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Resumen 

En esta tesis se analizó la participación de la proteína ZO-2 de la unión estrecha 

(UE) en la mecanotensión. Mediante microindentación con el microscopio de fuerza 

atómica se encontró que la falta de ZO-2 en las células epiteliales renales MDCK reduce 

la rigidez de la membrana apical. Esto se debe a que en ausencia de ZO-2 se pierde la 

asociación de los microtúbulos apicales y la γ-actina a la UE. Además, en las células 

MDCK ZO-2 KD se incrementó la tensión mecánica de la UE medida mediante FRET con un 

biosensor de ZO-1. Esto ocurre porque la falta de ZO-2 disminuyó el reclutamiento de JAM-

A al borde celular, y en su lugar facilitó la acumulación de p114RhoGEF y afadina lo que 

induce la contracción de la actomiosina. La interacción entre JAM-A y ZO-2 se confirmó in 

silico calculando la fuerza de interacción entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y la cola carboxilo 

terminal de JAM-A, e identificando los residuos involucrados en esta asociación.  La 

ausencia de ZO-2 también incrementó la tensión de las UE tricelulares, pero no alteró la 

tensión de la unión adherente que se midió con un biosensor de E-cadherina. El 

incremento de la tensión en la UE redujo la adhesión célula-célula y por ello en las 

monocapas de células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa se desarrollaron 

hoyos que no aparecen en las células parentales. La ausencia de ZO-2 también indujo la 

formación de fibras de estrés y modificó la respuesta celular al substrato. Así, las 

monocapas de células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles mostraron una elongación y 

agrupación retardada en comparación con las células parentales. La ausencia de ZO-2 

también alteró la respuesta a la topografía del sustrato, pues cuando las células ZO-2 KD 

se sembraron sobre arreglos nanoestructurados de crestas y surcos se incrementó en 

comparación con los substratos planos de vidrio, la concentración nuclear de snail y YAP 

y la internalización de la claudina-4. Estos resultados indican que la ausencia de ZO-2 

exacerba la transformación desencadenada por la topografía del substrato. 
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Abstract 

This work analyzes the role of the tight junction (TJ) protein ZO-2 on 

mechanosensation. We found that the lack of ZO-2 reduced apical membrane rigidity 

measured with atomic force microscopy, inhibited the association of γ-actin and JAM-A to 

the cell border, and instead facilitated p114RhoGEF and afadin accumulation at the 

junction, leading to an enhanced mechanical tension at the TJ measured by FRET, with a 

ZO-1 tension probe, and increased tricellular TJ tension. Simultaneously, adherens 

junction tension measured with an E-cadherin probe was unaltered. The stability of JAM-A 

and ZO-2 binding was assessed by a collaborative in silico study. The absence of ZO-2 also 

impacted the cell response to the substrate, as monolayers plated in 20 kPa hydrogels 

developed holes not seen in parental cultures and displayed a retarded elongation and 

formation of cell aggregates. The absence of ZO-2 was sufficient to induce YAP and Snail 

nuclear accumulation in cells cultured over glass, but when ZO-2 KD cells were plated in 

nanostructured ridge arrays, they displayed an increased abundance of nuclear Snail and 

conspicuous internalization of claudin-4. These results indicate that the absence of ZO-2 

also impairs the response of cells to substrate stiffness and exacerbates transformation 

triggered by substrate topography. 
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Introducción  

 

1. Los epitelios  

Los epitelios cubren la superficie del cuerpo, las cavidades y los ductos, y 

constituyen la barrera de los organismos multicelulares con el medio externo. Las células 

epiteliales tienen dos características distintivas: 1) están polarizadas, lo significa que 

tienen una membrana apical y otra basolateral morfológica y bioquímicamente distintas, 

y 2) poseen uniones estrechas (UE) [para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. 

Los epitelios, de acuerdo con su organización se clasifican en simples, 

estratificados y pseudoestratificados. Los primeros forman una capa única de células o 

monocapa. Los estratificados tienen dos o más capas de células y se localiza en regiones 

expuestas a alto estrés mecánico y químico (e.g. piel, cornea, vagina, tráquea); y los 

pseudoestratificados, aparentan tener varias capas celulares por la posición dispareja que 

tienen sus núcleos ya que a que algunas células no llegan hasta la región más apical. En 

realidad, estos epitelios son simples pues todas sus células están en contacto con la 

membrana basal (e.g. tracto respiratorio). 

De acuerdo con la forma de las células los epitelios se clasifican en: escamosos, 

donde las células tienen poca altura y asemejan escamas (e.g. pulmón), cúbicos, con 

células de forma cúbica o hexagonal (e.g. riñón); columnar, donde las células son más 

altas que anchas (e. g. intestino); y de transición con células que cambian de forma 

escamosa a cúbica dependiendo de la condición del órgano (e.g. vejiga) [para revisión, ver 

(González-Mariscal et al. 2012)].  

 

2. Las uniones estrechas 

Las uniones estrechas (UEs) son estructuras de adhesión entre células adyacentes, 

que se localizan en el límite entre las membranas apical y basolateral (Fig. 1A). Las UEs 

también se llaman oclusoras porque impiden el paso de iones y sustancias por la ruta 

paracelular. Sin embargo, hoy se sabe que hay epitelios laxos o permeables que, aunque 

poseen UEs transportan una gran cantidad de agua y solutos por la ruta paracelular. Por 

ello, decimos que las UEs no son cemento inerte entre las células, sino estructuras 
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complejas con proteínas que forman poros que abren o cierran el tránsito paracelular en 

respuesta a factores fisiológicos, patológicos y experimentales [para revisión, ver 

(González-Mariscal et al. 2012) (Larre et al. 2014) y (Cereijido et al. 2001)].  

La técnica de criofractura permite observar por microscopía electrónica a la UE 

como una red de filamentos entrecruzados que circunda a las células por debajo de las 

microvellosidades apicales (Fig. 1B). (Staehelin et al. 1973). Por inmunofluorescencia en 

el plano lateral, la UE se observa como puntos en la porción superior de la membrana 

lateral, mientras que vista desde arriba o en fase la UE aparece en los bordes de las 

células, formando un patrón de “malla de gallinero” (Fig. 1C y D). [para revisiones, ver 

(González-Mariscal et al. 2012), (Larre et al. 2014)]. 

Una de las principales funciones de la UE es regular el flujo de agua, iones y 

moléculas a través de la vía paracelular. Esta función se denomina de “compuerta” y se 

evalúa midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (TER) o el tránsito de moléculas que 

sólo pueden atravesar al epitelio por la vía paracelular (e.g. dextrán) [para revisión, ver 

(González-Mariscal et al. 2012)].  

Otra función canónica de las UEs es la de “cerca”, que radica en mantener la 

polaridad de la membrana plasmática al evitar el movimiento de lípidos y proteínas en el 

plano de la membrana, de la región apical a la basolateral y viceversa (Mandel et al. 1993). 

Esta función se puede evaluar observando la migración a la membrana basolateral de 

lípidos fluorescentes insertados en la membrana apical. También se puede estudiar 

analizando la distribución polarizada de una proteína de membrana marcada con biotina 

[para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. 

Las UEs forman un complejo proteico integrado por proteínas integrales y 

citoplásmicas que se describirá a continuación. 
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3. Proteínas integrales de la unión estrecha 

Las proteínas integrales de las UEs establecen el contacto célula-célula en el 

espacio intercelular y se dividen en 2 grupos: el de proteínas con un solo dominio 

transmembranal, al que pertenecen angulina/LSR y JAMs y que se caracterizan por ser 

miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, y el de las proteínas con cuatro 

dominios transmembranales. En este último grupo se encuentran las claudinas y las 

proteínas de la familia TAMP (Tight junction associated Marvel proteins) como ocludina, 

tricelulina y marvelD3 (Fig. 2). Estas proteínas tienen en común un dominio marvel que 

también está presente en proteínas que se asocian a microdominios ricos en colesterol 

[para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. A continuación, presento una breve 

descripción de las proteínas integrales de la UE. 

Figura 1. Unión estrecha vista por diferentes técnicas. (A) La unión 
estrecha (UE) se observa con cortes finos de microscopía electrónica 
como puntos en la región más apical de la membrana lateral. (B) Por 
criofractura la UE se observa como una red de filamentos que circunda la 
célula por debajo de las microvellosidades (flechas). (C) Por 
inmunofluorescencia vista desde arriba o en fase la UE se observa en el 
borde celular formando una malla de gallinero y vista en un corte lateral 
o en “z " (D) se observa como puntos en la parte superior de la membrana 
lateral [imagen tomada de (González-Mariscal et al. 2012)]. 
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3.1 Claudinas 

 Las claudinas constituyen una familia de 27 miembros (Mineta et al. 2011) y su 

nombre deriva del latín “claudere” que significa cerrar. La expresión de las claudinas en las 

células epiteliales varía entre los tejidos y algunas son más ubicuas que otras. Por ejemplo, 

la claudina-1 está presente en casi todos los epitelios, en cambio la claudina-5 se 

encuentra preferentemente en las células endoteliales (Nitta et al. 2003) y la claudina-11 

se ubica en tejidos muy específicos como las células de Sertoli, las células basales de la 

estría vascularis en el oído (Gow et al. 2004) y los oligodendrocitos (Gow et al. 1999). Las 

claudinas al polimerizarse forman los filamentos de la UE que se observan por criofractura 

(Fig. 1B). Esto se sabe porque al transfectar claudinas en fibroblastos que carecen de UE, 

se forman filamentos de UE en la membrana (Furuse et al. 1998). Las claudinas al 

multimerizarse en cis y trans forman canales o barreras paracelulares que determinan la 

selectividad iónica de los epitelios. [para revisión, ver (González-Mariscal et al.2012)]. 

Las claudinas poseen un extremo amino terminal corto con alrededor de 7 

aminoácidos. Tienen dos asas extracelulares, siendo la primera (ECL1) más larga que la 

Figura 2. Proteínas transmembranales de la unión estrecha. Nombre de las proteínas 
transmembranales de la unión estrecha (UE) y su clasificación de acuerdo con la cantidad 
de veces que atraviesan la membrana (morado). En la parte inferior se describe su 
localización y algunos de los dominios presentes en estas proteínas (Piontek et al. 2020). 
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segunda (ECL2). La ECL1 determina la selectividad iónica de la ruta paracelular y la ECL2 

interactúa con las claudinas de las células adyacentes y participa en la oligomerización de 

las claudinas de la misma membrana (Hempel et al. 2020). Las claudinas, al final de su 

extremo carboxilo terminal, tienen un motivo de unión a dominios PDZ con la secuencia 

K/R/H-X-Y-V, donde X es cualquier aminoácido (Fig. 3A) [para revisión, ver (Krause et al. 

2008)]. 

Las claudinas en función de su secuencia se clasifican en clásicas y no clásicas. Las 

claudinas clásicas comprenden de la 1 a la 10, y las 14, 15, 17 y 19. Las claudinas no 

clásicas van de la 11 a la 13, más las 16, 18 y de la 20 a la 27 (Fig. 3B) [para revisión, ver 

(Krause et al. 2008)].  

Las claudinas pueden formar barreras catiónicas (e.g. claudina-1), y aniónicas (e.g. 

claudina-7), así como poros catiónicos (e.g. claudina-2) y aniónicos (e.g. claudina-17) 

[para revisión, ver (Gunzel y Yu, 2013)]. La formación de estos poros y barreras depende de 

la polimerización de las claudinas. Este proceso comienza con la formación de dímeros 

en cis en cada membrana celular. Luego estos dímeros interactúan en trans con los 

dímeros de las células adyacentes para formar entre las cuatro moléculas de claudina un 

poro o barrera. A continuación, se van añadiendo más dímeros hasta formar los filamentos 

de la UE que se observan por criofractura. Dependiendo de los aminoácidos de la primera 

asa y de sus cargas, se podrán formar poros o barreras paracelulares a cationes o aniones 

(Fig. 3C) (Hempel et al. 2020). Así, por ejemplo, la claudina 10b que forma un poro 

catiónico, tiene 5 aminoácidos con carga negativa y 4 con carga positiva en su ECL1, lo que 

le da una carga neta negativa que permite el paso de cationes. En cambio, la claudina-3 

que forma una barrera paracelular, tiene en su ECL1 3 aminoácidos negativos y 3 positivos 

cuyas cargas se neutralizan entre si [para revisión, ver (Gunzel y Yu, 2013)].  

Todas las claudinas clásicas, con excepción de las claudinas -4, -8 y -17, forman 

filamentos que se organizan en una red. Sin embargo, el tipo de red depende de la 

claudina. Así, por ejemplo, las claudinas -7 (barreras), -10a (canal aniónico), -19a/b 

(barrera) y -20 (barrera) hacen grandes redes. Mientras que, las claudinas -2, -10b, -15 que 

forman canales de cationes, y las claudinas -3, -5, -14 que forman barreras hacen redes de 
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tamaño pequeño. En cambio, se forman redes densas de filamentos paralelos, con las 

claudinas -1, -6, -9 y -11 que forman barreras (Gonschior et al. 2022).  

En contraste, las claudinas no clásicas con excepción de las claudinas -11 y -20, no 

forman redes. Dado que los epitelios suelen presentar varias claudinas, surgió el interés 

por saber cómo estas se integran para formar una red. Para ello, se analizaron las redes 

formadas en los fibroblastos L con diferentes claudinas transfectadas. Así se descubrieron 

cinco distintos comportamientos: 1) Intermezclado, se observa cuando se mezclan 

claudinas clásicas formadoras de barrera como las claudinas -1, -5, -6, -7, -9, -14 y -19b 

con la claudina-3. 2) Integración, pasa cuando la claudina-4 que no forma filamentos se 

incorpora a los filamentos formados por la claudina-3. 3) Inducción, sucede cuando se 

induce la formación de redes por claudinas que de manera individual no forman 

filamentos, como las claudinas -4 y -8. 4) Segregación, describe la formación de redes con 

áreas alternadas de claudinas que hacen poros (claudinas -2, 10a, 10b y 15) con otras 

integradas por claudinas que hacen barreras (claudina-3). 5) Exclusión, se forma cuando 

dos claudinas como las claudinas -3 y -11 se excluyen entre sí para formar redes 

independientes (Fig. 3D) (Gonschior et al. 2022). 

