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RESUMEN

Las adhesiones focales permiten a las células comunicarse con el medio extracelular
a través de una red de integrinas que conecta la matriz extracelular (MEC) con el aparato de
esfuerzos tensiles de las células, el aparato de actomiosina, gracias al acoplamiento de
numerosas proteinas citoplasmaticas. Estos complejos son capaces de transducir los
estimulos mecanicos del exterior, generados por la composicion del sustrato y su
entrecruzamiento o reticulacién (rigidez y elasticidad). En consecuencia, estos estimulos
reorganizan el citoesqueleto de actina, continuando con la transduccion de sefiales
intracelulares que tienen un impacto en procesos celulares tales como la proliferacion,
diferenciacion y supervivencia. La composicién de los complejos de adhesion focal ha sido
estudiada ampliamente. Sin embargo, no se conoce cémo cambian estos complejos cuando
varian Unicamente las propiedades mecanicas de la MEC, debido a que siempre se ha
explorado la formacion de estos complejos proteicos en condiciones de alta rigidez o en
geles de MEC sin un control adecuado de sus propiedades mecanicas. A fin de conocer la
modulacion de estos complejos, en el presente trabajo se establecié como objetivo el aislar
las proteinas vinculina, paxilina y talina, proteinas mecanotransductoras dentro de las
adhesiones focales, y estudiar los posibles cambios en los complejos proteicos de adhesion
focal en condiciones de cultivo con diferente rigidez. Primeramente, se estandarizé la
deteccion de las proteinas de adhesiones mediante inmunofluorescencia e inmunoblot, en el
modelo de fibroblastos embrionarios de raton. Posteriormente, se cultivaron en hidrogeles
de poliacrilamida con modulos de elasticidad de 1 kPa (suave) y 20 kPa (rigido) para
evaluar la respuesta de los fibroblastos a condiciones de rigidez distintas mediante el
estudio de su esparcimiento y activacion de las proteinas YAP/TAZ. Asimismo, se evaluo el
efecto de la rigidez en la formaciéon de adhesiones focales y la co-inmunoprecipitacién de
proteinas con las proteinas de adhesion focal. Finalmente, se propone en el presente
trabajo a las proteinas con dominios LIM como proteinas modelo para investigar los
cambios en el reclutamiento de los complejos de adhesiones focales debido a que
responden a las estructuras contractiles reguladas por las propiedades mecanicas

extracelulares.



1. INTRODUCCION

1.1 Mecanobiologia y mecanotransduccion

La mecanobiologia es una rama emergente de la biologia que surge a partir de la necesidad
de integrar a este campo diversas areas de estudio, como la fisica y la ingenieria, con el
objetivo de dilucidar el papel de los estimulos fisicos, en los sistemas bioldgicos (Jansen et
al., 2015; Martino et al., 2018). Su estudio abarca los distintos niveles de organizacion
biolégica, desde niveles moleculares hasta 6rganos y sistemas completos en una gran
variedad de contextos fisiopatoldgicos; por ejemplo, en enfermedades cardiovasculares y
pulmonares en las cuales se estudia la relacién de los estimulos fisicos como los latidos del
corazén y la expansion y contraccién pulmonar, con el desarrollo de dichas patologias
(Humphrey et al., 2014).

Las células transforman los estimulos fisicos a los que estan expuestas, en respuestas
celulares mediante el proceso de mecanotransduccion (Vogel & Sheetz, 2006). Esto es
posible debido a que las células cuentan con moléculas, principalmente proteinas,
caracterizadas como mecanosensibles, las cuales al percibir los estimulos fisicos
responden a través de diferentes mecanismos tales como el despliegue de sus dominios,
por medio de modificaciones post-traduccionales, de su reclutamiento intracelular o de sus
interacciones con otras proteinas a través del reconocimiento especial. Estos cambios a su
vez repercuten en vias de sefializacion que regulan diferentes procesos celulares como la

proliferacién y migracién celular (Martino et al., 2018).

1.2 Estimulos mecanicos que perciben las células

Las células dentro de los tejidos que conforman al cuerpo estan sujetas a diferentes
estimulos mecanicos provenientes principalmente de la mecanica de la matriz extracelular,
del confinamiento celular, de su exposicion al flujo laminar derivado de algunos fluidos como
la sangre, entre otros. De tal forma que las células estan constantemente en contacto con
fuerzas perpendiculares a su superficie como de compresion y de tension o por fuerzas

paralelas a la superficie de las células como de esfuerzo cortante (Figura 1) (Wells, 2013).
Dichos estimulos, ejercen un esfuerzo (0= stress, por su traduccion al inglés) en las

células, definido como la fuerza aplicada por area y se reporta en unidades de Newton por

m? (N/m?), lo que equivale a Pascales (Pa) (por tanto 1 pN/um? = 1 kPa). En consecuencia,



estas fuerzas generan una deformacion (€= strain, por su traduccion al inglés) en los tejidos

o las células que se usa como una medida normalizada de los cambios en la longitud o en

los angulos del material en cuestion (Humphrey et al., 2014).

Compresion Tension Esfuerzo
cortante

D -

soms oy
:

Referencia T '

Figura 1. Los tejidos del cuerpo estan expuestos a fuerzas de compresion, tensidon y estrés
cortante. Existen fuerzas paralelas a la superficie celular como de compresion y tension; en la
compresion los esfuerzos se ejercen en direccidn hacia la superficie de las células (representado por
las flechas rojas), mientras que en la tension se direccionan a los lados opuestos de esta superficie.
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 exposicién a los
esfuerzos de tipo cortante. Estos provienen de las fuerzas de friccion que ejercen los fluidos
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 area de la
superficie (A) del material al que son aplicadas (t=F/A). Este depende entonces de
diferentes factores como las propiedades del flujo, asi como de las caracteristicas
geométricas de la superficie; al conocer la naturaleza del sistema y la aplicacion de
mecanica de fluidos, se puede determinar la fuerza ejercida del fluido al material (Roux et
al., 2020).

Por otra parte, existen células sujetas constantemente a esfuerzos de tension extrinsecos,
como los cardiomiocitos o los neumocitos. Los cardiomiocitos y el resto de las células del
musculo esquelético, cuentan con sarcémeros (su unidad estructural contractil) los cuales
se estiran longitudinalmente generando las fuerzas tensiles de la misma magnitud en cada
latido del corazon, asi como los neumocitos tras la entrada de aire a los pulmones (Enoka y

Duchateau, 2019). Ademas de los esfuerzos externos, las células generan esfuerzos
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internos debidos a la organizacién basal de su aparato contractil (aparato de actomiosina), o
pre-stress, y que responde al tejido en el que residen las células o a las condiciones de
cultivo (Ingber, 2018). La relacion entre la tension intracelular y la rigidez de la matriz
extracelular es uno de los factores fisicos mas explorados en la mecanobiologia. La rigidez
se puede definir como la resistencia de un material a la deformacion al aplicar un esfuerzo y
es una propiedad intrinseca de cada material. El parametro fisico que describe la rigidez de
un material elastico es el modulo de elasticidad o mddulo de Young (E=0/€) y se reporta en
Pa (Figura 2B). Un médulo de Young bajo, presente en un material suave, refleja que se
deforma mas bajo cierto esfuerzo comparado con un modulo alto de un material rigido en el

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

Los materiales elasticos tienen la capacidad de regresar a su posicién original una vez
liberado el esfuerzo, siempre y cuando se realice dentro de su region elastica, ya que si este
esfuerzo la sobrepasa, el material puede presentar un comportamiento plastico en donde la
deformacion sera irreversible y puede llegar al grado de la ruptura del material. Sin
embargo, los tejidos del cuerpo no son enteramente elasticos, sino que presentan
comportamientos viscoelasticos. La viscoelasticidad es la propiedad de los materiales que
poseen caracteristicas viscosas ademas de las elasticas. La deformacion del material
depende del tiempo en el que se aplique el esfuerzo ya que a diferencia de los materiales
puramente elasticos, existe un rearreglo distinto del material al haber disipacion de energia
(Jafari et al., 2016) (Figura 2B). Derivados de sus caracteristicas viscoelasticas existen
efectos conocidos como la relajacion del esfuerzo (stress relaxation) y la deformacién por

fluencia lenta (creep) (Zhang et al., 2019).
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A Comportamiento A
E=o/¢ plastico Aplicacion del
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Figura 2. Graficas representativas de los comportamientos (A) elasticos y (B) viscoelasticos
de los materiales. (A) En un material con comportamiento elastico, al aplicar un esfuerzo dentro del
rango de su region elastica (del punto “a” al “b”), se deforma su superficie y esta se caracteriza por
regresar a su posicion original al retirar dicha fuerza. Si el esfuerzo aplicado excede la magnitud
tolerable de su comportamiento elastico, la deformacidn sera irreversible (comportamiento plastico) y
si esta se excede lo suficiente, se puede llegar a la ruptura del material. (B) Por otra parte, en los
materiales con comportamientos viscoelasticos, la deformaciéon depende del tiempo en que se
aplique el esfuerzo. Al existir absorcion y disipacién de la energia aplicada, se genera un diferente

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

Ademas de los mencionados, cabe destacar que los tejidos del cuerpo son anisotropicos en
sus propiedades fisicas, tales como la elasticidad y viscoelasticidad, lo que significa que la
resistencia a la deformacién dependera de la direccién en la que se aplique el esfuerzo
(Jansen et al., 2015). Todas estas propiedades fisicas de los tejidos, en particular la
elasticidad y viscoelasticidad, son atribuidas en gran medida a la composicion y
organizacién de la matriz extracelular, sus componentes y arquitectura resultan elementos

importantes para explicar la respuesta a los estimulos mecanicos.

1.3 Componentes de la matriz extracelular (MEC)

La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional, especifica de cada tejido,
compuesta de proteinas fibrilares, proteoglicanos y glucosaminoglicanos (Figura 1). Esta
red provee soporte fisico a las células y su mantenimiento es dependiente de las mismas
células que sostiene. Adicional a las proteinas fibrilares y proteoglicanos (PGs), la MEC
también esta constituida por otro tipo de moléculas como agua, iones y citocinas (Mouw et
al., 2014). A continuacion se describen las caracteristicas de algunos de los componentes

principales que conforman la MEC.
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1.3.1 Proteinas fibrilares
Las colagenas constituyen el grupo de las proteinas fibrilares y son uno de los principales
componentes de la MEC (Figura 3A). Estan constituidas por una triple hélice de cadenas
polipeptidicas alfa agrupadas en homotrimeros o heterotrimeros que cuentan con motivos
ricos en glicina y prolina dentro de su secuencia (Mouw et al., 2014). A la fecha, han sido
descritos 28 tipos de colagenas, las cuales se pueden dividir en colagenas fibrilares,
reticulares y tipo FACIT, que por sus siglas en inglés, Fibril Associated Collagens with
Interrupted Triple hélices, hacen referencia a las colagenas asociadas a fibrillas con triple

hélices interrumpidas (Yue, 2014).

Las colagenas fibrilares abarcan a las colagenas tipo I, Il, Ill, V, entre ofras, y estan
ampliamente distribuidas en el cuerpo de los vertebrados destacando su localizacion en la
piel, huesos, tendones y ligamentos. La longitud de estas moléculas varia de los 75 nm
hasta los 425 nm. Tras ensamblarse en trimeros, se asocian con una periodicidad de 67
nm, formando fibrillas las cuales tienen un diametro que va de los 15 nm a los 500 nm
aproximadamente. A la vez, las fibrillas se asocian paralelamente formando fibras presentes
principalmente en los tendones (Mouw et al., 2014). Dentro de las colagenas reticulares, se
encuentra principalmente la colagena 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 y se asocian formando dimeros o tetrameros que a la vez forman una
red delgada de 30 nm de ancho con ramificaciones cada 20 nm. En esta clasificacién
también se incluyen a las colagenas VIl y X las cuales forman hexameros en el cartilago
principalmente (Bachinger, 2010; Yang, 2008). Por otra parte, las colagenas tipo FACIT,
como sus siglas lo indican, no se asocian en fibras, sino que se incorporan a las colagenas
fibrilares, como las tipo IX, Xll, XIV; ejemplo de estas son las las colagenas tipo IX
asociadas a las fibrillas que se ubican en el cartilago compuestas principalmente por

colagena tipo Il (Ricard-Blum, 2011).

Las funciones de las diferentes colagenas han sido estudiadas principalmente por la
capacidad estructural que confieren a las células que sostienen; aportan a la arquitectura
especifica de cada tejido y al mismo tiempo contribuyen a las propiedades mecanicas tales
como la rigidez y la viscoelasticidad dentro de cada tejido. Adicionalmente, las colagenas al
interactuar con los receptores membranales de las adhesiones focales, las integrinas,

participan en la regulacion de distintos  procesos celulares importantes como la
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diferenciacion y migracion celular (Ricard-Blum, 2011). Por lo que defectos en su estructura
o0 depdsito dentro de la MEC pueden conllevar a diversas enfermedades. Existen
mutaciones en los genes que codifican a las moléculas de colagena asociadas a
enfermedades como la osteogénesis imperfecta, un trastorno hereditario ocasionado por
mutaciones que afectan la colagena | que provocan algunas fracturas o cientos de ellas que
pueden ocurrir sin causa aparente; asi como el sindrome Ehlers—Danlos, un grupo de
trastornos hereditarios que afectan el tejido conjuntivo debido a defectos en la sintesis de
colageno provocando piel fragil e hipermovilidad de las articulaciones. Por otra parte, el
excesivo depodsito de estas proteinas es caracteristico de enfermedades fibréticas que
pueden ser desencadenadas por multiples factores, como por cuadros inflamatorios
cronicos, enfermedades autoinmunes o por la exposicion a radiacién o algunas toxinas.
Durante la fibrosis, los miofibroblastos, encargados de producir los componentes de la MEC,
depositan la colagena continuamente y al mismo tiempo, disminuye su degradacion, la cual
es realizada por algunas enzimas como las metaloproteasas; de forma que existe un
incremento de colagena con el tiempo, lo que consecuentemente altera la homeostasis del

tejido en cuestién (Wynn, 2008).

Por otra parte, existen otras proteinas fibrilares aparte de las colagenas, como las elastinas.
Estas proteinas son polipéptidos con caracteristicas hidrofébicas que forman fibras a través
del entrecruzamiento de varios monémeros de tropoelastina, el cual es el precursor soluble
de la elastina (Figura 3A). Como su nombre lo indica, estas fibras confieren al tejido alta
capacidad de elasticidad; son de las principales proteinas estructurales que conforman las
arterias y los ligamentos elasticos (Mithieux & Weiss, 2005). La tropoelastina y sus
productos de degradacién, también interactian con las integrinas o indirectamente con
ayuda de otras proteinas de la MEC como la proteina de unién a elastina. Se ha reportado
que su interaccion con las células interviene en procesos celulares como la adhesion
celular, la quimiotaxis en monocitos, asi como en la migracion y proliferacion de fibroblastos
(Almine et al., 2012; P. Lee et al., 2014).

1.3.2 Proteoglicanos (PG)
Los PGs son macromoléculas de la MEC presentes en la mayoria de los tejidos de los
vertebrados y pueden ser componentes dominantes como en el tejido cartilaginoso. Estan
compuestos por una proteina central unida covalentemente a cadenas laterales de
glicosaminoglicanos (GAGs) (Couchman & Pataki, 2012). Los GAGs son cadenas de

polisacaridos compuestas por disacaridos repetidos con cargas negativas debido a que
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estan sulfatadas o cuentan con grupos carboxilicos en la mayor parte de la molécula
(Figura 3B). En la estructura general de estos disacaridos, uno de los carbohidratos es un
aminoazucar, como la N-acetilgalactosamina y el segundo es usualmente un acido urénico,
como el &cido glucurénico (Kusindarta & Wihadmadyatami, 2018). Los principales
glicosaminoglicanos son el keratan sulfato, heparan sulfato, dermatan sulfato, hialuronano y
condroitin sulfato. Dentro de los PGs también se encuentran los SLRPs (por sus siglas en
inglés Small Leucine-Rich Proteoglycans), que como su nombre lo indica, son
proteoglicanos ricos en el aminoacido leucina y son moléculas pequefias; sus proteinas
centrales tienen un peso de 40-60 kDa, como decorina y lumican (Figura 3B)
(Hultgardh-Nilsson et al., 2015).

Los PGs principalmente proveen agua al ser moléculas altamente hidrofilicas. 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 asi como para
generar alta presiéon osmotica (Yue, 2014). En cuanto al aporte bioquimico, los PGs
interaccionan con factores de crecimiento asi como con receptores celulares, participando
en procesos de sefializacion que intervienen en algunos procesos celulares como la
angiogénesis, la adhesién celular, la migracion y la proliferacion (Frantz et al., 2010). De
manera destacada, los SLRPs intervienen en el ensamblaje de las colagenas fibrilares
(Mouw et al., 2014).

1.3.3 Lamininas

Las lamininas son un grupo de glicoproteinas ubicadas diferencialmente durante el
desarrollo embrionario, como la laminina 111, asi como en los tejidos maduros en los que
principalmente forman parte de la membrana basal (MB) de los tejidos epiteliales como la
laminina 511 que se encuentra en la MB de los pulmones vy rifiones (Kruegel & Miosge,
2010)

Estas proteinas son de gran tamafo, con un peso molecular que abarca de los 400-800 kDa
debido a su glicosilacion. Su estructura se compone por tres subunidades polipeptidicas
unidas por puentes disulfuro, denotadas como a, B y Y, 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, ya que permite la interaccién con otros componentes de la MEC presentes en
la membrana basal como colagena IV; mientras que el extremo C-terminal de las mismas,
se asocia con proteinas de la membrana plasmatica de las células tales como integrinas
a1p1 y a2p1. Por tanto, sirven como puente entre las colagenas y los epitelios. Se ha
destacado su importancia en el ensamblaje y estabilidad de la matriz extracelular asi como
en la sefalizacion de las células con el medio extracelular (Aumailley, 2013; Kruegel &
Miosge, 2010).

1.3.4 Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina que existe principalmente como homodimero de 250
kDa cada subunidad (Figura 3C). Existe de manera soluble principalmente en el plasma
sanguineo e insoluble en la matriz extracelular en donde se ensambla en estructuras
fibrilares (Pankov & Yamada, 2002). Cada subunidad de fibronectina consta de tres médulos
que tienen distintas estructuras, denotados como [, 1l y Ill. Los médulos |y Il pueden formar
un par de enlaces disulfuros cercanos al extremo C-terminal que estabilizan el dimero,

mientras que el médulo Il carece de estos enlaces (Schwarzbauer & DeSimone, 2011).

