌y‌‌formato‌‌RGB,‌‌en‌‌                           

imagen‌‌binaria‌‌de‌‌16‌‌bits‌‌(Image->‌‌Type->‌‌16‌‌bit).‌‌Tras‌‌ajustar‌‌la‌‌escala‌‌que‌‌corresponde‌‌a‌‌                               

las‌ ‌imágenes,‌ ‌se‌ ‌cortaron‌ ‌campos‌ ‌aleatorios‌ ‌de‌ ‌60x40‌ ‌µm‌2‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌periferia‌ ‌de‌ ‌distintas‌‌                           

células.‌ ‌Luego,‌ ‌se‌ ‌eliminó‌ ‌el‌ ‌fondo‌ ‌local‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌imagen‌ ‌usando‌ ‌los‌ ‌parámetros‌ ‌publicados‌‌                           

(Subtract‌ ‌background‌ ‌->‌ ‌50+paraboloide).‌ ‌Posteriormente‌ ‌se‌ ‌utilizó‌ ‌el‌ ‌complemento‌ ‌del‌‌                   
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‌ 

programa‌ ‌CLAHE‌ ‌(por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés‌ ‌‌Contrast‌ ‌Limited‌ ‌Adaptive‌ ‌Histogram‌‌                     

Equalization‌)‌ ‌para‌ ‌aumentar‌ ‌el‌ ‌contraste‌ ‌local‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌imagen‌ ‌(Plugins‌ ‌->CLAHE->‌‌                     

Parámetros:‌ ‌Tamaño‌ ‌de‌ ‌bloque=19,‌ ‌Histograma=256,‌ ‌Pendiente‌ ‌máxima=6,).‌ ‌A‌‌diferencia‌‌                 

del‌ ‌protocolo‌ ‌citado,‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌aplicó‌ ‌la‌ ‌función‌ ‌“EXP”‌ ‌que‌ ‌minimiza‌ ‌el‌ ‌ruido‌ ‌del‌ ‌fondo‌ ‌y‌‌                               

finalmente‌ ‌se‌ ‌ajustaron‌ ‌los‌ ‌parámetros‌ ‌de‌ ‌contraste‌ ‌y‌ ‌brillo‌ ‌de‌ ‌toda‌ ‌la‌ ‌imagen‌ ‌(Image‌ ‌->‌‌                             

Adjust‌‌->‌‌Brightness‌‌&‌‌Contrast‌‌->‌‌Auto).‌‌Para‌‌propiamente‌‌la‌‌cuantificación,‌‌se‌‌duplicaron‌‌                         

las‌ ‌imágenes‌ ‌para‌‌poder‌‌definir‌‌un‌‌umbral‌‌y‌‌cuantificar‌‌el‌‌área‌‌tal‌‌y‌‌como‌‌se‌‌explicó‌‌en‌‌el‌‌                                   

apartado‌ ‌anterior,‌ ‌con‌ ‌la‌‌diferencia‌‌de‌‌que‌‌los‌‌parámetros‌‌de‌‌medición‌‌esta‌‌vez‌‌fueron‌‌de‌‌                             

1µm‌2‌‌ ‌a‌ ‌infinito‌ ‌(Analyze‌ ‌->‌ ‌Analyze‌ ‌Particles‌ ‌->‌ ‌50‌ ‌µm-infinity‌ ‌->Outlines‌ ‌->‌ ‌Display‌ ‌results).‌‌ ‌  

‌ 
6.4.11‌ ‌Lisis‌ ‌celular,‌ ‌cuantificación‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌e‌ ‌inmunoprecipitación‌ ‌(IP)‌‌ ‌  

Se‌ ‌utilizaron‌ ‌lisados‌ ‌de‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3L1‌ ‌o‌ ‌MEFs,‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌ ‌cajas‌ ‌petri‌ ‌o‌ ‌HGs,‌‌                           

obtenidos‌ ‌con‌ ‌buffer‌ ‌RIPA‌ ‌(‌50‌ ‌mM‌ ‌Tris-HCl‌ ‌(pH‌ ‌7.4),‌ ‌150‌ ‌mM‌ ‌NaCl,‌ ‌1‌ ‌mM‌ ‌EDTA,‌ ‌0.5%‌‌                               

Nonidet-P40,‌ ‌0.5%‌ ‌desoxicolato‌ ‌de‌ ‌sodio‌ ‌y‌‌0.1%‌‌SDS‌‌complementado‌‌con‌‌los‌‌inhibidores‌‌                       

de‌‌proteasas‌‌y‌‌de‌‌fosfatasas‌‌NaF,‌‌NaPPi,‌‌Na3VO4‌‌y‌‌cOmplete‌).‌‌La‌‌lisis‌‌en‌‌cajas‌‌de‌‌cultivo‌‌                               

se‌‌realizó‌‌con‌‌1‌‌mL‌‌de‌‌buffer‌‌por‌‌caja‌‌desprendiendo‌‌las‌‌células‌‌mecánicamente‌‌con‌‌ayuda‌‌                             

de‌‌un‌‌gendarme;‌‌mientras‌‌que‌‌la‌‌lisis‌‌para‌‌los‌‌HGs‌‌se‌‌realizó‌‌con‌‌500‌‌µL‌‌de‌‌buffer‌‌por‌‌HG‌‌                                     

desprendiendo‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌resuspensión‌ ‌del‌ ‌volumen‌ ‌usando‌ ‌una‌ ‌micropipeta‌ ‌de‌‌                       

1000‌‌µL.‌‌Para‌‌un‌‌lisado‌‌celular‌‌en‌‌estas‌‌condiciones‌‌se‌‌utilizaron‌‌500‌‌µL‌‌en‌‌4‌‌cubreobjetos,‌‌                               

transfiriendo‌ ‌el‌ ‌volumen‌ ‌al‌ ‌siguiente‌ ‌HG‌ ‌terminada‌‌la‌‌resuspensión.‌‌Se‌‌incubaron‌‌durante‌‌                       

2h‌ ‌a‌ ‌4ºC‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌recuperó‌ ‌el‌ ‌sobrenadante‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌centrifugación‌ ‌a‌ ‌13,300‌ ‌RPM‌ ‌durante‌ ‌10‌ ‌min.‌ ‌ 

‌ 

Para‌ ‌cuantificar‌ ‌las‌‌proteínas‌‌del‌‌sobrenadante‌‌obtenido,‌‌se‌‌utilizó‌‌el‌‌método‌‌colorimétrico‌‌                       

de‌ ‌Lowry‌ ‌utilizando‌ ‌un‌ ‌kit‌ ‌comercial‌ ‌(BIORAD,‌ ‌500-0116)‌‌y‌‌un‌‌espectrofotómetro.‌‌En‌‌este‌‌                         

protocolo‌‌las‌‌proteínas‌‌del‌‌lisado‌‌reaccionan‌‌con‌‌la‌‌solución‌‌de‌‌cobre‌‌y‌‌el‌‌reactivo‌‌de‌‌folina,‌‌                               

lo‌‌que‌‌genera‌‌especies‌‌reducidas‌‌que‌‌tienen‌‌un‌‌color‌‌característico‌‌azul‌‌al‌‌absorber‌‌a‌‌una‌‌                             

longitud‌ ‌de‌ ‌onda‌ ‌máxima‌ ‌de‌ ‌750‌ ‌nm.‌ ‌Se‌ ‌utilizaron‌ ‌25,‌ ‌50‌ ‌y‌‌100‌‌µg‌‌de‌‌proteína‌‌obtenida.‌‌                                 

Para‌ ‌la‌ ‌primera‌ ‌IP,‌ ‌se‌ ‌incubaron‌ ‌en‌ ‌rotación‌ ‌toda‌ ‌la‌ ‌noche‌ ‌a‌ ‌4°C‌ ‌con‌ ‌1‌ ‌µg‌ ‌de‌ ‌los‌‌                                   

anticuerpos‌ ‌contra‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌paxilina‌ ‌utilizados‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌inmunofluorescencia.‌ ‌Por‌‌                     

otra‌‌parte,‌‌para‌‌realizar‌‌un‌‌segundo‌‌IP‌‌que‌‌permitiera‌‌posteriormente‌‌conocer‌‌la‌‌interacción‌‌                         

de‌‌estas‌‌proteínas‌‌se‌‌incubaron‌‌en‌‌rotación‌‌una‌‌segunda‌‌vez‌‌con‌‌los‌‌anticuerpos‌‌de‌‌interés‌‌                             

2‌‌h.‌‌Para‌‌recuperar‌‌las‌‌proteínas‌‌unidas‌‌a‌‌los‌‌anticuerpos‌‌se‌‌utilizaron‌‌75‌‌µL‌‌de‌‌proteína‌‌G‌‌                                 

sefarosa‌‌que‌‌se‌‌incubaron‌‌durante‌‌1‌‌h,‌‌se‌‌centrifugaron‌‌5‌‌min‌‌a‌‌13,300‌‌RPM‌‌y‌‌se‌‌realizaron‌‌                                 

3‌ ‌lavados‌‌con‌‌buffer‌‌TNTE.‌‌Finalmente‌‌se‌‌quitó‌‌el‌‌excedente‌‌de‌‌buffer‌‌hasta‌‌que‌‌se‌‌retiró‌‌                               
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‌ 

todo‌‌líquido,‌‌se‌‌les‌‌añadió‌‌20‌‌µL‌‌de‌‌Laemmli‌‌2x‌ ‌y‌‌se‌‌calentó‌‌a‌‌100°C‌‌durante‌‌5‌‌min‌‌para‌‌                                     

desnaturalizar‌ ‌las‌ ‌proteínas.‌ ‌ 

‌ 

‌ 
6.4.12‌ ‌Electroforesis‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌e‌ ‌inmunoblot‌ ‌ 

Para‌ ‌evaluar‌ ‌y‌ ‌comparar‌ ‌la‌ ‌expresión‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌la‌‌                           

metodología‌ ‌de‌ ‌‌western‌ ‌blot‌ ‌o‌ ‌inmunoblot.‌‌Primero‌‌se‌‌resolvieron‌‌por‌‌electroforesis‌‌en‌‌un‌‌                         

gel‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌(SDS-PAGE)‌‌al‌‌8%‌‌y‌‌un‌‌concentrador‌‌al‌‌5%‌‌a‌‌100‌‌volts;‌‌de‌‌modo‌‌que‌‌                                 

el‌‌campo‌‌eléctrico‌‌generado‌‌permite‌‌la‌‌separación‌‌de‌‌proteínas‌‌de‌‌acuerdo‌‌con‌‌el‌‌tamaño,‌‌                           

del‌‌polo‌‌negativo‌‌al‌‌positivo,‌‌gracias‌‌a‌‌los‌‌poros‌‌resultantes‌‌de‌‌la‌‌polimerización‌‌del‌‌gel‌‌de‌‌                               

poliacrilamida.‌‌Se‌‌utilizaron‌‌lisados‌‌totales‌‌(TCL)‌‌así‌‌como‌‌inmunoprecipitaciones‌‌de‌‌lisados‌‌                     

previamente‌ ‌obtenidos.‌ ‌ 

‌ 

Posteriormente,‌‌se‌‌transfirieron‌‌las‌‌proteínas‌‌separadas‌‌en‌‌el‌‌gel‌ ‌a‌‌membranas‌‌de‌‌fluoruro‌‌                         

de‌ ‌polivinilideno‌ ‌o‌ ‌PVDF,‌ ‌a‌ ‌320‌ ‌mA‌ ‌por‌ ‌2:30‌ ‌h‌ ‌a‌‌temperatura‌‌ambiente.‌‌En‌‌este‌‌paso‌‌las‌‌                                 

proteínas‌‌migran‌‌gracias‌‌al‌‌campo‌‌eléctrico‌‌del‌‌polo‌‌negativo‌‌(gel‌‌de‌‌PAA)‌‌hacia‌‌el‌‌positivo‌                             

(membrana‌‌de‌‌PVDF),‌‌para‌‌posteriormente‌‌poder‌‌marcar‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌los‌‌anticuerpos‌‌                       

de‌ ‌interés.‌‌ ‌  

‌ 

Se‌ ‌bloquearon‌ ‌las‌ ‌membranas‌ ‌con‌ ‌leche‌ ‌baja‌ ‌en‌ ‌grasa‌ ‌(Nestlé‌ ‌Svelty‌ ‌bajo‌ ‌en‌ ‌grasa‌‌                           

descremada)‌‌al‌‌5%‌‌en‌‌buffer‌‌TBS-T‌ ‌(‌8‌‌g‌‌de‌‌NaCl,‌‌3‌‌g‌‌de‌‌Trizma‌‌base,‌‌0.2‌‌g‌‌de‌‌KCl,‌ ‌1‌‌mL‌‌                                         

de‌ ‌Tween‌ ‌20‌ ‌aforado‌ ‌a‌ ‌1‌ ‌L‌ ‌con‌ ‌agua‌ ‌desionizada‌ ‌pH=7.6‌)‌ ‌durante‌ ‌1‌ ‌h‌‌en‌‌agitación‌‌para‌‌                                 

evitar‌‌pegado‌‌inespecífico‌‌del‌‌anticuerpo.‌‌Al‌‌finalizar,‌‌se‌‌lavó‌‌la‌‌membrana‌‌1‌‌vez‌‌con‌‌agua‌‌                             

desionizada‌ ‌y‌ ‌luego‌ ‌se‌ ‌incubaron‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌anticuerpos‌ ‌primarios,‌ ‌utilizados‌ ‌en‌ ‌la‌‌                       

inmunofluorescencia,‌ ‌diluidos‌ ‌1:1000‌ ‌en‌ ‌TBS-T‌ ‌dentro‌ ‌de‌ ‌bolsas‌ ‌de‌ ‌plástico‌ ‌selladas‌‌                     

térmicamente,‌ ‌toda‌ ‌la‌ ‌noche‌ ‌en‌ ‌agitación‌ ‌a‌ ‌4°C.‌ ‌Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌para‌ ‌los‌ ‌anticuerpos‌‌                           

secundarios,‌‌se‌‌utilizaron‌‌los‌‌anticuerpos‌‌anti-ratón‌‌y‌‌anti-conejo‌‌conjugados‌‌con‌‌la‌‌enzima‌‌                       

peroxidasa‌‌de‌‌rábano‌‌(HRP).‌‌Estos‌‌se‌‌incubaron‌‌en‌‌una‌‌dilución‌‌1:10,000‌‌en‌‌leche‌‌baja‌‌en‌‌                             

grasa‌ ‌al‌ ‌5%‌ ‌por‌ ‌1‌ ‌h‌ ‌a‌ ‌temperatura‌ ‌ambiente‌ ‌en‌ ‌agitación.‌‌  

‌ 

Se‌‌utilizaron‌‌los‌‌reactivos‌‌luminol‌‌de‌‌sustrato‌‌de‌‌HRP‌‌y‌‌peróxido‌‌de‌‌hidrógeno‌‌de‌‌sustrato‌‌                             

HRP‌ ‌en‌ ‌proporción‌ ‌1:1‌ ‌durante‌ ‌1‌ ‌min.‌ ‌La‌ ‌reacción‌‌de‌‌la‌‌enzima‌ ‌HRP‌‌proveniente‌‌de‌‌los‌‌                               

anticuerpos‌‌secundarios‌‌con‌‌estos‌‌sustratos‌‌emite‌‌una‌‌señal‌‌lumínica‌‌a‌‌428‌‌nm‌‌la‌‌cual‌‌es‌‌                             

capturada‌ ‌posteriormente‌ ‌en‌ ‌placas‌ ‌sensibles‌‌a‌‌la‌‌luz‌‌azul.‌‌Por‌‌lo‌‌que,‌‌en‌‌total‌‌oscuridad,‌‌                             

se‌‌expusieron‌‌las‌‌membranas‌‌de‌‌PDVF‌‌a‌‌placas‌‌fotográficas‌‌durante‌‌30‌‌seg,‌‌1‌‌min‌‌y‌‌3‌‌min‌‌                                 
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‌ 

dependiendo‌‌de‌‌la‌‌intensidad‌‌de‌‌la‌‌señal.‌‌Se‌‌utilizó‌‌el‌‌revelador‌‌GBX‌‌‌(Carestream‌‌dental,‌‌190‌‌                             

0943)‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌GBX‌ ‌‌(Carestream‌ ‌dental,‌ ‌190‌ ‌1875)‌ ‌para‌ ‌poder‌ ‌observar‌ ‌las‌ ‌bandas‌‌                           

obtenidas‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌inmunotransferencia.‌ ‌También‌ ‌se‌ ‌utilizó‌ ‌el‌ ‌equipo‌ ‌ChemiDoc‌ ‌(BIORAD‌‌                     