Algunas claudinas como la -4 también exhiben otro comportamiento denominado 

interferencia. Esta conducta se descubrió al ver que al noquear a la claudina-4 sólo se 

generan cambios en la permeabilidad celular si están presentes otras claudinas 

formadoras de poros como la claudina-2. Lo que sucede es que la claudina-4 induce la 

endocitosis de las claudinas que forman poros, lo que aumenta la barrera paracelular de 

la UE (Shashikanth et al. 2022). 

Para estudiar la función específica de ciertas claudinas se han generado ratones knockout 

(KO) y a continuación describiré los fenotipos murinos obtenidos, junto con algunas 

observaciones hechas en humanos con mutaciones en genes de las claudinas. El KO de 

claudina-1 induce la muerte en ratones al día posterior al nacimiento causada por 

deshidratación a través de la piel (Furuse et al. 2002). Con ello, se concluyó que en los 

ratones la claudina-1 es esencial para la barrera de la UE en la epidermis. En humanos en 

cambio, las mutaciones en el gen de claudina-1 generan ictiosis con colangitis 
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intrahepática esclerosante neonatal, lo que indica que esta claudina en humanos es 

esencial en la epidermis y la barrera hepatobiliar (Hadj-Rabia et al. 2004).  

 

Figura 3. Estructura, clasificación y polimerización de las claudinas. (A) Esquema de la estructura 
de las claudinas. Las claudinas atraviesan cuatro veces la membrana y poseen dos asas extracelulares. 
La primera (ECL1) forma los poros paracelulares y es la receptora de moléculas o microoorganismos, la 
segunda (ECL2) promueve la polimerización y la interacción con las claudinas de la membrana 
adyacente. El segmento carboxilo de las claudinas es blanco de diversas cinasas y posee en su extremo 
final un motivo de unión a dominios PDZ. (B) Árbol filogenético de las claudinas. Las claudinas clásicas 
se marcan en rojo y las claudinas no clásicas en negro [para revisión, ver (Krause et al. 2008)]. (C) 
Esquema de la polimerización de las claudinas. Este proceso comienza con la dimerización en cis de 
las claudinas y continúa con la interacción en trans con otro dímero de claudinas de la célula adyacente 
para entre las cuatro claudinas formar un poro o barrera. Finalmente, a este oligómero se irán integrando 
más claudinas en cis que a su vez interactuarán con otras claudinas en trans. El panel inferior muestra 
un poro formado por la claudina-10b y una barrera integrada por la claudina-3 (Hempel et al. 2020). (D) 
Interacciones entre claudinas: Intermezclado, se da entre las claudinas clásicas formadoras de 
filamentos. Integración, se observa cuando una claudina que no forma filamentos se integra a los 
filamentos formados por otra claudina. Inducción, se observa al mezclar dos claudinas que por sí 
mismas no forman filamentos. Segregación, se da al mezclar claudinas que forman poros con claudinas 
que forman barreras. Exclusión, se observa cuando las claudinas forman redes de filamentos 
independientes entre sí (Gonschior et al. 2022).  



22 
 

Los ratones KO de claudina-5 tienen abierta la barrera hematoencefálica, lo que 

indica que esta claudina es fundamental para el sellado de las UEs endoteliales (Nitta et 

al. 2003). En humanos, la mutación de la claudina-5 también altera el sellado de la barrera 

hemato-encefálica y genera convulsiones, microcefalia, calcificaciones cerebrales y 

problemas en el desarrollo neurológico (Deshwar et al. 2023). 

En ratones, el KO de las claudinas -11 y -14 produce sordera, y para entender porque 

sucede esto, describiré brevemente al oído interno. En esta parte del oído, hay tres 

compartimientos: la escala vestibular, la escala media y la escala timpánica. El primero y 

el último están bañados por perilinfa con una alta concentración de Na+ (150 mM) y baja 

de K+(5 mM). En cambio, la escala media está cubierta por endolinfa con una alta 

concentración de K+ (150 mM).  Esto hace que, en la escala media, las células peludas y 

de soporte en el órgano de Corti, estén bañadas por el lado basolateral por perilinfa baja 

en K+, y por el lado apical por endolinfa rica en K+. La composición iónica de la endolinfa se 

mantiene gracias a la barrera de las UEs presentes en las células epiteliales que rodean a 

la escala media. En la cóclea, las células peludas transmiten los sonidos tocando de 

forma intermitente a la membrana tectorial. Por ello, la audición se pierde si las células 

peludas se mueren [para revisiones, ver (Gunzel y Yu, 2013) (Bazard et al. 2021)]. La 

claudina-14 se localiza en las UEs presentes entre las células peludas y entre estas y las 

células de soporte (Fig. 4A) (Ben-Yosef et al. 2003). La mutación del gen para la claudina-

14 rompe la barrera de las UEs en la coclea lo que induce la muerte de las células peludas, 

y produce sordera en humanos y ratones (Wilcox et al. 2001) (Ben-Yosef et al. 2003). 

El potencial endococlear (80 mV) que mantiene la alta concentración de K+ en la 

endolinfa se genera en la pared lateral de la cóclea, por la estría vascularis. Esta estructura 

tiene una capa de células epiteliales denominadas marginales en contacto con la 

endolinfa, que en sus UEs expresan ocludina y a las claudinas -1, -3 y -4 (Florian et al. 

2003). En la estría vascularis hay además células intermedias, vasos sanguíneos, y otra 

capa de células epiteliales llamadas basales con UEs con claudina-11 (Fig. 4B) (Liu et al. 

2017). El ratón KO de claudina-11 es sordo, porque en ausencia de esta claudina la estría 

vascularis no puede mantener el potencial endococlear (Liu et al. 2017) (Gow et al. 2004). 
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La claudina-11 también se expresa en las UEs de los oligodendrocitos donde une 

entre si a las capas sucesivas de mielina que envuelven a los axones del sistema nervioso 

central, y en las células de Sertoli en los túbulos seminíferos. Por ello, el ratón KO de 

claudina-11 presenta defectos en la conducción nerviosa provocados por 

desmielinización, y los machos son estériles, por la apertura de la barrera hemato-

testicular (Gow et al. 1999). 

La claudina-15 funciona como un poro catiónico para sodio. Esta claudina se 

expresa en el epitelio intestinal y su silenciamiento en ratones produce un megaintestino 

(Tamura et al. 2008). Cuando se silencia a la claudina-15 junto con la claudina-2, que 

también funciona como un poro para el sodio en el intestino, los ratones se mueren por 

desnutrición. Esto se debe a que en estos animales el sodio presente en el compartimiento 

basal no pasa al compartimiento apical por la vía paracelular. Esto impide que funcionen 

los cotransportadores apicales de Na+/glucosa, Na+/aminoácidos y Na+/ácidos grasos y en 

consecuencia los animales no pueden absorber en el intestino los nutrientes que ingieren 

(Wada et al. 2013). 

En el hígado, la claudina-2 forma un canal de agua. Esto explica porque en el ratón 

KO de claudina-2, la bilis se concentra y forma piedras en la vesícula biliar (Matsumoto et 

al. 2014). La claudina-2 también es un poro de Ca+2 y su expresión es abundante en el 

túbulo proximal del riñón. El noqueo de esta claudina en los ratones induce la formación 

de cálculos renales también conocida como nefrocalcinosis. En humanos, los individuos 

con variantes del gen que disminuyen la expresión de la claudina-2, también forman 

piedras en los riñones (Curry et al. 2020). 

Figura 4. Composición celular de la cóclea. (A) La cóclea posee tres compartimientos: la escala 
vestibular, la escala media y la escala timpánica. La escala media está bañada por la endolinfa alta en 
K+, y en ella se encuentra el órgano de Corti compuesto por la membrana tectorial, las células de Dieter, 
las células de soporte y las células peludas exteriores e interiores. Estas células expresan a la 
claudina-14 (puntos rojos en la magnificación) que sella la barrera paracelular y de esta manera 
mantienen la diferencia en concentración de K+ entre la endolinfa y la perilinfa. (B) En el lado derecho 
de la escala media se encuentra la estría vascularis compuesta por células marginales que expresan a 
ocludina, el espacio intraestrial que contiene células intermedias y vasos sanguíneos que expresan a 
ocludina; y en el extremo derecho a las células basales que expresan a la claudina-11 [Modificado de 
(Bazard et al. 2021)]. 
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Las claudinas-16 y -19 forman en conjunto un poro de Mg+2 y Ca+2 responsable 

de la reabsorción de estos cationes por la vía paracelular en el asa ascendente de 

Henle. En humanos, las mutaciones en los genes de las claudinas-16 o -19 producen 

hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y nefrocalcinosis ya que el Mg+2 y el Ca+2 

no se pueden reabsorber de forma adecuada en el riñón (Simon et al. 1999) (Hou et al. 

2008).  

La claudina-19 también se expresa en las células de Schwann donde forma un sello 

que permite mantener la envoltura de la mielina en los nervios del sistema nervioso 

periférico. Los ratones que carecen de claudina-19 nacen y crecen normalmente, pero 

sufren neuropatía periférica (Miyamoto  et al. 2005).  

 

3.2 Ocludina 

La ocludina fue la primera proteína transmembranal de la UE en ser descubierta y 

su nombre deriva del latín “occludere” que significa ocluir o cerrar. (Furuse et al. 1993). 

La ocludina al igual que los demás miembros de la familia TAMP, atraviesa cuatro 

veces la membrana y sus segmentos transmembranales forman un dominio Marvel. La 

ocludina tiene un extremo amino citoplásmico con 66 aminoácidos, dos asas 

extracelulares y un extremo carboxilo terminal citoplasmático de 255 aminoácidos con un 

dominio de bobina enrollada al que se unen las proteínas ZO (Fig.2) (Furuse et al. 1994) 

[para revisión, ver (Cummins, 2012)]. 

Al transfectar a la ocludina en células que no tienen UE, como los fibroblastos L o 

las HEK-293, se forman pequeños nudos de filamentos en lugar de redes en la membrana. 

Pero, si la ocludina se cotransfecta junto con la claudina-1, no solo aparece a lo largo de 

las redes de filamentos de claudina-1 (Furuse et al. 1998) sino que, además, modifica el 

patrón de los filamentos de claudinas (Cording et al. 2013). Con esto se concluye que la 

ocludina modula la morfología de la red de filamentos en las UEs. 

La expresión de ocludina sin su segmento carboxilo, incrementa la RET y de manera 

sorprendente, también el flujo paracelular de moléculas (Balda et al. 1996). Así mismo, se 

altera la función de cerca de la UE, ya que los lípidos fluorescentes insertados en la 

membrana apical pasan al dominio basolateral (Balda et al. 1996). Por esto, se concluyó 
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que la ocludina limita el tránsito paracelular de macromoléculas y mantiene la función de 

cerca de la UE. 

El KO de ocludina en los ratones no genera un fenotipo claro ya que los animales 

exhiben UEs funcionales y de apariencia normal, pero presentan alteraciones en el 

crecimiento, inflamación crónica, hiperplasia del epitelio gástrico, calcificaciones en el 

cerebro y adelgazamiento del hueso compacto (Saitou et al. 2000). Cabe, sin embargo, 

destacar que los machos KO de ocludina son infértiles por atrofia de los túbulos 

seminíferos, lo que sugiere que la ocludina tiene una función crucial en la barrera hemato-

testicular (Saitou et al. 2000). 

Otras proteínas de la familia TAMP como MarvelD3 y tricelulina pueden reemplazar 

parcialmente la función de la ocludina. Así, se sabe que en las uniones tricelulares, el 

silenciamiento de ocludina o de tricelulina disminuye los sitios de intersección de la red 

de filamentos de la UE, y este efecto es más notorio cuando se hace el doble 

silenciamiento de ocludina y tricelulina (Saito et al. 2021). De estas observaciones se 

concluye que estas proteínas tienen la función redundante de entrecruzar la red de 

filamentos de claudinas (Saito et al. 2021). 

 

3.3 MarvelD3 

MarvelD3 atraviesa cuatro veces la membrana y pertenece a la familia TAMP. 

MarvelD3 tiene a diferencia de la ocludina, un segmento amino terminal largo y un 

carboxilo corto (Fig. 2). MarvelD3 presenta dos isoformas cuya abundancia depende del 

tejido.  Por ejemplo, en el ratón, la variante 1 es la más abundante en el hígado y la dos, en 

el riñón (Raleigh et al. 2010).  

Cuando MarvelD3 se transfecta en células que carecen de UEs como las HEK-293 o los 

fibroblastos L, no se concentra en los sitios de contacto célula-célula. Lo que sugiere que 

no establece interacciones homofílicas en trans. En cambio, si forma interacciones 

heterofílicas en cis con ocludina y tricelulina (Cording et al. 2013). Marvel modifica el 

patrón de la red de filamentos de la UE que se observa por criofractura. Así, cuando las 

células HEK-293 se transfectan con claudina-1 y MarvelD3, se reduce el tamaño de la 
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malla de filamentos de UE en comparación a cuando sólo se transfecta a la claudina-1, y 

en otros casos los filamentos forman un patrón de líneas paralelas (Cording et al. 2013).  

La función de MarvelD3 en la UE es controversial ya que su silenciamiento 

disminuye la RET (Raleigh et al. 2010) y aumenta la permeabilidad a macromoléculas en 

las células epiteliales pancreáticas (Kojima et al. 2011), mientras que en las células Caco-

2 sube la RET (Steed et al. 2009). La ausencia de MarvelD3 aumenta la proliferación y 

migración celular y si se reexpresa en células tumorales metastásicas, inhibe su 

proliferación y migración (Steed et al. 2014). Por lo que se concluye que MarvelD3 puede 

funcionar como supresora tumoral. 

 

3.4 JAM 

Las JAMs son proteínas que pertenecen a la subfamilia CTX de la superfamilia de 

las inmunoglobulinas (Ig) y se caracterizan por atravesar una sola vez la membrana y tener 

dos repetidos tipo Ig. Las JAMs tienen un dominio Ig variable distal (dominio D1) y uno 

constante, proximal a la membrana (dominio D2), y en su extremo carboxilo terminal 

presentan un motivo FLV de unión a dominios PDZ (Fig. 2 y 5A) [para revisiones, ver (Piontek 

et al. 2020)] Las JAMs se subdividen en dos grupos. El primero lo forman las JAM -A, -B, y -

C, y en el otro grupo se encuentran las proteínas CAR, ESAM, CRTAM, CLMP, JAM4 y JAML. 

Las JAMs se expresan en una gran variedad de tejidos y tipos celulares incluyendo 

epitelios, endotelios, leucocitos, plaquetas y eritrocitos. [para revisión, ver (Mandell y 

Parkos, 2005)].  