Las formas insolubles son el grupo de fibronectinas mas abundantes y heterogéneas;
existen isoformas especificas generadas por splicing alternativo dependiendo de la especie,
el tipo celular, asi como la etapa del desarrollo (Pankov & Yamada, 2002). Las fibronectinas
estan involucradas en funciones celulares importantes como adhesién, migracion vy
diferenciacion. Cada moddulo de la fibronectina cuenta con diferentes dominios que le
permiten a la fibronectina la formacion de estructuras fibrilares asi como la interaccion con

otras proteinas de la MEC o receptores celulares (Singh et al., 2010).
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COMPONENTES DE LA MEC
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Figura 3. Esquema representativo de los componentes de la matriz extracelular (MEC). La
MEC esta compuesta principalmente por proteinas fibrilares, proteoglicanos (PG), otras moléculas de
adhesion como fibronectina o laminina, asi como por agua, iones y citocinas. (A) Dentro de las
proteinas fibrilares, las colagenas son los componentes principales, tienen un arreglo trimérico de
alfa hélices. En la figura se encuentra representada la colagena I, que es la de tipo fibrilar mas
abundante, asi como la colagena 1V, la cual es la mas 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 estdn formados por proteinas fibrosas unidas
covalentemente a glicosaminoglicanos (disacaridos con cargas negativas). Esta clasificacion también
incluye a los SLRPs. (C) La MEC también esta constituida por otras moléculas de adhesién como las
glicoproteinas fibronectina, existente principalmente como homodimero, y las lamininas, que tienen

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

1.4 Uniones intercelulares

Las células ademas de estar en contacto con los diferentes componentes de la matriz
extracelular también interactuan y se comunican con otras células cercanas dentro de los
tejidos (Angulo-Urarte et al., 2020). Las uniones intercelulares se pueden clasificar
principalmente en 3 diferentes categorias dependiendo de las proteinas involucradas y de

sus funciones celulares: 1) las uniones ocludentes o estrechas, 2) las uniones comunicantes
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y 3) las uniones de anclaje que comprenden a las uniones adherentes y desmosomas, las

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

1.4.1 Uniones estrechas
Las uniones estrechas son complejos proteicos presentes entre células de tejidos epiteliales
y endoteliales como la epidermis, prostata y cerebro, caracterizados por formar conexiones
semipermeables con las células adyacentes y por mantener la polarizacion de las células al
delimitar la porcion membranal apical de la basolateral (Zihni et al., 2016). Los componentes
principales de estas uniones son tres proteinas transmembranales: las claudinas, las
proteinas JAM (por sus siglas en inglés, Junctional Adhesion Molecule) y las proteinas con
dominios MARVEL (ocludinas, trucelulina, y marvelD3). Dentro del citoplasma, se reconoce
una placa intracelular formada por un complejo proteico en donde resalta la proteina

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

De manera destacada, las claudinas son las proteinas indispensables para la formacién de
uniones estrechas y su respectiva funcion de barreras. Estas proteinas tienen un peso
molecular de 27 kDa y estdn agrupadas en una familia de genes integrada por 26
componentes. Estas proteinas cuentan con un dominio citoplasmatico con los extremos
amino y carboxilo terminal en la porcion intracelular, cuatro dominios transmembranales y
dos dominios extracelulares que facilitan su interaccién con las claudinas de células
adyacentes de manera homotipica y heterotipica (Morrow et al., 2010). Estan principalmente
involucradas en la permeabilidad selectiva de iones entre células, por lo que existe
especificidad en su funciéon dependiendo del tipo de claudina; por ejemplo, la claudina-5
facilita la estrechez de las uniones y la claudina-2 reduce esta funcion mediante la

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

Por otra parte, las ocludinas tienen un peso aproximado de 65 kDa y pertenecen a la
superfamilia de proteinas con dominios transmembranales MARVEL. De manera similar a
las claudinas, cuentan con cuatro dominios transmembranales, dos extracelulares con los
que interactian con ocludinas de células adyacentes y tres citoplasmaticos con los
extremos amino y carboxilo terminal en la regién intracelular (Morrow et al., 2010). Cabe
destacar que existen excepciones en las que uniones claudina-ocludina entre células
también pueden ocurrir. La funcién de las ocludinas se ha asociado principalmente al

reclutamiento de otras proteinas a estos complejos como a las proteinas ZO y ademas,
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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 proteinas JAM pertenecen a la superfamilia de proteinas con dominios tipo
inmunoglobulinas (lIg), 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. Estan conformadas por un dominio
extracelular en donde se ubica el extremo amino terminal caracterizado por dos dominios
tipo lg, un pase transmembranal y en su porcién citoplasmatica esta el extremo carboxilo
terminal que cuenta con un motivo de unién al dominio PDZ (Ebnet et al., 2004). Las
proteinas JAM son capaces de formar uniones homotipicas y heterotipicas con otras JAM o
con otras proteinas como integrinas. Estan involucradas en la permeabilidad de moléculas
en las uniones estrechas asi como en otras funciones como la migracién de leucocitos y

angiogénesis (Mandell & Parkos, 2005).

Las proteinas ZO (Zona Occludens) pertenecen a la familia MAGUK (por sus siglas en
inglés membrane associated guanylate kinase protein) siendo las proteinas ZO-1, ZO-2 y
Z0-3 las proteinas caracteristicas de las uniones estrechas. Constan de diversos dominios
y motivos proteicos como los dominios PDZ, SH3, GUK que les permite interactuar con
diferentes proteinas como las claudinas, otras proteinas ZO, algunas cinasas y reguladores

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

Su composiciéon e interacciones posibilita el papel de las uniones estrechas en diferentes
vias de sefializacion; tal es el caso de la asociacion de ZO-1 con el factor transcripcional
ZONAB el cual regula genes que intervienen en la proliferacion celular (Garcia et al 2018).
Ademas, Oka en 2010 reporté que ZO-2 forma un complejo con la isoforma 2 del cofactor
transcripcional YAP (YAP-2) al interaccionar a través de su dominio de unién a PDZ. El
grupo también reporté que la proteina ZO-2 silvestre (comparada con una mutante que no
puede entrar al nucleo) aumenta la translocacion nuclear de YAP-2 en donde ambas
proteinas co-localizan y adicionalmente encontraron que Z0O-2 promueve la apoptosis y
proliferacion dependiente de YAP (Oka et al 2010).

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

desplegada al estar activa y una plegada al estar inactiva en respuesta a la contractilidad

del aparato de actomiosina asi como por los esfuerzos, ejercidos mediante pinzas
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magnéticas, lo que sugiere el papel de esta proteina de uniones estrechas en la percepcion
y respuesta de los esfuerzos mecanicos; sin embargo, hacen falta estudios para conocer el

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

1.4.2 Uniones comunicantes
Este tipo de uniones estan ampliamente distribuidas en las células del cuerpo humano
con excepcion de eritrocitos, células del musculo esquelético y espermatozoides maduros.
Estan constituidos por hexameros, denominados conexones, de la proteina conexina en
vertebrados (e innexina en invertebrados), los cuales permiten la unidon entre células

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

Las conexinas conforman una familia de 21 genes cuyas proteinas estan agrupadas en
cinco grupos (a, B, y, 0 y €) dependiendo de su identidad en secuencia. Estan constituidas
por tres pases transmembranales, dos dominios extracelulares con los extremos amino y
carboxilo terminales en la region citoplasmatica. Los conexones pueden tener un arreglo
homomérico o heteromérico dependiendo del tipo de conexinas presentes. Estos
hexdmeros 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 homotipica o
heterotipica. Por tanto existen cuatro combinaciones posibles de la estructura de las
uniones comunicantes dependiendo de la compatibilidad de las conexinas, lo que refleja su

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

La comunicacién celular mediante este tipo de uniones es esencial principalmente para el
transporte de iones, aminoacidos y nucleotidos. Se sabe que todas las moléculas mayores a
1 kDa son incapaces de atravesar los conexones y actualmente también se sabe que estos
canales son sensibles al voltaje, la conductancia y el pH, por lo que ademas del tamano,
existe una permeabilidad selectiva de las moléculas que se transportan (Nielsen et al.,
2012). Esta funcion es esencial en grandes agregados celulares como en la epidermis en
donde existe un patréon espacio temporal de expresion de conexinas (Mese et al., 2007).
También tienen un papel importante en células excitables como neuronas y células de
musculo liso y cardiaco al permitir su sincronizacién y la rapida transmision eléctrica. Por
ello, se ha reportado que mutaciones en las conexinas pueden causar diversas patologias,
tal es el caso de desoérdenes en la piel o en la desmielinizacion 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
comunicacion entre células, la cohesion de los tejidos y la polaridad celular. Esto se logra
por medio del anclaje de proteinas de un cruce transmembranal dependientes de calcio

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

La superfamilia de las cadherinas son moléculas de adhesion dependientes de Ca?* dividida
en tres familias: la familia de cadherinas mayores, distribuida principalmente en las uniones
célula-célula; la familia de protocadherinas, involucradas en el reconocimiento de células
neuronales; y la familia de proteinas relacionadas a cadherinas, la cual tiene componentes
con funciones diversas como de proteinas chaperonas (Gul et al., 2017). Las proteinas de la
familia de cadherinas mayores estan involucradas en la formacién de uniones adherentes y
desmosomas. Para el caso de las uniones adherentes, algunas cadherinas se han asociado
a ciertos tejidos, aunque no de manera exclusiva: E-cadherina y P-cadherina se encuentran
principalmente en los epitelios, VE-cadherina en las células de la vasculatura (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 mas
dominios extracelulares arreglados en tandem cuyo numero varia dependiendo de la
proteina. Estos dominios cuentan con motivos de union a Ca* que le permiten formar
uniones con las cadherinas de células adyacentes, principalmente de manera homofilica,
con excepciones heterofilicas (Halbleib & Nelson, 2006). De manera particular, las
cadherinas clasicas, como E-cadherina, cuentan con 5 dominios extracelulares en su
ectodominio que forman uniones homofilicas, tienen un pase transmembranal y en su
porcion citoplasmatica cuentan con dominios de unién a un grupo de proteinas llamadas
cateninas, formando un centro proteico cadherina-catenina. Al interactuar con cateninas
como [B-catenina y p120 catenina, se recluta a la a-catenina, que secuencialmente se asocia
con otras proteinas 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 ademas de ser estructuras que permiten la union entre células

adyacentes, son complejos altamente dinamicos por lo que constantemente se estan
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degradando los sitios de adhesion existentes y generando nuevos. Este tipo de uniones son
reguladas por numerosas fosfatasas, GTPasas y cinasas, como por las de la familia de la
GTPasa de Rho o por proteinas del complejo regulador de polaridad celular. De modo que
las cadherinas también estan involucradas en el establecimiento de la polaridad celular
gracias a su interaccién con los complejos que delimitan la porcién apical (Complejo
Par3/Crumbs/Patj/Pals1/Par-6/aPKC), y basolateral (Complejo Scrib/ Dlg/Lgl/Par-1). Estos
complejos se localizan de manera excluyente gracias a zonas establecidas por las uniones
adherentes para posteriormente delimitar las regiones apical y basolateral (Baum &
Georgiou, 2011). La interaccion de las uniones adherentes con estos complejos contribuye a
la localizacién y estabilidad de otros componentes celulares asi como para el trafico

ordenado de moléculas (Coopman & Djiane, 2016).

También se ha reportado que algunas de las proteinas reclutadas en estos complejos son
capaces de percibir los esfuerzos que cada célula adyacente ejerce sobre otra (sefiales
mecanicas). Esto es logrado a través del despliegue de la molécula para el caso de
a-catenina y del subsecuente reclutamiento de vinculina. Al establecersela unién
cadherina-cadherina se transmiten los esfuerzos lo que permite la activacion de las
proteinas mecanosensibles. Por tanto, los cambios en las sefiales mecanicas repercuten en
la formacion y funcionamiento de las uniones adherentes afectando su papel en la
regulacién de las vias de sefializacion en las que estan involucradas (Angulo-Urarte et al.,
2020). La formacion de las uniones adherentes entre diferentes estratos celulares permite el
establecimiento de los distintos niveles de organizacion entre ellos. Por ejemplo, en el caso
de la formacion del tubo neural y el neuroectodermo se establece por la expresion
diferencial de las uniones celulares entre células que expresan E-cadherina y N-cadherina
donde la las células con mayor cohesion (E-cadherina) desplazan al interior las células con

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

1.4.4 Desmosomas
Los desmosomas son uniones intercelulares caracteristicas de las células de tejidos que
estan constantemente expuestos a esfuerzos de compresion y tensidon como la epidermis o
la musculatura del corazon (Angulo-Urarte et al., 2020). Son uniones dependientes de Ca**
derivadas de las uniones adherentes ya que también estan conformadas por cadherinas; sin
embargo, las proteinas transmembranales que las constituyen son las desmocolinas vy
desmogleinas. Ademas, estas proteinas conectan a los filamentos intermedios y no al

aparato de actomiosina, de modo que proveen la resistencia adecuada a los esfuerzos a los

22



que se exponen las células en las que se encuentran (Saito et al 2012). En su porcion
intracelular interactdan con proteinas de la familia armadillo como placoglobina o placofilina,
asi como de la familia plaguina, como desmoplaquina que facilitan el reclutamiento de los

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

Ademas del papel en la adhesion celular, las proteinas de desmosomas,intervienen en la
senalizacion celular a través de vias de senalizacion como en la ruta Wnt. Adicionalmente,
algunos grupos de trabajo han demostrado que desmogleina-2 es responsiva a ciertos
rangos de fuerza alrededor de los 1.5 pN, (similar a lo observado en E-cadherina) (Baddam
et al., 2018). Esta proteina permite la generacion de fuerzas tensiles gracias al citoesqueleto
y los filamentos a los que se asocia, en respuesta a la aplicacion de esfuerzos como en la
contraccion de cardiomiocitos 0 a deformaciones externas del sustrato, como en aquellos
muy suaves (menores a 2 kPa) (Price et al., 2018). Sin embargo aun hacen falta estudios
que permitan explicar los mecanismos a través de los cuales las proteinas de desmosomas

perciben y responden a los estimulos mecanicos.
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Figura 4. Esquema representativo de las uniones intercelulares y sus principales
componentes. (A) Las uniones estrechas principalmente estan compuestos por las proteinas
transmembranales: ocludinas, claudinas asi como por las proteinas JAM y en el citoplasma se
asocian las proteinas ZO que ayudan a conectar el aparato de actomiosina. Por otra parte, (B) las
uniones adherentes estdn constituidas por la agrupacion de cadherinas y otras proteinas
citoplasmaticas, como a y 3 catenina que conectan al aparato de actomiosina. (C) Los desmosomas
también estan conformados por cadherinas llamadas desmocolinas y desmogleinas asi como por
desmoplaquinas y placoglobinas que conectan a los filamentos intermedios. (D) Por ultimo, las
uniones comunicantes estan formadas por hexameros de la proteina conexina, llamados conexones

(Imagen creada en Biorender.com).

1.5 Adhesiones focales (AF)

Las adhesiones focales son estructuras multiprotéicas especializadas en la adhesién y la
comunicacion con el medio extracelular. Estan conformadas por una red de integrinas que
conecta los componentes de la MEC con el aparato de actomiosina gracias al acoplamiento
de numerosas proteinas citoplasmaticas tales como vinculina y talina (Figura 5) (Burridge,

2017). Todos sus componentes se agrupan en estructuras discernibles en las zonas de
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anclaje celular, observadas como areas electrodensas por microscopia electronica; por lo
que fueron nombradas en un principio placas de adhesion, (Abercrombie, 1971) las cuales

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

Ademas 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 MEC con
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
caracteristicos 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
interactuar con los componentes de la membrana basal (sobretodo colagena IV y laminina)
se conforman principalmente de integrinas tipo a6B4. En el citoplasma cuentan con dos
placas formadas por las proteinas plectinas que acoplan los filamentos intermedios a estas
estructuras (Walko et al., 2015).

Por su parte, la composicién de las AF varia, dado que son estructuras dinamicas cuyo
estado de madurez, localizacion celular y funciones cambian dependiendo del contexto
fisiopatoldgico en el que se encuentran las células. Hasta la fecha, se han identificado mas
de 180 proteinas asociadas a AF que comprenden el metaadhesoma celular (Zaidel-Bar &
Geiger, 2010). De manera general, debido al arreglo que tienen los componentes en estos
complejos, se pueden distinguir: A) las porciones extracelulares de las integrinas las cuales
anclan los componentes de la MEC anteriormente descritos; B) la region transmembranal y
citoplasmatica de las integrinas; y por ultimo C) el resto de los componentes citoplasmaticos
que conectan directamente al aparato de actomiosina (Figura 5). En seguida seran

descritos sus principales componentes.
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Figura 5. Modelo esquematico de la organizacion de los complejos de adhesiones focales. (A)
Las AF estan compuestas por la agrupacion de integrinas que en su porcién extracelular interactuan
con los componentes de la MEC, al mismo tiempo (B) atraviesan la membrana celular permitiendo la
adhesién celular y en su porcién citoplasmatica interactian con multiples (C) proteinas
citoplasmaticas, como vinculina, talina y paxilina, que promueven el anclaje con el aparato de

actomiosina y la sefalizacién 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,
conocidas como subunidad ay B. En vertebrados se han identificado hasta el momento, 18
subunidades a y 8 subunidades [, que generan una combinacion de 24 subtipos de
integrinas (Barczyk et al., 2010). Las subunidades a y B son muy distintas entre si y no
presentan homologia. Algunas subunidades son indispensables para el desarrollo tal es el
caso de la subunidad 1, cuya eliminacion es letal en ratones. También existen subunidades
tejido especificas como la B2 que es exclusiva de leucocitos, o la combinacién de

subunidades a6p4 en queratinocitos, por mencionar algunos ejemplos (Takada et al., 2007).

Las subunidades a y B tienen una longitud de 1000 y 750 aminodacidos, respectivamente.
Cuentan con un solo pase transmembranal de hélice alfa, mientras que sus extremos amino
y carboxilo terminal se localizan en la porcion extracelular e intracelular, respectivamente
(Figura 6). Ambas subunidades cuentan con dominios proteicos con regiones flexibles entre

dominios que les permiten tener plegamientos distintos que son funcionalmente relevantes
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(Campbell & Humphries, 2011). El ectodominio de la subunidad a se puede dividir en 4
dominios principales y dos regiones flexibles, dentro de los que, de manera destacada, se
encuentran dominios de unién a Ca?* y un motivo de adhesion dependiente de i6n metal
(MIDAS, por sus siglas en inglés metal-ion-dependent adhesion site) que permite la union a
Mg?, los cuales son indispensables para la unién de la integrina con sus ligandos (Figura
6) (Campbell & Humphries, 2011).

Por otra parte, la porcion extracelular de la subunidad B presenta 7 dominios principales que
cuentan con un mayor numero de regiones flexibles (Figura 6). Dentro de éstos, resaltan 4
moddulos del factor de crecimiento epidermal (EGF, por sus siglas en inglés Epidermal
Growth Factor) ricos en cisteinas y un dominio adyacente al motivo MIDAS (ADMIDAS, por
sus siglas en inglés adjacent-metal-ion-dependent adhesion site). El sitio ADMIDAS también
es muy importante en el reconocimiento de ligandos; al unirse el i6n Mn* permite la
completa activacion de las integrinas (Campbell & Humphries, 2011). La porcion intracelular
de ambas subunidades es generalmente corta, de aproximadamente 75 aa, (a excepcion de
la integrina B4 que cuenta con 1000 aa). En contraste con la subunidad a, la B cuenta con
multiples sitios de union a proteinas citoplasmaticas como talina y kindlina, las cuales
también regulan la afinidad de los ligandos desde el interior celular (Kim et al., 2011; Takada
et al., 2007).