ChemiDoc‌‌MP)‌‌para‌‌revelar‌‌las‌‌membranas‌‌y‌‌obtener‌‌digitalmente‌ ‌imágenes‌‌de‌‌las‌‌bandas‌‌                         

de‌ ‌proteína.‌‌ ‌  

‌ 
6.4.13‌ ‌Tinción‌ ‌de‌ ‌nitrato‌ ‌de‌ ‌plata‌ ‌(‌AgNO‌3‌)‌ ‌ ‌   

Con‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌de‌ ‌identificar‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌interacciones‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌‌                         

adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌la‌ ‌tinción‌ ‌de‌ ‌nitrato‌ ‌de‌ ‌plata‌ ‌del‌ ‌gel‌‌de‌‌electroforesis‌‌en‌‌el‌‌                               

cual‌‌se‌‌corrieron‌‌las‌‌inmunoprecipitaciones‌‌de‌‌vinculina‌‌de‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌HGs‌‌de‌‌                         

PAA‌‌de‌‌20‌‌y‌‌1‌‌kPa.‌ ‌En‌‌la‌‌tinción‌‌de‌‌nitrato‌‌de‌‌plata,‌‌las‌‌proteínas‌‌desnaturalizadas‌‌del‌‌gel‌‌                                   

de‌ ‌electroforesis‌ ‌se‌ ‌unen‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌iones‌ ‌de‌ ‌plata‌ ‌y‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌una‌ ‌reacción‌ ‌de‌ ‌reducción,‌ ‌es‌‌                                 

posible‌‌teñir‌‌las‌‌bandas‌‌de‌‌proteína‌‌obtenidas‌‌(Kumar‌‌et‌‌al.,‌‌2018).‌‌Primero,‌‌se‌‌lleva‌‌a‌‌cabo‌‌                               

una‌‌reacción‌‌de‌‌fijación‌‌con‌‌el‌‌fin‌‌de‌‌inmovilizar‌‌las‌‌proteínas,‌‌así‌‌como‌‌para‌‌deshacerse‌‌de‌‌                               

compuestos‌ ‌que‌ ‌puedan‌ ‌interferir‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌reacción.‌ ‌Para‌ ‌ello,‌ ‌tras‌ ‌obtener‌ ‌el‌ ‌gel‌ ‌de‌‌                           

electroforesis‌‌con‌‌las‌‌muestras‌‌de‌‌interés,‌‌el‌‌gel‌‌se‌‌colocó‌‌en‌‌un‌‌contenedor‌‌protegido‌‌de‌‌la‌                               

luz‌‌y‌‌se‌‌incubó‌‌en‌‌solución‌‌de‌‌fijación‌‌(50%‌‌v/v‌‌metanol,‌‌12%‌‌v/v‌‌ácido‌‌acético‌‌glacial,‌‌0.5%‌‌                                 

v/v‌ ‌formaldehído‌ ‌37%,‌ ‌en‌ ‌agua‌ ‌desionizada)‌ ‌durante‌ ‌1.5‌ ‌h‌ ‌y‌ ‌se‌ ‌realizaron‌ ‌lavados‌ ‌con‌‌                           

agua‌‌destilada‌‌2‌‌min,‌‌seguidos‌‌de‌‌3‌‌lavados‌‌con‌‌metanol‌‌al‌‌50%‌‌durante‌‌10‌‌min‌‌cada‌‌uno,‌‌                                 

y‌‌finalmente,‌‌con‌‌agua‌‌destilada‌‌durante‌‌2‌‌min,‌‌dichos‌‌lavados‌‌son‌‌importantes‌‌para‌‌evitar‌‌                           

la‌ ‌interferencia‌ ‌de‌ ‌otros‌ ‌compuestos‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌gel.‌ ‌ 

‌ 

Posteriormente,‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌de‌ ‌incrementar‌ ‌la‌ ‌sensibilidad‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌bandas‌ ‌de‌ ‌proteína‌‌                         

para‌‌reaccionar‌‌con‌‌el‌‌nitrato‌‌de‌‌plata,‌‌se‌‌agregó‌‌solución‌‌de‌‌oxidación‌‌(1:4‌‌v/v‌‌de‌‌0.2‌‌g/L‌‌                                 

de‌‌Na‌2‌S‌2‌O‌3‌ ‌en‌‌agua‌‌desionizada).‌‌Tras‌‌ello,‌‌se‌‌incubó‌‌el‌‌gel‌‌con‌‌solución‌‌de‌‌impregnación‌‌                             

(AgNO‌3‌,‌ ‌750‌ ‌µL‌ ‌de‌ ‌formaldehído‌ ‌37%‌ ‌y‌ ‌agua‌ ‌desionizada)‌ ‌por‌ ‌4‌ ‌min‌ ‌y‌ ‌enseguida,‌ ‌se‌‌                             

realizaron‌‌2‌‌lavados‌‌con‌‌agua‌‌destilada‌‌durante‌‌20‌‌s,‌‌en‌‌cada‌‌paso.‌‌Después,‌‌se‌‌agregó‌‌la‌‌                               

solución‌‌de‌‌revelado‌‌(6‌‌g‌‌de‌‌Na‌2‌CO‌3‌ ‌y‌‌agregar‌‌500‌‌µL‌‌de‌‌0.2‌‌g/L‌‌Na‌2‌S‌2‌O‌3‌,‌‌agua‌‌H‌2‌O,‌‌500‌‌                                   

µL‌‌de‌‌formaldehído‌‌37%)‌‌durante‌‌unos‌‌segundos‌‌hasta‌‌la‌‌visualización‌‌de‌‌las‌‌bandas‌‌con‌‌                           

el‌‌contraste‌‌deseado‌‌e‌‌inmediatamente‌‌se‌‌lavó‌‌2‌‌veces‌‌con‌‌agua‌‌destilada‌‌durante‌‌1‌‌min.‌‌                             

Finalmente,‌ ‌se‌ ‌agregó‌ ‌solución‌ ‌de‌ ‌fijación‌ ‌durante‌ ‌10‌ ‌min‌ ‌para‌ ‌detener‌ ‌la‌ ‌reacción‌ ‌de‌‌                           

revelado‌‌y‌‌para‌‌evitar‌‌la‌‌intensidad‌‌de‌‌señal‌‌del‌‌fondo.‌‌Por‌‌último‌‌se‌‌almacenó‌‌el‌‌gel‌‌teñido‌‌                                 

obtenido‌ ‌en‌ ‌agua‌ ‌destilada‌ ‌a‌ ‌4°C‌ ‌ 
‌ 
‌ 
‌ 

‌ 
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7.‌ ‌RESULTADOS‌ ‌ 
‌ 

7.1‌ ‌Los‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌‌ratón‌‌son‌‌responsivos‌‌a‌‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato‌‌                         
en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌son‌ ‌cultivados.‌‌ ‌  
‌ 

Con‌ ‌la‌ ‌finalidad‌ ‌de‌ ‌evaluar‌ ‌el‌ ‌papel‌ ‌de‌ ‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato‌‌en‌‌el‌‌que‌‌se‌‌encuentran‌‌las‌‌                                   

células‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌primero‌ ‌se‌ ‌realizaron‌ ‌los‌ ‌controles‌‌                       

pertinentes‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌fabricación‌‌de‌‌los‌‌sustratos‌‌con‌‌rigidez‌‌controlada.‌‌De‌‌acuerdo‌‌con‌‌las‌‌                           

concentraciones‌‌publicadas‌‌en‌‌el‌‌trabajo‌‌de‌‌Tse‌‌y‌‌Engler‌‌en‌‌2010‌‌(Tse‌‌&‌‌Engler,‌‌2010),‌‌se‌‌                               

fabricaron‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌(HGs‌ ‌de‌ ‌PAA)‌ ‌entrecruzados‌ ‌con‌ ‌colágena‌ ‌tipo‌ ‌I‌                       

sobre‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌de‌ ‌18‌ ‌mm‌ ‌de‌ ‌diámetro‌ ‌para‌ ‌obtener‌ ‌sustratos‌ ‌con‌ ‌rigidez‌‌                           

controlada,‌ ‌los‌ ‌cuales‌ ‌bajo‌ ‌el‌ ‌procedimiento‌ ‌antes‌ ‌descrito‌ ‌coinciden‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌valores‌‌                       

esperados‌ ‌de‌ ‌acuerdo‌‌a‌‌las‌‌mediciones‌‌realizadas‌‌por‌‌nuestro‌‌grupo‌‌de‌‌trabajo‌‌(descritos‌‌                         

en‌ ‌la‌ ‌sección‌ ‌de‌ ‌‌Métodos‌).‌ ‌ 

‌ 

Para‌ ‌el‌ ‌cultivo‌ ‌celular,‌ ‌se‌ ‌utilizaron‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌provenientes‌ ‌de‌ ‌la‌‌                         

línea‌ ‌celular‌ ‌3T3-L1‌ ‌(ATCC®‌ ‌CL-173™).‌ ‌Tras‌ ‌24‌ ‌h‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌estándar,‌ ‌se‌ ‌observaron‌‌                         

diferencias‌‌en‌‌el‌‌marcaje‌‌fluorescente‌‌de‌‌la‌‌F-actina‌‌de‌‌acuerdo‌‌con‌‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato‌‌                             

en‌ ‌el‌ ‌que‌‌las‌‌células‌‌fueron‌‌cultivadas.‌‌En‌‌la‌‌Figura‌‌11A‌‌se‌‌puede‌‌ver‌‌que‌‌en‌‌condiciones‌‌                                 

estándar‌‌de‌‌cultivo‌‌celular,‌‌es‌‌decir‌‌utilizando‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌ ‌(los‌‌cuales‌‌tienen‌‌una‌‌                           

rigidez‌ ‌en‌ ‌el‌‌orden‌‌de‌‌los‌‌GPa)‌‌se‌‌pueden‌‌distinguir‌‌una‌‌gran‌‌cantidad‌‌de‌‌fibras‌‌de‌‌estrés‌‌                                 

de‌‌actina‌‌a‌‌lo‌‌largo‌‌del‌‌citoplasma‌‌las‌‌cuales‌‌también‌‌son‌‌discernibles,‌‌aunque‌‌con‌‌menor‌‌                             

claridad,‌‌en‌‌los‌‌HG‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌20‌‌kPa‌‌y‌‌5‌‌kPa.‌ ‌Por‌‌el‌‌contrario,‌‌sobre‌‌los‌‌HG‌‌de‌‌1‌‌kPa‌‌y‌‌                                           

0.5‌‌kPa‌‌la‌‌marca‌‌de‌‌F-actina‌‌está‌‌distribuida‌‌de‌‌manera‌‌uniforme‌‌en‌‌el‌‌citoplasma‌‌sin‌‌poder‌‌                               

distinguir‌ ‌las‌ ‌fibras‌ ‌de‌ ‌estrés.‌ ‌También‌ ‌se‌ ‌pudo‌ ‌apreciar‌ ‌una‌ ‌morfología‌ ‌más‌ ‌extendida‌‌a‌‌                           

mayor‌‌rigidez‌‌de‌‌cultivo‌‌(‌Figura‌‌11A‌),‌‌de‌‌manera‌‌que‌‌se‌‌realizaron‌‌las‌‌cuantificaciones‌‌del‌‌                           

área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento‌ ‌y‌ ‌circularidad‌ ‌celular‌ ‌con‌ ‌ayuda‌ ‌del‌ ‌software‌ ‌‌ImageJ.‌‌ ‌  

‌ 

En‌ ‌las‌ ‌gráficas‌ ‌se‌ ‌puede‌ ‌apreciar‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌una‌ ‌mayor‌‌área‌‌conforme‌‌                             

aumenta‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌(‌Figura‌ ‌11B‌).‌‌En‌‌condiciones‌‌estándar‌‌de‌‌cultivo,‌‌las‌‌células‌‌tienen‌‌un‌‌                           

área‌‌promedio‌‌cercana‌‌a‌‌los‌‌7,000‌‌µm‌2‌,‌‌mientras‌‌que‌‌las‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌los‌‌HG‌‌de‌‌                               

PAA‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌una‌ ‌área‌ ‌estadísticamente‌ ‌significativa‌ ‌menor:‌ ‌a‌‌los‌‌20‌‌kPa,‌‌las‌‌células‌‌                           

disminuyeron‌ ‌casi‌ ‌3‌ ‌veces‌ ‌de‌ ‌cambio‌ ‌su‌ ‌área‌ ‌promedio,‌ ‌con‌ ‌un‌ ‌valor‌ ‌cercano‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌de‌‌                               

4,500‌‌µm‌2‌.‌‌En‌‌los‌‌sustratos‌‌con‌‌menores‌‌valores‌‌de‌‌rigidez‌‌(5‌‌kPa‌‌1‌‌kPa‌‌y‌‌0.5‌‌kPa),‌‌el‌‌área‌‌                                     

disminuyó‌‌4,‌‌5‌‌y‌‌5.5‌‌veces‌‌(con‌‌un‌‌área‌‌promedio‌‌cercana‌‌a‌‌los‌‌3,000,‌‌2000‌‌y‌‌1,500‌‌µm‌2‌)‌‌                                   

respectivamente,‌ ‌en‌ ‌comparación‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌condiciones‌ ‌estándar‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌(‌Figura‌ ‌11B‌).‌‌                     

‌ 
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‌ 

Además‌ ‌de‌ ‌los‌‌cambios‌‌en‌‌el‌‌área‌‌de‌‌esparcimiento,‌‌se‌‌cuantificaron‌‌las‌‌diferencias‌‌de‌‌la‌‌                             

morfología‌ ‌comparando‌ ‌la‌ ‌circularidad‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células,‌ ‌es‌ ‌decir‌ ‌utilizando‌ ‌el‌ ‌radio‌‌                       

normalizado‌ ‌entre‌ ‌el‌ ‌área‌ ‌y‌ ‌perímetro‌ ‌celular.‌ ‌A‌ ‌diferencia‌ ‌del‌ ‌área‌ ‌celular,‌ ‌se‌ ‌puede‌‌                           

apreciar‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌circularidad‌ ‌disminuye‌ ‌conforme‌ ‌aumenta‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato,‌ ‌los‌‌                       

sustratos‌ ‌más‌ ‌rígidos‌ ‌(vidrio‌ ‌e‌ ‌HG‌ ‌de‌ ‌20‌ ‌kPa‌ ‌y‌ ‌5‌ ‌kPa)‌ ‌cuentan‌ ‌con‌ ‌un‌ ‌radio‌ ‌promedio‌‌                                 

similar‌‌cercano‌‌a‌‌0.2,‌‌en‌‌contraste,‌‌los‌‌sustratos‌‌más‌‌suaves,‌‌de‌‌1‌‌kPa‌‌y‌‌0.5‌‌kPa‌‌tienen‌‌una‌‌                                   

circularidad‌ ‌estadísticamente‌ ‌menor‌ ‌cercana‌ ‌a‌ ‌0.4‌  ‌(Figura‌ ‌11B).‌ ‌ 

‌ 

Finalmente,‌ ‌para‌ ‌conocer‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌celular‌ ‌debida‌ ‌al‌ ‌cultivo‌ ‌en‌ ‌diferentes‌ ‌valores‌ ‌de‌‌                         

rigidez,‌ ‌se‌ ‌comparó‌ ‌la‌ ‌localización‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌cofactores‌ ‌transcripcionales‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌en‌ ‌los‌‌                       

fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌‌entre‌‌sustratos‌‌rígidos‌‌y‌‌suaves,‌‌considerando‌‌40‌‌kPa‌‌como‌‌rígido‌‌y‌‌1‌‌                           

kPa‌ ‌como‌ ‌suave.‌ ‌Se‌ ‌puede‌ ‌observar‌ ‌que‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌tiene‌ ‌una‌ ‌localización‌‌                     

predominantemente‌ ‌nuclear‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌rígidos,‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌se‌‌                     

encuentra‌ ‌distribuida‌ ‌a‌ ‌lo‌ ‌largo‌ ‌de‌ ‌toda‌ ‌la‌ ‌célula,‌ ‌citoplasma‌ ‌y‌ ‌núcleo‌ ‌celular‌ ‌en‌ ‌los‌‌                             

sustratos‌ ‌suaves‌ ‌(‌Figura‌ ‌11C‌).‌ ‌Por‌ ‌tanto,‌ ‌se‌ ‌encontró‌ ‌que‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3-L1,‌‌                       

responden‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentran;‌ ‌teniendo‌ ‌mayor‌ ‌área‌ ‌de‌‌                             

esparcimiento‌‌celular‌‌y‌‌una‌‌menor‌‌circularidad‌‌conforme‌‌aumenta‌‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato,‌‌así‌‌                         

como‌ ‌la‌ ‌localización‌ ‌nuclear‌ ‌de‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌rígidos.‌ ‌Una‌ ‌vez‌ ‌obtenidos‌ ‌estos‌‌                         

controles,‌ ‌fue‌ ‌posible‌ ‌comenzar‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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‌ 