Del grupo compuesto por las JAMs -A, -B y -C, JAM-A es la que tiene el patrón de 

expresión más amplio, ya que se expresa tanto en células epiteliales como endoteliales. 

En cambio, JAM-C sólo se expresa en las células endoteliales [para revisión, ver (Mandell 

y Parkos, 2005)], y JAM-B en las células endoteliales y el sinciciotrofoblasto de la placenta 

humana (Miranda et al. 2019).  

JAM-A establece interacciones homofílicas en cis y en trans (Kostrewa et al. 2001), 

mientras que las JAMs -B y -C pueden formar asociaciones heterofílicas en cis y trans. Por 

ejemplo, JAM-B se une a JAM-C, o a la integrina α4β1 (Cunningham et al. 2002), y JAM-C a 

CD11b/CD18 (Santoso et al. 2002). La dimerización en cis de JAM-A ocurre por la 
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interacción del motivo RVE presente en el dominio D1 de JAM-A con el mismo motivo en la 

JAM-A adyacente. Después de la dimerización en cis, viene la interacción en trans 

mediante los motivos NNP presentes en el dominio D1 de los dímeros de JAM. La 

interacción en trans se estabiliza por la glicosilación única en la arginina 185 del dominio 

D2 de JAM-A humana (Scott et al. 2015) (Fig. 5A) [para revisión, ver (Steinbacher et al. 

2018)]. La dimerización de JAM-A es esencial para su función, pues si se inhibe, por un 

lado, JAM-A no se concentra en los sitios de contacto célula-célula y la función de barrera 

de la UE no se desarrolla (Mandell et al. 2004). 

JAM-A con su motivo de unión a dominios PDZ interactúa con proteínas del 

complejo de unión apical como las proteínas con múltiples dominios PDZ, MUPP1 y PATJ; 

con proteínas de la UE como las claudinas y las ZOs, y con proteínas del complejo de 

polaridad como Par3 [para revisión, ver (Steinbacher et al. 2018)]. En un ensayo in vitro 

donde se colocaron 96 dominios PDZ de 48 proteínas diferentes se observó que la cola 

carboxilo de JAM-A con el motivo de unión a dominios PDZ interactúa de manera preferente 

con el dominio PDZ-2 de ZO-2. Esto es importante, porque in vivo, ZO-2 forma una 

plataforma que permite la dimerización de JAM-A y a este complejo a través de ZO-2 se 

unen varias otras proteínas como afadina, ZO-1, PDZ-GEF1 y Rap2c. Esta última inhibe a 

RhoA (Monteiro et al. 2013). 

Cuando se establecen los primeros contactos célula-célula, el complejo 

aPKC/Par6/Lgl se recluta a la región de contacto. Entonces, Cdc42 se activa a través de la 

GEF ECT2 y se una a la proteína plataforma Par6 que recluta y activa a la aPKCλ. Esta cinasa 

fosforila a Lgl promoviendo su disgregación del complejo y su integración a la membrana 

lateral. En seguida, a Par6 se le une Par3 en lugar de Lgl, y este nuevo complejo recluta a 

JAM-A a la región donde se formará la UE (Yamanaka et al. 2003) y (Plant et al. 2003).  

El flujo de iones y moléculas por la vía paracelular se regula por dos vías. La primera 

depende de la carga iónica y ocurre a través de pequeños poros formados por las 

claudinas, con un diámetro de 4 a 10 Å aproximadamente. La segunda ruta es la que 

permite el tránsito de moléculas de 60 a 100 Å y selecciona en función del tamaño. Esta 

vía que se conoce también como de fuga o “leaky” en inglés la controla JAM-A (Fig. 5B) 

[para revisión, ver (Otani y Furuse, 2020)]. Esto se cree porque en las células MDCK la RET 
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disminuye, pero no aumenta el flujo paracelular de macromoléculas, cuando se hace un 

quíntuple KO de las claudinas -1, -2, -3, -4 y -7 o cuando se silencia solo a JAM-A. Pero, en 

cambio el epitelio se vuelve permeable a macromoléculas cuando además del quíntuple 

KO de claudinas se silencia a JAM-A. Además, en la región de la UE, en las células con el 

quíntuple KO de claudinas, las membranas de las células vecinas se siguen viendo 

estrechamente asociadas entre sí, aun cuando no aparecen los sitos de fusión o “besos” 

clásicos de las UEs. En cambio, cuando las células carecen de claudinas y de JAM-A, en la 

región de la UE las membranas de las células adyacentes están separadas entre sí (Fig. 

5C) (Otani et al. 2019). Si hiciéramos el símil con un embudo, la región de la UE sería como 

el cilindro del embudo, y el ancho de este cilindro sería el espacio entre las células vecinas, 

JAM-A se piensa que alinea las membranas de las células vecinas y al hacerlo define el 

ancho de este espacio, por ello se sugiere que JAM-A regula el paso de macromoléculas 

por la vía de fuga o “leaky” [para revisión, ver (Otani y Furuse, 2020)].   

Por otra parte, cabe destacar que el ratón KO de JAM-A muestra defectos en la 

barrera intestinal (Laukoetter et al. 2007) y de los alveolos pulmonares (Mitchell et al. 

2015), lo que refuerza la idea de que JAM-A es un componente esencial de la vía “leaky”. 
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4. Proteínas periféricas de la unión estrecha 

Existen más de 40 proteínas periféricas en la UE, y la mayoría de ellas poseen dominios 

PDZ (Fig. 6). Este módulo se denomina así por el nombre de las tres proteínas donde se 

describió por primera vez: PSD95, Dlg1 y ZO-1. Los dominios PDZ son módulos de 80-90 

aminoácidos que interaccionan de forma homotípica con dominios PDZ presentes en 

otras proteínas y de manera heterotípica con motivos de unión a dominios PDZ presentes 

en el extremo carboxilo terminal de diversas proteínas. Por ejemplo, con los motivos S/TXV 

o φXφ, donde φ corresponde a un aminoácido hidrofóbico y X a cualquier aminoácido 

[para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. 

Las proteínas de la UE con dominios PDZ se clasifican en MAGUKs o proteínas de 

membrana con homología al guanilato cinasa, MAGIs o MAGUK invertidas, proteínas con 

múltiples dominios PDZ, y proteínas con dominios PDZ que no caben en los grupos 

anteriores (Fig. 6) [para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. 

Figura 5. Estructura y función de JAM-A. (A) El panel superior muestra la estructura de JAM-A, con dos 
repetidos de tipo inmunoglobulina, uno distal (D1) con los motivos de dimerización en cis y trans y otro 
proximal (D) con una asparagina (N) cuya glicosilación estabiliza la dimerización en trans. JAM-A 
atraviesa una sola vez la membrana y en su extremo carboxilo terminal tiene un motivo de unión a 
dominios PDZ. El panel inferior muestra las interacciones en cis para formar los dímeros, y en trans para 
la asociación con la JAM-A de la célula vecina (Steinbacher et al. 2018). (B) El esquema izquierdo 
muestra que las claudinas forman poros que regulan el paso de iones y moléculas pequeñas de 4 a 10 
Å, mientras que JAM alinea las membranas de las células vecinas regula el paso de macromoléculas 
que van de 60 a 100 Å por la vía “leaky”. El esquema derecho muestra como al romperse las 
interacciones en trans de JAM se incrementa la permeabilidad a las macromoléculas por la vía “leaky” 
[Modificado de (Otani y Furuse, 2020)] (C) En las células MDCK, al silenciar a cinco claudinas, se pierde 
la barrera a los iones. En cambio, cuando se silencia a JAM-A, las claudinas impiden la separación de 
las membranas de las células adyacentes, por lo que no hay fuga de iones, ni de macromoléculas. Sin 
embargo, al silenciar a las claudinas y a JAM-A simultáneamente, se produce la fuga de iones y 
macromoléculas debido a que las membranas se separan por la ausencia de claudinas y JAM-A (Otani 
et al. 2019). 
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4.1 Proteínas MAGUK  

Las proteínas MAGUKs, además de los dominios PDZ, tienen un módulo SH3 y un 

dominio guanilato cinasa (GuK) sin actividad catalítica, que funciona como sitio de unión 

a proteína. Las proteínas MAGUK de las UE son: ZO-1, ZO-2, ZO-3 y Pals 1 (Fig. 6) [para 

revisión, ver (González-Mariscal et al., 2012)]. 

Las proteínas ZO actúan como un puente entre el citoesqueleto de actina y las 

proteínas transmembranales de la UE, y forman a través de sus dominios PDZ 

homodímeros y los heterodímeros ZO-1/ZO-2 y ZO-1/ZO-3 pero no ZO-1/ZO-3 (Wittchen et 

al. 1999) [para revisión, ver (González-Mariscal et al., 2012)]. 

Figura 6. Proteínas de la unión estrecha con múltiples dominios PDZ. Dentro de esta 
clasificación se encuentran: la familia de las proteínas MAGUK, a la cuál pertenecen ZO-1, -2, 
-3 y 1 Pals 1 y se caracterizan porque además de dominios PDZ poseen un dominio SH3 y GuK. 
La familia de las proteínas MAGUK invertidas, donde se encuentran las proteínas MAGI-1, -2 y 
-3. La familia de las proteínas con múltiples dominios PDZ como MUPP1 y PATJ y finalmente se 
encuentran Par-3, -6 y AF-6 que no pertenecen a ninguna de estas familias [para revisión, ver 
(González-Mariscal et al. 2012)]. 
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ZO-2 es el motivo de estudio en esta tesis y sus características y función se describirán in 

extenso en el apartado 7. 

 

4.2 ZO-1 

ZO-1 se descubrió en 1986 y fue la primera proteína de la UE que se identificó. Su 

nombre se deriva de las siglas de “Zonula Occludens” el nombre en latín para las UEs 

(Stevenson et al. 1986). ZO-1 tiene tres dominios PDZ, un módulo SGK que comprende a 

los dominios SH3 y GuK, una región de unión a actina y un dominio ZU5 en su segmento 

carboxilo terminal. ZO-1 es una proteína plataforma y por lo tanto se asocia a múltiples 

proteínas. Por ejemplo, ZO-1 se une a las claudinas con el dominio PDZ-1, a ocludina con 

el dominio GuK, con ZO-2 y ZO-3 a través del domino PDZ-2, a cingulina con el dominio 

ZU5, a la afadina con el módulo SGK, a JAM-A con el dominio PDZ-3, a α-catenina, vinculina 

y shroom2 con el módulo SGK y a la F-actina con un sitio crítico de unión a actina (ABS) 

compuesto por 28 aminoácidos (Belardi et al. 2020) [para revisión, ver (Rouaud et al. 

2020)], ubicado en la región de unión a actina (ABR) (Fig. 7A) (Beutel et al. 2019). 

ZO-1 tiene un peso molecular de 220 kDa y está presente en epitelios, endotelios y 

en algunas células no epiteliales como los fibroblastos (Howarth et al. 1992). El KO de ZO-

1 es letal en ratones y los animales mueren en la etapa embrionaria E10 por defectos en el 

desarrollo vascular (Katsuno et al. 2008). Esto último es interesante porque en la placenta 

humana ZO-1 se expresa de manera abundante en los vasos de las vellosidades coriónicas 

(Miranda et al. 2019), lo que sugiere que en los vertebrados ZO-1 es esencial para la 

formación de los vasos sanguíneos. El noqueo condicional de ZO-1 en el intestino de ratón 

no altera la estructura ni la función de barrera de la UE (Kuo et al. 2021), lo que indica que 

en este tejido hay redundancia funcional con alguna otra proteína, muy probablemente 

con ZO-2. 

El silenciamiento de ZO-1 y ZO-2 impide la polimerización de las claudinas en 

filamentos de la UE y la reexpresión de cualquiera de estas proteínas restablece la 

formación de los filamentos de claudinas (Umeda et al. 2004) (Umeda et al. 2006).  

ZO-1 adquiere dos conformaciones, una plegada y otra estirada, dependiendo de la 

presencia de ZO-2 y de la tensión del citoesqueleto. En la conformación estirada ZO-1 
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forma un heterodímero con ZO-2 a través de la interacción homotípica entre los dominios 

PDZ-2 de estas proteínas. Además, a través de su dominio SH3, ZO-1 interactúa con el 

factor de transcripción ZONAB; por medio del dominio PDZ3 interactúa con JAM-A; y 

mediante el dominio GUK se asocia con ocludina. Así mismo, la región de unión a actina 

de ZO-1 y se asocia al citoesqueleto de actomiosina. Cuando las células se tratan con 

blebistatina, un inhibidor de la miosina, ZO-1 mantiene su conformación estirada. Pero, 

cuando además de inhibir a la miosina se silencia a ZO-2, ZO-1 se pliega sobre sí misma y 

deja de interaccionar con JAM-A, ocludina y ZONAB. Entonces, el factor de transcripción 

ZONAB queda libre en el citoplasma y si se inhibe su degradación en el proteosoma, viaja 

al núcleo e induce la transcripción de la ciclina D1 (Fig. 7B) (Spadaro et al. 2017). 

ZO-1 exhibe transición de fase líquido-líquido y este proceso es crucial para el 

desarrollo de la UE. La separación de fases líquido-líquido permite la formación de 

compartimentos sin membranas que los rodeen. Cuando la concentración de una 

proteína llega al nivel de saturación puede ocurrir espontáneamente la separación de 

fases: una fase diluida y otra densa. En esta última se forman los condensados o gotas con 

propiedades semejantes a los líquidos. Así, durante la formación de la UE, ZO-1 forma 

gotas que se funden en agregados a lo largo del borde celular y a las que se unen otras 

proteínas de la UE, como claudinas, ocludina, afadina, cingulina y actina (Fig. 7C1). La 

acumulación de estas proteínas en el borde celular induce la polimerización de las 

claudinas y la formación de la UE (Fig. 7C2 y C3). La separación de fase de ZO-1 se inhibe 

por fosforilación, y requiere que ZO-1 se encuentre en la conformación estirada (Beutel et 

al. 2019).  
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4.3 ZO-3 

ZO-3 se descubrió en 1998 en un inmunoprecipitado de ZO-1. A diferencia de ZO-1 

y ZO-2, la región rica en prolina de ZO-3 se ubica entre los dominios PDZ-2 y PDZ-3 en lugar 

del segmento carboxilo de la molécula (Fig. 6) (Haskins et al. 1998). ZO-3 se expresa en 

diversos epitelios incluyendo el hígado, el pulmón y el riñón. Sin embargo, no se localiza 

en todas las regiones de estos tejidos. Por ejemplo, en el riñón ZO-3 se localiza en los 

túbulos, pero no está presente en el endotelio (Inoko et al. 2003).  