Para el reconocimiento y afinidad de las integrinas con sus ligandos (proteinas de la MEC),
es necesaria su asociacién con algunos iones divalentes ya que permiten un cambio
alostérico que expone sus sitios de unién. A fin de que las subunidades a y 3 adquieren un
estado activo, pasan de una conformacién plegada a una extendida de manera vertical
(Figura 6). Durante su activacién, atraviesan dos cambios conformacionales, primero sus
dominios extracelulares de union a ligando dejan de estar orientados hacia la membrana
plasmatica y posteriormente, sus dominios transmembranales y citoplasmaticos dejan de
interactuar entre si, lo que permite una conformacion de alta afinidad al ligando (Ginsberg,
2014).

También, desde el interior de las células, existe la activacién de las integrinas a una
conformacion activa de alta afinidad a sus ligandos promovida. Esto es posible gracias a la
union de proteinas citoplasmaticas tales como talina y kindlina las cuales, tras unirse a las
integrinas que interactuan con sus respectivos ligandos, pueden favorecer la activacién de

integrinas adyacentes que aun estan en una conformacién plegada. También, la talina
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puede ser reclutada a la membrana celular por otros mecanismos y favorecer la activaciéon
de integrinas para que puedan asociarse con los componentes de la MEC; sin embargo, no
se conoce con exactitud la secuencia de estos eventos (Klapholz & Brown, 2017). Cabe
resaltar que ademas de la conformacién plegada y extendida, se han postulado otros
estados de conformacion intermedios con diferente estado de activacién y afinidad (Takada
et al., 2007).

B-propeller
Subunidad
a \

Dominios
extracelulares

5 ‘} Dominios

citoplasmaticos

C
Figura 6. Esquema representativo de las subunidades de integrinas a y B en su (A)
conformacion plegada (estado inactivo) y en su (B) conformacion extendida (estado activo).
La porcion extracelular de la subunidad a estd conformado por un barril B de 7 plegamientos (B
propeller, por su traduccion al inglés), un dominio “cadera” (thigh, por su traduccién al inglés), dos
dominios “pantorrilla” (calf, por su traduccion al inglés) y un dominio a-l. Por otra parte, la subunidad
B cuenta con 7 dominios en su porcidon extracelular: un dominio -1, un dominio hibrido, un dominio
Psi (por sus siglas en inglés, plexin-semaphorin-integrin) y 4 dominios EGF (por sus siglas en inglés,
epidermal-growth-factor). Ambas subunidades tienen regiones citoplasmaticas cortas; sin embargo la
B cuenta con diversos dominios de unidon a proteinas como a talina y kindlina. Los asteriscos
representan los principales sitios de union a iones divalentes. (Modificada de Campbell y Humphries,
2011)

28



Una vez en su conformacion activa, las integrinas principalmente interaccionan con
proteinas de la MEC. La secuencia arginina, glicina y acido aspartico (RGD) es reconocida
como el motivo universal de unidon a integrinas, no obstante, se sabe que existe
especificidad dependiendo de la combinacién de subunidades (Barczyk et al., 2010). Segun
al ligando al que se unen, las integrinas pueden clasificarse en cuatro grupos: receptores de
union a la secuencia RGD (presente en fibronectina y vitronectina): la combinacion de la
subunidad aV en combinacién de diferentes subunidades B (1, 3, 5 etc) es un ejemplo
clasico de reconocimiento al motivo RGD; de unién a colagena (en la secuencia de
aminoacidos GFOGER) como sucede para las integrinas a181 y a2B1; de unién a laminina
tal como se da en la combinacion de subunidades a6fB1; y finalmente los receptores

especificos de leucocitos para las subunidades aL2 (Ginsberg, 2014).

Ademas de su interaccién con la MEC, el estado activo de las integrinas permite la
interconexion fisica de las proteinas extracelulares con el citoesqueleto de actina gracias a
la asociaciéon directa de los componentes asociados a adhesiones focales en sus colas
citoplasmaticas. Esto es posible principalmente mediante modificaciones postraduccionales
de los dominios citoplasmaticos de la subunidad B asi como por la afinidad con sitios de

unién con otras proteinas citoplasmaticas (Morse et al., 2014).

1.5.2 Componentes citoplasmaticos de AF
Debido a que las integrinas carecen de actividad enzimatica que permita la transduccion de
la unién con sus ligandos, las proteinas de adhesiones focales con las que interactian en el
citoplasma resultan elementos indispensables para internalizar y amplificar las sefiales del
exterior, asi como para afianzar el aparato de actomiosina a las zonas de adhesion,
posibilitando también la transmision de los esfuerzos (Kim et al., 2011). Son diversos los
componentes citoplasmaticos que se han asociado a las AF, estos incluyen principalmente
receptores de adhesién, proteinas de andamiaje, proteinas adaptadoras, de citoesqueleto,
chaperonas y de sefializacién, como cinasas, fosfatasas, proteasas, GTPasas y sus
respectivos reguladores (J. C. Kuo, 2014). Ademas, se sabe que estos componentes y su
respectiva sefalizacion cambia de acuerdo a la etapa del proceso de maduracién por el cual

se forman los complejos de adhesion.
La formacion de adhesiones inicia en zonas ricas en polimerizacion de actina libres de

miosina, como en las prolongaciones celulares (lamelipodia y filopodia), en donde hay una

gran movilidad de los filamentos de actina en direccion hacia el centro celular, generada por
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la resistencia de la membrana celular a esta polimerizacion (flujo retrogrado de actina)
(Figura 7A) (Alexandrova et al., 2008; Parsons et al., 2010). Inicialmente, los sitios de
adhesion se denominan adhesiones nacientes y son zonas muy pequefias en comparacion
con las adhesiones focales, y por tanto sélo pueden ser vistas mediante técnicas de
microscopia que permitan visualizar regiones limitadas de la muestra como por microscopia
de reflexién interna total, o TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence, por sus siglas en
inglés) (Alexandrova et al., 2008). Estan conformadas por la agrupacion de integrinas que
recién entraron en contacto con los componentes de la MEC, a estas proteinas se acoplan
los filamentos de actina (libres de miosina) a través de otros componentes como a-actinina,
vinculina, talina y kindlina. También son reclutadas otras proteinas adaptadoras como
paxilina, B-pix, p130CAS (también conocida como BCAR1), y de senalizacion 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 fosforilacion en las tirosinas que
conforman su cadena polipeptidica en esta etapa, indicativo de la alta sefalizaciéon de los
complejos desde esta etapa inicial (Vicente-Manzanares & Horwitz, 2011). Asimismo, hay
una alta actividad de las GTPasas de la familia de Rho, Rac y Cdc42, favoreciendo la alta
polimerizacién 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
proteinas con actividad proteolitica o por medio de la despolimerizacién de los filamentos de
actina en los limites existentes entre el lamelipodio y la lamela tras desplazarse las
prolongaciones celulares hacia adelante de donde se formaron las adhesiones nacientes,
sobre todo en células migratorias (Figura 7A) (Parsons 2010). Por tanto, las adhesiones
nacientes tienen dos caminos posibles; ser desensambladas o madurar a complejos focales
(J. C. Kuo, 2014). Los complejos focales son estructuras un poco mas grandes que las
adhesiones nacientes (1 ym aprox. de diametro) y persisten en periodos en el orden de
minutos (Vicente-Manzanares & Horwitz, 2011). Se caracterizan por el aumento del
reclutamiento de a-actinina al iniciar su maduracién ya sea para favorecer la polimerizacion

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

Por otra parte, la culminacién del proceso de maduracion de complejos focales a

adhesiones focales maduras se sitUa mas hacia la lamela la cual es una zona rica en
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miosina. Su maduracion es dependiente del acoplamiento de miosina activa, principalmente
mediante su fosforilacion por la cinasa ROCK (Figura 7C) (Parsons et al., 2010). La miosina
al deslizarse por la actina permite el empaquetamiento de estos filamentos, de modo que
se forman fibras de estrés que confieren contractiidad a las fibras de actina y en
consecuencia generan esfuerzos de tension en las células. Sus componentes son muy
similares a los de los complejos focales, sin embargo, en esta etapa las proteinas Src, FAK
y paxilina tienen niveles mas bajos de fosforilacion y hay un destacable aumento en la
acumulacion de varias de las proteinas asociadas, como vinculina, FAK y a-actinina (Hirata
et al., 2014). Ademas, en esta etapa son reclutadas otras proteinas adaptadoras como
zyxina y tensina (Figura 7C) (R. Zaidel-Bar et al., 2004). La tasa de desensamblaje de las
AF maduras es mas lenta que las adhesiones nacientes, en el orden de varios minutos. En
consecuencia al reclutamiento y estabilidad, su tamano aumenta en comparacion con las
AF nacientes. Estas tienen 2 ym de ancho y 3-10 um de largo, por lo que se vuelven
plataformas fisicas que consecuentemente hacen lento el flujo retrégrado de actina (Figura
7C) (Parsons et al., 2010).

Una vez formadas las adhesiones focales maduras, pueden ser precursores de adhesiones
fibrilares, caracteristicas de células que se encuentran en una MEC rica en fibronectina y su
formacion es indispensable para su remodelacién (R. Zaidel-Bar et al., 2004). Son
estructuras con una gran asociacion a actina y miosina por lo que son muy estables, tienen
tasas de desacoplamiento en el orden de 1 hora aproximadamente. Ademas, 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
maduracion, mas que por distintas clases de adhesiones (Parsons et al., 2010). Desde las
etapas iniciales hasta las mas estables, comparten la mayoria de sus componentes, lo que
resalta su importancia en su formacién y sefializacion. Tal es el caso de las proteinas talina,

vinculina, paxilina, las cuales seran descritas a detalle a continuacion.
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A. ADHESIONES B. COMPLEJOS C. ADHESIONES
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Figura 7. Resumen esquematizado de la maduracién de los complejos de adhesiones focales.
(A) Inicialmente, los sitios de adhesion celular a la MEC son denominados adhesiones nacientes y se
localizan en la periferia de las prolongaciones celulares (lamelipodia y filopodia). Estan conformadas
por integrinas, proteinas adaptadoras, como talina y vinculina que reclutan filamentos de actina libres
de miosina, asi como paxilina y FAK con altos niveles de fosforilacion. Los caracteriza una alta tasa
de desacoplamiento, en caso de que no se desacoplen, maduran a complejos focales. (B) Este se
refiere a un estado intermedio entre las adhesiones nacientes y las adhesiones focales maduras,
carentes de miosina. Se localizan en la region intermedia entre las prolongaciones y la lamela.
Tienen un tamafio aproximado de 1 pm, son mas estables que las adhesiones nacientes y los
caracteriza la acumulacion de a-actinina. Estas adhesiones contintian el proceso a (C) AF maduras,

las cuales tienen un tamafio de 3-10 ym, son dependientes de miosina y se caracterizan por el

32



reclutamiento de zyxina, bajos niveles de fosforilacién de paxilina y FAK, y la alta actividad de Rho.
Su tasa de desacoplamiento es muy baja, en el orden de 1 h aproximadamente. Las AF maduras
pueden continuar el proceso a adhesiones fibrilares en matrices ricas en fibronectina (esquema no

mostrado) (Imagen creada en Biorender.com).

1.5.2.1 Talina

La talina es una proteina indispensable para la formacion y funcionamiento de las
adhesiones focales ya que al asociarse con las integrinas favorece su activacion, promueve
el reclutamiento de otros componentes importantes, como la vinculina y conecta
directamente a los filamentos de actina a los sitios de adhesién siendo la proteina
responsable de la transmisién de los esfuerzos que perciben las AF (Critchley & Gingras,
2008).

En vertebrados existen dos genes que codifican para esta proteina ubicados en diferentes
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 mayor tamafo (Gough & Goult, 2018). Su
distribucion y algunas funciones son diferentes ya que talina-1 se distribuye de manera
ubicua en los diferentes tejidos del cuerpo mientras que talina-2 se encuentra restringida en
el cerebro, musculo cardiaco y riidn. Ambas tienen un peso molecular y estructura similar,,
tienen un peso aproximado de 270 kDa y tienen un arreglo dimérico antiparalelo (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) de 50 kDa. En seguida, cuenta
con una regién conectora de 80 aa con un peso aproximado de 20 kDa, que a la vez
conecta a un dominio de gran tamano, 200 kDa, denominado tipo “varilla” (rod, por su
traduccion en inglés), el cual conforma al dominio “cola talina” (talin tail o TT, por sus siglas
en inglés) (Chakraborty et al., 2019) (Figura 8A). La region TH la conforma un dominio
FERM (cuyas siglas hacen referencia a las proteinas 4.1 [por sus siglas en inglés, four
decimal point one], ezrin, radixin, moesin) que se subdivide en FO a F3, y son ricos en sitios
de unién a otros componentes de adhesiones focales como a las B-integrinas (IBS1, por sus
siglas en inglés, integrin binding site 1), FAK, lailina, asi como un sitio para actina (ABS1,
por sus siglas en inglés, actin binding site 1). La region conectora es una zona importante

durante el desacoplamiento de los complejos de AF ya que es el sitio en el que
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principalmente es cortada talina por enzimas proteoliticas (proteina calpaina). Finalmente, el
dominio rod, se subdivide en 13 dominios enumerados como R1-R13, los cuales son muy
importantes para la interaccion con los componentes de adhesiones focales, cuenta con
muchos sitios de union a vinculina, alrededor de 11, asi como para paxilina, otro sitio de
union a integrina (IBS2), y otros dos sitios adicionales de unién a actina (ABS2 y ABS3)
(Klapholz & Brown, 2017) (Figura 8A).

De manera similar al despliegue de las integrinas, durante su activacion talina adquiere una
conformacion activa cuando el dominio F3 deja de interactuar con sus dominios tipo rod
(principalmente el subdominio R9) en el extremo C-terminal. Por tanto, sus dominios FERM
2 y FERM 3 quedan expuestos para poder interactuar con la regién citoplasmatica de las
integrinas y asi localizarse en las zonas de adhesion para luego promover el reclutamiento
de los demas componentes, tales como vinculina y la union con el aparato de actomiosina
(Zeng et al., 2015)

1.5.2.2 Vinculina

Vinculina también es una proteina muy importante en la formacién de AF ya que permite el
acoplamiento de los filamentos del aparato de actomiosina, promueve el reclutamiento de
otros componentes y la transmisién de los esfuerzos. Al igual que talina-1, se ha reportado
que su ausencia es letal en ratones (Peng et al., 2011). En humanos, existen dos principales
isoformas producidas por splicing alternativo de un mismo gen conocidas como vinculina de
1066 aa que tiene un peso molecular de 116 kDa y metavinculina de 1134 aa que tiene un
peso molecular de 145 kDa (cuenta con un exén mas en la region 3’), cuya distribucién esta

restringida a musculo liso y cardiaco (H. T. Lee et al., 2019).

De manera general, su estructura consta de un dominio nombrado “cabeza vinculina”
(vinculin head o VH, por sus siglas en inglés) que tiene un peso molecular aproximado de
90 kDa localizado en el extremo amino terminal, seguido por una region conectora de 70 aa
que une a un tercer y ultimo dominio nombrado “cola vinculina” (vinculin tail o VT, por sus
siglas en inglés) que tiene un peso de 27 kDa (Figura 8B). La regién VH esta conformada
por 4 dominios proteicos organizados como D1-D4 que cuentan con varios sitios de unién a
proteinas de AF como talina, integrinas y a-actinina. La regién conectora también se
reconoce como un dominio flexible ya que permite el plegamiento de la molécula y a la vez
cuenta con motivos ricos en prolinas que posibilita su interacciéon con vinexina, VASP y Arp

2/3. La regién VT cuenta con un dominio, nombrado D5, y es importante para la interaccion
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con paxilina, actina, PKCa, asi como con el segundo mensajero PIP2 (Ziegler et al., 2006;
Peng et al., 2011)
(Figura 8B).

A diferencia de las uniones intercelulares en donde vinculina interactia con a-catenina para
ser reclutada a las uniones adherentes, vinculina se asocia con talina para poder integrarse
a las AF. De manera consecuente a esta asociacion, atraviesa un cambio conformacional en
el que sus dominios D1 y VT dejan de asociarse por lo que la molécula adquiere una
conformacion desplegada en la que muchos de sus sitios de unién, como los de union a
actina, dejan de estar ocultos y asi pueda contribuir a la formacion de AF (Hirata et al.,
2014).

1.5.2.3 Paxilina

Paxilina es otra de las primeras proteinas adaptadoras en ser reclutadas a los complejos de
AF. Juega un papel importante en la sefalizacién que llevan a cabo ya que al igual que las
dos proteinas anteriores, se ha reportado que su ausencia en ratones es letal en las

primeras etapas de desarrollo embrionario (Turner, 2000).

Esta proteina pertenece a la familia de proteinas, denominada paxilina, que también incluye
a las proteinas Hic-5 y leupaxina. Sus caracteristicas estructurales y sitios de unién son
similares entre si. Sin embargo, presentan diferencias en su distribucion y algunas
funciones; la expresién de leupaxina esta restringida en leucocitos y la proteina Hic-5 se
distribuye principalmente en células del sistema vascular (Lépez-Colomé et al., 2017). Por
su parte, paxilina se distribuye de manera ubicua en los tejidos del cuerpo humano, cuenta
con cuatro isoformas producidas por splicing alternativo de un mismo gen denominadas alfa
(proteina candnica), beta, gamma y delta que se diferencian por secuencias adicionales que

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

De manera general, paxilina es una proteina pequefa, que tiene un peso de 68 kDa; no
obstante, cuenta con numerosos dominios proteicos importantes para su asociaciéon con
proteinas de AF asi como para la respuesta celular de estos complejos a las sefales
externas (Schaller, 2001). En el extremo amino terminal, cuenta con cinco motivos LD ricos
en leucinas (cuya secuencia consenso es LDXLLXXL, donde X puede ser cualquier
aminoacido) con los que le es posible asociarse a vinculina, FAK, y actopaxina, asi como

Src y CSK. Ademas tiene 4 dominios tipo LIM (dominios que cuentan con dos dedos de
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unién a Zn*, cuyas siglas provienen de las primeras proteinas en las que fueron
encontrados estos dominios: Lin-11, Isl-1, Mec-3), estos son necesarios para que paxilina
pueda ser reclutada a los complejos de adhesiones focales, asi como para su interaccion
con actina, tubulina y la fosfatasa PTP-PEST (Turner, 2000) (Figura 8C).