Figura‌ ‌11.‌ ‌Los‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌3T3L1‌‌responden‌‌a‌‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato.‌ ‌                            
(A)‌‌Marcaje‌‌fluorescente‌‌de‌‌F-actina‌‌(escala‌‌de‌‌grises)‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌3T3L1‌‌                           
cultivados‌‌sobre‌‌hidrogeles‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌(0.5,‌‌1,‌‌5‌‌y‌‌20‌‌kPa)‌‌y‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌‌recubiertos‌‌                               
con‌ ‌colágena‌ ‌tipo‌ ‌I.‌ ‌La‌ ‌barra‌ ‌de‌ ‌escala‌ ‌equivale‌ ‌a‌ ‌100‌ ‌µm‌ ‌(Imágenes‌ ‌representativas‌ ‌n=3).‌ ‌‌(B)‌‌                               
Cuantificación‌‌del‌‌área‌‌celular‌‌total‌‌(***p<0.05‌‌comparados‌‌contra‌‌los‌‌valores‌‌en‌‌vidrio;‌‌‌t‌‌de‌‌student‌‌                             
no‌‌pareada‌‌n=3)‌‌y‌‌(C)‌‌circularidad,‌‌definida‌‌como‌‌el‌‌radio‌‌normalizado‌‌del‌‌área/perímetro‌‌(***p<0.05‌‌                           
comparados‌ ‌contra‌ ‌los‌ ‌valores‌ ‌en‌ ‌vidrio,‌ ‌20‌ ‌y‌ ‌5‌ ‌kPa;‌ ‌t‌ ‌de‌ ‌student‌ ‌no‌ ‌pareada‌ ‌n=3).‌ ‌(D)‌ ‌Marcaje‌‌                                   
fluorescente‌ ‌del‌ ‌núcleo‌ ‌(rojo)‌ ‌y‌ ‌del‌ ‌cofactor‌ ‌transcripcional‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌(escala‌ ‌de‌ ‌grises)‌ ‌en‌ ‌células‌‌                           
3T3L1‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌recubiertos‌ ‌con‌ ‌colágena‌ ‌tipo‌ ‌I‌ ‌de‌ ‌1‌ ‌y‌ ‌40‌ ‌kPa.‌‌                               
Co-inmunolocalización‌‌(merge)‌‌del‌‌marcaje‌‌de‌‌núcleo‌‌y‌‌YAP/TAZ.‌‌La‌‌barra‌‌de‌‌escala‌‌equivale‌‌a‌‌100‌‌                             
µm.‌‌ ‌  
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 

‌ 
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‌ 

7.2‌ ‌Detección‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌paxilina‌ ‌en‌‌                         
fibroblastos‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌estándar‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌celular.‌ ‌ 

‌ 
A‌ ‌fin‌ ‌de‌ ‌lograr‌ ‌la‌ ‌identificación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌para‌ ‌poder‌‌                           

posteriormente‌ ‌compararlos,‌ ‌primero‌ ‌se‌ ‌estandarizó‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌de‌‌                   

adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌condiciones‌ ‌estándar,‌ ‌es‌ ‌decir‌‌                     

sobre‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌o‌ ‌cajas‌ ‌de‌‌poliestireno‌‌cargadas‌‌negativamente.‌‌Inicialmente‌‌                     

se‌‌detectaron‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌mediante‌‌la‌‌técnica‌‌de‌‌inmunotinción‌‌de‌‌la‌‌                           

proteína‌ ‌vinculina,‌‌la‌‌cual‌‌como‌‌se‌‌muestra‌‌en‌‌la‌‌(‌Figura‌‌12A‌),‌‌se‌‌puede‌‌observar‌‌con‌‌un‌‌                               

patrón‌ ‌punteado‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌periferia‌ ‌celular‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌fibroblastos.‌ ‌La‌ ‌microscopía‌ ‌de‌‌                       

epifluorescencia‌ ‌fue‌ ‌suficiente‌ ‌para‌ ‌poder‌ ‌distinguir‌ ‌el‌ ‌patrón‌ ‌característico‌ ‌de‌ ‌estos‌‌                     

complejos‌ ‌y‌ ‌también‌ ‌se‌ ‌detectó‌ ‌señal‌ ‌citoplasmática‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌células,‌ ‌principalmente‌‌                     

alrededor‌‌del‌‌núcleo.‌‌Por‌‌otra‌‌parte,‌‌las‌‌imágenes‌‌obtenidas‌‌mediante‌‌microscopía‌‌confocal‌‌                       

permitieron‌ ‌mejorar‌ ‌la‌‌resolución‌‌del‌‌marcaje‌‌de‌‌vinculina‌‌(‌Figura‌‌12A‌).‌‌Aunado‌‌a‌‌ello,‌‌se‌‌                           

pudo‌ ‌apreciar‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌señal‌ ‌de‌ ‌F-actina‌ ‌se‌ ‌encuentra‌ ‌en‌ ‌contacto‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌marcaje‌ ‌de‌‌                             

vinculina.‌‌ ‌  

‌ 

Aparte‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌inmunotinción,‌ ‌se‌ ‌estandarizó‌ ‌el‌ ‌método‌ ‌de‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌‌                           

proteína‌ ‌de‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌vinculina,‌‌paxilina‌‌y‌‌talina‌‌mediante‌‌la‌‌                         

técnica‌ ‌de‌ ‌inmunoblot,‌ ‌las‌ ‌cuales‌ ‌coincidieron‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌pesos‌ ‌moleculares‌ ‌reportados‌‌                     

(talina=270‌‌kDa,‌‌vinculina‌‌116‌‌kDa‌‌y‌‌paxilina=68‌‌kDa)‌‌(‌Figura‌‌12B‌).‌‌Se‌‌utilizaron‌‌diferentes‌‌                         

concentraciones‌‌del‌‌lisado‌‌celular‌‌total‌‌(TCL)‌‌y‌‌se‌‌encontró‌‌que‌‌a‌‌partir‌‌de‌‌25‌‌µg‌‌se‌‌pueden‌‌                                 

detectar‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌por‌ ‌esta‌‌técnica,‌‌por‌‌lo‌‌que‌‌se‌‌tomó‌‌la‌‌decisión‌‌de‌‌utilizar‌‌50‌‌μg‌‌de‌‌                                   

TCL‌ ‌para‌ ‌futuros‌ ‌experimentos‌ ‌que‌ ‌permitan‌ ‌poder‌ ‌evaluar‌ ‌diferencias‌‌de‌‌acuerdo‌‌con‌‌la‌‌                         

rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentran‌ ‌las‌ ‌células.‌ ‌Como‌ ‌controles‌ ‌de‌ ‌carga‌ ‌de‌‌las‌‌                               

diferentes‌ ‌concentraciones‌ ‌de‌ ‌TCL‌ ‌se‌ ‌utilizó‌ ‌la‌ ‌tinción‌ ‌de‌ ‌azul‌ ‌de‌ ‌Coomassie).‌ ‌ 

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌se‌ ‌utilizaron‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌primarios‌ ‌de‌ ‌13.5‌ ‌días‌ ‌de‌‌                           

gestación‌ ‌(MEFs,‌ ‌por‌ ‌sus‌ ‌siglas‌ ‌en‌ ‌inglés‌ ‌‌mouse‌‌embryonic‌‌fibroblasts‌)‌‌para‌‌la‌‌detección‌‌                         

de‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌AF.‌ ‌En‌‌este‌‌modelo,‌‌la‌‌inmunotinción‌‌de‌‌vinculina‌‌mostró‌‌un‌‌marcaje‌‌                             

de‌ ‌mayor‌ ‌resolución‌ ‌utilizando‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia‌ ‌a‌‌comparación‌‌de‌‌la‌‌línea‌‌                       

celular‌ ‌3T3-L1,‌ ‌de‌ ‌modo‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌pudo‌ ‌apreciar‌ ‌un‌ ‌enriquecimiento‌ ‌del‌ ‌marcaje‌ ‌(‌Figura‌‌                         
12C‌),‌ ‌por‌ ‌tanto,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌la‌ ‌cuantificación‌ ‌del‌ ‌número‌ ‌y‌ ‌tamaño‌ ‌de‌ ‌AF,‌ ‌basada‌ ‌en‌ ‌el‌‌                               

marcaje‌‌de‌‌vinculina‌‌y‌‌con‌‌base‌‌en‌‌el‌‌protocolo‌‌reportado‌‌por‌‌Horzum‌‌en‌‌2014‌‌(Horzum‌‌et‌                               

al.,‌ ‌2014).‌ ‌En‌ ‌las‌ ‌gráficas‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌(‌Figura‌ ‌12C‌)‌ ‌‌se‌ ‌muestran‌ ‌los‌ ‌resultados‌ ‌de‌ ‌la‌‌                             

cuantificación,‌ ‌en‌‌la‌‌cual‌‌se‌‌encontró‌‌que‌‌la‌‌línea‌‌celular‌‌3T3-L1‌‌tiene‌‌un‌‌menor‌‌número‌‌y‌‌                               

‌ 
66‌ ‌ 
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tamaño‌‌de‌‌AF‌‌en‌‌contraste‌‌con‌‌los‌‌fibroblastos‌‌primarios;‌‌los‌‌MEFs‌‌tienen‌‌casi‌‌el‌‌doble‌‌de‌‌                               

marcas‌ ‌punteadas‌ ‌por‌ ‌área‌ ‌cuantificada‌ ‌(con‌‌un‌‌promedio‌‌de‌‌20‌‌adhesiones‌‌en‌‌contraste‌‌                         

con‌ ‌10‌ ‌en‌ ‌3T3-L1)‌ ‌y‌ ‌más‌ ‌del‌ ‌doble‌ ‌del‌ ‌promedio‌ ‌del‌ ‌tamaño‌ ‌de‌ ‌cada‌ ‌marca‌ ‌(6‌ ‌μm‌2‌ ‌en‌‌                                   

comparación‌‌con‌‌2‌‌μm‌2‌ ‌en‌‌3T3L1)‌‌(‌Figura‌‌12C‌).‌‌Con‌‌estos‌‌experimentos‌‌se‌‌obtuvieron‌‌las‌‌                           

condiciones‌ ‌óptimas‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌mediante‌‌                       

inmunotinción‌ ‌e‌ ‌inmunoblot‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌línea‌ ‌celular‌ ‌3T3L1,‌ ‌así‌ ‌como‌‌en‌‌células‌‌primarias‌‌para‌‌                           

poder‌ ‌enriquecer‌ ‌el‌ ‌marcaje‌ ‌fluorescente‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌complejos.‌ ‌Posteriormente‌ ‌se‌ ‌planea‌‌                     

detectar‌‌y‌‌comparar‌‌los‌‌complejos‌‌bajo‌‌el‌‌cultivo‌‌en‌‌sustratos‌‌de‌‌rigidez‌‌variable‌‌ya‌‌que‌‌no‌‌                               

fue‌ ‌posible‌ ‌en‌ ‌este‌ ‌proyecto‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌contingencia‌ ‌sanitaria‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌pandemia‌ ‌de‌‌                           

COVID-19.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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Figura‌ ‌12.‌ ‌‌.‌ ‌(A)‌ ‌‌Marcaje‌ ‌fluorescente‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌proteína‌ Detección‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌‌                           
fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌y‌ ‌cajas‌ ‌de‌‌                       
poliestireno‌vinculina‌‌‌(escala‌‌de‌‌grises)‌‌y‌‌F-actina‌‌(rojo)‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌3T3L1‌‌                         
cultivados‌ ‌sobre‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌recubiertos‌ ‌con‌ ‌colágena‌ ‌tipo‌ ‌I.‌ ‌‌Arriba:‌ ‌‌Fotos‌ ‌obtenidas‌‌                         
mediante‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia.‌ ‌Abajo:‌ ‌Fotos‌ ‌obtenidas‌ ‌mediante‌ ‌microscopía‌ ‌confocal‌ ‌                   
La‌‌barra‌‌de‌‌escala‌‌equivale‌‌a‌‌100‌‌µm.‌‌(Imágenes‌‌representativas‌‌n=3).‌‌‌(B)‌‌Derecha:‌‌Niveles‌‌de‌‌las‌‌                               
proteínas‌ ‌vinculina,‌ ‌talina‌ ‌y‌ ‌paxilina‌ ‌en‌‌lisados‌‌totales‌‌de‌‌fibroblastos‌‌3T3L1‌‌cultivados‌‌sobre‌‌cajas‌‌                           
de‌‌poliestireno‌‌para‌‌cultivo‌‌celular.‌‌(Membranas‌‌representativas‌‌de‌‌n=2)‌‌Izquierda:‌‌Tinción‌‌de‌‌azul‌‌de‌‌                           
coomassie‌ ‌como‌ ‌control‌ ‌de‌ ‌carga‌ ‌para‌ ‌las‌ ‌diferentes‌‌cantidades‌‌de‌‌proteína‌‌cargada.‌‌‌(C)‌‌‌Marcaje‌‌                           
fluorescente‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌‌(escala‌ ‌de‌‌grises)‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌primarios‌‌de‌‌ratón‌‌(MEFs)‌‌                         
cultivados‌ ‌sobre‌ ‌cubreobjetos‌ ‌de‌ ‌vidrio‌ ‌recubiertos‌ ‌con‌ ‌colágena‌ ‌tipo‌ ‌I.‌ ‌Fotos‌ ‌obtenidas‌ ‌mediante‌‌                         
microscopía‌‌de‌‌epifluorescencia‌‌‌(experimento‌‌único).‌‌‌(D)‌‌Cuantificación‌‌del‌‌tamaño‌‌y‌‌número‌‌de‌‌AF‌‌                         
presentes‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón;‌ ‌comparación‌ ‌de‌ ‌células‌ ‌primarias‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌línea‌‌                         
celular‌ ‌3T3L1‌ ‌(***p<0.05,‌ ‌t‌ ‌de‌ ‌student‌ ‌no‌ ‌pareada;‌ ‌experimento‌ ‌único).‌ ‌ 
‌ 
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7.3‌‌Marcaje‌‌de‌‌vinculina‌‌en‌‌fibroblastos‌‌cultivados‌‌en‌‌hidrogeles‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌de‌                       
rigidez‌ ‌controlada.‌ ‌ 

‌ 
Para‌ ‌poder‌ ‌detectar‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌‌                       

sustratos‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada,‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌la‌ ‌inmunotinción‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌‌                       

3T3-L1‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌HG‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌de‌ ‌1‌‌kPa‌‌(sustrato‌‌suave)‌‌y‌‌20‌‌kPa‌‌(sustrato‌‌                                 

rígido).‌ ‌Se‌ ‌pudo‌ ‌observar‌ ‌mediante‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia‌ ‌que‌ ‌a‌ ‌20‌ ‌kPa,‌ ‌una‌‌                         

rigidez‌‌menor‌‌a‌‌las‌‌condiciones‌‌estándar‌‌de‌‌cultivo,‌‌aún‌‌son‌‌visibles‌‌las‌‌marcas‌‌punteadas‌‌                           

de‌‌vinculina‌‌en‌‌la‌‌periferia‌‌así‌‌como‌‌la‌‌señal‌‌perinuclear.‌‌Mientras‌‌que‌‌en‌‌los‌‌cultivos‌‌sobre‌‌                               

sustratos‌‌suaves,‌‌deja‌‌de‌‌ser‌‌visible‌‌el‌‌patrón‌‌punteado‌‌de‌‌vinculina;‌‌en‌‌su‌‌lugar,‌‌se‌‌ve‌‌una‌‌                                 

señal‌ ‌fluorescente‌ ‌que‌ ‌cubre‌ ‌completamente‌ ‌el‌ ‌citoplasma‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌(‌Figura‌ ‌13A‌).‌ ‌ ‌   