Figura 7. Estructura, conformación y separación de fases de ZO-1. (A) Organización molecular de 
ZO-1. Las proteínas que interactúan con ZO-1 se indican arriba o abajo del segmento de ZO-1 al que se 
unen, que se marca con una línea [para revisión, ver (Rouaud et al. 2020)] (B) ZO-1 tiene dos 
conformaciones: estirada y plegada.Cuando el citoesqueleto de actomiosina se une a la región ABR 
de ZO-1 tensiona a ZO-1 lo que le permite unirse a las claudinas, JAM-A, ocludina, ZONAB y ZO-2. 
Cuando se inhibe a la miosina con blebistatina o se silencia a ZO-2, ZO-1 se mantiene estirada y puede 
unirse a las proteínas de la UE y a ZONAB. Sin embargo, si simultaneamente se inhibe a la miosina con 
blebistatina y se silencia a ZO-2, la tensión baja y ZO-1 se pliega sobre sí misma y ya no interacciona 
con JAM-A, ocludina y ZONAB. Si en esta condición se inhibe al proteosoma, ZONAB viaja al núcleo 
donde promueve la transcripción de ciclina D1y PCNA (antígeno nuclear de células en proliferación) 
(Spadaro et al. 2017). (C) Ensamble de la UE inducido por la separación de fases de las proteínas ZO. 
1. Cuando inicia el proceso de formación de la UE, las proteínas ZO se acumulan en el borde celular 
lo que permíteme que se experimenten separación de fases líquido-líquido que se distingue por la 
formación de agregados o gotas. 2. A estos agregados se integran las claudinas que comienzan a 
formar los filamentos de la UE. 3. Los agregados proteicos coalescen y forman un cinturón continuo 
subapical (Beutel et al. 2019). 
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ZO-3 a diferencia de ZO-1 y ZO-2 no parece ser esencial para la formación de la UE. 

Esto se piensa porque en los ratones su noqueo no produce un fenotipo aparente (Adachi 

et al. 2006). Sin embargo, en el pez cebra el KO de ZO-3 genera edema, pérdida de la 

circulación sanguínea, malformaciones en la aleta caudal y pérdida de la barrera de la 

epidermis (Kiener, et al. 2008). Esto sugiere que la función de ZO-3 varía entre las especies. 

Aunque es poco lo que se ha estudiado de ZO-3, se sabe que su segmento carboxilo se 

asocia con el dominio PDZ-6 de PATJ que le permite formar un complejo con Pals-1 y 

Crumbs (Roh et al. 2002). 

 

4.4 Pals 1 

Pals 1 (proteína asociada con Lin71) es una proteína plataforma de 77 kDa. En su 

extremo amino terminal tiene una región sin similitud a otras proteínas llamada U1. Pals 1 

posee dos dominios L27 uno ubicado hacia el extremo amino terminal (N) y otro hacia el 

carboxilo terminal (C). Pals 1 tiene también un dominio PDZ, un módulo SH3, un dominio 

4.1B y un dominio GuK ubicado en el extremo carboxilo (Fig. 6) [para revisión, ver (Assémat 

et al. 2008)]. Los dominios U1 y L27N de Pals 1 son críticos para que la proteína se localice 

en la UE. Pals 1 se une a Patj a través de su dominio L27N y a Crumbs con su dominio PDZ 

(Roh et al. 2002).  

La función principal de Pals 1 es el desarrollo de la polaridad epitelial. Esta se forma 

por la acción de tres complejos de polaridad. El primer complejo llamado Par, se forma por 

Par3, Par6 y aPKC, este complejo interactúa con los otros dos complejos. El segundo 

complejo de polaridad se denomina Crumbs y tiene como constituyentes a Pals 1, Patj y 

Crumbs (crb). Este complejo permite la formación de la UE. El tercer complejo de 

polaridad se llama Scrib y está constituido por hscrib, Lgl y Dlg1. Este complejo tiene la 

función de marcar y formar la membrana lateral (Fig. 8A) [para revisión, ver (Assémat et al. 

2008) y (Rodriguez-Boulan y Macara, 2014)]. 

Cuando se silencia a Pals 1, las células MDCK presentes en cultivos en tres 

dimensiones forman quistes sin lúmenes (Straight et al. 2004), y en los cultivos en dos 

dimensiones no se ensambla la zona marginal de los vertebrados (Tan et al. 2020) y se 

deslocaliza la E-cadherina (Wang et al. 2007). Además, cuando se silencia a Pals 1 se 
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pierde a Patj (Tan et al. 2020) pero no a Crumbs, aunque si disminuye la asociación de 

Crumbs con el complejo Par6/Par3/aPKC (Fig. 8B y C) (Straight et al. 2004). 

 

4.5 Proteínas MAGI 

Las proteínas MAGIs se caracterizan porque en ellas la mayoría de los dominios 

PDZ se encuentran en el segmento carboxilo y no en el amino, como sucede con las 

proteínas MAGUK. Además, en lugar de un dominio SH3 tienen el módulo WW llamado así 

por sus dos residuos conservados de triptófano. Tanto los dominios SH3 como WW 

interactúan con sitios ricos en prolina, siendo PPXP y PPXY los motivos canónicos 

respectivos de los módulos SH3 y WW. Existen tres proteínas en esta familia: MAGI-1, -2 y 

Figura 8. El complejo de polaridad epitelial. (A) La polaridad epitelial se regula por tres complejos de 
polaridad. El primer complejo llamado Par lo forman Par3, Par6, aPKC y Cdc42. Este complejo interactúa 
con los otros dos complejos. El segundo complejo llamado Crumbs (crb) está integrado por Pals1, 
Crumbs y Patj, y permite la formación de la UE. El tercer complejo llamado Scrib se forma por hscrib, Lgl 
y Dlg, y tiene la función de marcar y formar la membrana lateral [para revisión, ver (Rodriguez-Boulan y 
Macara, 2014)] (B) Localización de ocludina, Par3 y Pals 1 en el borde apical-lateral de las células 
epiteliales. Membrana lateral, LM. Membrana apical, AM. En el primer panel la ocludina se localiza en la 
UE, en el segundo panel, Par3 se ubica en la UE y en la unión adherente (AJ), y en el tercer panel, Pals1 
se localiza en la zona marginal de los vertebrados. (C) En los mamíferos, por arriba de la UE, se localiza 
la zona marginal de los vertebrados (VMZ) integrada por el complejo Crumbs. Por debajo de la UE se 
localiza la UA (Tan et al. 2020).    
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-3 (Fig. 6) [para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. MAGI-1 y -3 son ubicuas 

mientras que MAGI-2 sólo se expresa en el cerebro, los podocitos, el páncreas, el corazón 

y el músculo esquelético. Las MAGI se asocian tanto a la UE como a la UA. Al ser proteínas 

plataforma, cuentan con muchos ligandos, algunos de ellos como β-catenina interactúan 

con las tres MAGI, mientras que otros como el receptor del factor de crecimiento nervioso 

sólo interactúan con MAGI-1. [para revisión, ver (Kotelevets y Chastre, 2021)].  

De las tres MAGIs, la 1 fue la primera en ser descubierta y es la más estudiada 

(Dobrosotskaya et al. 1997). MAGI-1 exhibe tres isoformas a, b y c, que contienen dos 

señales de localización nuclear. En la UE MAGI-1 funciona como una plataforma para 

proteínas de adhesión a las que estabiliza en la membrana. Esto se sabe porque cuando 

en los fibroblastos L se transfectan a MAGI-1 y a JAM4, la primera estabiliza a JAM4 en la 

membrana, incrementa la agregación celular y disminuye la permeabilidad de manera más 

pronunciada que cuando solo se transfecta a JAM4 (Hirabayashi et al. 2003). Algo similar 

sucede en las células endoteliales, donde ESAM, una molécula de adhesión endotelial de 

tipo Ig similar a JAM4, recluta a MAGI-1 a la UE (Wegmann et al. 2004) activa a RhoA e 

induce la polimerización de la actina para la maduración de los contactos célula-célula 

(Kimura et al. 2010).  

El KO de MAGI-1 en los ratones no es letal, pero produce glomeruloesclerosis si 

además de MAGI-1 se silencia a la nefrina, una proteína específica de la unión en 

hendidura presente en los podocitos glomerulares (Ni et al. 2016).   

Respecto a MAGI-2 y -3, se sabe que regulan a la UE intestinal, ya que variantes 

genéticas de estas proteínas se asocian con enfermedad inflamatoria intestinal, colitis 

ulcerativa y enfermedad celiaca (Wapenaar et al. 2008) (McGovern et al. 2009) (Norén et 

al. 2017).  

 

4.6 Proteínas con múltiples dominios PDZ 

MUPP1 y Patj tienen respectivamente 13 y 10 dominios PDZ (Fig. 6). Estos dominios 

PDZ muestran una alta homología entre ambas proteínas y se unen a las mismas proteínas 

[para revisión, ver (Assémat et al. 2008)]. 
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4.6.1 Patj 

Patj forma junto con la proteína integral Crumbs, y la proteína periférica Pals 1 un 

complejo que se sitúa en la zona marginal de los vertebrados (Fig. 8A y C). Como se 

describió anteriormente, esta zona se ubica en la punta más apical de la membrana lateral 

por arriba de la UE e interactúa con ella (Tan et al. 2020). 

Patj es una proteína de 196 kDa que se expresa principalmente en los epitelios, se 

asocia con su dominio L27 a Pals 1 y con sus dominios PDZ 6 y 8 interactúa con claudina-

1 y ZO-3 (Roh et al. 2002). Si se silencia a Patj los cultivos en tres dimensiones no 

desarrollan quistes normales y en los cultivos en dos dimensiones disminuye la RET (Shin 

et al. 2005). El silenciamiento de Patj induce la deslocalización de Pals 1 y Crumbs de la 

UE (Michel et al. 2005) así como de ZO-3, ocludina y ZO-1 (Shin et al. 2005) (Michel et al. 

2005). 

El arribo de Patj a la membrana y su distribución a lo largo del borde celular es 

indispensable para que posteriormente los condensados de ZO-1 puedan fundirse entre si 

y formar filamentos. En este proceso llamado “wetting”, Patj funciona como una 

plataforma para que ZO-1 en su forma líquida se ancle a la membrana y se forme el 

cinturón sobre el que se polimerizan las claudinas en filamentos de UE (Preprint disponible 

en https://doi.org/10.1101/2022.12.16.520750). 

 

4.6.2 MUPP1 

MUPP1 es una proteína de 219 kDa que se identificó originalmente por su 

interacción con el receptor 5-HT2C. MUPP1 se localiza en la UE y se ha detectado en el 

páncreas, el riñón, el músculo esquelético, el corazón, el hígado, el cerebro y la placenta 

(Ullmer et al. 1998). MUPP1 no se ha estudiado mucho, pero se sabe que actúa como 

plataforma de interacción con las claudinas y JAM (Hamazaki et al. 2002). MUPP1 se 

asocia al complejo de polaridad Crumbs a través de su unión con Pals 1 (van de Pavert et 

al. 2004). 

 

 

 

https://doi.org/10.1101/2022.12.16.520750
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4.7 Par3, Par6 y AF-6/afadina 

Las proteínas Par3, Par6 y afadina contienen dominios PDZ, pero no pertenecen a 

los grupos de proteínas de la UE con dominios PDZ anteriormente descritos (Fig. 6) [para 

revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. Par3 y Par6 como previamente se describió 

forman un complejo de polaridad junto con la aPKC (sección 4.4 JAM y 5.4 Pals 1). 

 

4.7.1 Par6 

Par6 es una proteína de 37 kDa con tres dominios conservados: el dominio PB1 con 

el cual se une a aPKC, el módulo CRIB con el que se une a Cdc42 y a Rac, y el dominio PDZ 

con el que se une a Par3 y a Crumbs [para revisión, ver (Assémat et al. 2008)]. En las células 

epiteliales, Par6 presenta tres isoformas con diferentes funciones y localización: Par6G y 

Par6A que se localizan en la UE y cuya sobreexpresión no afecta a la UE; y Par6B que se 

localiza en el citosol y cuando se sobreexpreza inhibe la formación de la UE (Gao y Macara, 

2004). Esto último puede deberse a su fuerte unión a Pals 1 que interfiere con la unión de 

Pals 1 con Patj (Gao y Macara, 2004) (Wang e t al.2004). La función principal de Par6 es 

facilitar la interacción de aPKC con sus efectores Par3 y Lgl. Cuando Lgl se fosforila por 

aPKC se separa Par6 y aPKC permitiendo la formación del complejo Par6/Par3/aPKC que 

reclutará a JAM-A al sitio de formación de la UE (Fig. 8A y C) (Yamanaka et al. 2003). 

 

4.7.2 Par3 

En los mamíferos, hay dos genes de Par3 el A y el B, siendo la proteína Par3 A la más 

estudiada. Par3A se expresa en varios tejidos, siendo más abundante en riñón, corazón y 

cerebro (Lin et al. 2000). Par3 A interactúa con su primer dominio PDZ con Par6 y forma 

homodímeros a través de su región CR1. La formación de los homodímeros permite la 

localización de Par3 en la región apical. Si se sobrexpresa el dominio CR1 se deslocalizan 

Par6 y la aPKC y no se alcanza el pico inicial de RET después de un cambio a calcio (Mizuno 

et al. 2003). Una vez que Par3 se localiza en los contactos celulares se une con su primer 

dominio PDZ a JAM-A y allí funciona como una plataforma que recluta a Par6 y aPKC (Fig. 

8A y C). (Ebnet et al. 2001).  
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4.7.3 Afadina 

La afadina se identificó en 1997 como una proteína de unión a actina en un extracto 

de cerebro de rata (Mandai et al. 1997). La afadina exhibe dos isoformas: l-afadina que se 

expresa en los epitelios y se localiza en la UA y la UE, y s-afadina presente únicamente en 

el cerebro donde además de localizarse en los contactos celulares se ubica en el núcleo 

(Buchert et al. 2007).   