Paxilina se incorpora a los complejos al unirse directamente con vinculina asi como con
FAK, en donde es blanco de cinasas de tirosinas, principalmente de FAK, Src y Crk; esta
sefalizacion es importante para la formacion y desacoplamiento de AF. Como se menciond
anteriormente, su nivel de fosforilacion cambia segun el estado de madurez de los
complejos, teniendo un mayor numero de fosforilaciones en sus residuos de tirosina en las
primeras etapas de formacién de los complejos y menor fosforilacién en adhesiones focales
maduras. Se sabe que al estar fosforilada regula indirectamente de manera positiva a Rac y
de manera negativa a Rho al interactuar con los complejos reguladores de estas GTPasas
Crkll-DOCK180-ELMO y p120RasGAP, respectivamente (Deakin & Turner, 2008).
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Figura 8. Mapa de dominios y motivos de las proteinas talina, vinculina y paxilina con los
sitios de union reportados a otros componentes de adhesiones focales. A) Talina esta
conformada por un dominio globular llamado cabeza talina (TH, por sus siglas en inglés talin head)
compuesto por un dominio FERM, una regidn conectora y flexible de 80 aa que conecta a un dominio
tipo rod (varilla, por su traduccion al inglés) subdividido en 13 dominios (R1-R13). Cuenta con dos
sitios de union a integrina, al menos 11 a vinculina y 3 a actina (ABS1, ABS2, ABS3), entre otros. B)
Vinculina esta compuesta por un dominio cabeza (VH, por sus siglas en inglés vinculin head) dividido
en 4 dominio (D1-D4) que tienen sitios de unién a talina, integrinas y cateninas, seguido de una
region conectora (R.C.) flexible de 70 aa que tiene sitios de unién para vinexina y Arp 2/3; a la vez
conecta a un dominio cola (VT, por sus siglas en inglés vinculin tail) compuesto por un dominio (D5)
que tiene sitios de unién a F-actina y paxilina. C) Paxilina cuenta con 5 dominios LD en su extremo
amino terminal que tienen sitios de unién a vinculina y FAK, asi como 4 dominios LIM en su extremo

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

Los complejos de adhesiones focales transmiten y amplifican las sefiales fisicas
(mecanicas) y quimicas (composicion) extracelulares al interior citoplasmatico, generando
respuestas bioldgicas a través de diferentes vias de sefalizacién que regulan procesos
celulares importantes como proliferacion, diferenciacion y muerte celular (Wozniak et al.,
2004). Las respuestas celulares pueden ser desencadenadas por sefales bioquimicas,
como los componentes de la MEC, asi como por sefiales mecanicas, como la relacion entre
la contractilidad del aparato de actomiosina y la rigidez del sustrato permitiendo el proceso
de mecanotransduccién (J. C. Kuo, 2014). Este proceso es logrado gracias a diferentes vias
de sefalizacién y proteinas responsivas a las sefales mecanicas; principalmente se ha
resaltado el papel de la via Hippo que regula negativamente a los cofactores
transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ, la cual sera descrita a continuacion
(Dasgupta, 2019).

1.6.1 YAP/TAZ
Las proteinas YAP (Yes Associated Protein, por sus siglas en inglés)y TAZ (WW Domain
Containing Transcription Regulator 1) son un par de cofactores transcripcionales
homologos. Referidos colectivamente como YAP/TAZ ya que se sabe su regulacion es
similar (mediante modificaciones post-traduccionales) y son en gran medida redundantes en
funciones, aunque se han identificado algunas funciones independientes. Al ser cofactores
transcripcionales, interactuan indirectamente con el DNA a través de su asociacién con
factores transcripcionales, principalmente gracias a los factores TEAD (por sus siglas en
inglés, Transcriptional Enhanced Associate Domain) (Dasgupta & McCollum, 2019). Son
coactivadores de genes que favorecen la proliferacién celular y supervivencia celulares asi
como el destino celular de las células madre; ejemplo de ellos es el gen que codifica para el
factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF, por sus siglas en inglés connective tissue
growth factor) cuya proteina esta involucrada en la remodelacién de la MEC en condiciones

patofisiolégicas (Pocaterra et al., 2020).

YAP y TAZ son regulados principalmente por la via de senalizacion de Hippo la cual
consiste en una red de cinasas activadas secuencialmente. Las principales cinasas
involucradas son las MST1/2, SAV1, MOB1A/B y LATS 1/2 (Figura 9). La via culmina en la
fosforilacion de LATS1/2 la cual fosforila a YAP en la serina 127, creando un sitio de unién a
proteinas de la familia 14-3-3 evitando su translocacién al nucleo y favoreciendo su

ubiquitinacién para posterior degradacion via proteosoma. La fosforilacién de TAZ en la
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serina 89 también genera sitios de union para la proteina 14-3-3; sin embargo, se ha
resaltado el papel de la ubiquitinacion en la regulacion de esta proteina (Finch-Edmondson
& Sudol, 2016). Por tanto, la via Hippo al evitar la actividad transcripcional de YAP/TAZ,
tiene un papel importante en el control del crecimiento de érganos, con un rol central en el
higado, asi como en la regulacion de la proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular
debido al control que tienen sobre sus efectores YAP/TAZ (Finch-Edmondson & Sudol,
2016).

Existen diferentes mecanismos que regulan la actividad de las cinasas de la via Hippo. Se
han identificado diversas proteinas involucradas en el establecimiento de las uniones
intercelulares y la polaridad celular como reguladoras de la via Hippo: tal es el caso de las
proteinas Crumbs y Scribble (proteinas que determinan la polaridad apical y basolateral)
que interactuan y activan a las cinasas LATS 1/2 y de a-catenina que secuestra a YAP/TAZ
al estar en las uniones adherentes impidiendo su actividad transcripcional (Yu et al., 2015).
También se ha reportado que la contractilidad del citoesqueleto juega un papel importante
en su regulacion, los filamentos de actina, conocida como la F-actina, inhiben a las cinasas
LATS1/2 ypor tanto promueve la translocacién de YAP/TAZ y su actividad transcripcional
(Dasgupta & McCollum, 2019).

Ademas de la via Hippo, YAP/TAZ también pueden ser regulados por otras vias de
sefalizacién como por la via Wnt y por los receptores asociados a proteinas G (GPCR, por
sus siglas en inglés G protein-coupled receptors) (Totaro et al., 2018) Por otra parte,
también pueden ser regulados por otras sefiales como la deformacion de los poros
nucleares, la aplicacion de esfuerzos a estas estructuras conlleva a su estiramiento
reduciendo la resistencia mecanica a su transporte molecular, por lo que aumenta su
translocacion (Elosegui-Artola et al., 2017). A nivel nuclear también hay regulacion de
YAP/TAZ, ejemplo de ello es el complejo regulador de cromatina SWI/SNF el cual retiene a
YAP/TAZ impidiendo su actividad y este complejo a la vez es regulado negativamente por la
F-actina (Chang et al., 2018).

Debido a su actividad transcripcional y su respectiva regulacion, YAP/TAZ son mediadores
importantes de las sefales mecanicas. El aumento de su actividad transcripcional se ha
asociado a células cultivadas en sustratos rigidos, en condiciones de baja confluencia, asi
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 mecanica
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debido a que es el mecanismo principal de percepcion a los efectos de deformacion sobre la

célula misma.

Los complejos de adhesiones focales también regulan a los factores YAP/TAZ favoreciendo
su actividad transcripcional en sustratos rigidos de manera indirecta al promover la
contractilidad de actomiosina al madurar los complejos 0 de manera directa a través de la
fosforilacion que llevan a cabo FAK y SRC promoviendo su translocacion y actividad
transcripcional (Dasgupta & McCollum, 2019). Estas proteinas llevan a cabo dicha
regulacion a partir de diferentes mecanismos, como a través de la activacion de fosfatasa
PP1A por FAK que remueve la fosforilacién de YAP e impide su translocacion o a través de
fosforilar directamente a YAP o a sus cinasas reguladoras LATS1/2 y Mob1, inactivandolas
(Lachowski et al., 2018). La cinasa Src también fosforila directamente a YAP favoreciendo
su actividad transcripcional al facilitar su interaccién con TEAD y también regula
directamente proteinas de la via Hippo, fosforila a LATS 1/2 inhibiendo su actividad sobre
YAP (John et al., 2018).
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Figura 9. Regulacién de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ. (A) En condiciones de alta
contractilidad del aparato de actomiosina (como sucede en el cultivo celular sobre sustratos rigidos,
en cultivos de baja confluencia celular, o mediante un farmaco que estimule la contractilidad del
aparato de actomiosina) la via de Hippo se encuentra apagada, ya que no estan fosforiladas las
cinasas de esta via; de modo que los cofactores YAP/TAZ pueden entrar al nucleo e interactuar con
los factores transcripcional TEAD y por tanto promover la transcripcion de genes dependientes de
esta maquinaria como CTGF, CYR61 y ANKRD1. (B) Por otra parte, en condiciones en las que la via
Hippo esta 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/B y LATS1/2 generan una cascada de fosforilaciones que culmina
en la fosforilacion 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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2. ANTECEDENTES

Las adhesiones focales permiten a las células percibir las propiedades fisicas y
bioquimicas 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 protedmica que el
consenso de proteinas asociadas a adhesiones focales consta de aproximadamente 60
componentes, dentro de los que destacan diferentes tipos de integrinas y proteinas de union
a actina como vinculina y talina (Horton et al, 2015). No obstante, en su mayoria, estos
estudios se han realizado en condiciones estandar de cultivo. Esto es, en cajas de
poliestireno, las cuales tienen una rigidez muy alta (no fisiolégica), en el orden de los GPa,
que no asemejan las condiciones de los tejidos in vivo, los cuales tienen un valor mucho
menor dependiendo del érgano en cuestion (por ejemplo, 500 Pa en higado y 200 Pa en
pulmén) (Wells, 2013). De modo que se conoce muy poco sobre la modulacion de los
complejos de adhesiones focales en cuanto a los estimulos mecanicos como a la rigidez.
Sin embargo, se ha explorado su modulaciéon por diferentes proteinas de la MEC vy la

regulacion de las sefiales mecanicas en algunos de los componentes de estos complejos.

Algunos de los componentes de adhesiones focales que se han estudiado por su respuesta
a la mecanica son las proteinas vinculina, talina y paxilina (ver Tabla 1). Se ha destacado a
la proteina talina como la principal responsable de percibir las propiedades mecanicas
extracelulares como la rigidez, la viscoelasticidad y el flujo laminar. Utilizando técnicas como
microscopia de fuerza atdomica, se ha demostrado que al aplicar fuerzas menores a 10 pN,
talina adquiere una conformacion activa (Zeng et al., 2015). Del mismo modo, aplicando
fuerzas de 5 pN, a través de pinzas magnéticas, se ha reportado que los 13 dominios tipo
‘rod” con los que cuenta talina en su extremo C-terminal pueden ser desplegados debido a
la deformacion aplicada por los esfuerzos internos en respuesta a la rigidez del sustrato
mediante la unidn de las integrinas a algin componente de la MEC (Haining et al., 2016;
Yao et al., 2016). El despliegue de sus dominios rod expone diferentes sitios de unién a
otras proteinas asociadas a adhesiones focales como vinculina y los filamentos de actina,
de manera que este cambio conformacional en respuesta a la mecanica del medio
extracelular resulta indispensable para que el resto de componentes puedan ser reclutados,
como es el caso de vinculina (Austen et al 2015). En consecuencia a esta union, la vinculina
también atraviesa un cambio conformacional, facilitando el reclutamiento de mas proteinas

de AF asi como el acoplamiento del aparato de actomiosina.
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Se ha observado en algunos trabajos mediante microscopia de fuerza de traccion que la
mutante activa de vinculina (T12, que mantiene constantemente activa a la molécula en su
conformacion desplegada) (Cohen, 2005), ademas de permitir su reclutamiento a las AF,
facilita la generacion de los esfuerzos de traccion que ejercen las células sobre el sustrato
ya que en comparacion con la proteina silvestre, las fuerzas aumentan en un 40%
(Dumbauld et al., 2013). De manera similar, Mierke en 2008 reportd en células embrionarias
de raton, que la energia de deformacion (calculada como el producto de las fuerzas de
traccion con la deformacion del sustrato) ejercida en HGs de PAA aumenta en un 63%
cuando se expresa una mutante de vinculina en donde sélo se tiene el dominio Vt. Aunado
a ello, encontraron que la rigidez de las células aumenta cuando se expresa a la mutante

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

Ademas de los cambios conformacionales derivados de la deformaciéon dependiente de
esfuerzos, se ha demostrado que el reclutamiento de algunas proteinas de adhesiones
focales es regulado por la rigidez, utilizando cultivos de células sobre materiales elasticos
con valores de rigidez controlada como el polidimetilsiloxano (PDMS), hidrogeles de
poliacrilamida (PAA) o policaprolactona (PCL). Por ejemplo, en células madre de médula
6sea y en fibroblastos embrionarios de ratén primarios se ha encontrado que hay un mayor
reclutamiento de vinculina en la periferia celular de cultivos sobre sustratos de PDMS, PAA
y PCL con mayor rigidez: 1,014 kPa en comparacion de 46 kPa; 14 en comparacion de 3
kPa y 133 en comparacion de 0.9 MPa, respectivamente (Van Tam et al., 2012; Yamashita
et al., 2014; C. Zhou et al., 2019). De manera similar, el grupo de Zhou en 2020 mostré un
aumento para la proteina FAK en un modelo de células madre de papila apical cultivadas en
sustratos de PMDS de 1 MPa en comparaciéon de 500 kPa (C. Zhou et al., 2020).
Asimismo, el reclutamiento de la integrina B1 incrementd en células epiteliales de glandula
mamaria cultivadas en hidrogeles de PAA de 2 kPa en comparacién de 0.2 kPa (Yeh et al.,
2017). Sin embargo, aun no se tiene claro si el reclutamiento de otras proteinas como
paxilina también es sensible a la rigidez. El grupo de Zhou también reporta un mayor
reclutamiento de paxilina en el mismo modelo en que describié el aumento de FAK (C. Zhou
et al.,, 2020); mientras que en otros estudios no se han observado cambios en su
reclutamiento, como en fibroblastos embrionarios de ratén primarios comparando sustratos
de PDMS de 3y 14 kPa, asi como en células madre de médula ésea cultivadas en PLC de
0.9 y 133 MPa (Van Tam et al., 2012; D. W. Zhou et al., 2017). De manera contraintuitiva, a
pesar del despliegue de talina causado por los esfuerzos mecanicos, no se han reportado

cambios en su reclutamiento de acuerdo a los esfuerzos (Van Tam et al., 2012; Yamashita
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et al., 2014). Todos estos resultados muestran que hay un mayor reclutamiento de ciertas
proteinas en las zonas de adhesiones focales, como vinculina, FAK e integrina 1 en
comparacion de cultivos sobre sustratos menos rigidos. No obstante, hasta el momento se
ha encontrado que no todas las proteinas de adhesiones focales cuentan con un

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

Conforme a lo descrito anteriormente, algunas publicaciones también han mostrado
diferencias en la estabilidad de las proteinas de las AF conforme al médulo elastico del
sustrato en que se cultivan las células utilizando la técnica de microscopia de FRAP (por
sus siglas en inglés Fluorescence Recovery after Photobleaching). Esta técnica consiste en
el blanqueamiento del marcaje fluorescente de interés usando un haz de laser de alta
potencia para posteriormente analizar la recuperacion de fluorescencia generado por el
reclutamiento de nuevas moléculas. En fibroblastos embrionarios de ratén, la fraccion
inmovil de vinculina, que representa a los complejos proteicos estables dentro de las zonas
de adhesiones focales, es mas alta en cultivos sobre sustratos de silicon y PAA de 25 kPa
en comparacién con aquellos de 3.8 kPa (Omachi et al., 2017; Yamashita et al., 2014). Otro
de los valores que se utiliza para conocer la estabilidad de las proteinas mediante FRAP es
la mitad del tiempo requerido para recuperar el marcaje fluorescente de interés tras el
blanqueamiento que se realiza (t 2 ): a mayor t %2, mayor es la estabilidad de la proteina en
la zona blanqueada. De manera similar a lo anterior, se ha reportado que el t 'z de talina es
mayor en fibroblastos embrionarios de raton cultivados sobre HGs de PAA de 100 kPa en
contraste con los de 8 kPa (Stutchbury et al., 2017). Estas observaciones sugieren que hay
una mayor estabilidad de vinculina y talina en las zonas de adhesién focal dependiendo de
la rigidez del sustrato: entre mayor rigidez mayor estabilidad. Lo anterior puede estar
asociado a la formacion de diferentes complejos protéicos o cambios postraduccionales en
los componentes de las AF. Finalmente, para el caso de paxilina, Yamashita en 2014
reportd que su fraccidén inmévil es mayor en sustratos suaves de 3.9 kPa lo que implicaria
una menor estabilidad en sustratos rigidos (Yamashita et al 2014). Sin embargo, otros
autores no reportan cambios en su dinamica con la rigidez (Stutchbury et al., 2017; D. W.
Zhou et al., 2017).

Adicional a los cambios en el reclutamiento, algunas de las interacciones que realizan las
proteinas de adhesiones focales (principalmente talina, vinculina y paxilina) pueden cambiar
de acuerdo con las condiciones de rigidez extracelular. El grupo de Yamashita en 2014,

reportd que la interaccion de vinculina con la proteina vinexina-a, en un modelo de
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fibroblastos embrionarios de raton, disminuye en células cultivadas sobre hidrogeles de PAA
de 3.8 kPa en comparacion de sustratos mas rigidos de 43 kPa. Cabe resaltar que al
eliminar a vinexina-a, el reclutamiento de vinculina y la fraccién inmovil determinada por
FRAP dejan de ser sensibles a los cambios de rigidez. Ademas el cofactor transcripcional
mecanosensible YAP/TAZ disminuye su translocacién nuclear, sugiriendo que esta
interaccion es indispensable para la trasmisién de los estimulos mecanicos y la respuesta

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

Otra de las evidencias de la modulacién de proteinas asociadas a las AF es mostrada por el
trabajo de Lee y colaboradores (2019) utilizando la linea celular epitelial de mama
MCF710A. Este grupo reporté que YAP se asocia diferencialmente con la subunidad 31 de
las integrinas en condiciones de bajo confinamiento, en donde las células se pueden
esparcir, generar mayores esfuerzos y formar mas adhesiones focales (un mecanismo
dependiente de actomiosina); mientras que YAP se asocia con la subunidad 4 en
condiciones de alto confinamiento celular en donde no se presentan todas las condiciones
previamente mencionadas. Dichas asociaciones promueven su translocacion al nucleo
independientemente de su relacion con el esparcimiento celular; por lo tanto muestran que
su translocacion puede ser mediada por diferentes proteinas de AF dependiendo del

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

Por otra parte, también se han observado cambios en la regulacién de los niveles de
proteina, de algunos componentes de las AF en células cultivadas sobre sustratos rigidos.
Al igual que en el reclutamiento de vinculina, diversos autores reportan en fibroblastos
embrionarios de ratén, asi como en células madre de médula ésea, que sus niveles de
proteina totales aumentan en los cultivos realizados sobre sustratos mas rigidos como en
PDMS de 1014 kPa o hidrogeles de PAA de 43 kPa (Yamashita et al., 2014; C. Zhou et al.,
2019). Este aumento se relaciona con la actividad del cofactor transcripcional MRTF ya que
el gen de la proteina vinculina (VCL) es un gen blanco de esta maquinaria transcripcional
(Philippar et al., 2004). Al aumentar su actividad transcripcional ante la contractilidad del
citoesqueleto en respuesta a la rigidez, los mondmeros de actina disponibles disminuyen y
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.

tipo rod.