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌se‌ ‌estandarizó‌ ‌por‌ ‌primera‌ ‌vez‌ ‌en‌‌el‌‌grupo‌‌de‌‌trabajo‌ ‌la‌‌obtención‌‌de‌‌los‌‌                                 

lisados‌ ‌celulares‌ ‌totales‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌sobre‌ ‌los‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA.‌ ‌Tras‌ ‌encontrar‌ ‌los‌‌                           

parámetros‌ ‌adecuados‌ ‌de‌ ‌extracción‌ ‌(descritos‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌sección‌ ‌de‌ ‌‌Métodos‌),‌ ‌se‌ ‌corrió‌ ‌un‌‌                         

inmunoblot,‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌se‌ ‌pudo‌ ‌detectar‌‌la‌‌señal‌‌de‌‌vinculina,‌‌desde‌‌los‌‌50‌‌μg‌‌de‌‌proteína‌‌                               

del‌ ‌lisado‌ ‌celular‌ ‌total‌ ‌(‌Figura‌ ‌13B‌),‌ ‌la‌ ‌cual‌ ‌no‌ ‌pareció‌ ‌cambiar‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌diferentes‌‌                           

condiciones‌ ‌de‌ ‌rigidez.‌ ‌Con‌‌el‌‌fin‌‌de‌‌identificar‌‌cambios‌‌en‌‌las‌‌interacciones‌‌formadas‌‌por‌‌                           

las‌ ‌proteínas‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌sobre‌ ‌sustratos‌ ‌con‌ ‌diferente‌‌                       

módulo‌‌elástico,‌‌se‌‌realizó‌‌la‌‌tinción‌‌de‌‌plata‌‌en‌‌gel‌‌de‌‌electroforesis‌‌en‌‌donde‌‌se‌‌corrieron‌‌                               

inmunoprecipitaciones‌‌de‌‌vinculina‌‌realizadas‌‌en‌‌fibroblastos‌‌3T3-L1‌‌cultivados‌‌sobre‌‌HGs‌‌                   

de‌ ‌PAA‌ ‌de‌ ‌20‌ ‌kPa‌ ‌y‌ ‌1‌ ‌kPa.‌ ‌En‌ ‌este‌ ‌experimento‌ ‌se‌ ‌observaron‌‌cambios‌‌en‌‌el‌‌patrón‌‌de‌‌                                   

bandas‌ ‌recuperadas‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌cultivos‌ ‌celulares,‌ ‌al‌ ‌menos‌ ‌en‌ ‌dos‌ ‌bandas‌ ‌estos‌ ‌cambios‌‌                         

fueron‌‌evidentes‌‌(‌Figura‌‌13C,‌‌‌representado‌‌por‌‌flechas‌);‌‌esto‌‌sugiere‌‌que‌‌existen‌‌cambios‌‌                       

en‌ ‌las‌‌interacciones‌‌que‌‌forma‌‌vinculina‌‌cuando‌‌las‌‌células‌‌se‌‌encuentran‌‌en‌‌sustratos‌‌con‌‌                           

diferente‌‌rigidez.‌‌Estos‌‌resultados‌‌preliminares‌‌servirán‌‌para‌‌futuros‌‌ensayos‌‌que‌‌permitan‌‌                     

identificar‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌interacciones‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌con‌‌                       

base‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌son‌ ‌cultivadas.‌ ‌ 

‌ 
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Figura‌ ‌13.‌ ‌Marcaje‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌cultivados‌ ‌sobre‌‌                       
hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌rígidos‌ ‌(20‌ ‌kPa)‌ ‌y‌ ‌suaves‌ ‌(1‌ ‌kPa).‌ ‌(A)‌ ‌‌Marcaje‌‌                           
fluorescente‌‌de‌‌la‌‌proteína‌‌vinculina‌‌‌(escala‌‌de‌‌grises)‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌3T3-L1‌‌                           
cultivados‌ ‌sobre‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌acrilamida‌ ‌de‌ ‌20‌ ‌kPa‌ ‌y‌ ‌1‌‌kPa‌‌recubiertos‌‌de‌‌colágena‌‌tipo‌‌I.‌‌Fotos‌‌                                 
obtenidas‌ ‌mediante‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia.‌ ‌La‌ ‌barra‌ ‌de‌ ‌escala‌ ‌equivale‌ ‌a‌ ‌100‌ ‌µm.‌‌                         
(Imágenes‌ ‌representativas‌ ‌n=2)‌ ‌‌(B)‌ ‌‌Niveles‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌en‌ ‌lisados‌ ‌totales‌ ‌de‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌‌                         
cultivados‌ ‌sobre‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌‌de‌‌1‌‌kPa‌‌y‌‌20‌‌kPa‌‌recubiertos‌‌de‌‌colágena‌‌tipo‌‌I,‌‌así‌‌                                 
como‌‌en‌‌cubreobjetos‌‌de‌‌vidrio‌‌como‌‌grupo‌‌control.‌‌(Experimento‌‌único).‌ ‌‌(C)‌‌‌Tinción‌‌con‌‌nitrato‌‌de‌‌                             
plata‌ ‌del‌ ‌gel‌ ‌de‌ ‌electroforesis‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌inmunoprecipitación‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌obtenida‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌‌                           
3T3-L1‌‌cultivados‌‌sobre‌‌hidrogeles‌‌de‌‌1‌‌y‌‌20‌‌kPa.‌‌(Experimento‌‌único).‌‌Diferencias‌‌en‌‌las‌‌proteínas‌‌                             
obtenidas‌ ‌marcadas‌ ‌con‌ ‌flechas‌ ‌negras.‌ ‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
‌ 
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7.4‌ ‌Las‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM‌ ‌como‌ ‌estructuras‌ ‌mecanosensibles‌ ‌bajo‌‌                   
esfuerzos‌ ‌celulares‌‌ ‌  

‌ 
Debido‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌pandemia‌ ‌por‌ ‌COVID-19,‌ ‌experimentalmente‌ ‌dentro‌ ‌del‌ ‌laboratorio‌ ‌sólo‌ ‌se‌‌                       

pudo‌ ‌estandarizar‌ ‌el‌ ‌cultivo‌ ‌celular‌ ‌de‌ ‌fibroblastos‌ ‌sobre‌ ‌sustratos‌‌de‌‌rigidez‌‌controlada‌‌y‌‌                         

detectar‌‌a‌‌las‌‌proteínas‌‌asociadas‌‌a‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales:‌‌vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌                           

paxilina.‌ ‌No‌ ‌obstante,‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌de‌ ‌investigar‌ ‌si‌ ‌existe‌ ‌una‌ ‌modulación‌ ‌de‌ ‌los‌‌                           

complejos‌‌desencadenada‌‌por‌‌las‌‌señales‌‌mecánicas‌‌que‌‌las‌‌células‌‌perciben,‌‌se‌‌revisó‌‌en‌‌                         

la‌‌literatura‌‌el‌‌listado‌‌de‌‌proteínas‌‌asociadas‌‌a‌‌adhesiones‌‌focales‌‌y‌‌citoesqueleto‌‌de‌‌actina‌‌                           

cuya‌ ‌señalización‌ ‌estuviera‌ ‌modulada‌ ‌por‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌derivados‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌condiciones‌‌                     

mecánicas‌ ‌extracelulares.‌ ‌En‌ ‌esta‌ ‌búsqueda,‌ ‌se‌ ‌encontró‌ ‌que‌ ‌dentro‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌‌                       

reportadas‌ ‌como‌ ‌mecanosensibles‌ ‌se‌ ‌encuentran‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM.‌ ‌Estas‌‌                     

proteínas‌ ‌son‌‌de‌‌interés‌‌para‌‌el‌‌proyecto‌‌ya‌‌que‌‌están‌‌asociadas‌‌a‌‌las‌‌fibras‌‌de‌‌estrés‌‌de‌‌                                 

actina‌‌y‌‌a‌‌la‌‌vez‌‌están‌‌estrechamente‌‌relacionadas‌‌con‌‌las‌‌funciones‌‌que‌‌llevan‌‌a‌‌cabo‌‌los‌‌                               

complejos‌ ‌proteicos‌ ‌de‌ ‌unión‌ ‌al‌ ‌citoesqueleto,‌ ‌como‌ ‌las‌ ‌uniones‌ ‌intercelulares‌ ‌o‌ ‌las‌‌                       

adhesiones‌ ‌focales.‌ ‌Sus‌ ‌funciones‌ ‌se‌ ‌relacionan‌ ‌principalmente‌ ‌por‌ ‌ser‌ ‌proteínas‌ ‌de‌‌                     

andamiaje‌ ‌regulando‌ ‌algunas‌ ‌vías‌ ‌de‌ ‌señalización‌ ‌como‌ ‌la‌ ‌ruta‌ ‌Hippo‌ ‌y‌ ‌NF-κB.‌ ‌Sin‌‌                         

embargo,‌‌también‌‌están‌‌involucradas‌‌en‌‌otras‌‌funciones‌‌celulares‌‌tales‌‌como‌‌la‌‌regulación‌‌                       

transcripcional‌ ‌de‌ ‌algunos‌ ‌genes,‌ ‌principalmente‌ ‌mediante‌ ‌su‌ ‌unión‌ ‌a‌ ‌factores‌ ‌de‌‌                     

transcripción;‌‌por‌‌lo‌‌que‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌dominios‌‌LIM‌‌son‌‌elementos‌‌importantes‌‌para‌‌la‌‌                           

transducción‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌extracelulares‌ ‌relacionadas‌ ‌con‌ ‌la‌ ‌generación‌ ‌de‌ ‌esfuerzos‌‌                     

dentro‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌célula‌ ‌(Koch‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012).‌‌ ‌  
‌ 

Los‌‌dominios‌‌LIM‌‌son‌‌un‌‌acrónimo‌‌que‌‌hace‌‌referencia‌‌a‌‌las‌‌primeras‌‌proteínas‌‌en‌‌las‌‌que‌‌                               

fueron‌ ‌identificados‌ ‌(‌L‌in-11‌ ‌en‌ ‌‌Caenorhabditis‌ ‌elegans‌,‌ ‌‌I‌sl1‌‌en‌‌‌Rattus‌‌norvegicus‌‌y‌‌‌M‌ec-3‌‌                       

en‌‌‌Caenorhabditis‌‌elegans‌).‌‌‌Tienen‌‌una‌‌longitud‌‌de‌‌50-65‌‌aminoácidos‌‌y‌‌su‌‌estructura‌‌está‌‌                         

constituida‌ ‌por‌ ‌dos‌ ‌dedos‌ ‌de‌‌zinc‌‌ricos‌‌en‌‌cisteínas‌‌e‌‌histidinas‌‌separados‌‌por‌‌una‌‌región‌‌                             

conectora,‌ ‌‌linker‌,‌ ‌hidrofóbica.‌ ‌Son‌ ‌ocho‌ ‌residuos‌‌de‌‌cisteínas‌‌quienes‌‌coordinan‌‌los‌‌iones‌‌                       

Zn‌2+‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌conservada,‌ ‌(Kadrmas‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2004).‌ ‌Debido‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌gran‌ ‌variedad‌‌y‌‌la‌‌baja‌‌                                 

conservación‌ ‌en‌ ‌secuencia‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM,‌ ‌se‌ ‌han‌ ‌agrupado‌ ‌en‌ ‌una‌‌                           

superclase‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌que‌‌se‌‌divide‌‌en‌‌14‌‌clases‌‌diferentes‌‌nombradas‌‌por‌‌su‌‌miembro‌‌                           

más‌ ‌representativo,‌ ‌como‌ ‌zyxina,‌ ‌paxilina‌‌y‌‌FHL,‌‌de‌‌las‌‌cuales‌‌a‌‌su‌‌vez‌‌se‌‌subdividen‌‌en‌‌                               

diferentes‌ ‌familias‌ ‌(Koch‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012;‌ ‌Sun‌ ‌2020).‌‌ ‌  

‌ 
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El‌‌listado‌‌de‌‌proteínas‌‌que‌‌contienen‌‌dominios‌‌LIM‌‌es‌‌extenso,‌‌en‌‌humanos‌‌hay‌‌alrededor‌‌                           

de‌ ‌70‌ ‌genes‌ ‌que‌ ‌codifican‌ ‌para‌ ‌estas‌ ‌proteínas‌ ‌(Winkelman‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020)‌ ‌y‌ ‌al‌ ‌menos‌ ‌26‌‌                               

están‌‌asociadas‌‌a‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌AF‌‌(Smith‌‌et‌‌al.,‌‌2014).‌‌De‌‌estas‌‌proteínas‌‌asociadas,‌‌                             

21‌ ‌fueron‌ ‌identificadas‌ ‌como‌ ‌responsivas‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌acuerdo‌‌                       

con‌ ‌el‌ ‌trabajo‌ ‌de‌‌Schiller‌‌en‌‌2012.‌‌Este‌‌grupo‌‌de‌‌trabajo‌‌realizó‌‌un‌‌análisis‌‌de‌‌proteómica‌‌                               

cuantitativo‌‌de‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌AF‌‌en‌‌un‌‌modelo‌‌de‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌                           

y‌ ‌encontraron‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌inhibición‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌ ‌citoesqueleto,‌ ‌bajo‌ ‌la‌ ‌inhibición‌‌de‌‌                           

miosina‌‌por‌‌el‌‌uso‌‌del‌‌fármaco‌‌blebistatina,‌‌afectaba‌‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌algunas‌‌proteínas,‌‌                         

particularmente‌ ‌y‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌significativa,‌ ‌a‌ ‌aquellas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM;‌‌por‌‌lo‌‌que‌‌fueron‌‌                           

propuestas‌‌como‌‌moléculas‌‌sensibles‌‌a‌‌la‌‌tensión‌‌celular‌‌(Schiller‌‌et‌‌al.,‌‌2011).‌‌Además‌‌de‌‌                           

este‌‌trabajo‌‌y‌‌posterior‌‌a‌‌ello,‌‌han‌‌aumentado‌‌las‌‌publicaciones‌‌que‌‌reportan‌‌su‌‌respuesta‌‌a‌‌                             

los‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌esfuerzos,‌ ‌las‌ ‌cuales‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌mayoría‌ ‌coinciden‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌proteínas‌‌                           

identificadas‌‌en‌‌el‌‌trabajo‌‌de‌‌Schiller.‌‌En‌‌la‌‌‌Tabla‌‌3‌‌se‌‌enlistan‌‌algunas‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌                                 

dominios‌ ‌LIM‌ ‌asociadas‌‌a‌‌adhesiones‌‌focales‌‌que‌‌se‌‌han‌‌encontrado‌‌como‌‌sensibles‌‌a‌‌la‌‌                           

mecánica‌ ‌por‌ ‌medio‌ ‌de‌ ‌distintas‌ ‌aproximaciones;‌ ‌impidiendo‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌‌                   

citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌al‌ ‌inhibir‌ ‌el‌ ‌ATP‌ ‌que‌ ‌utilizan‌ ‌las‌ ‌miosinas‌ ‌(Sun,‌ ‌X.,‌ ‌2020),‌ ‌con‌‌                             

inhibidores‌‌de‌‌miosina‌‌como‌‌blebistatina‌‌(Schiller‌‌et‌‌al.,‌‌2012),‌‌así‌‌como‌‌mediante‌‌el‌‌cultivo‌‌                           

de‌ ‌células‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌de‌ ‌diferente‌ ‌rigidez‌ ‌o‌ ‌a‌ ‌través‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌aplicación‌ ‌de‌ ‌estiramiento‌‌                             

uniaxial‌ ‌como‌ ‌estímulo‌ ‌mecánico‌ ‌(Nakazawa‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2016;‌ ‌Sun,‌ ‌X.,‌ ‌2020).‌ ‌ 