En su extremo amino terminal, la afadina tiene dos dominios RA, seguidos por un 

dominio FHA, un módulo DIL, un dominio PDZ central, tres regiones ricas en prolina y una 

región de bobina enrollada. En el segmento carboxilo terminal la afadina posee un dominio 

de unión a actina (Fig. 9A) [para revisión, ver (Rouaud et al. 2020)].  

En la UA la afadina es la principal proteína plataforma. La formación de la UE comienza 

con la interacción en trans de las nectinas de las células adyacentes. Las nectinas tienen 

tres repetidos tipo inmunoglobulina y marcan el sitio de formación de la UA. Las nectinas 

reclutan a la afadina que se une a la α-catenina que a su vez recluta a la E-cadherina a los 

contactos celulares (Takai et al. 2008). Una vez que esto sucede, la afadina interactúa con 

Rap1 que estabiliza a la UA al unirse a la p120-catenina. Esto inhibe la endocitosis de la E-

cadherina que aún no ha establecido interacciones en trans (Fig. 9B) (Sato et al. 2006)  

El KO de afadina es letal en el ratón. Desde el día E7.5, las células del ectodermo 

están menos polarizadas y presentan anormalidades en la longitud e integridad de las 

uniones. Los embriones mueren el día E10 (Zhadanov et al. 1999). El KO condicional de 

afadina en el epitelio intestinal, muestra un incremento en la permeabilidad intestinal y 

una respuesta inflamatoria exacerbada al dodecilsulfato de sodio (SDS) (Tanaka-Okamoto 

et al. 2011). En el cerebro murino, el KO de afadina produce hidrocefalia, y los ratones 

mueren poco después del nacimiento, exhibiendo deslocalización de nectina-1 y N-

cadherina de la glía radial y de las células ependimarias (Yamamoto et al. 2013). En el 

riñón, la falta de afadina daña la tubulogénesis, ya que disminuye el reclutamiento de 

nectina a la membrana lo que bloquea el desarrollo del complejo Par de polaridad 

apical/basal (Yang et al. 2013). Por último, la ausencia de afadina daña la angiogénesis, ya 

que disminuye la actividad del VEGF y de la esfingosina-1-fosfato lo que inhibe la 

formación de la red de capilares a través de la activación de Rap1 (Tawa et al. 2010). 
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En los cuerpos embrionarios el silenciamiento de afadina deslocaliza al complejo 

de polaridad Par lo que bloquea la formación de las uniones celulares (Komura et al. 2008). 

El silenciamiento de afadina también induce la desorientación del uso mitótico y en los 

cultivos en tres dimensiones se forman quistes sin lúmenes bien definidos (Carminati et 

al. 2016).  

Si se silencia afadina no se forman la UA ni la UE. En la UE, los segmentos ricos en prolina 

de la afadina se unen al dominio SH3 de ZO-1 y si se expresa afadina sin sus segmentos 

ricos en prolina no se une a ZO-1 y no se forma la UE  pero si la UA (Ooshio et al. 2010).  

La asociación de afadina con las nectinas es independiente del citoesqueleto de 

actomiosina, sin embargo, la integridad del citoesqueleto es necesaria para que estas dos 

proteínas puedan reclutar a las proteínas periféricas de la UA y la UE. Esto se demostró al 

tratar a las células MDCK con citocalasina D o latrunculina A, que inhiben la 

polimerización de la actina, y observar que la nectina-1 y la afadina se mantienen en el 

borde celular mientras que la E-cadherina y ZO-1 se deslocalizan al citoplasma (Yamada 

et al. 2004).  

En los podocitos, el silenciamiento de afadina induce la pérdida de las fibras de 

estrés. Esto indica que la afadina a través de la activación de RhoA induce la formación de 

fibras de estrés (Saito et al. 2015).  

Las proteínas ZO y la afadina regulan la tensión del citoesqueleto en los contactos 

celulares ya que cuando se silencia a ZO-1 y a ZO-2 sube la tensión del anillo cortical de 

actomiosina y aumenta la expresión de afadina. Afadina parece contrarrestar este 

incremento en la tensión ya que cuando además se silencia a afadina las células pierden 

su forma y la función de barrera evaluada por medio de la RET (Fig. 9C) (Choi et al. 2016). 
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5. Cingulina y paracingulina 

Cingulina y paracingulina son proteínas periféricas de la UE sin dominios PDZ. El 

nombre de cingulina proviene del latín “cingere” que significa encintar o formar un cinturón 

alrededor. La estructura de estas proteínas es similar a la miosina, sin embargo, no actúan 

como motores dependientes de actina. Cingulina y paracingulina tienen una cabeza amino 

globular, un cuerpo que al homodimerizarse forma una bobina enrollada, y a diferencia de 

la miosina exhiben una cola globular pequeña en el extremo carboxilo terminal. La 

Figura 9. Estructura, localización y función de afadina. (A) Organización molecular de afadina. Las 
proteínas que se unen a afadina se indican en el sitio de afadina al que se asocian [para revisión, ver 
(Rouaud et al. 2020)]. (B) Composición molecular de la unión adherente. Al inicio y de manera 
independiente de Ca2+, las nectinas establecen contactos en trans a través de sus repetidos de Ig. Las 
nectinas reclutan a afadina, que estabiliza al citoesqueleto de actina y recluta a α-catenina y a p120. 
Esta plataforma permite el ensamble de la E-cadherina en presencia de Ca2+ [para revisión, ver (Fujita 
y Hogan, 2006)]. (C) Cuando se silencia a ZO-1 y a ZO-2 sube la tensión del anillo cortical de 
actomiosina (panel izquierdo), pero si además se silencia a la afadina (panel derecho), las células 
pierden su forma. Por lo tanto, se cree que la afadina contrarresta el incremento en la tensión 
provocado por la ausencia de las proteínas ZO (Choi et al. 2016). 
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paracingulina tiene un 40% de identidad de secuencia con la cingulina [para revisión, ver 

(González-Mariscal et al. 2012)]. 

 

5.1 Cingulina  

La cingulina se identificó por primera vez en 1988 (Citi et al. 1988), tiene un peso de 

140 kDa y se localiza en las UEs. Interacciona con ZO-1 por un motivo conservado 

denominado ZIM que se ubica en su cabeza globular y que se une al ZU5 de ZO-1. Además, 

la cingulina con su cabeza globular interacciona con la actina, los microtúbulos, ZO-2 y 

ZO-3. Con su dominio de bobina enrollada, la cingulina interactúa con GEHF-H1, 

p114RhoGEF, MgcRacGAP y Tiam1. Este dominio de bobina enrollada se puede abrir por 

fosforilación mediada por AMPK [para revisión, ver (Rouaud et al. 2020)]. 

El KO de cingulina en ratones no genera un fenotipo aparente. Sin embargo, los 

animales mostraron un incremento de la claudina-2 en el duodeno y en el riñón lo que 

sugiere que la cingulina regula la expresión de claudina-2 (Guillemot et al. 2012). En los 

cuerpos embrionarios, el silenciamiento de cingulina incrementa la transcripción de la 

ocludina, y las claudinas -2, -6 y -7 (Guillemot et al. 2004). En el endotelio, la 

sobreexpresión de cingulina favorece la formación de la UE, y disminuye la permeabilidad 

a macromoléculas y en los ratones el KO de cingulina produce una barrera 

hematoencefálica defectuosa (Schossleitner et al. 2016). 

La cingulina forma un puente entre ZO-1 y la miosina no muscular IIB (NMIIB). Esta 

interacción es crucial para que ZO-1 adquiera una conformación estirada y se acumule en 

la UE. Además, esta interacción permite mantener la tortuosidad del borde celular y la 

tensión de la membrana apical ya que facilita la acumulación de la γ-actina en la UE 

(Rouaud et al. 2023). La cingulina también se une a los microtúbulos a través de un 

conjunto de residuos básicos presentes en su cabeza globular. Cuando el dominio 

globular de la cabeza se fosforila por la AMPK ocurre un cambio conformacional en la 

cingulina que permite que se una a los microtúbulos apicales planares (Yano et al. 2013).   
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5.2 Paracingulina  

La paracingulina también conocida como JACOP, es una proteína de 148 kDa que 

se descubrió en el 2004 (Ohnishi et al. 2004). Se localiza tanto en la UE como en la UA a 

donde se recluta por ZO-1 y PLEKHA7 respectivamente. En la UA, la paracingulina se une a 

la NMIIB lo que le permite mantener la UA (Rouaud et al. 2023). La paracingulina también 

se asocia a los microtúbulos y cuando estos se desestabilizan, disminuye la marca de 

paracingulina de la membrana (Paschoud et al. 2011). 

La paracingulina recluta e inactiva a GEF-H1 en la membrana celular, y esto 

disminuye la actividad de RhoA. Por otro lado, el silenciamiento de paracingulina retrasa 

la formación de la UE al disminuir la actividad de Rac1 de una manera dependiente de 

Tiam1. El silenciamiento de paracingulina también incrementa la expresión de claudina-2 

(Guillemot et al. 2008). La paracingulina promueve la asociación de la VE-cadherina con 

el citoesqueleto de actina y así estabiliza la UA endotelial (Chrifi et al. 2017). 

 

6. Uniones estrechas tricelulares  

Las uniones estrechas tricelulares (UEt) son estructuras especializadas que se 

forman en el punto de contacto de tres o más células. Las UEt están constituidas por los 

filamentos de las UE bicelulares que en los sitios tricelulares giran de manera 

perpendicular y se extienden hasta la región basal de tal manera que en ese borde lateral 

hay proteínas de la UE y la UA. Vistas por criofractura con microscopía electrónica, las UEt 

tienen dos estructuras principales, un elemento central vertical de sellado intercelular y 

fibras perpendiculares asociadas al elemento central (Staehelin, 1973). El elemento 

central se forma por un filamento de cada célula que va desde la región más apical de la 

UE bicelular hasta la región basal. Las fibras asociadas son pequeños filamentos de UE 

que se conectan de forma perpendicular al elemento central de sellado y asemejan a los 

peldaños de una escalera (Fig. 10A). La función de las UEt es sellar el espacio paracelular 

entre varias células adyacentes [para revisión, ver (Higashi y Furuse, 2022)]. 

En las UEt se concentran dos proteínas específicas de estas uniones: tricelulina y 

angulina.   
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6.1 Tricelulina  

La tricelulina es una proteína de 65 kDa de la familia TAMP. Posee dos asas 

extracelulares y sus cuatro segmentos que atraviesan la membrana forman un dominio 

Marvel. A diferencia de la ocludina, la tricelulina tiene un segmento amino largo y a 

semejanza de la ocludina, posee un carboxilo largo donde se localiza el domino ELL 

(OCEL) (Fig. 2 y 10B). En las UEt la tricelulina es esencial para formar los filamentos cortos 

de la UEt que se unen al elemento central (Fig. 10A) (Sugawara et al. 2021). La tricelulina 

modifica el patrón de la red de filamentos de la UE que se observa por criofractura. Así, 

cuando las células HEK-293 se transfectan con claudina-1 y tricelulina, el tamaño de la 

malla de filamentos de UE se reduce y aparecen más ángulos rectos en comparación a 

cuando sólo se transfecta a la claudina-1, (Cording et al. 2013). 

La tricelulina puede suplir a la ocludina, ya que cuando se silencia a la ocludina, la 

tricelulina se desplaza a las uniones bicelulares (Ikenouchi et al. 2008). En los contactos 

bicelulares, la falta de tricelulina disminuye el entrecruzamiento de la red de filamentos de 

la UE de manera similar a como ocurre cuando se silencia a ocludina. Y cuando se silencia 

simultáneamente a tricelulina y a ocludina, desaparecen los entrecruzamientos de la red, 

y los filamentos de la UE forman un patrón de hebras paralelas. Esto indica que ocludina y 

tricelulina tienen funciones semejantes en las UEs bicelulares (Saito et al. 2021). 

La tricelulina mantiene la función de barrera de la UE pues cuando se silencia 

disminuye la RET y aumenta la permeabilidad a macromoléculas y agua (Ikenouchi et al. 

2005), (Krug, 2017), (Ayala-Torres et al. 2019) y (Raleigh et al. 2010). 

El KO de tricelulina produce sordera por degeneración de las células peludas del 

órgano de Corti en la cóclea (Kamitani et al. 2015). A diferencia de lo que ocurre cuando se 

silencia a la claudina-11, el silenciamiento de tricelulina mantiene intacto el potencial 

endococlear y la degeneración de las células peludas ocurre después de la maduración 

del potencial endococlear (Kamitani et al. 2015).  
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6.2 Angulina 

La angulina LSR, es una proteína integral de 585 aminoácidos, que atraviesa una 

sola vez la membrana, posee un dominio de inmunoglobulina en la región extracelular y en 

su extremo carboxilo terminal presenta un motivo LVV de unión a dominios PDZ (Fig. 2 y 

10B). La familia de las angulinas tiene tres miembros: angulina -1, -2 y -3. La angulina-1 es 

la más ubicua y se expresa en los tejidos epiteliales incluyendo la piel, el intestino delgado, 

los túbulos proximales, el colon y el hígado. La angulina-2 se expresa en el páncreas, 

colon, riñón, vejiga y los túbulos distales y colectores del riñón. Finalmente, la angulina-3 

se localiza en el epitelio pigmentario de la retina, los podocitos, el mesotelio y en el 

perineuro [para revisión, ver (Higashi y Furuse, 2022)]. 

Así como JAM-A define el sitio donde se formará la UE bicelular, la angulina marca el sitio 

de formación de la UEt, y a ese lugar recluta a la tricelulina a través de su dominio 

citoplásmico (Masuda et al. 2011). La angulina es indispensable para la formación de los 

elementos centrales de sellado de las UEt, ya que si se silencia éstos desaparecen (Fig. 

10A) (Sugawara et al. 2021). La angulina recluta a ZO-1 a la UEt y esto permite que se 

recluten las claudinas a la región basolateral de las UEt [para revisión, ver (Higashi y Furuse 

2022)]. 