Proteina |Células Sustrato Cambios conforme a la rigidez Referencias
BMSC. | PDMS (46 kPa vs Regulacion de los niveles de proteina:
MEFS, 1,014 kPa): PAA (3.8 | Aumento en los niveles de proteina en (Yamashita et al., 2014,
vs 43 kPa) lisados celulares totales. Zhang et al., 2019)
BMSC, PDMS (46 kPa vs . - (Van Tam et al., 2012;
MEFs, | 1,014 kPa); PAA (3 Mayor reclutamiento en la periferia Yamashita et al., 2014; C.
hMSCs | Vs 14 kPa); PCL (0.9 celular Zhou et al., 2019; D. W.
vs. 133 MPa) Zhou et al., 2017)
Vinculina MEFs, |PAA (3.8 vs 25 kPa); | Tasa de recuperacion de fluorescencia |(Stutchbury et al., 2017; D.
3T3L1 (8 vs 100 kPa) mas alta (FRAP) W. Zhou et al., 2017)
Mi;s&c;s;sr:e Conformacién activa de la molécula
MEFs microscopia de (despliegue de \_/,h C(?n Yt) aumenta las (Dumbauld et al., 2013)
fuerzas de traccion fuerzas de traccion ejercidas al sustrato
Fosforilacién en Y100/1065
MEFs PAA (18 kPa vs indispensable para su completa (Omachi et al., 2017)
vidrio) activacion y transmision de esfuerzos
PDMS (1000 vs 500 Regulacién de Ios. niveles de pro’telna:
hSCAPs kPa) Aumento en los niveles de proteina en (C. Zhou et al., 2020)
lisados celulares totales.
MEFs Sin regulacion de los niveles de
PAA (3.8 vs 25 kPa) proteina. (Yamashita et al., 2014)
hSCAPs | PDMS (1000 vs 500 Mayor reclutamiento en la periferia (C. Zhou et al., 2020)
kPa) celular
- PDMS (3 vs 14 kPa);
MEFs, . . i )
Paxilina HMSG PCL (0.9 vs. 133 Sin cambios en el reclutamiento (D. W. Zhou et al., 2017;
s MPa) Stutchbury et al., 2017)
MEFs Tasa de recuperacion de fluorescencia
PAA (3.8 vs 25 kPa) mas baja (FRAP) (Yamashita et al., 2014)
MEFs, |PDMS (3 vs 14 kPa); | Sin cambios en la tasa de recuperacion |(Stutchbury et al., 2017; D.
3T3 PAA (8 vs 100 kPa) de fluorescencia W. Zhou et al., 2017)
313 Aumenta el radio de p-paxilina/paxilina
PAA (8 vs 100 kPa) total (Stutchbury et al., 2017)
PDMS (3 vs 14 kPa); | «. . .
MEFs, PCL (0.9 vs. 133 Sin cambios e.n e! reclutamiento en la (Yamashita et al., 2014;
hMSCs MPa) periferia celular Van Tam et al., 2012)
) Tasa de recuperacion de fluorescencia
Talina 3T3 i
PAA (8 vs 100 kPa) mas alta (FRAP) (Stutchbury et al., 2017)
Regulacion conformacional: Despliegue | (Austen et al., 2015; Yao
HEK239 | PAA (0.5 vs 25 kPa) | de la molécula y de sus 13 dominios

etal., 2016)
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3. JUSTIFICACION

La mayoria 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 fisicas (mecanicas) y bioquimicas presentes en los diferentes
tejidos del cuerpo humano. El desarrollo embrionario, la organogénesis, la homeostasis y el
envejecimiento son procesos fisiolégicos que se basan en la relacion intrinseca de las
células y su MEC circundante. Las adhesiones focales ayudan a mantener esta
comunicacion; internalizan y propagan las sefiales bioquimicas y mecanicas del medio en
diferentes respuestas intracelulares. Cualquier anormalidad en la comunicacion con el
exterior, puede estar relacionada con la falta de control en la quiescencia celular, la
reparacion de tejidos, la proliferacion de células progenitoras y la regulaciéon de procesos
inflamatorios que podrian participar en la generacion de patologias tales como el cancer, la
fibrosis o enfermedades autoinmunes. Debido a la insuficiencia de estudios de los
complejos de AF en modelos con caracteristicas fisicoquimicas y fisiopatolégicas, hace falta
identificar los componentes reclutados en las AF dependiendo de las propiedades de la
matriz extracelular en la que se encuentran las células como la rigidez, la cual es especifica,
de acuerdo al tejido y que puede cambiar en el tiempo. Conocer estos cambios ayudara a
entender con mayor claridad las respuestas celulares ante las sefales mecanicas del
medio, en contextos sanos y patolégicos, donde se ven alteradas. A su vez, esclarecer los
mecanismos de mecanotransduccion de sefales ayudara a elaborar mejores modelos

biomiméticos que permitan el desarrollo de estrategias terapéuticas.

4. HIPOTESIS

Se sabe que las adhesiones focales son complejos proteicos mecanosensibles que
conectan la matriz extracelular con el interior de las células activando el reclutamiento de
diferentes proteinas intracelulares que regulan distintos procesos celulares. Por lo tanto,
cambios en las propiedades mecanicas del medio extracelular, como la rigidez, fomentaran
diferentes complejos proteicos que le permitan regular de manera particular los diferentes

procesos celulares.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar los complejos proteicos asociados a las proteinas vinculina, talina y
paxilina, en fibroblastos embrionarios de ratén cultivados en hidrogeles rigidos (20 kPa) y
suaves (1 kPa) para conocer los cambios en los complejos de adhesiones focales mediados

por estimulos mecanicos.

5.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar los cultivos con fibroblastos embrionarios de raton en condiciones de
rigidez controlada (suave y rigido).

2. lIdentificar las proteinas de adhesiones focales vinculina, talina y paxilina en cultivos
de fibroblastos embrionarios de raton.

3. Detectar las proteinas de adhesiones focales vinculina, talina y paxilina en
fibroblastos embrionarios de ratén cultivados en hidrogeles de poliacrilamida rigidos
(20 kPa) y suaves (1 kPa).

4. Realizar la busqueda bibliografica de dominios y motivos de proteinas de
adhesiones focales mecanosensibles con potencial de interaccion a adhesiones

focal o citoesqueleto de actina.
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6. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS

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

rigidez controlada (suave y rigido).

Se establecieron los cultivos de fibroblastos embrionarios de raton en condiciones de rigidez

controlada (suave y rigido) a través del siguiente disefio experimental (Diagrama 1).

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

Cultivo de 3T3L1 en cajas Petri

Preparacion de HGs de PAA 0.5, 1, 20, 40 kPa con
Col | y de cubreobjetos de vidrio con Col |

e \
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Se utilizaron fibroblastos embrionarios de la linea inmortalizada 3T3-L1 y se mantuvieron en
cajas petri. Posterior a ello, se recubrieron cubreobjetos de vidrio con colagena | en la
superficie y se fabricaron hidrogeles de poliacrilamida (HGs de PAA) con un médulo elastico
de 0.5, 1, 5, 20 y 40 kPa recubiertos con colagena | sobre cubreobjetos de vidrio redondos
(20 mm de diametro) 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 vidrio e HGs de PAA) se cultivaron 1.5x10*
fibroblastos, y se mantuvieron por 24 h de cultivo. Después de este tiempo, los fibroblastos
fueron fijados al sustrato con paraformaldehido (PFA 4%), se realizd posteriormente la
permeabilizaciéon de su membrana celular y el bloqueo de uniones inespecificas. En el caso
del marcaje fluorescente de la F-actina y el nucleo celular, se incubaron las células con
Alexa-488-Faloidina y posteriormente con DAPI. Tras la obtencién del marcaje, las células
fueron montadas para su posterior observacion y toma de fotografias en microscopia de
epifluorescencia. Finalmente, las imagenes obtenidas fueron utilizadas para la cuantificacion

del érea de esparcimiento y circularidad celular.

Por otra parte, para el marcaje fluorescente de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ, se
utilizaron las células, fijadas con PFA cuya membrana fue permeabilizada, cultivadas sobre
HGs de PAA de 1 kPa (suave) y 40 kPa (rigido). Estas fueron incubados con un anticuerpo
primario especifico para YAP/TAZ y posteriormente al anticuerpo secundario acoplados a un
fluorocromo. Las muestras fueron montadas para su posterior observacion y toma de

fotografias en microscopia de epifluorescencia.

50



6.2 Identificacién de las proteinas vinculina, talina y paxilina en fibroblastos embrionarios de

raton cultivados en condiciones de cultivo celular estandar.

La identificacion de las proteinas vinculina, talina y paxilina, en fibroblastos embrionarios de

ratén cultivados en placas de poliestireno cargadas negativamente se realizé a través del

siguiente disefio experimental:

Diagrama 2. Diseno experimental para resolver el objetivo particular 2.
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Se cultivaron 1.5X10* fibroblastos embrionarios de raton primarios y de la linea

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

cubreobjetos redondos de vidrio (20 mm de diametro) recubiertos con colagena tipo | en la

superficie para la deteccidon por inmunofluorescencia. En el caso de la deteccién por

inmunoblot, se utilizaron cultivos de fibroblastos confluentes (aproximadamente de un 80%)

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

diametro.
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En el caso de la deteccidn de las proteinas de adhesiones focales por inmunofluorescencia,
los fibroblastos cultivados fueron fijados al cubreobjetos, de modo que se permitio la
permeabilizacién de su membrana celular y el bloqueo de uniones inespecificas para luego
poder incubar con los anticuerpos primarios especificos y los secundarios acoplados a un
fluorocromo. Asimismo, se realiz6 el marcaje de fibras de estrés de actina y el nucleo
celular. Las muestras fueron montadas para su posterior observacién y toma de fotografias

en microscopia de epifluorescencia.

Para realizar el inmunoblot, se utilizaron lisados celulares totales provenientes de las cajas
de poliestireno. Estos fueron cuantificados por el método de Lowry. Los lisados totales se
resolvieron por electroforesis de proteinas. La deteccién de las proteinas se hizo por
anticuerpos especificos contra vinculina, talina y paxilina, y anticuerpos secundarios
acoplados a la proteina peroxidasa de rabano (HRP) para la deteccion de las proteinas

especificas por quimioluminiscencia.
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6.3. Detectar las proteinas vinculina, talina y paxilina en fibroblastos embrionarios de ratén

cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de rigidez controlada.

La deteccion de vinculina, talina y paxilina en fibroblastos embrionarios de ratén cultivados
en hidrogeles de poliacrilamida, con 1 kPa y 20 kPa de rigidez, se llevd a cabo a través del

siguiente disefio experimental:
Diagrama 3. Diseo experimental para resolver el objetivo particular 3.
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Para controlar la rigidez del sustrato, se elaboraron hidrogeles de poliacrilamida descritos
previamente. Para la deteccién de proteinas por inmunofluorescencia las células fueron
tratadas de la misma manera que en la deteccidn en cubreobjetos (arriba descrito). Por lo
que fueron fijadas con paraformaldehido y se permeabiliz6 su membrana celular con tritén
para poder agregar los anticuerpos y marcadores de F-actina asi como de nucleo. Al

finalizar se montaron en cubreobjetos rectangulares debido al grosor de los hidrogeles; esto
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para que fuera posible su observacion al microscopio en objetivos mayores a 40x debido a

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

Por otra parte, para la deteccién por inmunoblot se utilizaron 4 HGs de PAA para la
obtencion de un lisado celular por condiciéon, esto debido a que la cantidad de proteina es
minima por cubreobjeto. Una vez obtenido, se realiz6 el mismo proceso descrito en la

deteccidn en cajas de poliestireno (descrito previamente).

6.4 Métodos

6.4.1 Cultivo celular
Se obtuvo la linea celular de fibroblastos inmortalizados embrionarios de ratén 3T3-L1 de la

American Type Culture Collection (ATCC® CL-173™) para detectar las proteinas de
adhesiones focales. Ademas se utilizaron fibroblastos embrionarios primarios de ratén
(MEFs) de 13.5 dias de gestacion donados por el Dr. Alejandro Cabrera Wrooman del

Instituto Nacional de Rehabilitacion.

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). Los MEFs se cultivaron en medio DMEM alto
en glucosa (Gibco, 12800-017) suplementado con 10% de suero bovino fetal, 1% de
Penicilina/Estreptomicina, 2% de anfotericina 0.25 mg/mL (Gibco. 15290-026), también se le
adiciond 1% de L-glutamina [2 mM]. Los fibroblastos 3T3-L1 se mantuvieron en cajas Petri
de poliestireno de 100 mm de diametro tratadas para cultivo celular. Se resembraron cada
tercer dia a una dilucién 1:4. Por otra parte, los MEFs se preservaron en las mismas cajas
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. Los cultivos de MEFs se re-sembraron cada
cuatro dias a una dilucién 1:3. La resiembras se realizaron con tripsina al 0.25% (Sigma
Aldrich, T4799-25G) en medio DMEM bajo en glucosa. Ambos tipos celulares se mantuvieron

en condiciones estandar 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 rigidos y suaves. El procedimiento requiere de cuatro etapas distintas: la
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funcionalizaciéon de cubreobjetos que permita la adherencia del HG al vidrio, la silanizacion
de portaobjetos para evitar que se peguen los HGs a esta superficie durante el proceso y
propiamente la polimerizacion de los HGs. Al finalizar estos pasos, se realiza el
fotoentrecruzamiento de la proteina colagena | al hidrogel de poliacrilamida para permitir la

adhesion celular.

6.4.3 Funcionalizacion de cubreobjetos
Basandose en el procedimiento publicado por Cretu y colaboradores en 2010 (Cretu,
Castagnino, & Assoian, 2010) se funcionalizaron cubreobjetos de vidrio de 20 mm de
didmetro para permitir la adherencia de los HGs a los cubreobjetos de vidrio. A cada
cubreobjeto se le anadid6 1 mL de NaOH 0.1 M durante 3 min, terminado el tiempo, se
afiadieron 300 uL de APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilane (Sigma-Aldrich, 440140) durante
3 min adicionales. Al finalizar estos tiempos se realizaron 3 enjuagues y 3 lavados de 10
min con agua destilada. Posteriormente, se afiadié 1 mL de glutaraldehido (Sigma-Aldrich
G7651) 0.5% en agua desionizada durante 30 min. De este modo, el APTES reacciona con
la superficie del cubreobjetos de vidrio oxidada por el NaOH para dejar un grupo amino libre
(NH,) que posteriormente reacciona con uno de los dos grupos aldehidos (CHO) del
glutaraldehido, el cual a su vez genera un segundo grupo aldehido libre que reaccionara
con los grupos amida (CONH,) del HG de PAA. Por ultimo, se realizaron 3 lavados de 10
min con agua destilada y se secaron por completo. Se guardaron para su uso hasta maximo

1 semana.

6.4.4 Silanizacion de portaobjetos
Los portaobjetos de vidrio fueron tratados con diclorodimetilsilano (DCDMS) (Sigma-Aldrich,
440272-100ML) para generar una superficie hidrofébica en donde posteriormente se permita
la elaboracién de los HGs en los cubreobjetos preparados.. El vidrio fue previamente
limpiado con isopropanol y secado para después tratarlo overnight con el DCDMS mediante
evaporacion. Pasado el tiempo y con la ventilacion adecuada, se dejaron secar previamente

a Su uso.

6.4.5 Polimerizacién de HGs de PAA
Para la elaboracién de HGs, se sigui6 el procedimiento publicado por Tse y Engler en 2010
en los cubreobjetos previamente funcionalizados (Tse & Engler, 2010). Para obtener la
rigidez deseada, se utilizaron diferentes cantidades de agua desionizada, acrilamida al 40%,

que es el mondmero de esta polimerizacion (Sigma Aldrich, A4058-100ML), asi como de la
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bisacrilamida al 2% (Sigma Aldrich, no. M1533-100ML), que funciona como entrecruzador de
los monémeros de acrilamida en la reaccion. Ambas fueron desgasificadas durante 15 min
al vacio ya que el oxigeno puede inhibir la reaccion. La polimerizacion de los HGs se llevé a
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 reaccion al fomentar la formacion de los radicales
libres. Tras realizar la mezcla con las cantidades dependiendo de la rigidez deseada (Tabla
2), se tomaron 100 uL de cada soluciéon y se colocd en el portaobjetos silanizado e
inmediatamente se colocé encima de la gota un cubreobjeto funcionalizado. La
polimerizacién se realiz6 durante 20 min como minimo, finalizado este tiempo, se
despegaron cuidadosamente de los portaobjetos silanizados (Figura 10). Los HGs
elaborados se mantuvieron sumergidos en DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline,

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

Tabla 2. Cantidades de reactivos utilizadas para la elaboraciéon de hidrogeles de PAA

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

Rigidez Acrilamida Bis-acrilamida de Agua APS al | TEMED
de stock al stock al 2% desionizada 10%
40%
0.5 kPa 75 uL 30 L 895 uL 100 pL 1L
20 kPa 200 pL 132 L 668 uL 100 pL 1L

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

cubreobjetos

onali L
funcionalizado

O

@ 100 L de \ Gel de PAA de
'lr mezcla PAA 20 min q rigidez controlada
\ — ———— (D
(A) (B) (€) ) (®) 3 lavados
- -> - ~con PBS 1x
de 10 min
p;.”aarﬁgfd'gs (vista lateral)

—

=

Figura 10. Esquema del proceso de elaboracidon de hidrogeles de poliacrilamida de rigidez
controlada. (A) Primero se colocan 100 pyL de la mezcla de poliacrilamida (PAA) a utilizar (de
acuerdo a la Tabla 2), en un portaobjetos previamente silanizado; inmediatamente después, se

coloca el cubreobjetos con el lado funcionalizado en contacto con la gota de PAA. (B) La mezcla se
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deja polimerizar durante 20 min. (C) Pasado el tiempo, con ayuda de una jeringa con la punta
doblada 90°, se despega el hidrogel polimerizado del portaobjetos cuidadosamente. En el esquema
se muestra la vista lateral de este paso (las flechas rojas indican la direccién a la cual la aguja de la
jeringa empuja el cubreobjetos) (D) Finalmente, se realizan 3 lavados de PBS 1x de 10 minutos cada

lavado.

6.4.6 Fotoentrecruzamiento de proteina
Por ultimo, se realizé el fotoentrecruzamiento de proteina y esterilizacion de los HG’s de
PAA para realizar el cultivo celular. Se utilizaron como proteinas de adhesién la colagena |
de cola de rata (Corning, 354236) disuelta en 20 mM en acido acético diluida al 0.1%. Para
entrecruzar la proteina se mezcld la proteina con el fotoiniciador Irgacure 2959
(Sigma-Aldrich, 410896) a una concentracion de 0.1 g/mL en DMSO y NHS-ester-acrilato
(Sigma-Aldrich, 130672) al 0.02 g/mL en DMSO. La mezcla consistié en 150 uL de proteina de
interés, 20 uL de Irgacure y 15 uL de NHS, de los cuales se tomaron 100 pL por HG. 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 proteina de adhesion. El
entrecruzamiento se llevé a cabo a través de la incubacion de la mezcla en la ldampara UV
UVP® CL-1000® Ultraviolet Crosslinkers (A= 365 nm, con 5 lamparas de 8 watts cada una).
Para la esterilizacion se hicieron enjuagues con DPBS 1x combinado con
penicilina/estreptomicina (Gibco, 15140-122) al 1%. Los HGs sin proteina se almacenaron en
DPBS 1x hasta maximo 1 semana; mientras que los conjugados con la proteina, en PBS 1x

penicilina/estreptomicina hasta maximo 3 dias.