‌ 

Una‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌dominios‌‌LIM‌‌asociadas‌‌a‌‌AF‌‌más‌‌exploradas‌‌por‌‌su‌‌respuesta‌‌a‌‌                               

la‌ ‌mecánica‌ ‌es‌ ‌la‌ ‌proteína‌ ‌FHL2;‌ ‌en‌ ‌2016‌ ‌se‌ ‌reportó‌ ‌que‌‌su‌‌localización‌‌es‌‌sensible‌‌a‌‌la‌‌                                 

rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentran‌ ‌las‌ ‌células.‌ ‌Esta‌ ‌proteína‌ ‌se‌ ‌localiza‌ ‌en‌ ‌el‌‌                               

núcleo‌‌en‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌sustratos‌‌suaves,‌‌mientras‌‌que‌‌se‌‌retiene‌‌en‌‌adhesiones‌‌                         

focales‌‌y‌‌en‌‌las‌‌fibras‌‌de‌‌estrés‌‌de‌‌actina‌‌en‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌sustratos‌‌rígidos.‌‌No‌‌                               

obstante,‌‌este‌‌mecanismo‌‌se‌‌anula‌‌cuando‌‌está‌‌comprometida‌‌la‌‌contractilidad‌‌del‌‌aparato‌‌                       

de‌‌actomiosina‌‌(Nakazawa‌‌et‌‌al.,‌‌2016;‌‌Sun,‌‌X.,‌‌2020).‌‌Aunado‌‌a‌‌ello,‌‌recientemente,‌‌Sun‌‌y‌‌                             

colaboradores‌ ‌demuestran‌ ‌que‌ ‌los‌ ‌dominios‌ ‌LIM‌ ‌por‌ ‌sí‌ ‌solos‌ ‌son‌ ‌suficientes‌ ‌para‌ ‌su‌‌                         

acumulación‌ ‌en‌ ‌las‌‌zonas‌‌de‌‌esfuerzos‌‌y‌‌que‌‌contrario‌‌a‌‌lo‌‌reportado‌‌por‌‌Steele‌‌en‌‌2012,‌‌                               

su‌‌disposición‌‌en‌‌tándem‌‌en‌‌las‌‌proteínas‌‌favorece‌‌esta‌‌acumulación:‌‌a‌‌mayor‌‌número‌‌de‌‌                           

dominios‌ ‌LIM,‌ ‌mayor‌ ‌es‌ ‌el‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌ ‌estas‌ ‌proteínas.‌ ‌De‌ ‌manera‌ ‌destacada,‌ ‌este‌‌                         

grupo‌ ‌de‌‌trabajo‌‌propuso‌‌un‌‌mecanismo‌‌conservado‌‌de‌‌respuesta‌‌a‌‌la‌‌mecánica‌‌presente‌‌                         

en‌‌las‌‌diferentes‌‌clases‌‌de‌‌proteínas‌‌LIM‌‌(Sun,‌‌X.,‌‌2020).‌‌En‌‌él‌‌muestran‌‌que‌‌los‌‌esfuerzos‌‌                               

contráctiles‌‌del‌‌citoesqueleto‌‌son‌‌responsables‌‌de‌‌retener‌‌a‌‌estas‌‌proteínas‌‌en‌‌las‌‌fibras‌‌de‌‌                           

estrés‌‌de‌‌actina,‌‌por‌‌medio‌‌de‌‌la‌‌unión‌‌de‌‌ciertos‌‌residuos‌‌de‌‌fenilalanina‌‌(F)‌‌que‌‌tienen‌‌los‌‌                                 
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‌ 

dominios‌ ‌LIM.‌ ‌Mientras‌ ‌que,‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌suaves,‌ ‌se‌ ‌pierden‌ ‌los‌ ‌sitios‌ ‌de‌ ‌anclaje,‌ ‌lo‌‌que‌‌                             

favorece‌ ‌su‌ ‌translocación‌ ‌al‌ ‌núcleo.‌ ‌A‌ ‌la‌ ‌vez,‌ ‌encuentran‌ ‌un‌ ‌residuo‌ ‌de‌ ‌fenilalanina‌‌                         

necesario‌‌para‌‌el‌‌reclutamiento‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌FHL2‌‌y‌‌Hic-5‌‌a‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌AF‌‌(Sun,‌‌                               

X.,‌ ‌2020);‌ ‌sin‌ ‌embargo,‌ ‌es‌ ‌dependiente‌‌del‌‌grado‌‌de‌‌tensión‌‌de‌‌los‌‌filamentos‌‌actina.‌‌Por‌‌                             

tanto,‌‌toda‌‌la‌‌evidencia‌‌recopilada‌‌sugiere‌‌que‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌dominios‌‌LIM‌‌son‌‌un‌‌grupo‌‌                             

de‌‌proteínas‌‌sensibles‌‌a‌‌la‌‌mecánica‌‌que‌‌serían‌‌de‌‌gran‌‌utilidad‌‌para‌‌evaluar‌‌si‌‌existe‌‌una‌‌                               

modulación‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌mediado‌ ‌por‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌y‌ ‌que‌‌                         

posiblemente‌ ‌controlen‌ ‌el‌‌aparato‌‌transcripcional‌‌de‌‌la‌‌células,‌‌siendo‌‌este‌‌un‌‌mecanismo‌‌                       

directo‌ ‌de‌ ‌mecanotransducción‌ ‌a‌ ‌partir‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌cambios‌ ‌de‌‌contractibilidad‌‌derivados‌‌de‌‌la‌‌                         

mecánica‌ ‌exterior‌ ‌dirigido‌ ‌a‌ ‌cambiar‌ ‌la‌ ‌regulación‌ ‌transcripcional‌ ‌sin‌ ‌la‌ ‌participación‌ ‌de‌‌                       

proteínas‌ ‌efectoras‌ ‌intermedias.‌ ‌ 
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Tabla‌ ‌3.‌ ‌Proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM‌ ‌asociadas‌ ‌a‌ ‌AF‌ ‌sensibles‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌esfuerzos.‌ ‌ 

‌ 

(Proteínas‌‌sensibles‌‌a‌‌los‌‌esfuerzos‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌los‌‌trabajos‌‌de‌‌Schiller‌‌et‌‌al‌‌2011;‌‌Ibar‌‌et‌‌al‌‌2018‌‌y‌‌                                       

Sun‌ ‌et‌ ‌al,‌ ‌2020)‌ ‌‌Cada‌ ‌color‌ ‌representa‌ ‌una‌ ‌clase‌ ‌de‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominio‌ ‌LIM‌ ‌de‌ ‌acuerdo‌ ‌a‌ ‌la‌‌                                   

clasificación‌ ‌de‌ ‌Koch‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2012‌ ‌ 
‌ 
‌ 

‌ 
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Proteína‌ ‌ 
Asociación‌ ‌con‌ ‌otras‌ ‌vías‌ ‌de‌‌ 

señalización‌ ‌ 
Mecanotransducción‌  Ref‌ ‌ 

Zyxina‌ ‌ 

Regula‌ ‌negativamente‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌Hippo‌ ‌al‌ ‌promover‌ ‌la‌‌ 
ubiquitinación‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌cinasas‌ ‌LATS1‌ ‌mediante‌ ‌su‌‌ 

interacción;‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌SHH‌ ‌al‌ ‌interactuar‌ ‌y‌‌ 
activar‌ ‌a‌ ‌su‌ ‌regulador‌ ‌negativo‌ ‌Zic1.‌ ‌ 

Su‌ ‌reclutamiento‌ ‌disminuye‌‌ 
al‌ ‌evitar‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌‌ 
citoesqueleto‌ ‌por‌ ‌medio‌ ‌de‌‌ 

la‌ ‌inhibición‌ ‌de‌ ‌ATP‌ ‌(‌*‌),‌‌ 
miosina‌ ‌(‌#‌)‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌el‌‌ 
cultivo‌ ‌celular‌ ‌en‌ ‌sustratos‌‌ 

rígidos‌ ‌(‌!‌)‌ ‌y‌ ‌bajo‌‌ 
estiramiento‌ ‌uniaxial‌ ‌(‌/‌)‌ ‌ 

(Ma‌ ‌et‌ ‌al‌‌ 
2016)‌ ‌ 

Coactivador‌ ‌transcripcional‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌factores‌‌ 
transcripcionales‌ ‌Zic1‌ ‌y‌ ‌Gli‌ ‌ 

(Martynova‌‌ 
et‌ ‌al‌ ‌2018)‌ ‌ 

LIMD1‌ ‌ 
Regula‌ ‌negativamente‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌ ‌Hippo‌ ‌al‌ ‌unirse‌ ‌a‌ ‌las‌ 

cinasas‌ ‌LATS1‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌uniones‌‌ 
adherentes.‌ ‌ 

!#‌ ‌ 
(Ibar‌ ‌et‌ ‌al‌‌ 

2018;‌ ‌Wang‌‌ 
et‌ ‌al‌ ‌2019)‌ ‌ 

LPP‌ ‌ 

Su‌ ‌expresión‌ ‌es‌ ‌dependiente‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌‌ 
señalización‌ ‌Wnt,‌ ‌TGFβ.‌ ‌Además‌ ‌de‌ ‌que‌ ‌sus‌‌ 

funciones‌ ‌son‌ ‌dependientes‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌cinasas‌ ‌Src‌ ‌y‌‌ 
ROCK‌ ‌ 

#‌ ‌/‌ ‌  (Vervenne‌ ‌et‌‌ 
al‌ ‌2008)‌ ‌ 

AJUBA‌ ‌ 
Regula‌ ‌negativamente‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌ ‌Hippo‌ ‌al‌ ‌unirse‌ ‌a‌ ‌las‌ 

cinasas‌ ‌LATS1‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌uniones‌‌ 
adherentes.‌ ‌ 

#‌ ‌  (Jagannatha‌
n‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2016)‌ 

FHL2‌ ‌ 

Participa‌ ‌en‌ ‌diferentes‌ ‌vías‌ ‌de‌ ‌señalización‌ ‌como‌ ‌la‌‌ 
reguladora‌ ‌del‌ ‌receptor‌ ‌de‌ ‌andrógenos,‌ ‌NF-κB,‌ ‌Wnt,‌‌ 

TGFβ‌ ‌ 

!‌ ‌#‌ ‌/‌ ‌ 

(Phillipar‌‌ 
2004;‌‌ 

Labalette‌‌ 
2004;‌ ‌Morlon‌‌ 
2003;‌ ‌Dahan‌‌ 

2017:‌‌ 
Johannsen‌‌ 

2006)‌ ‌ 

Cofactor‌ ‌transcripcional‌ ‌de‌ ‌una‌ ‌gran‌ ‌variedad‌ ‌de‌‌ 
genes‌ ‌involucrados‌ ‌en‌ ‌proliferación,‌ ‌diferenciación‌ ‌y‌‌ 

apoptosis‌ ‌(c-myc,‌ ‌SRF,‌ ‌β-catenin/TCF,‌ ‌AP1,‌ ‌SKI,‌‌ 
receptor‌ ‌de‌ ‌andrógenos,‌ ‌TGFβ1,‌ ‌ciclina‌ ‌D1)‌ ‌ 

FHL3‌ ‌ 

Activa‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌ ‌TGFβ‌ ‌al‌ ‌interactuar‌ ‌y‌ ‌fosforilar‌ ‌a‌ ‌las‌‌ 
proteínas‌ ‌Smad2/3.‌ ‌También‌ ‌participa‌ ‌en‌ ‌la‌‌ 
activación‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌NF-κB‌ ‌al‌ ‌interactuar‌ ‌con‌‌ 

angiogenina‌ ‌  */#‌ ‌ 

(Niu‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌ 
2011;‌ ‌Xia‌ ‌et‌‌ 

al‌ ‌2015;‌‌ 
Fimia‌ ‌et‌ ‌al‌‌ 

2000)‌ ‌ 
Coactivador‌ ‌transcripcional‌ ‌de‌ ‌CREB‌ ‌así‌ ‌como‌‌ 

correpresor‌ ‌de‌ ‌ 
CtBP2‌ ‌y‌ ‌PLZF.‌ ‌ 

PDLIM1‌ ‌ 
Regula‌ ‌positivamente‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌de‌ ‌Hippo‌ ‌al‌ ‌controlar‌ ‌el‌‌ 
crecimiento‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌F-actina‌ ‌y‌ ‌regula‌ ‌negativamente‌ ‌la‌‌ 

vía‌ ‌de‌ ‌NF-κB‌ ‌evitando‌ ‌su‌ ‌translocación‌ ‌nuclear‌ ‌ 
#/‌ ‌ 

(Huang‌ ‌et‌ ‌al‌‌ 
2019;‌ ‌Ono‌ ‌et‌‌ 

al‌ ‌2015)‌ ‌ 
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8.‌ ‌DISCUSIÓN‌ ‌ 
‌ 

Las‌‌células‌‌perciben‌‌el‌‌medio‌‌extracelular‌‌a‌‌través‌‌de‌‌sus‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌                         

focales‌‌al‌‌conectar‌‌directamente‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌la‌‌MEC‌‌con‌‌el‌‌aparato‌‌de‌‌actomiosina‌‌                           

en‌ ‌el‌ ‌interior‌ ‌celular;‌ ‌de‌ ‌este‌ ‌modo,‌ ‌las‌ ‌células‌‌son‌‌capaces‌‌de‌‌percibir‌‌y‌‌responder‌‌a‌‌los‌‌                                 

cambios‌‌en‌‌la‌‌composición‌‌química‌‌y‌‌propiedades‌‌mecánicas‌‌de‌‌la‌‌matriz‌‌extracelular‌‌o‌‌del‌‌                           

sustrato‌‌en‌‌el‌‌que‌‌se‌‌encuentran‌‌‌in‌‌vitro‌.‌‌No‌‌obstante,‌‌hace‌‌falta‌‌dilucidar‌‌los‌‌mecanismos‌‌                             

bioquímicos‌ ‌(formación‌ ‌de‌ ‌complejos‌ ‌proteicos‌ ‌mediante‌ ‌cambios‌ ‌conformacionales‌ ‌y‌‌                 

modificaciones‌ ‌postraduccionales)‌ ‌por‌ ‌los‌ ‌cuales‌ ‌las‌‌células‌‌perciben‌‌las‌‌diferencias‌‌en‌‌la‌‌                       

mecánica‌ ‌del‌ ‌sustrato.‌ ‌Es‌ ‌por‌ ‌ello‌‌que‌‌en‌‌los‌‌estudios‌‌de‌‌mecanotransducción‌‌ha‌‌sido‌‌de‌‌                             

interés‌‌estudiar‌‌los‌‌componentes‌‌que‌‌conforman‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales.‌‌Los‌‌                       

estudios‌ ‌de‌ ‌proteómica‌ ‌han‌ ‌reportado‌ ‌que‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌están‌ ‌conformados‌ ‌por‌‌                     

alrededor‌‌de‌‌180‌‌componentes,‌‌los‌‌cuales‌‌en‌‌conjunto‌‌se‌‌conocen‌‌como‌‌el‌‌meta-adhesoma‌‌                         

celular‌ ‌(R.‌ ‌Zaidel-Bar‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2004).‌ ‌Asimismo,‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌propuesto‌ ‌un‌ ‌adhesoma‌ ‌consenso‌‌                         

conformado‌ ‌por‌ ‌60‌ ‌componentes,‌ ‌tras‌ ‌el‌ ‌análisis‌ ‌proteómico‌ ‌y‌ ‌bioinformático‌ ‌de‌ ‌los‌‌                       

adhesomas‌‌de‌‌diferentes‌‌tipos‌‌celulares‌‌(Horton‌‌et‌‌al.,‌‌2015).‌‌De‌‌manera‌‌destacada,‌‌se‌‌ha‌‌                           

encontrado‌ ‌que‌ ‌dicho‌ ‌adhesoma‌ ‌cambia‌ ‌cuando‌ ‌el‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌‌actomiosina‌‌tiene‌‌un‌‌                       

diferente‌ ‌estado‌ ‌contráctil‌ ‌(Schiller‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011);‌ ‌al‌ ‌utilizar‌ ‌un‌ ‌inhibidor‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌miosina,‌‌                           

blebistatina‌ ‌(que‌ ‌impide‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌actomiosina)‌ ‌la‌ ‌cantidad‌ ‌de‌ ‌proteínas‌‌                       

reclutadas‌ ‌disminuye‌ ‌la‌ ‌presencia‌ ‌a‌ ‌40‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌87‌ ‌proteínas‌ ‌detectadas‌ ‌asociadas‌ ‌a‌‌                         

adhesiones‌ ‌focales‌ ‌(asemejando‌ ‌el‌ ‌estado‌ ‌del‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌‌                     

sustratos‌ ‌suaves,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌cuando‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌no‌ ‌están‌ ‌en‌ ‌un‌ ‌cultivo‌ ‌confluente‌ ‌‌in‌ ‌vitro‌)‌‌                             

(Schiller‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2011).‌ ‌No‌ ‌obstante,‌ ‌hace‌ ‌falta‌ ‌investigar‌ ‌de‌ ‌manera‌ ‌directa‌ ‌si‌ ‌los‌‌                           

componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌cambian‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌rigidez,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌el‌‌                         

presente‌ ‌trabajo‌ ‌tuvo‌ ‌el‌ ‌objetivo‌ ‌de‌ ‌investigar‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌en‌‌                         

fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌cultivados‌ ‌en‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌de‌ ‌rigidez‌‌                     

controlada.‌‌ ‌  

‌ 

Bajo‌ ‌condiciones‌ ‌estándar‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌como‌ ‌las‌ ‌placas‌ ‌de‌ ‌poliestireno‌ ‌cargadas‌‌                     

negativamente,‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌están‌ ‌en‌ ‌contacto‌ ‌con‌ ‌sustratos‌ ‌con‌ ‌rigidez‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌orden‌ ‌de‌‌                           

magnitud‌ ‌de‌ ‌GPa,‌ ‌una‌ ‌condición‌ ‌completamente‌ ‌anormal‌ ‌para‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌los‌‌                           

tejidos‌ ‌del‌ ‌cuerpo,‌ ‌los‌ ‌valores‌ ‌son‌ ‌mucho‌ ‌menores‌ ‌y‌ ‌varían‌ ‌dependiendo‌ ‌el‌ ‌tejido‌ ‌en‌‌                           

cuestión;‌ ‌por‌ ‌ejemplo‌ ‌el‌ ‌hígado‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌(sano)‌ ‌tiene‌ ‌una‌ ‌rigidez‌ ‌reportada‌ ‌de‌ ‌150‌ ‌Pa‌‌                             