Figura 10. Esquema de las uniones estrechas tricelulares. (A) En las UEt tricelulina y angulina LSR se 
localizan a lo largo del eje apicobasal. En las células KO de tricelulina, se pierde la conexión entre el 
elemento de sellado central y los filamentos de la UE bicelular. En las células KO de angulina no se 
forma el elemento de sellado central (Sugawara et al. 2021). (B) Estructura de tricelulina y angulina. 
Tricelulina pertenece a la familia TAMP pues posee un dominio Marvel con el que atraviesa cuatro veces 
la membrana. Además, posee dos asas extracelulares, un dominio amino y otro carboxilo ambos largos 
y citoplásmicos, y en este último se localiza el dominio ELL. La angulina atraviesa una sola vez la 
membrana, en su región extracelular tiene un dominio tipo inmunoglobulina y en su porción 
citoplásmica posee un motivo de unión a dominios PDZ [para revisión, ver (Higashi y Furuse 2022)].  
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7. ZO-2 

ZO-2 es una proteína de 160 kDa que se descubrió porque co-inmunoprecipita con 

ZO-1 (Gumbiner et al. 1991). ZO-2 pertenece a la familia MAGUK ya que tiene 3 dominios 

PDZ, un dominio SH3 y un dominio GUK. Además, ZO-2 posee una región de aminoácidos 

cargados positivamente y una región rica en prolina donde se encuentra el sitio de unión a 

actina. Los dominios de ZO-2 están separados por regiones únicas (U). Finalmente, en el 

segmento carboxilo terminal de ZO-2 los tres últimos aminoácidos (TEL) forman un motivo 

de unión a dominios PDZ (Fig.11) [para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2012)]. 

 ZO-2 interacciona con una gran variedad de proteínas: Por ejemplo, 

coinmunoprecipita con proteínas nucleares como lámina B1 (Jaramillo et al. 2004), 

interactúa con los factores de transcripción Jun, Fos, C/EBP y Myc (Betanzos et al. 2004), 

con cinasas como PKA, SRPK y PKC (Avila-Flores et al. 2001), (Chamorro et al. 2009) 

(Quiros et al. 2013), con el fosfoinosítido Ptdlns (4,5) P2 (Meerschaert et al. 2009) con la 

proteína supresora de tumores hScrib (Metais et al. 2005), con la oncoproteína LASP-1 

(Mihlan et al. 2013), con proteínas del citoesqueleto como actina (Wittchen et al. 1999) y 

con proteínas de los contactos celulares como la β-catenina de la UA (Wetzel et al. 2017), 

ocludina (Itoh et al. 1999), ZO-1 (Gumbiner y Kim, 1991), JAMs (Monteiro et al. 2013) y 

claudinas (Itoh et al. 1999) de la UE, y con las conexinas 30, 32 (Talhouk et al. 2008), 36 (Li 

X et al. 2009) y 43 (Singh D et al.  2005) de las uniones comunicantes (Fig. 11) [para revisión, 

ver (González-Mariscal et al. 2017)]. 

Cuando ZO-2 se sobreexpresa en las células MDCK, se separa en fases y forma 

condensados. La formación de los condensados depende de los dominios PDZ3-SH3-

GUK, que forman el supra dominio PSG. A medida que los condensados de ZO-2 aumentan 

de tamaño se elongan a lo largo del borde celular y permiten la formación de redes de 

filamentos de la UE. El proceso de separación de fases involucra la desfosforilación de ZO-

2, ya que si se activa a la cinasa CK2 se inhibe la formación de los condensados de ZO-2, 

mientras que si se activa la fosfatasa PP1 se promueve su formación (Beutel et al. 2019). 

ZO-2 es una de las primeras proteínas de la UE en llegar a los contactos celulares. 

En el ratón, en la etapa embrionaria de 8 células o blastómeros, la adhesión célula-célula 

comienza con la compactación que se caracteriza por la expresión de la E-cadherina en el 
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borde celular y el arribo del complejo de polaridad Par3/Par6/aPKC/Cdc42 a la región más 

apical de las células. En la siguiente etapa, donde la mórula tiene 16 células, ZO-2 y 

cingulina llegan a la porción más apical de la membrana lateral mezclándose con las 

proteínas de la UA. En la siguiente división celular se forma el blastocisto temprano de 32 

células con una cavidad o blastocele. En esta etapa se insertan a la membrana las 

claudinas y la ocludina, y las proteínas de la UE se segregan de la UA formando dos 

dominios distintos (Eckert y Fleming, 2008). El desarrollo de estas estructuras permite el 

transporte vectorial de iones y agua a través del epitelio que da lugar a la formación del 

blastocele. 

 

7.1 Localización y movimiento de ZO-2 

ZO-2 es una proteína presente en las UEs y el núcleo. El movimiento de ZO-2 se 

regula por señales de localización (NLS) y de exportación nuclear (NES) y por 

modificaciones postransduccionales. En la región U2, ZO-2 tiene dos NLS bipartitas (bp), 

una NLS monopartita y 16 repetidos de serina-arginina que al fosforilarse direccionan a 

ZO-2 a los moteados nucleares. ZO-2 posee también 4 NES. Para que ZO-2 salga del núcleo 

es necesario que se fosforile la NES-1 por la PKCƐ (Chamorro et al. 2009) y que la bp NLS-

2 se inactive por O-GlcNAcetilación (Quiros et al. 2013).  

La localización nuclear de ZO-2 depende de la confluencia del cultivo ya que en los 

cultivos confluentes ZO-2 se localiza en el borde celular mientras que en los cultivos 

subconfluentes, además de localizarse en la UE, ZO-2 se concentra en el núcleo (Islas et 

al. 2002). 

En los cultivos subconfluentes ZO-2 recién sintetizada viaja primero al núcleo, y 

después se mueve al borde celular (Chamorro et al. 2009). En cambio, en los cultivos 

confluentes ZO-2 recién sintetizada viaja directamente al borde celular, sin pasar por el 

núcleo (Quiros et al. 2013). El movimiento de ZO-2 del citoplasma a la membrana se 

induce por activación del receptor sensor de calcio (CaSR) acoplado a una proteína G 

heterotrimérica. Cuando el calcio activa al CaSR, la subunidad αq/11 de la proteína G se 

separa de las subunidades β y γ, y activa a la fosfolipasa C que hidroliza al fosfatidil inositol 

bi-fosfato en inositol fosfato y diacilglicerol. Este último activa a la PKCε, que fosforila a la 
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cinasa WNK4 y a ZO-2. WNK4 a su vez fosforila a ZO-2 y esta doble fosforilación de ZO-2 

por PKC y WNK4 le permite separarse de 14-3-3 e integrarse a la UE (Amaya et al. 2019). 

 

7.2 Función de ZO-2 en el núcleo  

 ZO-2 en el núcleo ejerce varias funciones. Por una parte, ZO-2 inhibe la 

transcripción de genes. Así, se ha visto que, al asociarse a YAP, ZO-2 inhibe la transcripción 

de genes regulados por sitios TEAD como el gen CTGF (Dominguez-Calderon et al. 2016). 

ZO-2 también bloquea a la vía WNT ya que inhibe la actividad transcripcional regulada por 

el factor de transcripción TCF y la β-catenina (Wetzel et al. 2017) (Dominguez-Calderon et 

al. 2016). ZO-2 además se une a los factores de transcripción Jun y Fos e inhibe la 

transcripción de genes regulados por sitios AP-1 (Betanzos et al. 2004), e interactúa con el 

factor de transcripción c-myc para asociarse a la caja E del promotor de la ciclina D1 e 

inhibir su transcripción (Huerta et al. 2007). 

Por otra parte, ZO-2 también actúa como un transportador de factores al núcleo. Al 

respecto, se sabe que el movimiento hacia adentro y fuera del núcleo de ZO-2, modula el 

tráfico intracelular del factor de transcripción TEAD a través de un proceso regulado por 

las nPKCδ y ε (Gallego-Gutiérrez et al. 2021). La interacción del motivo de unión a dominios 

PDZ de la proteína ARVCF con el segmento amino terminal de ZO-2, facilita la entrada al 

núcleo de ARVCF (Kausalya et al. 2004). De manera similar, el PDZ-1 de ZO-2 se asocia al 

motivo de unión a dominios PDZ de YAP2 e induce su localización en el núcleo (Oka et al. 

2010). 

También se ha visto que ZO-2 mantiene la forma del núcleo ya que cuando se 

silencia, el núcleo pierde su forma ovalada y aparece lobulado con múltiples 

indentaciones. Esto se debe a que ZO-2 en el núcleo se une a la lámina B1 y a la proteína 

SUN-1. Esto permite que el nucleoesqueleto de láminas se conecte al complejo LINC 

integrado por las nesprinas y SUN. Este complejo del lado citoplasmático se une a la 

actina, vimentina y a los microtúbulos y por tanto es esencial para ligar al nucleoesqueleto 

de láminas con el citoesqueleto. Por ello encontramos que cuando falta ZO-2 se pierde la 

red de vimentina que envuelve y da rigidez al núcleo. Así mismo, vemos que si en las 

células ZO-2 KD se estabiliza a los microtúbulos con docetaxel, se recupera la forma 
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ovalada del núcleo, lo que sugiere que ZO-2 da estabilidad a los microtúbulos (Hernández-

Guzmán et al. 2021). 

 

7.3 Función de ZO-2 en la membrana 

El KO de ZO-2 es letal en el ratón, ya que los animales se mueren en la gastrulación 

temprana entre los días 6.5 y 7.5 (Xu et al. 2008). Para saber si esto se debe a que ZO-2 es 

necesaria para el embrión per se o para el desarrollo de la placenta, se generaron ratones 

quimera inyectando células madre que carecen de ZO-2 en blastocistos silvestres. Como 

se generaron ratones viables, se concluyó que ZO-2 es indispensable para el desarrollo del 

trofoblasto y la placenta y no para el embrión por sí mismo (Xu et al. 2008).  

Aquí, es pertinente mencionar que en la placenta humana a término es muy intensa 

la presencia de ZO-2 en el sincitio trofoblasto, mientras que ZO-1 se expresa profusamente 

en los vasos coriónicos (Miranda et al. 2019). 

ZO-1 y ZO-2 son indispensables para la polimerización de las claudinas ya que 

cuando se silencia a ambas proteínas no se forman las UEs y cuando se re-expresa a 

cualquiera de las dos, vuelven a formarse los filamentos de la UE (Umeda et al. 2006). 

Aunque ZO-1 y ZO-2 actúan de forma redundante en la polimerización de las claudinas, 

hay algunos tejidos donde la ausencia de ZO-2 es suficiente para impedir la formación de 

las UEs. Por ejemplo, en los ratones macho quimera de ZO-2 no se sella la barrera 

hematotesticular y por lo tanto los animales son infértiles (Xu et al. 2009). En el hígado, ZO-

2 también es indispensable para el sellado de la barrera hematobiliar. Así en humanos, las 

mutaciones del gen TJP2 que evitan la expresión de ZO-2, inducen colestasis intrahepática 

familiar progresiva tipo 4 que se caracteriza por la ausencia de claudina-1 y la consecuente 

fuga de bilis al plasma, lo que produce cirrosis no alcohólica y hepatocarcinoma en 

infantes (Sambrotta y Thompson, 2015). En las células con hipertrofia, ZO-2 se silencia 

(Dominguez-Calderon et al. 2016), y en el hígado de las ratas obesas con esteatosis, el 

silenciamiento ZO-2, pero no de ZO-1, es suficiente para que las sales biliares se fuguen al 

plasma (González-González et al. 2022).  

En las células MDCK, la falta de ZO-2 no permite el desarrollo del pico máximo 

inicial de RET que se observa en las células parentales. Esto se debe específicamente a la 
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ausencia de ZO-2, porque cuando a las monocapas de células ZO-2 KD se les transfecta 

ZO-2, vuelven a presentar el pico máximo de resistencia inicial (Raya-Sandino et al. 2017). 

Sin embargo, aún desconocemos como se regula o de que otras proteínas depende el 

desarrollo del pico inicial máximo de RET. 

Respecto a la permeabilidad por la ruta paracelular, se sabe que al silenciar a ZO-2 se 

incrementa la permeabilidad del dextran de 70 kDa, en comparación con las células 

control (Hernández et al. 2007). 

 

 

8. El citoesqueleto de actomiosina en las células epiteliales 

El citoesqueleto de actomiosina está compuesto por actina y miosina. La actina es 

una proteína monomérica que se polimeriza espontáneamente en filamentos con una 

conformación de hélice (F-actina o actina filamentosa). En los mamíferos existen seis 

Figura 11. Estructura de ZO-2 y las proteínas con las que interacciona. Representación 
esquemática de ZO-2 y sus dominios. Mediante un código de color se especifica la clasificación 
de las proteínas que se unen a ZO-2. Las líneas negras debajo del esquema de ZO-2 muestran 
la región con la que interaccionan las diversas proteínas [Modificado de (González-Mariscal et 
al. 2016)]. 
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isoformas de actina codificadas por diferentes genes y la mayoría de ellas se expresan en 

el tejido muscular [para revisión, ver (Lodish 2016; Ivanov et al. 2022)].  

La polimerización de la actina depende de la concentración de los monómeros de 

actina (G-actina), requiere de Mg2+ y se realiza en tres fases. La primera es la de nucleación, 

la sigue la fase de elongación, hasta que se alcanza el estado estacionario. La actina es 

una molécula que presenta dos diferentes y opuestas regiones de polimerización, una de 

ellas está marcada por una hendidura que permite el ingreso del ATP y el Mg2+ y tiene una 

cinética de incorporación de actina mayor (polo positivo) que la región opuesta (polo 

negativo). Esto hace que el filamento se polimerice más rápidamente hacia el lado 

positivo, que hacia el negativo, en un proceso dependiente de ATP. Así, la G-actina unida 

al ATP se asocia al extremo positivo y el ATP se hidroliza generando ADP y P. El P se libera 

del filamento, generando un gradiente con subunidades de ATP-actina en el extremo 

positivo del filamento, una región con ADP-P-actina en la parte media y subunidades de 

ADP-actina en el extremo negativo del filamento, generando un filamento polarizado (Fig. 

12A) [para revisiones, ver (Lodish 2016; Ivanov et al. 2022)]. 

En el ensamble de nuevos filamentos de actina, el inicio de la polimerización, la 

elongación de los filamentos y la formación de redes o manojos de actina participan más 

de 100 diferentes proteínas [para revisión, ver (Pollard, 2009)]. 

En las células epiteliales existen dos isoformas de actina que son casi idénticas 

pues sólo difieren en su secuencia por cuatro aminoácidos. A pesar de ello, estas 

isoformas de actina se localizan en distintos lugares de la célula y tienen funciones no 

redundantes. La segregación espacial de las isoformas de actina se puede explicar por 

diferencias en sus cinéticas de polimerización, modificaciones post transduccionales 

como la arginilación, la interacción con diferentes proteínas de unión a actina y por la 

región en la célula en la cual se transcriben [para revisión, ver (Ivanov et al. 2022)]. 