6.4.7 Caracterizacion mecanica por micro-indentacion
Los HGs de PAA elaborados con el método antes descrito fueron medidos en nuestro
grupo de ftrabajo a fin de corroborar los valores de rigidez esperados con un
microindentador Femto Tools, MTA-03 system y una punta FT-200 con una resolucion de
200 uN (Pérez-Calixto et al., 2019). Los geles se midieron mediante microindentacion y
relajacion para los valores de 1 kPa, (3.37 £ 0.17 kPa y 1.63 * 0.39 kPa respectivamente), 4
kPa (12.60 + 0.42 kPa y 6.41 + 0.44 kPa) y 23 kPa.

6.4.8 Inmunofluorescencia
Para localizar a las proteinas de las AF, se realizd la técnica de inmunodeteccion por

fluorescencia. Para ello, se utilizaron cultivos confluentes de MEFs y 3T3-L1 en cajas de
poliestireno de 10 cm que fueron despegadas y contadas mediante el conteo por camara de

Neubauer. Se sembraron 15,000 células por cubreobjetos de vidrio o hidrogel de PAA.
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Después de 24 h de cultivo, las células fueron fijadas con paraformaldehido (Sigma Aldrich,
P6148-500G) al 4% en DPBS 1x durante 20 min a 37°C y se hicieron 3 enjuagues con DPBS
1X posteriormente. Las células se permeabilizaron con Triton diluido al 0.1% en DPBS 1x
durante 10 min. Al término, se hicieron 3 lavados con DPBS 1x por 5 min. Esto con el fin de
inmovilizarlas para poder realizar la técnica asi como para permitir la entrada de los
anticuerpos a utilizar, respectivamente. Asimismo, se evitd el pegado inespecifico de
proteinas con una solucién de suero de caballo al 10% junto con albumina sérica bovina
(BSA) al 0.1% en DPBS 1X durante 1 h en agitacion. La inmunodeteccion se realiz6 con
anticuerpos primarios IgG contra vinculina (ratén, Santa Cruz Biotechnology, sc73614), talina
(ratén, Santa Cruz Biotechnology, sc-365875) y paxilina (conejo, Cell Signaling, no. 2542) diluidos
1:100 en solucion de bloqueo. Se utilizaron 100 uL de anticuerpo y se incubaron toda la
noche a 4°C. Para el marcaje fluorescente, se utilizaron los anticuerpos secundarios Alexa
Fluor 594 Donkey Anti-Mouse (Jackson Immunoresearch, no. 715-586-150) y Alexa Fluor 594
Donkey Anti-Rabbit (Jackson Immunoresearch, no. 711-586-152). Se utilizaron 100 pL de una
dilucion 1:500 en solucién de bloqueo y se incubaron 2 h a TA. Asimismo, se tifieron las
fibras de estrés del citoesqueleto de actina utilizando 100 uL de Faloidina-Alexa 488 diluida
1:200 en DPBS 1X durante 30 min a TA. Se tifié también el nicleo celular utilizando 100 pyL
de DAPI 1:200 durante 5 min a TA. Al finalizar cada incubacion se realizaron 3 lavados de 5
min con DPBS 1x.

Finalmente, los HGs se montaron en cubreobjetos rectangulares usando medio de montaje
Mowiol (Sigma Aldrich, no. 81381), 80 uL en cubreobjetos de vidrio y 100 uL de Mowiol en
HGs,con el fin de obtener el grosor necesario en las muestras obtenidas para hacer las
observaciones del marcaje en el microscopio de epifluorescencia (Nikon ECLIPSE CI-L con
lampara de mercurio lampara de mercurio C-HGFI). Simultaneamente a la observacién del
marcaje, se capturaron al menos 4 fotografias de diferentes campos de cada muestra

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

6.4.9 Cuantificacion del area de esparcimiento celular
El analisis de imagenes se llevd a cabo con el software libre Fiji, la version completa del

programa Imaged. Se utilizaron fotografias del marcaje fluorescente de los filamentos de
actina (F-actina) en fibroblastos embrionarios de ratdn primarios y de la linea celular 3T3-L1
cultivados sobre cubreobjetos de vidrio o hidrogeles de PAA y se usaron al menos 4 campos
diferentes por muestra (duplicado). En primer lugar, se transformé cada fotografia con

extensién .tiff y formato RGB, en imagen binaria de 8 bits (Image-> Type-> 8 bit) y se
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duplicé para posteriores pasos. Luego, se ajusté la escala del programa de acuerdo con la
calibracion hecha por el laboratorio, la cual equivale a 4.43 pixeles/um para el lente objetivo
de amplificacion de 400 veces (40x). Para una de las dos copias de las imagenes binarias,
se defini6 un umbral de manera automatica de los limites inferiores y superiores de la
escala de grises (Image -> Adjust -> Threshold-> Auto -> Apply). Luego se ajustaron los
parametros para redirigir la cuantificacién a la imagen sin el umbral, de modo que se hiciera
con respecto a dicha imagen; asimismo se verificaron los parametros morfométricos
deseados (Analyze -> Set measurements -> Area -> Redirecting). Finalmente se indicé que
la cuantificacion se realizaria a las particulas mayores a 50 ym para excluir al marcaje no
asociado a los filamentos de actina, adicionalmente, se seleccionaron las casillas
correspondientes para mostrar los resultados finales y para resaltar las areas de interés
cuantificadas (Analyze -> Analyze Particles -> 50 uym-infinity ->Outlines -> Display results).

Los resultados arrojados se copiaron a una hoja de calculo para posteriores analisis.

Dada la morfologia fusiforme de los fibroblastos, no se puede obtener bajo este
procedimiento una cuantificacion precisa del numero de células. Por lo tanto se realizé una
correccion de este valor, para ello se utilizaron las fotografias de tincion de DAPI
correspondientes y se realizé el mismo proceso de cuantificacion de area con umbral hecho
para los filamentos de actina. No obstante, esta vez se recuperd el nimero de particulas
contado por el programa y se sustituyd por el numero de particulas cuantificado
anteriormente en el area celular; de este modo se obtuvo un promedio del area de

esparcimiento celular mas certero.

6.4.10 Cuantificacion del niumero y tamano de adhesiones focales
Al igual que en la cuantificacion del area de esparcimiento, el calculo de la circularidad
celular se realizé en el programa Fiji con las fotografias, obtenidas de la inmunotincién de
vinculina realizada en fibroblastos embrionarios de raton primarios y de la linea celular
3T3-L1. Se siguid el protocolo publicado por Horzum en 2014 para la cuantificacion de
adhesiones focales en la linea celular MDA-MD-231 (Horzum et al., 2014). Se utilizaron al
menos 3 imagenes por cubreobjetos (duplicado), asi como un minimo de 3 campos por
cada fotografia. Primero se transformé cada fotografia con extension .tiff y formato RGB, en
imagen binaria de 16 bits (Image-> Type-> 16 bit). Tras ajustar la escala que corresponde a
las imagenes, se cortaron campos aleatorios de 60x40 ym? en la periferia de distintas
células. Luego, se eliminé el fondo local de la imagen usando los parametros publicados

(Subtract background -> 50+paraboloide). Posteriormente se utilizé 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->
Parametros: Tamafo de bloque=19, Histograma=256, Pendiente maxima=6,). A diferencia
del protocolo citado, no se aplicd la funcion “EXP” que minimiza el ruido del fondo y
finalmente se ajustaron los parametros de contraste y brillo de toda la imagen (Image ->
Adjust -> Brightness & Contrast -> Auto). Para propiamente la cuantificacion, se duplicaron
las imagenes para poder definir un umbral y cuantificar el area tal y como se explicé en el
apartado anterior, con la diferencia de que los parametros de medicion esta vez fueron de

1um? a infinito (Analyze -> Analyze Particles -> 50 um-infinity ->Outlines -> Display results).

6.4.11 Lisis celular, cuantificacién de proteinas e inmunoprecipitacion (IP)
Se utilizaron lisados de fibroblastos 3T3L1 o MEFs, cultivadas en cajas petri o HGs,
obtenidos con buffer RIPA (60 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5%
Nonidet-P40, 0.5% desoxicolato de sodio y 0.1% SDS complementado con los inhibidores
de proteasas y de fosfatasas NaF, NaPPi, Na3VO4 y cOmplete). La lisis en cajas de cultivo
se realizé con 1 mL de buffer por caja desprendiendo las células mecanicamente con ayuda
de un gendarme; mientras que la lisis para los HGs se realizé con 500 uL de buffer por HG
desprendiendo las células con la resuspension del volumen usando una micropipeta de
1000 pL. Para un lisado celular en estas condiciones se utilizaron 500 UL en 4 cubreobjetos,
transfiriendo el volumen al siguiente HG terminada la resuspension. Se incubaron durante

2h a 4°C y se recupero el sobrenadante de la centrifugacion a 13,300 RPM durante 10 min.

Para cuantificar las proteinas del sobrenadante obtenido, se utilizé el método colorimétrico
de Lowry utilizando un kit comercial (BIORAD, 500-0116) y un espectrofotémetro. En este
protocolo las proteinas del lisado reaccionan con la solucion de cobre y el reactivo de folina,
lo que genera especies reducidas que tienen un color caracteristico azul al absorber a una
longitud de onda maxima de 750 nm. Se utilizaron 25, 50 y 100 ug de proteina obtenida.
Para la primera IP, se incubaron en rotacién toda la noche a 4°C con 1 pg de los
anticuerpos contra vinculina, talina y paxilina utilizados para la inmunofluorescencia. Por
otra parte, para realizar un segundo IP que permitiera posteriormente conocer la interacciéon
de estas proteinas se incubaron en rotacién una segunda vez con los anticuerpos de interés
2 h. Para recuperar las proteinas unidas a los anticuerpos se utilizaron 75 pL de proteina G
sefarosa que se incubaron durante 1 h, se centrifugaron 5 min a 13,300 RPM y se realizaron

3 lavados con buffer TNTE. Finalmente se quitd el excedente de buffer hasta que se retird
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todo liquido, se les anadié 20 yL de Laemmli 2x y se calentdé a 100°C durante 5 min para

desnaturalizar las proteinas.

6.4.12 Electroforesis de proteinas e inmunoblot
Para evaluar y comparar la expresion de proteinas de adhesiones focales, se realizo la
metodologia de western blot o inmunoblot. Primero se resolvieron por electroforesis en un
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8% y un concentrador al 5% a 100 volts; de modo que
el campo eléctrico generado permite la separacion de proteinas de acuerdo con el tamano,
del polo negativo al positivo, gracias a los poros resultantes de la polimerizacion del gel de
poliacrilamida. Se utilizaron lisados totales (TCL) asi como inmunoprecipitaciones de lisados

previamente obtenidos.

Posteriormente, se transfirieron las proteinas separadas en el gel a membranas de fluoruro
de polivinilideno o PVDF, a 320 mA por 2:30 h a temperatura ambiente. En este paso las
proteinas migran gracias al campo eléctrico del polo negativo (gel de PAA) hacia el positivo
(membrana de PVDF), para posteriormente poder marcar las proteinas con los anticuerpos

de interés.

Se bloquearon las membranas con leche baja en grasa (Nestlé Svelty bajo en grasa
descremada) al 5% en buffer TBS-T (8 g de NaCl, 3 g de Trizma base, 0.2 g de KCI, 1 mL
de Tween 20 aforado a 1 L con agua desionizada pH=7.6) durante 1 h en agitacién para
evitar pegado inespecifico del anticuerpo. Al finalizar, se lavoé la membrana 1 vez con agua
desionizada y luego se incubaron con los anticuerpos primarios, utilizados en la
inmunofluorescencia, diluidos 1:1000 en TBS-T dentro de bolsas de plastico selladas
térmicamente, toda la noche en agitacién a 4°C. Por otra parte, para los anticuerpos
secundarios, se utilizaron los anticuerpos anti-ratén y anti-conejo conjugados con la enzima
peroxidasa de rabano (HRP). Estos se incubaron en una dilucién 1:10,000 en leche baja en

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

Se utilizaron los reactivos luminol de sustrato de HRP y peréxido de hidrégeno de sustrato
HRP en proporcion 1:1 durante 1 min. La reaccién de la enzima HRP proveniente de los
anticuerpos secundarios con estos sustratos emite una sefial luminica a 428 nm la cual es
capturada posteriormente en placas sensibles a la luz azul. Por lo que, en total oscuridad,

se expusieron las membranas de PDVF a placas fotograficas durante 30 seg, 1 miny 3 min
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dependiendo de la intensidad de la sefal. Se utilizo el revelador GBX (Carestream dental, 190
0943) asi como el GBX (Carestream dental, 190 1875) para poder observar las bandas
obtenidas en la inmunotransferencia. También se utilizd el equipo ChemiDoc (BIORAD
ChemiDoc MP) para revelar las membranas y obtener digitalmente imagenes de las bandas

de proteina.

6.4.13 Tincion de nitrato de plata (AgNO,)
Con el objetivo de identificar cambios en las interacciones de los componentes de
adhesiones focales, se realizo la tincidn de nitrato de plata del gel de electroforesis en el
cual se corrieron las inmunoprecipitaciones de vinculina de células cultivadas sobre HGs de
PAA de 20 y 1 kPa. En la tincién de nitrato de plata, las proteinas desnaturalizadas del gel
de electroforesis se unen a los iones de plata y debido a una reacciéon de reduccién, es
posible tefir las bandas de proteina obtenidas (Kumar et al., 2018). Primero, se lleva a cabo
una reaccion de fijacion con el fin de inmovilizar las proteinas, asi como para deshacerse de
compuestos que puedan interferir con la reacciéon. Para ello, tras obtener el gel de
electroforesis con las muestras de interés, el gel se colocé en un contenedor protegido de la
luz y se incubd en solucidn de fijacion (50% v/v metanol, 12% v/v acido acético glacial, 0.5%
v/v formaldehido 37%, en agua desionizada) durante 1.5 h y se realizaron lavados con
agua destilada 2 min, seguidos de 3 lavados con metanol al 50% durante 10 min cada uno,
y finalmente, con agua destilada durante 2 min, dichos lavados son importantes para evitar

la interferencia de otros compuestos en el gel.

Posteriormente, con el objetivo de incrementar la sensibilidad de las bandas de proteina
para reaccionar con el nitrato de plata, se agreg6 solucién de oxidacion (1:4 v/v de 0.2 g/L
de Na,S,0, en agua desionizada). Tras ello, se incubd el gel con solucioén de impregnacion
(AgNO,, 750 pL de formaldehido 37% y agua desionizada) por 4 min y enseguida, se
realizaron 2 lavados con agua destilada durante 20 s, en cada paso. Después, se agrego la
solucion de revelado (6 g de Na,CO, y agregar 500 uL de 0.2 g/L Na,S,0,, agua H,O, 500
pL de formaldehido 37%) durante unos segundos hasta la visualizacion de las bandas con
el contraste deseado e inmediatamente se lavé 2 veces con agua destilada durante 1 min.
Finalmente, se agregd solucién de fijacion durante 10 min para detener la reaccién de
revelado y para evitar la intensidad de senal del fondo. Por ultimo se almaceno el gel tefido

obtenido en agua destilada a 4°C
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7. RESULTADOS

7.1 Los fibroblastos embrionarios de ratéon son responsivos a la rigidez del sustrato
en el que son cultivados.

Con la finalidad de evaluar el papel de la rigidez del sustrato en el que se encuentran las
células en los componentes de adhesiones focales, primero se realizaron los controles
pertinentes para la fabricacion de los sustratos con rigidez controlada. De acuerdo con las
concentraciones publicadas en el trabajo de Tse y Engler en 2010 (Tse & Engler, 2010), se
fabricaron hidrogeles de poliacrilamida (HGs de PAA) entrecruzados con colagena tipo |
sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro para obtener sustratos con rigidez
controlada, los cuales bajo el procedimiento antes descrito coinciden con los valores
esperados de acuerdo a las mediciones realizadas por nuestro grupo de trabajo (descritos

en la seccion de Métodos).

Para el cultivo celular, se utilizaron fibroblastos embrionarios de ratdn provenientes de la
linea celular 3T3-L1 (ATCC® CL-173™). Tras 24 h de cultivo estandar, se observaron
diferencias en el marcaje fluorescente de la F-actina de acuerdo con la rigidez del sustrato
en el que las células fueron cultivadas. En la Figura 11A se puede ver que en condiciones
estandar de cultivo celular, es decir utilizando cubreobjetos de vidrio (los cuales tienen una
rigidez en el orden de los GPa) se pueden distinguir una gran cantidad de fibras de estrés
de actina a lo largo del citoplasma las cuales también son discernibles, aunque con menor
claridad, en los HG de PAA de 20 kPa y 5 kPa. Por el contrario, sobre los HG de 1 kPa y
0.5 kPa la marca de F-actina esta distribuida de manera uniforme en el citoplasma sin poder
distinguir las fibras de estrés. También se pudo apreciar una morfologia mas extendida a
mayor rigidez de cultivo (Figura 11A), de manera que se realizaron las cuantificaciones del

area de esparcimiento y circularidad celular con ayuda del software ImagedJ.