(Desai‌‌et‌‌al‌‌2016)‌.‌ ‌Particularmente,‌‌en‌‌este‌‌proyecto‌‌se‌‌utilizaron‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌                        

de‌ ‌ratón‌ ‌como‌ ‌modelo‌ ‌de‌ ‌estudio‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌es‌ ‌un‌ ‌tipo‌ ‌celular‌ ‌constantemente‌ ‌utilizado‌ ‌en‌‌                             

estudios‌‌de‌‌mecanotransducción‌‌al‌‌ser‌‌células‌‌mesenquimales‌‌caracterizadas‌‌por‌‌presentar‌‌                   
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‌ 

una‌‌expresión‌‌robusta‌‌de‌‌proteínas‌‌de‌‌AF‌‌que‌‌permitía‌‌evaluar‌‌los‌‌objetivos‌‌del‌‌proyecto.‌‌El‌‌                             

tejido‌ ‌embrionario‌ ‌de‌ ‌ratón,‌ ‌ambiente‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌estas‌‌células‌‌se‌‌encuentran‌‌‌in‌‌vivo‌,‌‌tiene‌‌                             

una‌‌rigidez‌‌reportada‌‌que‌‌va‌‌de‌‌los‌‌100‌‌a‌‌los‌‌1000‌‌Pa,‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌zona‌‌muestreada‌‌                                 

(Kolahi‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2012).‌ ‌En‌ ‌este‌ ‌estudio‌ ‌se‌ ‌utilizó‌ ‌un‌ ‌valor‌ ‌cercano‌ ‌a‌ ‌este‌ ‌ambiente,‌ ‌ya‌ ‌que‌‌                                 

como‌‌sustratos‌‌suaves‌‌(condición‌‌de‌‌MEC‌‌sana)‌‌se‌‌fabricaron‌‌HGs‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌0.5‌‌kPa,‌‌y‌‌1‌‌                                 

kPa.‌ ‌ 

‌ 

Se‌ ‌ha‌‌reportado‌‌que‌‌los‌‌cambios‌‌en‌‌los‌‌valores‌‌de‌‌rigidez‌‌de‌‌los‌‌materiales‌‌en‌‌los‌‌que‌‌se‌‌                                   

encuentran‌‌las‌‌células‌‌repercuten‌‌en‌‌diferentes‌‌procesos‌‌celulares,‌‌como‌‌la‌‌diferenciación,‌‌                     

proliferación,‌‌apoptosis,‌‌y‌‌de‌‌manera‌‌evidente,‌‌afectan‌‌la‌‌adhesión‌‌celular‌‌(Wells,‌‌2008).‌‌De‌‌                         

acuerdo‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌mediciones‌ ‌del‌ ‌proyecto,‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌3T3-L1‌‌                       

aumentaron‌‌su‌‌área‌‌de‌‌esparcimiento‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌la‌‌rigidez;‌‌siendo‌‌los‌‌cultivos‌‌realizados‌‌                           

sobre‌ ‌los‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌(0.5‌ ‌kPa-20‌ ‌kPa)‌ ‌los‌ ‌que‌ ‌presentaron‌ ‌un‌ ‌área‌ ‌celular‌‌                           

significativamente‌ ‌menor‌ ‌comparada‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌cultivo‌ ‌sobre‌ ‌cajas‌ ‌de‌ ‌poliestireno,‌ ‌teniendo‌‌                     

hasta‌ ‌5.5‌ ‌veces‌ ‌menos‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento‌‌celular‌‌en‌‌los‌‌sustratos‌‌más‌‌suaves‌‌(7,000‌‌                           

µm‌2‌ ‌en‌ ‌vidrio‌ ‌en‌ ‌contraste‌ ‌con‌ ‌1500‌ ‌µm‌2‌ ‌en‌‌el‌‌HG‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌0.5‌‌kPa).‌‌En‌‌comparación,‌‌                                   

otros‌‌grupos‌‌de‌‌trabajo‌‌en‌‌las‌‌últimas‌‌décadas‌‌han‌‌reportado‌‌la‌‌misma‌‌tendencia‌‌utilizando‌‌                           

diferentes‌ ‌tipos‌ ‌celulares‌ ‌(epiteliales,‌ ‌endoteliales,‌ ‌miocitos,‌ ‌entre‌ ‌otros)‌ ‌y‌ ‌sustratos‌ ‌con‌‌                     

rigidez‌‌controlada‌‌como‌‌los‌‌hidrogeles‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌recubiertos‌‌de‌‌colágena‌‌I‌‌utilizados‌‌                       

en‌ ‌este‌ ‌proyecto,‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌hechos‌ ‌de‌ ‌otro‌ ‌tipo‌ ‌de‌ ‌materiales‌ ‌como‌ ‌el‌‌                             

polidimetilsiloxano‌ ‌(PDMS)‌ ‌(Janmey‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2020).‌‌ ‌  

‌ 

Por‌ ‌ejemplo,‌ ‌el‌ ‌grupo‌ ‌de‌ ‌trabajo‌ ‌de‌ ‌Janmey‌ ‌en‌ ‌2007‌ ‌reportó‌ ‌que‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3‌‌                             

presentan‌ ‌un‌ ‌área‌ ‌de‌‌esparcimiento‌‌3‌‌veces‌‌menor‌‌en‌‌los‌‌sustratos‌‌suaves,‌‌de‌‌2‌‌kPa,‌‌en‌‌                               

contraste‌‌con‌‌las‌‌células‌‌cultivadas‌‌sobre‌‌10‌‌kPa‌‌(500‌ ‌μm‌‌y‌‌1500‌‌μm,‌‌respectivamente).‌‌Y‌‌                             

encontraron‌ ‌que‌ ‌a‌ ‌partir‌ ‌del‌ ‌cultivo‌ ‌sobre‌ ‌10‌ ‌kPa,‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌alcanzan‌ ‌su‌‌mayor‌‌área‌‌de‌‌                               

esparcimiento‌ ‌(Janmey‌ ‌2007).‌ ‌No‌ ‌obstante,‌ ‌en‌ ‌este‌ ‌trabajo‌ ‌encontramos‌ ‌que‌ ‌los‌‌                     

fibroblastos‌ ‌utilizados‌ ‌presentan‌ ‌cambios‌ ‌significativos‌ ‌entre‌ ‌los‌ ‌cultivados‌ ‌sobre‌ ‌HGs‌ ‌de‌‌                     

PAA‌ ‌en‌ ‌su‌ ‌valor‌ ‌más‌ ‌alto‌ ‌utilizado‌ ‌de‌ ‌20‌ ‌kPa‌ ‌y‌ ‌las‌ ‌cajas‌ ‌de‌ ‌poliestireno.‌‌Los‌‌valores‌‌del‌‌                                   

área‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌obtienen‌ ‌pueden‌ ‌variar‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌‌tipo‌‌celular,‌‌ya‌‌que‌‌en‌‌el‌‌artículo‌‌de‌‌                               

Janmey‌‌utilizaron‌‌los‌‌fibroblastos‌‌NIH-3T3,‌‌mientras‌‌que‌‌en‌‌este‌‌proyecto‌‌se‌‌trabajó‌‌con‌‌los‌‌                           

fibroblastos‌ ‌NIH-3T3-L1,‌ ‌los‌‌cuales‌‌son‌‌una‌‌clona‌‌de‌‌la‌‌línea‌‌que‌‌ellos‌‌utilizaron,‌‌obtenida‌‌                           

por‌‌un‌‌método‌‌similar,‌‌pero‌‌que‌‌tiene‌‌la‌‌capacidad‌‌de‌‌diferenciarse‌‌a‌‌adipocitos‌‌bajo‌‌ciertas‌‌                             

condiciones,‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌pudiera‌ ‌estar‌ ‌relacionado.‌ ‌Asimismo‌ ‌también‌ ‌influye‌ ‌el‌ ‌método‌ ‌de‌‌                       

fabricación‌‌empleado‌‌para‌‌la‌‌fabricación‌‌de‌‌los‌‌HGs,‌‌así‌‌como‌‌el‌‌recubrimiento‌‌de‌‌proteína‌‌                           
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‌ 

utilizado.‌ ‌Janmey‌ ‌y‌ ‌colaboradores‌ ‌utilizaron‌ ‌el‌ ‌mismo‌ ‌método‌ ‌de‌ ‌fabricación,‌ ‌pero‌‌                     

recubrieron‌ ‌los‌ ‌sustratos‌ ‌con‌ ‌fibronectina‌ ‌0.2‌ ‌mg/mL,‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌este‌ ‌proyecto‌ ‌se‌‌                         

utilizó‌‌colágena‌‌de‌‌rata‌‌tipo‌‌I‌‌al‌‌0.1‌‌mg/mL.‌‌Esto‌‌podría‌‌ser‌‌resultado‌‌del‌‌tipo‌‌de‌‌integrinas‌‌                                 

que‌‌son‌‌reclutadas‌‌en‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales,‌‌ya‌‌que‌‌existe‌‌especificidad‌‌de‌‌                           

acuerdo‌‌con‌‌las‌‌proteínas‌‌que‌‌conforman‌‌el‌‌sustrato;‌‌tal‌‌es‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌la‌‌combinación‌‌de‌‌la‌‌                                 

subunidades‌ ‌de‌ ‌integrinas‌ ‌α1β1‌ ‌y‌ ‌α2β1‌ ‌que‌ ‌reconocen‌ ‌colágena,‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌la‌‌                       

combinación‌ ‌αV‌ ‌de‌ ‌junto‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌subunidades‌ ‌β‌ ‌1,‌ ‌3,‌ ‌5,‌ ‌son‌ ‌un‌ ‌ejemplo‌ ‌clásico‌ ‌de‌‌                               

reconocimiento‌ ‌a‌ ‌fibronectina.‌ ‌Las‌ ‌integrinas‌ ‌al‌ ‌estar‌ ‌en‌ ‌contacto‌ ‌con‌ ‌los‌ ‌filamentos‌ ‌de‌‌                         

actina‌‌podrían‌‌favorecer‌‌diferencias‌‌en‌‌esparcimiento,‌‌ya‌‌que‌‌se‌‌han‌‌reportado‌‌diferencias‌‌                       

dependiendo‌‌del‌‌recubrimiento‌‌utilizado‌‌en‌‌estudios‌‌‌in‌‌vitro‌‌(Lee‌‌et‌‌al‌‌2019).‌‌Asimismo,‌‌se‌‌                           

ha‌‌encontrado‌‌que‌‌el‌‌aumentar‌‌la‌‌densidad‌‌de‌‌proteínas‌‌(ligandos‌‌de‌‌integrinas)‌‌incrementa‌‌                         

también‌ ‌el‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento,‌ ‌sin‌ ‌embargo,‌ ‌aunque‌ ‌se‌ ‌lleve‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌saturación‌ ‌de‌ ‌la‌‌                             

proteína‌‌de‌‌recubrimiento‌‌en‌‌sustratos‌‌suaves,‌‌éstas‌‌no‌‌alcanzan‌‌el‌‌área‌ ‌celular‌‌lograda‌‌en‌‌                           

sustratos‌ ‌muy‌ ‌rígidos‌ ‌(vidrio)‌ ‌(Engler‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2004).‌ ‌En‌ ‌este‌ ‌trabajo,‌ ‌al‌ ‌haber‌ ‌utilizado‌ ‌la‌‌                             

concentración‌ ‌de‌ ‌0.1‌ ‌mg/mL‌ ‌se‌ ‌puede‌ ‌descartar‌‌el‌‌efecto‌‌debido‌‌a‌‌la‌‌concentración‌‌de‌‌la‌‌                             

proteína‌ ‌de‌ ‌recubrimiento‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌sustratos,‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌que‌ ‌a‌ ‌dicha‌‌                           

concentración‌ ‌ocurre‌ ‌la‌ ‌saturación‌ ‌del‌ ‌recubrimiento‌ ‌de‌ ‌colágena‌ ‌en‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌‌                     

poliacrilamida‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌ ‌(Stanton‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019),‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌morfología‌                         

observada‌ ‌sería‌ ‌el‌ ‌área‌‌máxima‌‌de‌‌esparcimiento‌‌que‌‌pueden‌‌presentar‌‌en‌‌cada‌‌valor‌‌de‌‌                           

rigidez.‌ ‌ 

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌además‌ ‌de‌ ‌evaluar‌ ‌los‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌esparcimiento,‌ ‌también‌ ‌se‌‌                             

realizó‌ ‌un‌ ‌análisis‌ ‌de‌ ‌circularidad‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌este‌ ‌parámetro‌ ‌no‌ ‌sólo‌ ‌es‌ ‌un‌ ‌descriptor‌ ‌de‌ ‌los‌‌                               

aspectos‌ ‌más‌ ‌generales‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌forma‌ ‌celular‌ ‌como‌ ‌el‌ ‌área‌ ‌celular,‌ ‌sino‌ ‌que‌ ‌enfatiza‌ ‌la‌‌                             

presencia‌ ‌de‌ ‌prolongaciones‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌membrana‌ ‌celulares;‌ ‌células‌ ‌con‌ ‌mayor‌ ‌número‌ ‌de‌‌                       

prolongaciones‌‌cuentan‌‌con‌‌números‌‌más‌‌bajos‌‌de‌‌circularidad.‌‌Conocer‌‌estos‌‌datos,‌‌es‌‌de‌‌                         

utilidad‌ ‌para‌ ‌evaluar‌ ‌procesos‌ ‌celulares‌ ‌en‌ ‌donde‌ ‌las‌ ‌prolongaciones‌ ‌son‌ ‌un‌ ‌referente‌‌                       

importante‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌adhesión‌ ‌celular,‌ ‌migración‌ ‌o‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌estudio‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌respuesta‌ ‌a‌ ‌la‌‌                               

rigidez‌‌como‌‌es‌‌el‌‌caso‌‌de‌‌este‌‌trabajo.‌‌En‌‌la‌‌línea‌‌celular‌‌3T3-L1,‌‌la‌‌circularidad‌‌disminuyó‌‌                               

en‌‌los‌‌sustratos‌‌de‌‌mayor‌‌rigidez,‌‌de‌‌manera‌‌inversa‌‌al‌‌área‌‌celular,‌‌enfatizando‌‌el‌‌número‌‌                             

de‌ ‌prolongaciones‌ ‌que‌ ‌presentaron‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌cajas‌ ‌de‌ ‌poliestireno‌ ‌y‌ ‌los‌ ‌HGs‌ ‌de‌‌                             

mayor‌‌rigidez.‌‌Esta‌‌tendencia‌‌coincide‌‌con‌‌lo‌‌reportado‌‌en‌‌la‌‌literatura‌‌como‌‌es‌‌el‌‌caso‌‌del‌‌                               

cultivo‌ ‌de‌ ‌fibroblastos‌ ‌humanos‌ ‌de‌ ‌pulmón‌ ‌en‌ ‌geles‌ ‌de‌ ‌colágena‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌‌                         