En las células epiteliales polarizadas β- y γ-actina se localizan respectivamente en 

la UA y la UE, y mantienen la integridad de estas estructuras. Sin embargo, para ensamblar 

la UE, después de a un cambio a calcio, se requiere de ambas isoformas de actina (Fig. 

12B) [para revisión, ver (Ivanov et al. 2022)]. 
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La miosina, es una proteína motora que “camina” sobre los filamentos de actina 

produciendo tensión, a través de un mecanismo dependiente de ATP. La mayoría de las 

miosinas, incluyendo la miosina no muscular II (NMII), pertenecen a la clase II. Las 

miosinas de esta clase se caracterizan porque tienen dos cadenas pesadas y cuatro ligeras 

y de estas últimas, dos son regulatorias y las otras dos, esenciales. Las miosinas poseen 

también un dominio globular de “cabeza”, donde se localizan los sitios de unión al ATP y a 

la actina. En el “cuello” de la miosina se encuentran las cadenas ligeras esenciales y 

regulatorias, mientras que el “cuerpo” se integra por las cadenas pesadas que forman un 

dominio de bobina enrollada que termina en una “cola” no enrollada. La actividad de 

ATPasa de la cabeza promueve un cambio conformacional en la molécula que permite su 

movimiento antiparalelo sobre los filamentos de actina. A los filamentos bipolares de 

miosina que interactúan con los filamentos de actina para producir tensión o generar 

movimiento se les conoce como filamentos de actomiosina (Fig. 12C) [para revisión, ver 

(Vicente-Manzanares et al. 2009)]. 

En los mamíferos existen 3 isoformas de miosina no muscular denominadas NMII 

A, B y C codificadas respectivamente por los genes MYH9, MYH10 y MYH14. La NMIIA 

hidroliza el ATP más rápidamente y por lo tanto es la más dinámica. Su función es 

remodelar al citoesqueleto y regular la adhesión. La NMIIB es más estable y regula la 

polarización frontal y trasera durante la migración celular (Aguilar-Cuenca et al. 2020). 

Además, mantiene la tensión de la membrana apical (Wayt et al. 2021). La NMIIC se 

localiza en las uniones tricelulares (Ebrahim et al. 2013) [para revisión, ver (Vicente-

Manzanares et al. 2009)]. 

En las NMII, la fosforilación de la cadena ligera regulatoria en la S19 induce un 

cambio conformacional que permite a la miosina generar tensión. Las cinasas que 

fosforilan y activan a la NMII son MLCK, ROCK, ZIPK/DAPK3 y MRCK. ROCK también inhibe 

a la fosfatasa de la NMII y por lo tanto, aumenta la activación de la miosina. La NMII se 

inhibe por fosforilación por las cinasas PKC, CK II y TRPM7 que actúan en la cadena ligera 

regulatoria, en el dominio de bobina enrollado y en la cola de la NMII [para revisión, ver 

(Vicente-Manzanares et al. 2009; Sellers y Heissler, 2019)]. 
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En las células epiteliales, la actomiosina se localiza en la base, rodeando al núcleo, 

y en la región apical. En esta última, la actomiosina forma un cinturón llamado anillo 

cortical de actomiosina que interacciona con la UE y la UA [para revisión, ver (Vicente-

Manzanares et al. 2009)]. El anillo cortical de actomiosina está constituido por haces 

paralelos de filamentos de actina asociados de manera regular con filamentos bipolares 

de NMII en un arreglo que asemeja a un mini-sarcómero. Este arreglo de actomiosina se 

asocia a la UA a través de la β- y α- catenina (Fig.12D). La NMIIA es la isoforma más 

abundante del anillo cortical de actomiosina (Naydenov et al. 2016), aunque las isoformas 

NMIIB y C también pueden estar presentes, dependiendo del tejido en cuestión [para 

revisión, ver (Ivanov et al. 2022)]. Por arriba del anillo cortical de actomiosina se localiza 

una red de filamentos de actina ramificada que se une a la NMIIB. Esta última a través de 

la cingulina se conecta a ZO-1 en la UE (Fig. 12D) (Rouaud et al. 2023). Sin embargo,  esta 

observacion es controversial porque otros estudios indican que la NMIIB se ubica 

únicamente en los filamentos de actina asociados a la E-cadherina [para revisión, ver 

(Ivanov et al. 2022)].  
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8.1 ZO-2 y su efecto sobre las proteínas Rho, Rac y Cdc42 

La superfamilia Ras tiene al menos 150 miembros que se clasifican en cinco 

familias: Ras, Rab, Ran, Arf y Rho. El citoesqueleto de actomiosina se regula por la familia 

de proteínas Rho, homólogas a Ras, que tiene 25 miembros de los cuales RhoA, Rac1 y 

Cdc42 son los más destacados y estudiados. Estas pequeñas proteínas G se caracterizan 

porque intercambian el GDP por GTP y porque se activan cuando están unidas al GTP y se 

inactivan cuando tienen GDP [para revisión, ver (Quiros et al. 2014) y (Citi et al. 2014)].  

En ausencia de ZO-2, aumenta la cantidad de RhoA activa y de ROCKII, lo que lleva 

a un aumento en la fosforilación de la cadena ligera de la miosina y a la formación de fibras 

de estrés. Sin embargo, cuando se activa a RhoA con ácido lisofosfatídico (LPA) las células 

ZO-2 KD no responden a esta activación, a diferencia de las células parentales. Esto 

sugiere que en ausencia de ZO-2, las células tienen a RhoA activado al máximo, tal vez 

para mantener selladas las UEs, y por ello pierden la capacidad de respuesta a la 

estimulación con LPA (Fig. 13A) (Raya-Sandino et al. 2017). 

La falta de ZO-2 aumenta el nivel de Cdc42 activo y esto junto con el incremento de 

RhoA activo despolariza al uso mitótico promoviendo que las células crezcan unas encima 

Figura 12. Actina y miosina en las células epiteliales. (A) Polimerización de actina. Este proceso 
se inicia con la nucleación de los monómeros de actina unidos a ATP. Una vez que se forma un 
núcleo de actinas, los monómeros se unen rápidamente elongando al filamento, donde el lado 
positivo (+) crece más rápido que el negativo (-). Finalmente, en el estado estacionario, la hidrólisis 
de ATP origina en el filamento, una región de actina unida a ATP y otra unida a ADP, y al final del 
filamento se liberan las unidades de actina unida a ADP y fosfato (Pi) (Nürnberg et al. 2011). (B) 
Esquema de las isoformas de actina en las células epiteliales. La γ-actina se localiza en la región 
apical asociada a la UE y la β-actina que se ubica en la membrana lateral y en el anillo cortical de 
actomiosina asociada a la UA (Ivanov et al. 2022) (C) La miosina (azul) es una proteína motora con 
una cabeza globular, un cuerpo de bobina enrollada y una cola no enrollada que se posiciona de 
manera antiparalela sobre los filamentos de actina (rojo) para producir la contracción, similar a 
como sucede con los sarcómeros del musculo esquelético. (Vicente-Manzanares et al. 2009) (D) 
Organización del citoesqueleto de actina. En las células epiteliales, el citoesqueleto de actomiosina 
que se localiza en la región apical se asocia al complejo de unión apical compuesto por la UE y la 
UA. En la UE hay una red de filamentos de actina ramificada donde se localiza la NMIIB, esta 
estructura se asocia a la UE a través de la cingulina que se une a ZO-1. La UA se une al anillo cortical 
de actomiosina, formado por un manojo de filamentos paralelos de actina donde la NMII A B y C se 
acomodan en segmentos regulares semejando a un sarcómero, esta estructura se asocia a las UA 
a través de las cateninas (Citi et al. 2024).  
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de otras y en cultivos en tres dimensiones induce la formación de quistes con múltiples 

lúmenes (Fig. 13B) (Raya-Sandino et al. 2017).  

En ausencia de ZO-2, también aumenta el contenido de Rac1. Rac promueve la 

formación de lamelas y favorece la migración celular. Esto explica porque en las células 

ZO-2 KD se forman varias lamelas por célula y aumenta la migración. Aunque cabe resaltar 

que el movimiento que se induce es no direccionado. Además, la falta de ZO-2 disminuye 

la fosforilación de la cofilina, una proteína crucial para la formación de las lamelas que se 

activa al desfosforilarse (Fig. 13C) (Raya-Sandino et al. 2017). 

 

Figura 13. Efecto de ZO-2 sobre las proteínas RhoA, Rac1 y Cdc42. (A)  La 
ausencia de ZO-2 incrementa la actividad de RhoA activa lo que a su vez activa 
a la cinasa ROCKII que fosforila a la cadena ligera de la miosina (pMLC2) 
induciendo la formación de fibras de estrés en la región basal. (B) Al silenciar 
a ZO-2, aumenta la actividad de Cdc42 lo que produce la despolarización del 
uso mitótico y hace que las células crezcan unas encima de otras, y en cultivos 
en tres dimensiones se forman quistes con múltiples lúmenes. (C) Con la falta 
de ZO-2 aumenta la cantidad de Rac1 lo que disminuye la fosforilación de la 
cofilina y esto provoca la formación de múltiples lamelas por célula lo que 
resulta en una mayor migración, pero en una disminución de la 
direccionalidad del movimiento. Modificado de (Raya-Sandino et al. 2017).   
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8.2 GAP y GEFs que se relacionan con las UEs 

Las proteínas Rho se regulan positiva y negativamente por los factores 

intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEFs) y proteínas activadoras de las 

GTPasas (GAPs), respectivamente. Las proteínas GEF facilitan el intercambio de GDP por 

GTP. En cambio, las proteínas GAP favorecen la ruptura del enlace fosfodiéster del GTP 

[para revisión, ver (Citi et al. 2014)] En la tabla 1 se resume la información de las proteínas 

del complejo de unión apical que regulan al citoesqueleto de actina a través de distintas 

GEFs y GAPs. 
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Tabla.1 GEFs y GAPs que modulan la UE 

 Proteína 
Proteínas con las que 

interactúa 
Efecto de la interacción Tipo celular Referen-cia 

G
EF

s 

GEF-H1 

ZONAB 
↑ ZONAB nuclear → ↑ transcripción  

CD1. 
MDCK 

(Nie et al. 

2009) 

ZO-2 

 asociación de GEF-H1 con cingulina 

en el borde celular → ↑ pGEF-H1→ ↓ 

fibras de estrés. 

MDCK 

(Raya-

Sandino et al. 

2017) 

cingulina  ↓ GEF-H1→ ↓ RhoA . MDCK 
(Aijaz et al. 

2005) 

paracingulina 
↓GEF-H1 en el borde celular → ↓ RhoA y 

claudina-2.  
MDCK 

(Guillemot et 

al. 2008) 

p114RhoGEF 

cingulina 
↑ RhoA en el borde celular   ↑ 

formación UE. 
Caco-2 

(Terry et al. 

2011) 

JAM-A JAM-A  p114RhoGEF → ↓RhoA. MDCK 
(Haas et al. 

2020) 

p115RhoGEF RhoA 
LPS → ↑ p115RhoGEF → ↑RhoA → ↓RET 

↓ ZO-1, claudina-5 y ocludina. 
bEnd.3  

(Xiaolu et al. 

2011) 

Tiam1 paracingulina 
paracingulina → ↑Tiam1 al borde 

celular →↑ Rac1 → ↑RET. 
MDCK 

(Guillemot et 

al. 2008) 

PDZ-GEF1 
JAM-A 

ZO-2 
↑ Rap2c y  RhoA.   

Células 

epiteliales 

intestinales de 

ratón 

(Monteiro et 

al. 2013) 

RhoGEF11 ZO-1 
↑ pMLC → ↑ anillo cortical de actina → ↑ 

RET. 
EpH4 

(Itoh et al. 

2012) 

Tuba 
ZO-1 

 

↑ Cdc42 y N-WASP → mantiene forma 

celular. 
Caco-2 

(Otani et al. 

2006) 

SGEF 
scribble 

Dlg1 

borde celular sinuoso → ↓ contracción 

anillo cortical actomiosina.  

MDCK 

 

(Awadia et al. 

2019) 

ECT2 

Par6 

Par3 

aPKC 

↑ Cdc42 → formación lumen en quiste. MDCK 

(Liu et al. 

2006) y (Liu et 

al. 2004) 

G
AP

s 

MgcRacGAP 
cingulina 

paracingulina 

En el borde celular  Rac1 → 

formación UE. 
MDCK 

(Guillemot et 

al. 2014) 

SH3BP1 

paracingulina 

CD2AP 

CapZ 

En el borde celular → Cdc42 → 

formación UE. 
Caco-2 

(Elbediwy et 

al. 2012) 

↑, incrementa; ↓, disminuye;  , inhibe; y → induce. 
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8.3 Efecto del silenciamiento o noqueo de las proteínas ZO sobre: El perfil del borde 

celular y la distribución de la miosina 

Las células MDCK que no expresan a ZO-1 y a ZO-2 exhiben un anillo cortical de 

actina muy organizado a nivel de la UA con un patrón de punteado muy marcado de la NMII. 

La elevada contracción del anillo cortical de actomiosina observada en estas células, 

desencadena la expansión del dominio apical. Este proceso involucra el reclutamiento de 

ROCK al borde celular por Shroom3 y permite la acumulación de afadina, que ayuda a 

mantener la integridad del tejido ante la elevada tensión mecánica (Choi et al. 2016) [para 

revisión, ver (Hardin, 2016)]. 

El patrón del borde celular también se afecta cuando ZO-1 (Van Itallie et al. 2009), 

(Tokuda et al. 2014) o ambas ZO-1 y ZO-2 (Fanning et al. 2012) se silencian o se noquean, 

de tal manera que disminuye la sinuosidad del borde celular y ahora los límites aparecen 

lineales, lo que le da a la célula una forma poligonal. En cambio, en las células que 

sobreexpresan a ZO-1 se incrementa la apariencia de zigzag en el borde celular (Tokuda et 

al. 2014). El incremento en la linearidad del borde celular también se alcanza en las células 

control y en las ZO-1 KO cuando se inhibe a la NMII con blebbistatina, pero esto no se 

observa cuando sólo se silencia o se noquea a ZO-2 (Fanning et al. 2012), (Tokuda et al. 

2014).  Esto sugiere que, aunque ZO-1 y ZO-2 se asocian a la actina, su impacto como 

proteínas mecanosensoras de la UE es diferente, lo que nos llevó en esta tesis a estudiar 

el rol de ZO-2 en la regulación de la tensión.   