En las graficas se puede apreciar que las células cuentan con una mayor area conforme
aumenta la rigidez (Figura 11B). En condiciones estandar de cultivo, las células tienen un
area promedio cercana a los 7,000 ym?, mientras que las células cultivadas sobre los HG de
PAA cuentan con una area estadisticamente significativa menor: a los 20 kPa, las células
disminuyeron casi 3 veces de cambio su area promedio, con un valor cercano a los de
4,500 ym?. En los sustratos con menores valores de rigidez (5 kPa 1 kPa y 0.5 kPa), el area
disminuyé 4, 5 y 5.5 veces (con un area promedio cercana a los 3,000, 2000 y 1,500 ym?)

respectivamente, en comparacién de las condiciones estandar de cultivo (Figura 11B).
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Ademas de los cambios en el area de esparcimiento, se cuantificaron las diferencias de la
morfologia comparando la circularidad de las células, es decir utilizando el radio
normalizado entre el area y perimetro celular. A diferencia del area celular, se puede
apreciar que la circularidad disminuye conforme aumenta la rigidez del sustrato, los
sustratos mas rigidos (vidrio e HG de 20 kPa y 5 kPa) cuentan con un radio promedio
similar cercano a 0.2, en contraste, los sustratos mas suaves, de 1 kPa y 0.5 kPa tienen una

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

Finalmente, para conocer la respuesta celular debida al cultivo en diferentes valores de
rigidez, se compard la localizacion de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ en los
fibroblastos 3T3-L1 entre sustratos rigidos y suaves, considerando 40 kPa como rigido y 1
kPa como suave. Se puede observar que YAP/TAZ tiene una localizacién
predominantemente nuclear en células cultivadas en sustratos rigidos, mientras que se
encuentra distribuida a lo largo de toda la célula, citoplasma y nucleo celular en los
sustratos suaves (Figura 11C). Por tanto, se encontr6 que los fibroblastos 3T3-L1,
responden a la rigidez del sustrato en el que se encuentran; teniendo mayor area de
esparcimiento celular y una menor circularidad conforme aumenta la rigidez del sustrato, asi
como la localizacion nuclear de YAP/TAZ en sustratos rigidos. Una vez obtenidos estos

controles, fue posible comenzar la deteccion de los componentes de adhesiones focales.
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Figura 11. Los fibroblastos embrionarios de ratén 3T3L1 responden a la rigidez del sustrato.
(A) Marcaje fluorescente de F-actina (escala de grises) en fibroblastos embrionarios de raton 3T3L1
cultivados sobre hidrogeles de poliacrilamida (0.5, 1, 5 y 20 kPa) y cubreobjetos de vidrio recubiertos
con colagena tipo I. La barra de escala equivale a 100 uym (Imagenes representativas n=3). (B)
Cuantificacion del area celular total (***p<0.05 comparados contra los valores en vidrio; t de student
no pareada n=3) y (C) circularidad, definida como el radio normalizado del area/perimetro (***p<0.05
comparados contra los valores en vidrio, 20 y 5 kPa; t de student no pareada n=3). (D) Marcaje
fluorescente del nucleo (rojo) y del cofactor transcripcional YAP/TAZ (escala de grises) en células
3T3L1 cultivadas en hidrogeles de poliacrilamida recubiertos con colagena tipo | de 1 y 40 kPa.
Co-inmunolocalizaciéon (merge) del marcaje de nucleo y YAP/TAZ. La barra de escala equivale a 100
pm.
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7.2 Deteccion de las proteinas de adhesiones focales vinculina, talina y paxilina en
fibroblastos cultivados en condiciones estandar de cultivo celular.

A fin de lograr la identificacion de los componentes de adhesiones focales para poder
posteriormente compararlos, primero se estandarizé la deteccion de proteinas de
adhesiones focales en fibroblastos 3T3-L1 cultivados en condiciones estandar, es decir
sobre cubreobjetos de vidrio 0 cajas de poliestireno cargadas negativamente. Inicialmente
se detectaron los componentes de los complejos mediante la técnica de inmunotincién de la
proteina vinculina, la cual como se muestra en la (Figura 12A), se puede observar con un
patron punteado en la periferia celular de los fibroblastos. La microscopia de
epifluorescencia fue suficiente para poder distinguir el patron caracteristico de estos
complejos y también se detectdé senal citoplasmatica en las células, principalmente
alrededor del nucleo. Por otra parte, las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal
permitieron mejorar la resolucién del marcaje de vinculina (Figura 12A). Aunado a ello, se
pudo apreciar que la sefal de F-actina se encuentra en contacto con el marcaje de

vinculina.

Aparte de la inmunotincion, se estandarizé6 el método de deteccion de los niveles de
proteina de los componentes de adhesiones focales vinculina, paxilina y talina mediante la
técnica de inmunoblot, las cuales coincidieron con los pesos moleculares reportados
(talina=270 kDa, vinculina 116 kDa y paxilina=68 kDa) (Figura 12B). Se utilizaron diferentes
concentraciones del lisado celular total (TCL) y se encontré que a partir de 25 ug se pueden
detectar las proteinas por esta técnica, por lo que se tomdé la decision de utilizar 50 pg de
TCL para futuros experimentos que permitan poder evaluar diferencias de acuerdo con la
rigidez del sustrato en el que se encuentran las células. Como controles de carga de las

diferentes concentraciones de TCL se utilizo la tincion de azul de Coomassie).

Por otra parte, se utilizaron fibroblastos embrionarios de raton primarios de 13.5 dias de
gestacién (MEFs, por sus siglas en inglés mouse embryonic fibroblasts) para la deteccidn
de los complejos de AF. En este modelo, la inmunotincidén de vinculina mostré un marcaje
de mayor resolucién utilizando microscopia de epifluorescencia a comparacion de la linea
celular 3T3-L1, de modo que se pudo apreciar un enriquecimiento del marcaje (Figura
12C), por tanto, se realizd la cuantificacion del nimero y tamano de AF, basada en el
marcaje de vinculina y con base en el protocolo reportado por Horzum en 2014 (Horzum et
al., 2014). En las graficas de la (Figura 12C) se muestran los resultados de la

cuantificacién, en la cual se encontré que la linea celular 3T3-L1 tiene un menor niumero y
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tamafo de AF en contraste con los fibroblastos primarios; los MEFs tienen casi el doble de
marcas punteadas por area cuantificada (con un promedio de 20 adhesiones en contraste
con 10 en 3T3-L1) y mas del doble del promedio del tamafio de cada marca (6 pm? en
comparacion con 2 um? en 3T3L1) (Figura 12C). Con estos experimentos se obtuvieron las
condiciones 6ptimas para la deteccion de las proteinas de adhesiones focales mediante
inmunotincién e inmunoblot en la linea celular 3T3L1, asi como en células primarias para
poder enriquecer el marcaje fluorescente de los complejos. Posteriormente se planea
detectar y comparar los complejos bajo el cultivo en sustratos de rigidez variable ya que no
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 proteina Deteccion de adhesiones focales en
fibroblastos embrionarios de raton cultivados en cubreobjetos de vidrio y cajas de
poliestirenovinculina (escala de grises) y F-actina (rojo) en fibroblastos embrionarios de raton 3T3L1
cultivados sobre cubreobjetos de vidrio recubiertos con colagena tipo I. Arriba: Fotos obtenidas
mediante microscopia de epifluorescencia. Abajo: Fotos obtenidas mediante microscopia confocal
La barra de escala equivale a 100 um. (Imagenes representativas n=3). (B) Derecha: Niveles de las
proteinas vinculina, talina y paxilina en lisados totales de fibroblastos 3T3L1 cultivados sobre cajas
de poliestireno para cultivo celular. (Membranas representativas de n=2) Izquierda: Tincion de azul de
coomassie como control de carga para las diferentes cantidades de proteina cargada. (C) Marcaje
fluorescente de vinculina (escala de grises) en fibroblastos embrionarios primarios de ratén (MEFs)
cultivados sobre cubreobjetos de vidrio recubiertos con colagena tipo |. Fotos obtenidas mediante
microscopia de epifluorescencia (experimento Unico). (D) Cuantificacion del tamafio y numero de AF
presentes en fibroblastos embrionarios de ratén; comparacién de células primarias con la linea
celular 3T3L1 (***p<0.05, t de student no pareada; experimento Unico).
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7.3 Marcaje de vinculina en fibroblastos cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de
rigidez controlada.

Para poder detectar los componentes de adhesiones focales en células cultivadas en
sustratos de rigidez controlada, se realizd la inmunotincién de vinculina en fibroblastos
3T3-L1 cultivados en HG de PAA de rigidez de 1 kPa (sustrato suave) y 20 kPa (sustrato
rigido). Se pudo observar mediante microscopia de epifluorescencia que a 20 kPa, una
rigidez menor a las condiciones estandar de cultivo, aun son visibles las marcas punteadas
de vinculina en la periferia asi como la sefal perinuclear. Mientras que en los cultivos sobre
sustratos suaves, deja de ser visible el patrén punteado de vinculina; en su lugar, se ve una

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

Por otra parte, se estandarizé por primera vez en el grupo de trabajo la obtencién de los
lisados celulares totales en células cultivadas sobre los HGs de PAA. Tras encontrar los
parametros adecuados de extraccion (descritos en la seccion de Métodos), se corrié un
inmunoblot, en donde se pudo detectar la sefial de vinculina, desde los 50 ug de proteina
del lisado celular total (Figura 13B), la cual no parecié6 cambiar en las diferentes
condiciones de rigidez. Con el fin de identificar cambios en las interacciones formadas por
las proteinas de adhesiones focales en células cultivadas sobre sustratos con diferente
modulo elastico, se realizo la tincion de plata en gel de electroforesis en donde se corrieron
inmunoprecipitaciones de vinculina realizadas en fibroblastos 3T3-L1 cultivados sobre HGs
de PAA de 20 kPa y 1 kPa. En este experimento se observaron cambios en el patron de
bandas recuperadas en los cultivos celulares, al menos en dos bandas estos cambios
fueron evidentes (Figura 13C, representado por flechas); esto sugiere que existen cambios
en las interacciones que forma vinculina cuando las células se encuentran en sustratos con
diferente rigidez. Estos resultados preliminares serviran para futuros ensayos que permitan
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 ratéon cultivados sobre
hidrogeles de poliacrilamida en sustratos rigidos (20 kPa) y suaves (1 kPa). (A) Marcaje
fluorescente de la proteina vinculina (escala de grises) en fibroblastos embrionarios de ratén 3T3-L1
cultivados sobre hidrogeles de acrilamida de 20 kPa y 1 kPa recubiertos de colagena tipo |. Fotos
obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia. La barra de escala equivale a 100 um.
(Imagenes representativas n=2) (B) Niveles de vinculina en lisados totales de fibroblastos 3T3-L1
cultivados sobre hidrogeles de poliacrilamida de 1 kPa y 20 kPa recubiertos de colagena tipo I, asi
como en cubreobjetos de vidrio como grupo control. (Experimento unico). (C) Tincién con nitrato de
plata del gel de electroforesis de la inmunoprecipitacion de vinculina obtenida en los fibroblastos
3T3-L1 cultivados sobre hidrogeles de 1 y 20 kPa. (Experimento unico). Diferencias en las proteinas
obtenidas marcadas con flechas negras.
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7.4 Las proteinas con dominios LIM como estructuras mecanosensibles bajo
esfuerzos celulares

Debido a la pandemia por COVID-19, experimentalmente dentro del laboratorio sélo se
pudo estandarizar el cultivo celular de fibroblastos sobre sustratos de rigidez controlada y
detectar a las proteinas asociadas a los complejos de adhesiones focales: vinculina, talina 'y
paxilina. No obstante, con el objetivo de investigar si existe una modulacion de los
complejos desencadenada por las sefiales mecanicas que las células perciben, se reviso en
la literatura el listado de proteinas asociadas a adhesiones focales y citoesqueleto de actina
cuya senalizacion estuviera modulada por los esfuerzos derivados de las condiciones
mecanicas extracelulares. En esta busqueda, se encontré6 que dentro de las proteinas
reportadas como mecanosensibles se encuentran las proteinas con dominios LIM. Estas
proteinas son de interés para el proyecto ya que estan asociadas a las fibras de estrés de
actina y a la vez estan estrechamente relacionadas con las funciones que llevan a cabo los
complejos proteicos de union al citoesqueleto, como las uniones intercelulares o las
adhesiones focales. Sus funciones se relacionan principalmente por ser proteinas de
andamiaje regulando algunas vias de sefalizacion como la ruta Hippo y NF-kB. Sin
embargo, también estan involucradas en otras funciones celulares tales como la regulacién
transcripcional de algunos genes, principalmente mediante su unién a factores de
transcripcién; por lo que las proteinas con dominios LIM son elementos importantes para la
transduccion de las sefiales extracelulares relacionadas con la generacion de esfuerzos
dentro de la célula (Koch et al., 2012).

Los dominios LIM son un acréonimo que hace referencia a las primeras proteinas en las que
fueron identificados (Lin-11 en Caenorhabditis elegans, Isl1 en Rattus norvegicus y Mec-3
en Caenorhabditis elegans). Tienen una longitud de 50-65 aminoacidos y su estructura esta
constituida por dos dedos de zinc ricos en cisteinas e histidinas separados por una region
conectora, linker, hidrofébica. Son ocho residuos de cisteinas quienes coordinan los iones
Zn** de manera conservada, (Kadrmas et al., 2004). Debido a la gran variedad y la baja
conservacién en secuencia de las proteinas con dominios LIM, se han agrupado en una
superclase de proteinas que se divide en 14 clases diferentes nombradas por su miembro
mas representativo, como zyxina, paxilina y FHL, de las cuales a su vez se subdividen en
diferentes familias (Koch et al., 2012; Sun 2020).
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El listado de proteinas que contienen dominios LIM es extenso, en humanos hay alrededor
de 70 genes que codifican para estas proteinas (Winkelman et al., 2020) y al menos 26
estan asociadas a los complejos de AF (Smith et al., 2014). De estas proteinas asociadas,
21 fueron identificadas como responsivas a la contractilidad del citoesqueleto de acuerdo
con el trabajo de Schiller en 2012. Este grupo de trabajo realizé un analisis de proteémica
cuantitativo de los componentes de AF en un modelo de fibroblastos embrionarios de ratén
y encontraron que la inhibicion de la contractilidad del citoesqueleto, bajo la inhibicién de
miosina por el uso del farmaco blebistatina, afectaba el reclutamiento de algunas proteinas,
particularmente y de manera significativa, a aquellas con dominios LIM; por lo que fueron
propuestas como moléculas sensibles a la tension celular (Schiller et al., 2011). Ademas de
este trabajo y posterior a ello, han aumentado las publicaciones que reportan su respuesta a
los cambios en los esfuerzos, las cuales en su mayoria coinciden con las proteinas
identificadas en el trabajo de Schiller. En |la Tabla 3 se enlistan algunas de las proteinas con
dominios LIM asociadas a adhesiones focales que se han encontrado como sensibles a la
mecanica por medio de distintas aproximaciones; impidiendo la contractilidad del
citoesqueleto de actina al inhibir el ATP que utilizan las miosinas (Sun, X., 2020), con
inhibidores de miosina como blebistatina (Schiller et al., 2012), asi como mediante el cultivo
de células en sustratos de diferente rigidez o a través de la aplicacién de estiramiento

uniaxial como estimulo mecanico (Nakazawa et al., 2016; Sun, X., 2020).

Una de las proteinas con dominios LIM asociadas a AF mas exploradas por su respuesta a
la mecanica es la proteina FHL2; en 2016 se reportd que su localizacién es sensible a la
rigidez del sustrato en el que se encuentran las células. Esta proteina se localiza en el
nucleo en células cultivadas sobre sustratos suaves, mientras que se retiene en adhesiones
focales y en las fibras de estrés de actina en células cultivadas sobre sustratos rigidos. No
obstante, este mecanismo se anula cuando esta comprometida la contractilidad del aparato
de actomiosina (Nakazawa et al., 2016; Sun, X., 2020). Aunado a ello, recientemente, Suny
colaboradores demuestran que los dominios LIM por si solos son suficientes para su
acumulacion en las zonas de esfuerzos y que contrario a lo reportado por Steele en 2012,
su disposicion en tandem en las proteinas favorece esta acumulaciéon: a mayor nimero de
dominios LIM, mayor es el reclutamiento de estas proteinas. De manera destacada, este
grupo de trabajo propuso un mecanismo conservado de respuesta a la mecanica presente
en las diferentes clases de proteinas LIM (Sun, X., 2020). En él muestran que los esfuerzos
contractiles del citoesqueleto son responsables de retener a estas proteinas en las fibras de

estrés de actina, por medio de la union de ciertos residuos de fenilalanina (F) que tienen los
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dominios LIM. Mientras que, en sustratos suaves, se pierden los sitios de anclaje, lo que
favorece su translocacion al nucleo. A la vez, encuentran un residuo de fenilalanina
necesario para el reclutamiento de las proteinas FHL2 y Hic-5 a los complejos de AF (Sun,
X., 2020); sin embargo, es dependiente del grado de tension de los filamentos actina. Por
tanto, toda la evidencia recopilada sugiere que las proteinas con dominios LIM son un grupo
de proteinas sensibles a la mecanica que serian de gran utilidad para evaluar si existe una
modulacion de los componentes de adhesiones focales mediado por los esfuerzos y que
posiblemente controlen el aparato transcripcional de la células, siendo este un mecanismo
directo de mecanotransduccion a partir de los cambios de contractibilidad derivados de la
mecanica exterior dirigido a cambiar la regulacién transcripcional sin la participacién de

proteinas efectoras intermedias.

73



Tabla 3. Proteinas con dominios LIM asociadas a AF sensibles a los esfuerzos.

Proteina

Zyxina

LIMD1

LPP

AJUBA

FHL2

FHL3

PDLIM1

Asociacion con otras vias de
sefalizacion

Regula negativamente la via Hippo al promover la
ubiquitinacion de las cinasas LATS1 mediante su
interaccion; asi como de la via SHH al interactuar y
activar a su regulador negativo Zic1.

Coactivador transcripcional de los factores
transcripcionales Zic1 y Gli

Regula negativamente la via de Hippo al unirse a las

cinasas LATS1 en los complejos de uniones
adherentes.

Su expresién es dependiente de la via de
sefalizacion Wnt, TGFB. Ademas de que sus
funciones son dependientes de las cinasas Srcy
ROCK

Regula negativamente la via de Hippo al unirse a las
cinasas LATS1 en los complejos de uniones
adherentes.

Participa en diferentes vias de sefializacién como la
reguladora del receptor de andrégenos, NF-kB, Wnt,
TGFB

Cofactor transcripcional de una gran variedad de
genes involucrados en proliferacion, diferenciacién y
apoptosis (c-myc, SRF, B-catenin/TCF, AP1, SKI,
receptor de androgenos, TGFB1, ciclina D1)

Activa la via de TGF al interactuar y fosforilar a las
proteinas Smad2/3. También participa en la
activacion de la via NF-«xB al interactuar con

angiogenina

Coactivador transcripcional de CREB asi como
correpresor de
CtBP2 y PLZF.

Regula positivamente la via de Hippo al controlar el

crecimiento de la F-actina y regula negativamente la

via de NF-kB evitando su translocacién nuclear

Mecanotransduccion

Su reclutamiento disminuye
al evitar la contractilidad del
citoesqueleto por medio de

la inhibicién de ATP (%),
miosina (#) asi como en el
cultivo celular en sustratos
rigidos (!) y bajo
estiramiento uniaxial (/)

I#

#/

L#/

*I#

#l

Ref

2019; Ono et
al 2015)

(Proteinas sensibles a los esfuerzos de acuerdo a los trabajos de Schiller et al 2011; Ibar et al 2018 y

Sun et al, 2020) Cada color representa una clase de proteinas con dominio LIM de acuerdo a la

clasificacion de Koch et al., 2012
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8. DISCUSION

Las células perciben el medio extracelular a través de sus complejos de adhesiones
focales al conectar directamente los componentes de la MEC con el aparato de actomiosina
en el interior celular; de este modo, las células son capaces de percibir y responder a los
cambios en la composicién quimica y propiedades mecanicas de la matriz extracelular o del
sustrato en el que se encuentran in vitro. No obstante, hace falta dilucidar los mecanismos
bioquimicos (formacidon de complejos proteicos mediante cambios conformacionales vy
modificaciones postraduccionales) por los cuales las células perciben las diferencias en la
mecanica del sustrato. Es por ello que en los estudios de mecanotransduccion ha sido de
interés estudiar los componentes que conforman los complejos de adhesiones focales. Los
estudios de protedmica han reportado que estos complejos estan conformados por
alrededor de 180 componentes, los cuales en conjunto se conocen como el meta-adhesoma
celular (R. Zaidel-Bar et al.,, 2004). Asimismo, se ha propuesto un adhesoma consenso
conformado por 60 componentes, tras el analisis protedmico y bioinformatico de los
adhesomas de diferentes tipos celulares (Horton et al., 2015). De manera destacada, se ha
encontrado que dicho adhesoma cambia cuando el citoesqueleto de actomiosina tiene un
diferente estado contractil (Schiller et al., 2011); al utilizar un inhibidor de la miosina,
blebistatina (que impide la contractilidad de la actomiosina) la cantidad de proteinas
reclutadas disminuye la presencia a 40 de las 87 proteinas detectadas asociadas a
adhesiones focales (asemejando el estado del citoesqueleto de células cultivadas en
sustratos suaves, asi como cuando las células no estan 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 de adhesiones focales en
fibroblastos embrionarios de ratén cultivados en hidrogeles de poliacrilamida de rigidez

controlada.