(Asano‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017).‌ ‌ 

‌ 
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Como‌‌último‌‌aspecto‌‌para‌‌evaluar‌‌la‌‌respuesta‌‌celular‌‌a‌‌la‌‌mecánica‌‌de‌‌nuestro‌‌modelo,‌‌se‌‌                             

comprobó‌‌la‌‌localización‌‌de‌‌los‌‌cofactores‌‌transcripcionales‌‌YAP/TAZ,‌‌la‌‌cual‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌                         

la‌ ‌literatura‌ ‌su‌ ‌localización‌ ‌subcelular‌‌es‌‌regulada‌‌por‌‌los‌‌cambios‌ ‌en‌‌la‌‌rigidez‌‌donde‌‌se‌‌                             

cultivan‌ ‌las‌ ‌células.‌ ‌La‌ ‌regulación‌ ‌de‌ ‌YAP‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌mecánica‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌ido‌ ‌dilucidando‌‌y‌‌se‌‌ha‌‌                                 

reconocido‌‌a‌‌diferentes‌‌niveles;‌‌a‌‌nivel‌‌de‌‌estabilidad‌‌de‌‌proteína‌‌(vía‌‌proteosomal‌‌gracias‌‌                         

a‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌Hippo),‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌mediante‌ ‌modificaciones‌ ‌postraduccionales‌ ‌que‌ ‌regulan‌ ‌su‌‌                       

translocación,‌ ‌principalmente‌ ‌mediante‌ ‌fosforilación‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌Serina‌ ‌127,‌ ‌y‌ ‌por‌ ‌tanto,‌ ‌su‌‌                       

activación‌‌como‌‌factor‌‌transcripcional‌‌(Pocaterra‌‌et‌‌al‌‌2020).‌‌También‌‌se‌‌ha‌‌reportado‌‌que‌‌                         

su‌‌regulación‌‌es‌‌desencadenada‌‌por‌‌las‌‌señales‌‌mecánicas‌‌tales‌‌como‌‌la‌‌rigidez‌‌en‌‌la‌‌que‌‌                             

se‌ ‌encuentren‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌cinasas‌ ‌LATS1/2‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌vía‌ ‌Hippo‌ ‌son‌ ‌reguladas‌‌                             

negativamente‌ ‌por‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌actina,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌bajo‌ ‌sustratos‌‌                         

rígidos,‌‌se‌‌favorece‌‌la‌‌translocación‌‌y‌‌activación‌‌transcripcional‌‌de‌‌YAP/TAZ.‌‌Asimismo,‌‌se‌‌                       

ha‌ ‌encontrado‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌‌sustratos‌‌rígidos‌‌favorecen‌‌la‌‌apertura‌‌de‌‌los‌‌                           

poros‌‌nucleares‌‌que‌‌promueve‌‌la‌‌translocación‌‌de‌‌YAP/TAZ‌‌(Elosegui-Artola‌‌et‌‌al.,‌‌2017).‌‌Y‌‌                         

a‌ ‌nivel‌ ‌nuclear‌ ‌la‌ ‌F-actina‌ ‌también‌ ‌regula‌ ‌negativamente‌ ‌su‌ ‌actividad‌ ‌transcripcional‌‌                     

mediante‌‌otros‌‌complejos‌‌proteicos‌‌como‌‌el‌‌regulador‌‌de‌‌cromatina‌‌SWI/SNF‌‌(Chang‌‌et‌‌al‌‌                         

2018).‌ ‌Debido‌ ‌a‌ ‌todos‌ ‌estos‌ ‌mecanismos‌ ‌regulatorios,‌‌YAP/TAZ‌‌ha‌‌sido‌‌reconocido‌‌como‌‌                       

uno‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌mecanosensibles‌ ‌que‌ ‌ayudan‌ ‌a‌ ‌evaluar‌ ‌las‌ ‌señales‌ ‌mecánicas.‌‌ ‌  

‌ 

En‌ ‌este‌ ‌estudio‌ ‌se‌ ‌encontró‌ ‌que‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌ ‌embrionarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌tienen‌ ‌una‌‌                         

localización‌ ‌de‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌sensible‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌mecánica‌ ‌del‌ ‌sustrato;‌ ‌siendo‌ ‌nuclear‌‌en‌‌sustratos‌‌                         

rígidos‌ ‌y‌ ‌mayormente‌ ‌citoplasmática‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌suaves,‌ ‌tal‌ ‌y‌ ‌como‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌en‌‌                           

esta‌ ‌línea‌ ‌celular‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌en‌ ‌otros‌ ‌tipos‌ ‌celulares‌ ‌(Pocaterra‌ ‌et‌ ‌al‌ ‌2020).‌ ‌Dada‌ ‌la‌‌                             

capacidad‌ ‌de‌‌las‌‌células‌‌de‌‌responder‌‌a‌‌los‌‌cambios‌‌en‌‌las‌‌condiciones‌‌mecánicas,‌‌como‌‌                           

se‌ ‌pudo‌ ‌observar‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌cambios‌‌del‌‌área‌‌de‌‌esparcimiento,‌‌circularidad‌‌y‌‌localización‌‌de‌‌                           

los‌ ‌cofactores‌ ‌YAP/TAZ,‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌sustratos‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentran,‌ ‌los‌‌                         

hidrogeles‌ ‌de‌ ‌PAA‌ ‌resultaron‌ ‌un‌ ‌excelente‌ ‌modelo‌ ‌de‌ ‌cultivo‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌ ‌para‌‌                         

evaluar‌ ‌la‌‌a‌‌modulación‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌AF,‌‌ya‌‌que‌‌estos‌‌permiten‌‌el‌‌contacto‌‌directo‌‌                               

con‌ ‌los‌ ‌sustratos‌ ‌y‌ ‌cuyos‌ ‌componentes‌ ‌son‌ ‌capaces‌ ‌de‌ ‌responder‌ ‌directamente‌ ‌a‌ ‌los‌‌                         

cambios‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌rigidez,‌ ‌como‌ ‌es‌ ‌el‌ ‌caso‌ ‌de‌ ‌talina.‌ ‌ 

‌ 

En‌‌este‌‌proyecto,‌‌las‌‌primeras‌‌observaciones‌‌de‌‌los‌‌componentes‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌se‌‌                         

hicieron‌‌con‌‌microscopía‌‌de‌‌epifluorescencia‌‌con‌‌la‌‌que‌‌se‌‌observó‌‌un‌‌patrón‌‌punteado‌‌en‌‌                           

la‌ ‌periferia‌ ‌celular‌ ‌característico‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌proteicos‌ ‌(D.‌ ‌W.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017).‌‌                           

Posteriormente,‌‌con‌‌ayuda‌‌de‌‌la‌‌microscopía‌‌confocal‌‌se‌‌pudo‌‌apreciar‌‌con‌‌más‌‌detalle‌‌que‌‌                           
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la‌‌marca‌‌de‌‌AF,‌‌a‌‌través‌‌de‌‌la‌‌proteína‌‌vinculina,‌‌está‌‌en‌‌contacto‌‌directo‌‌con‌‌los‌‌filamentos‌‌                                 

de‌ ‌actina‌ ‌y‌ ‌que,‌ ‌además,‌ ‌como‌ ‌se‌ ‌había‌ ‌reportado‌ ‌anteriormente,‌ ‌están‌ ‌alineados‌ ‌en‌ ‌la‌‌                           

misma‌‌dirección‌‌(J.‌‌Y.‌‌Lee‌‌et‌‌al.,‌‌2019).‌‌Además‌‌de‌‌la‌‌detección‌‌espacial‌‌de‌‌los‌‌complejos,‌‌                               

los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌se‌ ‌pudieron‌ ‌detectar‌‌                         

siguiendo‌‌protocolos‌‌estándar;‌‌sin‌‌embargo,‌‌al‌‌ser‌‌proteínas‌‌acopladas‌‌a‌‌las‌‌integrinas,‌‌las‌‌                         

cuales‌ ‌se‌ ‌recuperan‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌porción‌ ‌insoluble‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌lisados,‌ ‌es‌ ‌recomendable‌ ‌utilizar‌‌                         

metodologías‌ ‌especializadas‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌recuperación‌ ‌de‌ ‌estos‌ ‌componentes‌ ‌para‌ ‌mejorar‌ ‌la‌‌                     

detección‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌como‌‌es‌‌el‌‌uso‌‌de‌‌protocolos‌‌de‌‌extracción‌‌fuertes‌‌tales‌‌como‌‌el‌‌                               

uso‌ ‌del‌ ‌buffer‌ ‌de‌ ‌lisis‌ ‌RIPA‌ ‌(SDS‌ ‌al‌ ‌0.1.‌ ‌ 

‌ 

Por‌ ‌otra‌ ‌parte,‌ ‌es‌ ‌de‌ ‌destacar‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌este‌ ‌proyecto‌ ‌se‌ ‌pudieron‌ ‌hacer‌ ‌las‌ ‌primeras‌‌                             

aproximaciones‌ ‌para‌ ‌detectar‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌‌                   

primarios,‌‌los‌‌cuales‌‌ofrecen‌‌un‌‌modelo‌‌adecuado‌‌para‌‌investigar‌‌la‌‌modulación‌‌de‌‌las‌‌AF‌‌                           

ya‌ ‌que‌ ‌cuentan‌‌con‌‌una‌‌presencia‌‌robusta‌‌de‌‌estas‌‌proteínas.‌‌En‌‌las‌‌imágenes‌‌obtenidas‌‌                           

por‌‌microscopía‌‌de‌‌epifluorescencia‌‌se‌‌notó‌‌de‌‌manera‌‌evidente‌‌el‌‌aumento‌‌en‌‌el‌‌marcaje‌‌                           

de‌ ‌esta‌ ‌proteína,‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌después‌ ‌de‌ ‌investigar‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌literatura,‌ ‌se‌ ‌seleccionó‌ ‌un‌‌                             

procedimiento‌‌reportado‌‌por‌‌Horzum‌‌y‌ ‌colaboradores‌‌en‌‌2014‌‌en‌‌el‌‌que‌‌con‌‌herramientas‌‌                         

de‌ ‌imagenología‌ ‌utilizando‌ ‌el‌ ‌software‌ ‌libre‌ ‌de‌ ‌ImageJ‌ ‌se‌ ‌realizó‌ ‌la‌ ‌cuantificación‌ ‌del‌‌                         

número‌ ‌y‌ ‌área‌ ‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌determinado‌‌por‌‌el‌‌marcaje‌‌de‌‌vinculina‌‌(Horzum‌‌et‌‌                           

al,‌‌2014)‌ ‌(véase‌‌Métodos).‌ ‌La‌‌cuantificación‌‌confirmó‌‌el‌‌aumento‌‌del‌‌número‌‌de‌‌AF‌‌en‌‌los‌‌                             

fibroblastos‌ ‌primarios;‌ ‌asimismo,‌ ‌estas‌ ‌arrojaron‌ ‌una‌‌mayor‌‌área,‌‌cuyos‌‌valores‌‌coinciden‌‌                     

con‌ ‌lo‌ ‌reportado‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌literatura,‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌Wirtz‌‌en‌‌2013‌‌reportó‌‌que‌‌el‌‌área‌‌de‌‌adhesiones‌‌                                 

focales‌ ‌se‌ ‌encuentra‌ ‌cercano‌ ‌a‌ ‌los‌‌3‌‌µm‌2‌ ‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌primarios‌‌de‌‌ratón;‌‌                           

mientras‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌cuantificación‌ ‌de‌ ‌este‌ ‌proyecto‌ ‌se‌ ‌encontraron‌ ‌valores‌ ‌promedio‌‌de‌‌3‌‌                           

µm‌2‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌línea‌ ‌celular‌ ‌3T3-L1‌ ‌y‌ ‌5.5‌ ‌µm‌2‌ ‌para‌ ‌los‌ ‌fibroblastos‌ ‌primarios‌ ‌(D.‌ ‌H.‌ ‌Kim‌ ‌&‌‌                                 

Wirtz,‌‌2013).‌‌Aunado‌‌a‌‌ello,‌‌Wirtz‌‌también‌‌reportó‌‌que‌‌el‌‌tamaño‌‌de‌‌las‌‌adhesiones‌‌focales‌‌                             

es‌ ‌el‌ ‌mismo‌ ‌al‌ ‌utilizar‌ ‌inmunomarcaje‌ ‌de‌ ‌distintas‌ ‌proteínas‌ ‌tales‌ ‌como‌‌talina,‌‌vinculina‌‌y‌‌                           

FAK,‌ ‌de‌ ‌modo‌ ‌que‌ ‌de‌ ‌acuerdo‌ ‌a‌ ‌lo‌ ‌reportado,‌ ‌resulta‌ ‌válido‌ ‌haber‌ ‌utilizado‌ ‌el‌‌                           

inmunomarcaje‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌para‌ ‌determinar‌ ‌el‌ ‌área‌ ‌de‌ ‌AF‌ ‌en‌ ‌este‌ ‌trabajo.‌ ‌Por‌ ‌tanto,‌ ‌la‌‌                             

estandarización‌‌de‌‌esta‌‌cuantificación‌‌resultará‌‌de‌‌ayuda‌‌para‌‌futuros‌‌experimentos‌‌en‌‌los‌‌                       

que‌ ‌se‌ ‌pretenda‌ ‌comparar‌ ‌el‌ ‌marcaje‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌complejos‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌‌en‌‌células‌‌                           

cultivadas‌‌en‌‌sustratos‌‌de‌‌rigidez‌‌controlada.‌‌Además,‌‌sería‌‌pertinente‌‌utilizar‌‌imágenes‌‌en‌‌                       

microscopía‌ ‌confocal‌ ‌que‌ ‌permitan‌ ‌hacer‌ ‌la‌ ‌cuantificación‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌ ‌las‌‌                       

células‌‌completas‌‌y‌‌no‌‌sólo‌‌en‌‌cuadrantes‌‌del‌‌mismo‌‌tamaño‌‌lo‌‌cual‌‌no‌‌es‌‌posible‌‌al‌‌utilizar‌                                 

imágenes‌ ‌obtenidas‌ ‌por‌ ‌epifluorescencia.‌ ‌A‌ ‌la‌ ‌vez,‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌heterogeneidad‌ ‌de‌ ‌la‌‌                         

‌ 
79‌ ‌ 



‌ 

población‌ ‌de‌ ‌fibroblastos,‌ ‌lo‌ ‌ideal‌ ‌también‌ ‌sería‌ ‌hacer‌ ‌una‌ ‌relación‌ ‌del‌ ‌número‌ ‌de‌ ‌                         

adhesiones‌ ‌focales‌ ‌y‌ ‌el‌ ‌tamaño‌ ‌celular‌ ‌para‌ ‌descartar‌ ‌que‌ ‌los‌ ‌cambios‌ ‌se‌ ‌debieran‌ ‌a‌ ‌ello.‌‌ ‌  

‌ 

En‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌componentes‌ ‌de‌ ‌adhesiones‌ ‌focales‌ ‌en‌‌fibroblastos‌‌3T3-L1‌‌cultivados‌‌                       

en‌ ‌sustratos‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada‌ ‌se‌ ‌pudo‌ ‌observar‌ ‌una‌ ‌disminución‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌marcaje‌‌                         

fluorescente‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌(en‌ ‌AF)‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌suaves‌ ‌(1‌‌kPa).‌‌Esta‌‌                           

tendencia‌‌coincide‌‌con‌‌lo‌‌reportado‌‌en‌‌la‌‌literatura;‌‌en‌‌fibroblastos‌‌embrionarios‌‌de‌‌ratón‌‌y‌‌                           

células‌ ‌madre‌ ‌de‌ ‌médula‌ ‌ósea‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌una‌ ‌disminución‌ ‌del‌ ‌reclutamiento‌ ‌de‌‌                         

vinculina‌‌de‌‌acuerdo‌‌con‌‌la‌‌rigidez‌‌del‌‌sustrato‌‌en‌‌el‌‌que‌‌fueron‌‌cultivadas‌‌(Yamashita‌‌et‌‌al‌‌                               

2014;‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019).‌ ‌Asimismo,‌ ‌mediante‌ ‌técnica‌ ‌de‌ ‌FRAP,‌ ‌se‌ ‌ha‌ ‌observado‌ ‌que‌ ‌el‌‌                             

marcaje‌‌de‌‌vinculina‌‌en‌‌las‌‌adhesiones‌‌focales‌‌es‌‌más‌‌estable‌‌en‌‌fibroblastos‌‌primarios‌‌de‌‌                           

ratón‌‌cultivados‌‌en‌‌HGs‌‌de‌‌PAA‌‌de‌‌17‌‌kPa‌‌en‌‌contraste‌‌de‌‌5‌‌kPA‌‌(D.‌‌W.‌‌Zhou‌‌et‌‌al.,‌‌2017);‌‌                                       

esta‌ ‌tendencia‌ ‌es‌ ‌dependiente‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌contractilidad‌ ‌del‌ ‌aparato‌ ‌de‌ ‌actomiosina‌ ‌ya‌ ‌que‌ ‌al‌‌                           

usar‌ ‌el‌ ‌inhibidor‌ ‌blebistatina,‌ ‌este‌ ‌aumento‌ ‌ya‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌observa.‌ ‌Como‌ ‌se‌ ‌mencionó‌‌                         

anteriormente‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌antecedentes,‌ ‌para‌ ‌talina‌ ‌sí‌ ‌existe‌ ‌evidencia‌ ‌que‌ ‌muestra‌ ‌un‌ ‌mayor‌‌                         

reclutamiento‌‌en‌‌las‌‌AF‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌la‌‌rigidez,‌‌lo‌‌cual‌‌coincide‌‌con‌‌su‌‌conformación‌‌activa‌‌                               

que‌ ‌es‌ ‌favorecida‌ ‌ante‌ ‌la‌ ‌adherencia‌ ‌de‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌rígidos‌ ‌(Haining‌ ‌et‌ ‌al.,‌‌                             

2016);‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌existen‌ ‌datos‌ ‌contradictorios‌ ‌del‌ ‌aumento‌ ‌de‌ ‌paxilina‌ ‌conforme‌ ‌a‌ ‌la‌‌                         

rigidez‌ ‌(D.‌ ‌W.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2017;‌ ‌C.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020‌‌Van‌‌Tam‌‌et‌‌al.,‌‌2012)‌‌por‌‌lo‌‌que‌‌es‌‌                                         

necesario‌‌hacer‌‌experimentos‌‌que‌‌permitan‌‌dilucidar‌‌si‌‌existen‌‌cambios‌‌en‌‌su‌‌reclutamiento‌‌                       

de‌ ‌acuerdo‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌encuentran‌ ‌las‌ ‌células.‌ ‌ 

‌ 

Es‌ ‌de‌ ‌destacar‌ ‌que‌ ‌en‌ ‌este‌ ‌trabajo‌ ‌se‌ ‌realizaron‌ ‌las‌ ‌primeras‌ ‌aproximaciones‌‌                       

metodológicas‌ ‌para‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌mediante‌ ‌inmunoblot‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌grupo‌ ‌de‌ ‌trabajo‌ ‌gracias‌ ‌a‌‌la‌‌                           

obtención‌ ‌de‌ ‌lisados‌ ‌celulares‌ ‌totales‌ ‌en‌ ‌HGs‌ ‌de‌ ‌PAA.‌ ‌Sin‌ ‌embargo,‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌observaron‌‌                           

diferencias‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌obtenidos‌ ‌dependiendo‌ ‌del‌ ‌sustrato‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌se‌‌                           

encontraban;‌ ‌mientras‌ ‌que‌ ‌la‌ ‌literatura‌ ‌muestra‌ ‌que‌ ‌estos‌ ‌niveles‌ ‌disminuyen‌ ‌en‌‌                     

fibroblastos‌‌embrionarios‌‌primarios‌‌de‌‌ratón,‌‌así‌‌como‌‌en‌‌células‌‌troncales‌‌de‌‌médula‌‌ósea‌‌                         

cultivadas‌‌en‌‌sustratos‌‌de‌‌poliacrilamida‌‌y‌‌PDMS‌‌con‌‌menor‌‌módulo‌‌de‌‌Young‌‌(Yamashita‌‌                         

et‌ ‌al‌ ‌2014;‌ ‌C.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2019)‌ ‌por‌ ‌lo‌ ‌que‌ ‌sería‌ ‌necesario‌ ‌hacer‌ ‌experimentos‌ ‌de‌                               

confirmación‌‌de‌‌lo‌‌observado‌‌preliminarmente‌‌y‌‌de‌‌ser‌‌el‌‌caso‌‌encontrar‌‌una‌‌explicación‌‌al‌‌                           

mantenimiento‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌y‌ ‌a‌ ‌posibles‌ ‌mecanismos‌ ‌de‌ ‌regulación‌ ‌de‌ ‌la‌‌                           

localización‌‌subcelular‌‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌asociadas‌‌a‌‌AF.‌‌Mientras‌‌que‌‌para‌‌paxilina,‌‌al‌‌igual‌‌                           

que‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌marcaje‌ ‌fluorescente,‌ ‌la‌ ‌evidencia‌ ‌que‌ ‌muestra‌ ‌diferencias‌ ‌en‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌‌                           

proteína‌‌es‌‌contradictoria‌‌ya‌‌que‌‌en‌‌MEFs‌‌no‌‌se‌‌observa‌‌un‌‌aumento‌‌en‌‌los‌‌niveles,‌‌pero‌‌sí‌‌                                 
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se‌ ‌ha‌ ‌reportado‌ ‌en‌ ‌células‌‌troncales‌‌de‌‌papila‌‌apical‌‌cultivadas‌‌en‌‌sustratos‌‌de‌‌PDMS‌‌de‌‌                             

1000‌ ‌kPa‌ ‌en‌ ‌comparación‌ ‌de‌ ‌500‌ ‌kPa‌ ‌(Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014;‌ ‌C.‌ ‌Zhou‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2020).‌ ‌ 

‌ 

Por‌‌otra‌‌aparte,‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌las‌‌diferencias‌‌en‌‌el‌‌patrón‌‌de‌‌bandas‌‌obtenido‌‌de‌‌la‌‌tinción‌‌                                 

de‌ ‌plata‌ ‌del‌ ‌gel‌ ‌de‌ ‌electroforesis‌ ‌en‌ ‌el‌ ‌que‌ ‌se‌ ‌corrieron‌ ‌las‌ ‌inmunoprecipitaciones‌ ‌de‌‌                           

vinculina‌ ‌en‌ ‌células‌ ‌cultivadas‌ ‌en‌ ‌sustratos‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada,‌ ‌se‌ ‌sugiere‌ ‌que‌ ‌existen‌‌                         

asociaciones‌‌diferentes‌‌de‌‌vinculina‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌rigidez‌‌en‌‌la‌‌que‌‌se‌‌encuentran‌‌las‌‌                           

células.‌‌En‌‌él‌‌se‌‌observaron‌‌diferencias‌‌evidentes‌‌en‌‌al‌‌menos‌‌una‌‌banda‌‌entre‌‌los‌‌75‌‌y‌‌50‌‌                                 

kDa‌‌y‌‌dos‌‌entre‌‌los‌‌50‌‌y‌‌37‌‌kDa.‌‌La‌‌primera‌‌banda‌‌cercana‌‌a‌‌los‌‌75‌‌kDa,‌‌pudiera‌‌deberse‌‌a‌‌                                       

la‌‌proteína‌‌vinexina-α,‌‌la‌‌cual‌‌ha‌‌sido‌‌reportada‌‌que‌‌interacciona‌‌directamente‌‌con‌‌vinculina‌‌                         

y‌ ‌cuya‌ ‌asociación‌ ‌cambia‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato,‌ ‌aumentando‌ ‌a‌ ‌mayor‌‌                         

rigidez‌ ‌(Yamashita‌ ‌et‌ ‌al.,‌ ‌2014).‌ ‌Sin‌ ‌embargo,‌ ‌es‌ ‌pertinente‌ ‌hacer‌ ‌otras‌ ‌repeticiones‌ ‌del‌‌                         

experimento,‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌vez‌ ‌sería‌ ‌interesante‌ ‌aislar‌ ‌la‌ ‌porción‌ ‌asociada‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌membrana‌ ‌para‌‌                           

especificar‌ ‌que‌ ‌este‌ ‌cambio‌ ‌de‌ ‌asociaciones‌ ‌ocurre‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌localizadas‌ ‌en‌ ‌las‌‌                         

adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌como‌ ‌mediante‌ ‌técnicas‌ ‌de‌‌fraccionamiento‌‌celular‌‌por‌‌centrifugación‌‌                   

diferencial,‌ ‌con‌ ‌ayuda‌ ‌de‌ ‌soluciones‌ ‌hipotónicas‌ ‌o‌ ‌por‌ ‌medio‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌aplicación‌ ‌del‌‌                         

entrecruzador‌ ‌reversible,‌ ‌DTSSP,‌ ‌antes‌ ‌mencionado‌ ‌y‌ ‌así‌ ‌determinar‌ ‌si‌ ‌la‌ ‌vinculina‌ ‌y‌ ‌el‌‌                         

resto‌‌de‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌en‌‌esta‌‌zona‌‌tiene‌‌asociaciones‌‌diferenciales‌‌o‌‌se‌‌                           

pierden‌ ‌algunas‌ ‌interacciones‌ ‌por‌ ‌los‌ ‌procedimientos‌ ‌de‌ ‌extracción‌ ‌con‌‌(0.1%‌‌SDS).‌‌Una‌‌                       

vez‌ ‌recuperados‌ ‌estos‌ ‌complejos‌ ‌es‌ ‌de‌ ‌gran‌ ‌interés‌ ‌realizar‌ ‌la‌ ‌secuenciación‌ ‌de‌ ‌los‌‌                         

complejos‌‌aislados‌‌para‌‌dilucidar‌‌si‌‌sí‌‌existe‌‌la‌‌modulación‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌mediada‌‌por‌‌la‌‌                             

rigidez‌ ‌del‌ ‌sustrato.‌ ‌ 

‌ 

Finalmente,‌ ‌debido‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌pandemia‌ ‌no‌ ‌se‌ ‌pudo‌ ‌continuar‌ ‌con‌ ‌las‌ ‌exploraciones‌‌                       

experimentales,‌ ‌sin‌ ‌embargo‌ ‌a‌ ‌fin‌ ‌de‌ ‌continuar‌ ‌con‌ ‌este‌ ‌proyecto,‌ ‌se‌ ‌buscaron‌‌proteínas‌‌                         

asociadas‌‌a‌‌adhesiones‌‌focales‌‌que‌‌pudieran‌‌asociarse‌‌diferencialmente‌‌dependiendo‌‌de‌‌la‌‌                     

rigidez‌‌del‌‌sustrato‌‌e‌‌indudablemente,‌‌las‌‌proteínas‌‌con‌‌dominios‌‌LIM‌‌resultaron‌‌un‌‌modelo‌‌                         

interesante‌‌para‌‌utilizar‌‌a‌‌futuro,‌‌ya‌‌que‌‌al‌‌momento‌‌de‌‌la‌‌elaboración‌‌de‌‌esta‌‌búsqueda,‌‌se‌‌                               

publicó‌ ‌que‌ ‌los‌ ‌esfuerzos‌ ‌contráctiles‌ ‌del‌ ‌citoesqueleto‌ ‌de‌ ‌actina‌ ‌son‌ ‌responsables‌ ‌de‌‌                       

retener‌‌a‌‌los‌‌dominios‌‌LIM‌‌de‌‌proteínas‌‌como‌‌FHL2,‌‌FHL3‌‌y‌‌zyxina‌‌en‌‌las‌‌fibras‌‌de‌‌estrés‌‌                                 

de‌‌actina‌‌(gracias‌‌a‌‌cierto‌‌residuo‌‌de‌‌fenilalanina)‌‌(Sun‌‌et‌‌al.,‌‌2020),‌‌las‌‌cuales‌‌además‌‌de‌‌                               

interaccionar‌ ‌con‌ ‌el‌ ‌citoesqueleto,‌ ‌se‌ ‌localizan‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌adhesiones‌ ‌focales,‌ ‌por‌ ‌lo‌‌que‌‌tras‌‌                           

este‌ ‌antecedente‌ ‌que‌ ‌muestra‌ ‌su‌ ‌respuesta‌ ‌a‌ ‌la‌ ‌mecánica‌ ‌celular‌ ‌(contractilidad‌ ‌de‌‌                       

actomiosina),‌‌las‌‌proteínas‌‌LIM‌‌resultan‌‌un‌‌modelo‌‌interesante‌‌para‌‌evaluar‌‌cambios‌‌en‌‌las‌‌                         
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asociaciones‌ ‌de‌ ‌los‌‌complejos‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌de‌‌acuerdo‌‌a‌‌la‌‌rigidez‌‌en‌‌la‌‌que‌‌se‌‌                               

encuentran‌ ‌las‌ ‌células‌ ‌ 

‌ 
‌ 

9.‌ ‌CONCLUSIONES‌ ‌ 
‌ 

● Se‌ ‌estandarizó‌ ‌el‌ ‌cultivo‌ ‌de‌ ‌fibroblastos‌ ‌primarios‌ ‌de‌ ‌ratón‌ ‌así‌ ‌como‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌línea‌‌                           

celular‌ ‌inmortalizada‌ ‌3T3-L1‌ ‌en‌ ‌hidrogeles‌ ‌de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌controlada.‌‌                   

Los‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌ ‌responden‌ ‌a‌ ‌los‌ ‌diferentes‌ ‌valores‌ ‌de‌ ‌rigidez‌ ‌mediante‌ ‌el‌‌                       

cambio‌‌en‌‌su‌‌esparcimiento‌‌y‌‌circularidad,‌‌así‌‌como‌‌a‌‌los‌‌cambios‌‌en‌‌la‌‌localización‌‌                           

de‌ ‌los‌ ‌cofactores‌ ‌transcripcionales‌ ‌mecanosensibles‌ ‌YAP/TAZ.‌ ‌A‌ ‌mayor‌ ‌rigidez,‌‌                 

mayor‌‌área‌‌de‌‌esparcimiento‌‌celular,‌‌menor‌‌circularidad‌‌y‌‌mayor‌‌marcaje‌‌nuclear‌‌de‌‌                       

YAP/TAZ,‌‌mientras‌‌a‌‌menor‌‌rigidez‌‌presentan‌‌menor‌‌área,‌‌mayor‌‌la‌‌circularidad‌‌y‌‌el‌‌                         

marcaje‌ ‌de‌ ‌YAP/TAZ‌ ‌es‌ ‌predominantemente‌ ‌citoplasmático.‌ ‌ 

‌ 

● Se‌‌caracterizó‌‌la‌‌detección‌‌de‌ ‌de‌‌las‌‌proteínas‌‌(inmunoblot)‌‌de‌‌adhesiones‌‌focales‌‌                       

vinculina,‌‌talina‌‌y‌‌paxilina‌‌en‌‌fibroblastos‌‌3T3-L1‌‌en‌‌condiciones‌‌de‌‌cultivo‌‌estándar‌‌                       

(placas‌ ‌de‌ ‌poliestireno‌ ‌cargadas‌ ‌negativamente).‌ ‌Asimismo,‌ ‌se‌ ‌caracterizó‌ ‌el‌‌                 

marcaje‌‌fluorescente‌‌de‌‌vinculina‌‌en‌‌la‌‌periferia‌‌celular‌‌en‌‌fibroblastos‌‌primarios‌‌así‌‌                       

como‌ ‌en‌ ‌fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌ ‌mediante‌ ‌microscopía‌ ‌de‌ ‌epifluorescencia‌ ‌y‌ ‌confocal.‌ ‌ 

‌ 

● También‌ ‌se‌ ‌caracterizó‌ ‌la‌ ‌detección‌ ‌de‌ ‌los‌ ‌niveles‌ ‌de‌ ‌proteína‌ ‌(inmunoblot)‌ ‌y‌ ‌el‌‌                         

marcaje‌‌fluorescente‌‌de‌‌vinculina‌‌en‌‌fibroblastos‌‌3T3-L1‌‌cultivados‌‌sobre‌‌hidrogeles‌‌                   

de‌ ‌poliacrilamida‌ ‌rígidos‌ ‌(20‌ ‌kPa)‌ ‌y‌ ‌suaves‌ ‌(1‌ ‌kPa).‌ ‌ 

‌ 

● Se‌ ‌observaron‌ ‌posibles‌ ‌cambios‌ ‌en‌ ‌las‌ ‌interacciones‌ ‌proteicas‌ ‌de‌ ‌vinculina‌ ‌en‌‌                     

fibroblastos‌ ‌3T3-L1‌ ‌de‌ ‌acuerdo‌‌con‌‌la‌‌rigidez‌‌en‌‌la‌‌que‌‌se‌‌cultivaron‌‌las‌‌células,‌‌lo‌‌                             

que‌‌sugiere‌‌que‌‌existen‌‌diferencias‌‌en‌‌las‌‌asociaciones‌‌de‌‌proteínas‌‌de‌‌adhesiones‌‌                       

focales‌ ‌dependiendo‌ ‌de‌ ‌la‌ ‌mecánica‌ ‌del‌ ‌sustrato.‌‌ ‌  

‌ 

● Se‌ ‌encontró‌ ‌en‌ ‌la‌ ‌literatura‌ ‌que‌ ‌las‌ ‌proteínas‌ ‌con‌ ‌dominios‌ ‌LIM‌ ‌(FHL2,‌ ‌zyxina,‌‌                         

PDLMI1)‌‌son‌‌un‌‌modelo‌‌de‌‌interés‌‌para‌‌evaluar‌‌la‌‌modulación‌‌de‌‌los‌‌complejos‌‌de‌‌                           

adhesiones‌ ‌focales.‌ ‌ 

‌ 

‌ 

‌ 
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