Bajo condiciones estandar de cultivo como las placas de poliestireno cargadas
negativamente, las células estan en contacto con sustratos con rigidez en el orden de
magnitud de GPa, una condicion completamente anormal para las células ya que en los
tejidos del cuerpo, los valores son mucho menores y varian dependiendo el tejido en
cuestion; por ejemplo el higado de raton (sano) tiene una rigidez reportada de 150 Pa
(Desai et al 2016). Particularmente, en este proyecto se utilizaron fibroblastos embrionarios
de raton como modelo de estudio ya que es un tipo celular constantemente utilizado en

estudios de mecanotransduccién al ser células mesenquimales caracterizadas por presentar
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una expresion robusta de proteinas de AF que permitia evaluar los objetivos del proyecto. El
tejido embrionario de ratdon, ambiente en el que estas células se encuentran in vivo, tiene
una rigidez reportada que va de los 100 a los 1000 Pa, dependiendo de la zona muestreada
(Kolahi et al 2012). En este estudio se utilizd un valor cercano a este ambiente, ya que
como sustratos suaves (condicién de MEC sana) se fabricaron HGs de PAA de 0.5 kPa, y 1
kPa.

Se ha reportado que los cambios en los valores de rigidez de los materiales en los que se
encuentran las células repercuten en diferentes procesos celulares, como la diferenciacion,
proliferacién, apoptosis, y de manera evidente, afectan la adhesion celular (Wells, 2008). De
acuerdo con las mediciones del proyecto, los fibroblastos embrionarios de ratéon 3T3-L1
aumentaron su area de esparcimiento de acuerdo a la rigidez; siendo los cultivos realizados
sobre los HGs de PAA (0.5 kPa-20 kPa) los que presentaron un area celular
significativamente menor comparada con el cultivo sobre cajas de poliestireno, teniendo
hasta 5.5 veces menos area de esparcimiento celular en los sustratos mas suaves (7,000
um? en vidrio en contraste con 1500 um? en el HG de PAA de 0.5 kPa). En comparacion,
otros grupos de trabajo en las ultimas décadas han reportado la misma tendencia utilizando
diferentes tipos celulares (epiteliales, endoteliales, miocitos, entre otros) y sustratos con
rigidez controlada como los hidrogeles de poliacrilamida recubiertos de colagena | utilizados
en este proyecto, asi 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 reportd que los fibroblastos 3T3
presentan un area de esparcimiento 3 veces menor en los sustratos suaves, de 2 kPa, en
contraste con las células cultivadas sobre 10 kPa (500 uymy 1500 um, respectivamente). Y
encontraron que a partir del cultivo sobre 10 kPa, las células alcanzan su mayor area de
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 mas alto utilizado de 20 kPa y las cajas de poliestireno. Los valores del
area que se obtienen pueden variar dependiendo del tipo celular, ya que en el articulo de
Janmey utilizaron los fibroblastos NIH-3T3, mientras que en este proyecto se trabajé con los
fibroblastos NIH-3T3-L1, los cuales son una clona de la linea que ellos utilizaron, obtenida
por un método similar, pero que tiene la capacidad de diferenciarse a adipocitos bajo ciertas
condiciones, lo que pudiera estar relacionado. Asimismo también influye el método de

fabricacion empleado para la fabricacion de los HGs, asi como el recubrimiento de proteina
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utilizado. Janmey y colaboradores utilizaron el mismo método de fabricacién, pero
recubrieron los sustratos con fibronectina 0.2 mg/mL, mientras que en este proyecto se
utilizé colagena de rata tipo | al 0.1 mg/mL. Esto podria ser resultado del tipo de integrinas
que son reclutadas en los complejos de adhesiones focales, ya que existe especificidad de
acuerdo con las proteinas que conforman el sustrato; tal es el caso de la combinacién de la
subunidades de integrinas a1B1 y a2B1 que reconocen colagena, mientras que la
combinaciéon aV de junto con las subunidades B 1, 3, 5, son un ejemplo clasico de
reconocimiento a fibronectina. Las integrinas al estar en contacto con los filamentos de
actina podrian favorecer diferencias en esparcimiento, ya que se han reportado diferencias
dependiendo del recubrimiento utilizado en estudios in vitro (Lee et al 2019). Asimismo, se
ha encontrado que el aumentar la densidad de proteinas (ligandos de integrinas) incrementa
también el area de esparcimiento, sin embargo, aunque se lleve a la saturacion de la
proteina de recubrimiento en sustratos suaves, éstas no alcanzan el area celular lograda en
sustratos muy rigidos (vidrio) (Engler et al., 2004). En este trabajo, al haber utilizado la
concentracion de 0.1 mg/mL se puede descartar el efecto debido a la concentracion de la
proteina de recubrimiento de los sustratos, ya que se ha reportado que a dicha
concentracion ocurre la saturacion del recubrimiento de colagena en hidrogeles de
poliacrilamida de rigidez controlada (Stanton et al., 2019), por lo que la morfologia
observada seria el area maxima de esparcimiento que pueden presentar en cada valor de

rigidez.

Por otra parte, ademas de evaluar los cambios en el area de esparcimiento, también se
realizé un analisis de circularidad ya que este parametro no soélo es un descriptor de los
aspectos mas generales de la forma celular como el area celular, sino que enfatiza la
presencia de prolongaciones en la membrana celulares; células con mayor numero de
prolongaciones cuentan con niumeros mas bajos de circularidad. Conocer estos datos, es de
utilidad para evaluar procesos celulares en donde las prolongaciones son un referente
importante como en la adhesion celular, migracion o en el estudio de la respuesta a la
rigidez como es el caso de este trabajo. En la linea celular 3T3-L1, la circularidad disminuyo
en los sustratos de mayor rigidez, de manera inversa al area celular, enfatizando el numero
de prolongaciones que presentaron las células en las cajas de poliestireno y los HGs de
mayor rigidez. Esta tendencia coincide con lo reportado en la literatura como es el caso del
cultivo de fibroblastos humanos de pulmén en geles de colagena de rigidez controlada
(Asano et al., 2017).
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Como ultimo aspecto para evaluar la respuesta celular a la mecanica de nuestro modelo, se
comprobo la localizacién de los cofactores transcripcionales YAP/TAZ, la cual de acuerdo a
la literatura su localizacion subcelular es regulada por los cambios en la rigidez donde se
cultivan las células. La regulacion de YAP por la mecanica se ha ido dilucidando y se ha
reconocido a diferentes niveles; a nivel de estabilidad de proteina (via proteosomal gracias
a la via Hippo), asi como mediante modificaciones postraduccionales que regulan su
translocacion, principalmente mediante fosforilacion en la Serina 127, y por tanto, su
activaciéon como factor transcripcional (Pocaterra et al 2020). También se ha reportado que
su regulacion es desencadenada por las sefiales mecanicas tales como la rigidez en la que
se encuentren las células ya que las cinasas LATS1/2 de la via Hippo son reguladas
negativamente por la contractilidad del citoesqueleto de actina, por lo que bajo sustratos
rigidos, se favorece la translocacién y activacién transcripcional de YAP/TAZ. Asimismo, se
ha encontrado que las células cultivadas en sustratos rigidos favorecen la apertura de los
poros nucleares que promueve la translocacion de YAP/TAZ (Elosegui-Artola et al., 2017). Y
a nivel nuclear la F-actina también regula negativamente su actividad transcripcional
mediante otros complejos proteicos como el regulador de cromatina SWI/SNF (Chang et al
2018). Debido a todos estos mecanismos regulatorios, YAP/TAZ ha sido reconocido como

uno de los complejos mecanosensibles que ayudan a evaluar las sefiales mecanicas.

En este estudio se encontr6 que los fibroblastos embrionarios de ratén tienen una
localizacién de YAP/TAZ sensible a la mecanica del sustrato; siendo nuclear en sustratos
rigidos y mayormente citoplasmatica en sustratos suaves, tal y como se ha reportado en
esta linea celular asi como en otros tipos celulares (Pocaterra et al 2020). Dada la
capacidad de las células de responder a los cambios en las condiciones mecanicas, como
se pudo observar en los cambios del area de esparcimiento, circularidad y localizacion de
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 la a modulacion de los complejos de AF, ya que estos permiten el contacto directo
con los sustratos y cuyos componentes son capaces de responder directamente a los

cambios en la rigidez, como es el caso de talina.

En este proyecto, las primeras observaciones de los componentes de adhesiones focales se
hicieron con microscopia de epifluorescencia con la que se observo un patrén punteado en
la periferia celular caracteristico de estos complejos proteicos (D. W. Zhou et al., 2017).

Posteriormente, con ayuda de la microscopia confocal se pudo apreciar con mas detalle que
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la marca de AF, a través de la proteina vinculina, esta en contacto directo con los filamentos
de actina y que, ademas, como se habia reportado anteriormente, estan alineados en la
misma direccion (J. Y. Lee et al., 2019). Ademas de la deteccion espacial de los complejos,
los niveles de proteina de los componentes de estos complejos se pudieron detectar
siguiendo protocolos estandar; sin embargo, al ser proteinas acopladas a las integrinas, las
cuales se recuperan en la porcion insoluble de los lisados, es recomendable utilizar
metodologias especializadas en la recuperacion de estos componentes para mejorar la
detecciodn de las proteinas como es el uso de protocolos de extraccion fuertes tales como el
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, los cuales ofrecen un modelo adecuado para investigar la modulacion de las AF
ya que cuentan con una presencia robusta de estas proteinas. En las imagenes obtenidas
por microscopia de epifluorescencia se noté de manera evidente el aumento en el marcaje
de esta proteina, por lo que después de investigar en la literatura, se seleccion6é un
procedimiento reportado por Horzum y colaboradores en 2014 en el que con herramientas
de imagenologia utilizando el software libre de ImagedJ se realizé la cuantificacion del
numero y area de adhesiones focales determinado por el marcaje de vinculina (Horzum et
al, 2014) (véase Métodos). La cuantificacion confirmé el aumento del numero de AF en los
fibroblastos primarios; asimismo, estas arrojaron una mayor area, cuyos valores coinciden
con lo reportado en la literatura, ya que Wirtz en 2013 reporté que el area de adhesiones
focales se encuentra cercano a los 3 um? en fibroblastos embrionarios primarios de raton;
mientras que en la cuantificaciéon de este proyecto se encontraron valores promedio de 3
um? para la linea celular 3T3-L1 y 5.5 um? para los fibroblastos primarios (D. H. Kim &
Wirtz, 2013). Aunado a ello, Wirtz también reporté que el tamano de las adhesiones focales
es el mismo al utilizar inmunomarcaje de distintas proteinas tales como talina, vinculina y
FAK, de modo que de acuerdo a lo reportado, resulta valido haber utilizado el
inmunomarcaje de vinculina para determinar el area de AF en este trabajo. Por tanto, la
estandarizacion de esta cuantificacion resultara de ayuda para futuros experimentos en los
que se pretenda comparar el marcaje de los complejos de adhesiones focales en células
cultivadas en sustratos de rigidez controlada. Ademas, seria pertinente utilizar imagenes en
microscopia confocal que permitan hacer la cuantificacion de adhesiones focales en las
células completas y no solo en cuadrantes del mismo tamafio lo cual no es posible al utilizar

imagenes obtenidas por epifluorescencia. A la vez, debido a la heterogeneidad de la
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poblacion de fibroblastos, lo ideal también seria hacer una relacion del numero de

adhesiones focales y el tamafio celular para descartar que los cambios se debieran a ello.

En la deteccién de componentes de adhesiones focales en fibroblastos 3T3-L1 cultivados
en sustratos de rigidez controlada se pudo observar una disminucién en el marcaje
fluorescente de vinculina (en AF) en células cultivadas en sustratos suaves (1 kPa). Esta
tendencia coincide con lo reportado en la literatura; en fibroblastos embrionarios de ratén y
células madre de médula 6sea se ha reportado una disminucion del reclutamiento de
vinculina de acuerdo con la rigidez del sustrato en el que fueron cultivadas (Yamashita et al
2014; Zhou et al., 2019). Asimismo, mediante técnica de FRAP, se ha observado que el
marcaje de vinculina en las adhesiones focales es mas estable en fibroblastos primarios de
ratén cultivados en HGs de PAA de 17 kPa en contraste de 5 kPA (D. W. Zhou et al., 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 menciond
anteriormente en los antecedentes, para talina si existe evidencia que muestra un mayor
reclutamiento en las AF de acuerdo a la rigidez, lo cual coincide con su conformacién activa
que es favorecida ante la adherencia de las células en sustratos rigidos (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., 2020 Van Tam et al., 2012) por lo que es
necesario hacer experimentos que permitan dilucidar si existen cambios en su reclutamiento

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
metodologicas para la deteccidon mediante inmunoblot en el grupo de trabajo gracias a la
obtencion de lisados celulares totales en HGs de PAA. Sin embargo, no se observaron
diferencias en los niveles de proteina obtenidos dependiendo del sustrato en el que se
encontraban; mientras que la literatura muestra que estos niveles disminuyen en
fibroblastos embrionarios primarios de ratdn, asi como en células troncales de médula ésea
cultivadas en sustratos de poliacrilamida y PDMS con menor médulo de Young (Yamashita
et al 2014; C. Zhou et al.,, 2019) por lo que seria necesario hacer experimentos de
confirmacion de lo observado preliminarmente y de ser el caso encontrar una explicacion al
mantenimiento de los niveles de proteina y a posibles mecanismos de regulacion de la
localizacién subcelular de las proteinas asociadas a AF. Mientras que para paxilina, al igual
que en el marcaje fluorescente, la evidencia que muestra diferencias en los niveles de

proteina es contradictoria ya que en MEFs no se observa un aumento en los niveles, pero si
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se ha reportado en células troncales de papila apical cultivadas en sustratos de PDMS de
1000 kPa en comparacién de 500 kPa (Yamashita et al., 2014; C. Zhou et al., 2020).

Por otra aparte, de acuerdo a las diferencias en el patron de bandas obtenido de la tincion
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
asociaciones diferentes de vinculina dependiendo de la rigidez en la que se encuentran las
células. En él se observaron diferencias evidentes en al menos una banda entre los 75 y 50
kDa y dos entre los 50 y 37 kDa. La primera banda cercana a los 75 kDa, pudiera deberse a
la proteina vinexina-a, la cual ha sido reportada que interacciona directamente con vinculina
y cuya asociacion 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 seria interesante aislar la porciéon asociada a la membrana para
especificar que este cambio de asociaciones ocurre en las proteinas localizadas en las
adhesiones focales, como mediante técnicas de fraccionamiento celular por centrifugacion
diferencial, con ayuda de soluciones hipoténicas o por medio de la aplicacion del
entrecruzador reversible, DTSSP, antes mencionado y asi determinar si la vinculina y el
resto de proteinas de adhesiones focales en esta zona tiene asociaciones diferenciales o se
pierden algunas interacciones por los procedimientos de extraccion con (0.1% SDS). Una
vez recuperados estos complejos es de gran interés realizar la secuenciacion de los
complejos aislados para dilucidar si si existe la modulacién de los complejos mediada por la

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 buscaron proteinas
asociadas a adhesiones focales que pudieran asociarse diferencialmente dependiendo de la
rigidez del sustrato e indudablemente, las proteinas con dominios LIM resultaron un modelo
interesante para utilizar a futuro, ya que al momento de la elaboracién de esta busqueda, se
publico que los esfuerzos contractiles del citoesqueleto de actina son responsables de
retener a los dominios LIM de proteinas como FHL2, FHL3 y zyxina en las fibras de estrés
de actina (gracias a cierto residuo de fenilalanina) (Sun et al., 2020), las cuales ademas de
interaccionar con el citoesqueleto, se localizan en las adhesiones focales, por lo que tras
este antecedente que muestra su respuesta a la mecanica celular (contractilidad de

actomiosina), las proteinas LIM resultan un modelo interesante para evaluar cambios en las
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asociaciones de los complejos de adhesiones focales de acuerdo a la rigidez en la que se

encuentran las células

9. CONCLUSIONES

e Se estandarizé el cultivo de fibroblastos primarios de ratén asi como de la linea
celular inmortalizada 3T3-L1 en hidrogeles de poliacrilamida de rigidez controlada.
Los fibroblastos 3T3-L1 responden a los diferentes valores de rigidez mediante el
cambio en su esparcimiento y circularidad, asi como a los cambios en la localizacién
de los cofactores transcripcionales mecanosensibles YAP/TAZ. A mayor rigidez,
mayor area de esparcimiento celular, menor circularidad y mayor marcaje nuclear de
YAP/TAZ, mientras a menor rigidez presentan menor area, mayor la circularidad y el

marcaje de YAP/TAZ es predominantemente citoplasmatico.

e Se caracterizo la deteccion de de las proteinas (inmunoblot) de adhesiones focales
vinculina, talina y paxilina en fibroblastos 3T3-L1 en condiciones de cultivo estandar
(placas de poliestireno cargadas negativamente). Asimismo, se caracterizd el
marcaje fluorescente de vinculina en la periferia celular en fibroblastos primarios asi

como en fibroblastos 3T3-L1 mediante microscopia de epifluorescencia y confocal.

e También se caracterizé la deteccion de los niveles de proteina (inmunoblot) y el
marcaje fluorescente de vinculina en fibroblastos 3T3-L1 cultivados sobre hidrogeles

de poliacrilamida rigidos (20 kPa) y suaves (1 kPa).

e Se observaron posibles cambios en las interacciones proteicas de vinculina en
fibroblastos 3T3-L1 de acuerdo con la rigidez en la que se cultivaron las células, lo
que sugiere que existen diferencias en las asociaciones de proteinas de adhesiones

focales dependiendo de la mecanica del sustrato.
e Se encontré en la literatura que las proteinas con dominios LIM (FHL2, zyxina,

PDLMI1) son un modelo de interés para evaluar la modulacion de los complejos de

adhesiones focales.
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