 

9.  Mecanotensión 

La mecanobiología estudia cómo las células perciben y responden a los cambios 

mecánicos de su microambiente [para revisión, ver (Ladoux y Mège, 2017; Martino, 2023)]. 

Las proteínas que traducen los estímulos mecánicos se llaman mecanosensoras. El 

estímulo lo perciben las proteínas transmembranales como, por ejemplo, las integrinas, y 

pasan la información a proteínas citoplasmáticas que regulan al citoesqueleto. Estas 

últimas pueden ser proteínas adaptadoras presentes en la UE, la UA y las adhesiones 

focales (Martino, 2023).   
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Los estímulos mecánicos incluyen a fuerzas como la compresión, la rigidez, la 

elasticidad, la gravedad, la presión hidrostática y el estrés cizallante (shear stress en 

inglés) [para revisión, ver (Ladoux y Mège 2017; Martino, 2023)]. La rigidez se define como 

la resistencia de un material al ser sometido a una fuerza. En la curva de 

esfuerzo/deformación, en el eje de las “y” se grafica el esfuerzo (σ), que es igual a la fuerza 

sobre el área y se describe en pascales (Pa = N/m2), y en el eje de las “x” se grafica la 

deformación del material (ε), que equivale al cambio de la longitud respecto a la longitud 

original. Este valor es adimensional (m/m), por eso al final la rigidez es igual a Pa porque 

sólo se consideran las unidades de esfuerzo (Fig. 14) (Askeland, 1998). 

La pendiente de la curva esfuerzo-deformación constituye una medida de la rigidez 

de un material y se define como E=σ/ε   donde E es la constante de elasticidad o rigidez, 

también llamado módulo de Young, σ es la fuerza aplicada y ɛ es la deformación. Al 

aumentar la fuerza aplicada se incrementa la deformación del material, aunque éste 

puede después regresar a su forma original. Sin embargo, llega un punto en la curva donde 

la deformación es tan grande que el material ya no puede regresar más a su forma original. 

A este punto se le llama esfuerzo de cedencia. Posteriormente, se llega al punto 

denominado esfuerzo de ruptura, donde el material cede al esfuerzo y se rompe (Fig. 14) 

(Askeland, 1998). 
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9.1 La rigidez de la membrana apical 

La rigidez de la membrana apical regula procesos celulares como la endocitosis (Dai 

et al. 1997), la exocitosis y la división celular (Raucher and Sheetz 1999) y le permite a la 

célula hacer frente a retos como la compresión, el estrés osmótico (Pietuch et al. 2013) o 

el estrés por cizallamiento que por ejemplo ejerce el flujo sanguíneo sobre la pared 

vascular (Li et al. 2018).  

Existen diversas técnicas biofísicas para medir la rigidez de las células en cultivo. 

Para medir la tensión de la membrana apical, antes se utilizaba la aspiración con una 

micropipeta o se hacía un ensayo de tracción por correa (tether pulling assay). Ahora se 

utilizan pinzas ópticas o la microscopía de fuerza atómica (AFM) [para revisión, ver (Pontes 

et al.  2017). Esta última permite medir la rigidez de la membrana apical al realizar en ella 

indentaciones con un cantilever (Bruckner et al. 2018).  

 

9.2 La tensión a nivel de la UE 

Aunque la UE se encuentra muy cerca de la UA estas uniones se encuentran 

sometidas a diferentes estreses. Así, en las células MDCK se observó que en un mismo 

momento el borde de la UE marcado con cingulina es sinuoso, mientras que el de la UA 

marcado con β-catenina es lineal (Rouaud et al. 2023). Esto indica que la tensión en la UE 

es diferente a la presente en la UA. 

Diversas condiciones alteran la función de barrera de la UE modulando la tensión 

del citoesqueleto de actomiosina [para revisión, ver (Citi, 2019)]. Por ejemplo, el anillo de 

actomiosina debe tener cierta rigidez para que se forme la UE, pero si la tensión sube 

demasiado, las UEs se abren y se rompe la barrera epitelial [para revisión, ver (Turner, 

2000)]. Ahora bien, cuando se rompe un filamento de la UE y hay que reparar la función de 

Figura 14. Curva de esfuerzo/deformación. Al incrementar el esfuerzo se 
incrementa la deformación del material. Dependiendo de las propiedades de cada 
material, la curva tiene mayor o menor inclinación lo que quiere decir que, si un 
material es muy rígido se necesitará más fuerza para deformarlo y su pendiente será 
más inclinada. El módulo de elasticidad corresponde a la parte de la curva en la cual 
el material puede regresar a su estado original después de la aplicación de una 
fuerza. El esfuerzo de cedencia corresponde al punto a partir del cual el material se 
deforma y no regresa a su estado basal. Modificado de (Askeland, 1998). 
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barrera, se producen llamaradas de RhoA en los sitios de quiebre del filamento en el borde 

celular, que contraen al anillo de actomiosina y permiten la formación de un nuevo 

filamento de UE (Stephenson et al. 2019). También, en condiciones de hipoxia la proteína 

ATG9A, que participa en la formación del autofagosoma y la reparación de la membrana 

plasmática, mantiene la integridad de la UE, promoviendo la contracción del anillo cortical 

de actomiosina (Dowdell et al. 2020). 

La regulación de la tensión a nivel de la UE se hace a través de las proteínas ZO ya 

que estas transmiten la fuerza desde las proteínas transmembranales hasta el anillo de 

actomiosina y viceversa [Pare revisión ver (Citi, 2019)]. 

Para medir la tensión a nivel de la UE se generó un biosensor de ZO-1. Para ello a ZO-

1 humana se le insertó un módulo de FRET (transferencia de energía de resonancia de 

Förster), después del dominio GuK y antes del dominio α, que contiene a los fluoroforos 

CFP y a YPF unidos por una secuencia elástica derivada de los aminoácidos de la tela de 

araña. Cuando hay alta tensión del citoesqueleto de actomiosina tracciona a ZO-1 y esto 

hace que los fluoróforos se separen. Entonces al excitar a CFP, éste no alcanza a pasar su 

emisión a YFP y por lo tanto no hay FRET. En cambio, cuando disminuye la tensión del 

citoesquelto de actina porque las células se trataron con blebbistatina o porque se utilizó 

una construcción de ZO-1 que carece del segmento carboxilo terminal de ZO-1, los 

fluoróforos permanecen juntos. Entonces, al excitar a CFP, éste puede pasar su emisión y 

excitar a YFP generando FRET. De esta manera, entre mayor tensión menor FRET y 

viceversa (Fig.15) (Haas et al. 2020). 

Utilizando este sensor de tensión se demostró que al silenciar a JAM-A, sube la 

tensión a nivel de la UE. Esto se debe a que JAM-A inhibe a p114RhoGEF, y al no haber JAM-

A, p114RhoGEF se acumula en el borde celular, activa a RhoA y a ROCK incrementando en 

consecuencia la contracción del anillo de actomiosina. Esto además se acompañó de un 

incremento en la cantidad de fibras de estrés basales (Haas et al. 2020).  

El papel de ZO-2 como proteína mecanosensora de la UE se desconoce. Sin embargo, 

se cree que es importante porque al silenciar a ZO-2 aumentan las fibras de estrés (Raya-

Sandino et al. 2017). Así mismo, cuando se silencia simultáneamente a ZO-1 y ZO-2 

aumenta la tensión de la membrana apical y la reexpresión de ZO-1 no es suficiente para 
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revertir el incremento al nivel de las células control (Cartagena-Rivera et al. 2017). Por otro 

lado, la similitud entre la estructura de ZO-1 y ZO-2 sugiere que ZO-2 también puede oscilar 

entre la conformación estirada y plegada, y que este cambio depende de su 

homodimerización, la heterodimerización con ZO-1, y la tensión del citoesqueleto de 

actomiosina (Spadaro et al.  2017).  

 

 

 

Figura 15. Tensión mecánica en la UE. Esquema del sensor de tensión de ZO-1. El panel 
superior representa la estructura de ZO-1, su unión con las proteínas de la UE y el módulo de 
FRET que se localiza después del dominio GuK y antes del dominio α. Panel superior, no hay 
FRET cuando ZO-1 está sometida a la tensión del citoesqueleto. Panel medio, al disminuir la 
tensión del citoesqueleto con blebbistatina, hay FRET. Panel inferior, si se elimina el segmento 
carboxilo terminal de ZO-1 la proteína no se puede unir al citoesqueleto de actomiosina y por 
lo tanto los fluoróforos permanecen juntos y hay FRET máximo. Modificado de (Haas et al. 
2020). 
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9.3 La tensión a nivel de la UA 

La UA se localiza por debajo de la UE. Las proteínas transmembranales de la UA son 

las nectinas y la E-cadherina. La E-cadherina tiene cinco dominios extracelulares (EC) en 

tándem donde el EC1 es el más lejano de la membrana y el EC5 es el más próximo. Hay 

cuatro sitios de unión a calcio localizados entre cada uno de los repetidos extracelulares 

de E-cadherina, y esta unión a calcio es crucial pues estabiliza y lineariza a la molécula. La 

interacción en cis de E-cadherina se basa en la unión del dominio EC1 de una molécula 

con el dominio EC2 de la molécula adyacente en la misma membrana. En cambio, la 

interacción en trans depende de la unión de otra región en el dominio EC1 con la misma 

región en el dominio EC1 de una molécula de E-cadherina en la célula adyacente (Fig. 16A) 

[Par revisión ver (Lodish, 2016)].  

Las nectinas son moléculas de adhesión celular y la familia está compuesta por 4 

miembros: nectina -1, -2, -3 y -4. Poseen tres repetidos de tipo Ig en su región extracelular, 

atraviesan la membrana una sola vez y en la cola citoplasmática tienen sitios de unión a 

afadina y Par 3 (Fig. 9B). Las nectinas primero forman dímeros en cis y después interactúan 

en trans con su primer repetido de Ig. A diferencia de las cadherinas, la interacción entre 

las nectinas es independiente de calcio. Las nectinas, de forma similar a como lo hace 

JAM-A en la UE, marcan el sitio de unión donde se formará la UA. Las nectinas establecen 

adhesiones débiles, y es hasta que se recluta a la E-cadherina a la membrana que se 

forman UA fuertes [para revisión, ver (Takai et al. 2008)]. 

Las proteínas transmembranales de la UA se asocian al anillo cortical de 

actomiosina a través de proteínas plataforma. La afadina funciona como un puente que se 

une a la cola de las nectinas y a la F-actina. Además, la afadina recluta a varias proteínas 

que regulan al citoesqueleto, como Rap1. La E-cadherina, en su región citoplasmática 

tiene un sitio de unión a β-catenina y esta proteína se une la α-catenina que se asocia a la 

vinculina y el citoesqueleto de actomiosina (Fig. 9B) [Par revisión ver (Lodish 2016b)].  

En la región de la UA existen dos acúmulos de actina, uno de F-actina que forma el 

anillo cortical y otro de G-actina que se encuentra adyacente al anillo cortical. La E-

cadherina recluta a WAVE2 a la UA donde esta última activa al complejo Arp2/3 que nuclea 

a la G-actina que se incorporará a los filamentos del anillo cortical de actomiosina para 
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mantener la tensión (Verma et al. 2012). En este proceso SORBS2 colocaliza con la G-

actina y recluta a N-WASP, vinculina y α-actinina (Fredriksson-Lidman et al. 2017). Esta 

última se une a la E-cadherina y al hacerlo marca el sitio del ensamble de la actina. N-

WASP por su parte, a través de una vía no canónica independiente de la nucleación de 

actina mediada por ARP2/3, estabiliza a los filamentos nacientes de actina y los incorpora 

al anillo existente en un mecanismo que involucra el reclutamiento de WIRE a la UA 

(Kovacs et al. 2011). Además, en esta región se concentran proteínas como VASP, mena, 

FBLIM1 y vinculina (Indra et al. 2020).   

La contracción del citoesqueleto de actomiosina regula la tensión en la UA. Así, 

cuando esta sube, la E-cadherina se concentra en el borde celular (Liu et al. 2010), (Choi 

et al. 2016) y cuando la tensión disminuye, la E-cadherina se endocita de manera 

dependiente de p120 (Iyer et al. 2019). 

Αl igual que ZO-1, la E-cadherina es una proteína mecanosensora, y por ello se ha 

utilizado como biosensora de tensión en la UA. El biosensor de E-cadherina incorpora al 

módulo de FRET en la región citoplasmática de la molécula después de la región 

transmembranal y antes del sitio de unión a la β-catenina. El módulo de FRET consta de 

los fluoróforos TFP y YFP unidos mediante una liga elástica. A esta región le sigue el sitio 

de unión a β-catenina. A la β-catenina se le une la α-catenina que se asocia directamente 

con la actomiosina. Cuando hay contracción, el citoesqueleto jala la cadena formada por 

la α-catenina, la β-catenina y la E-cadherina, y entonces los fluoróforos se separan y no 

hay FRET. Cuando no hay tensión en el citoesqueleto, porque se inhibe la polimerización 

de actina con citocalasina D, o porque se elimina el segmento con el sitió de unión a la β-

catenina, los fluoróforos permanecen juntos y hay FRET (Fig. 16B). Con este biosensor se 

demostró que la E-cadherina se encuentra bajo el esfuerzo del citoesqueleto de 

actomiosina (Borghi et al. 2012).  

Con un biosensor similar, que utiliza a la VE-cadherina en lugar de la E-cadherina, 

se demostró que la tensión baja cuando se silencia a ZO-1 en las células endoteliales de 

la microvasculatura de la dermis humana, HDMEC (Tornavaca et al. 2015). Sin embargo, 

como las células endoteliales tienen una membrana lateral muy corta donde las UE y la 
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UA se encuentran mezcladas (Wallez y Huber, 2008), sólo se puede concluir que en ellas 

el silenciamiento de ZO-1 disminuye la tensión en la membrana lateral. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Estructura y biosensor de la UA. (A) Estructura molecular de la E-cadherina. Panel 
superior, la E-cadherina posee cinco dominios extracelulares (EC1-5). En presencia de calcio, la E-
cadherina se elonga y se curva favoreciendo la interacción en cis entre el EC2 de una cadherina y el 
EC1 de la cadherina adyacente y así sucesivamente. Panel inferior, la interacción de la E-cadherina 
en trans se forma entre los dominios EC1 de las E-cadherinas de las células vecinas (Lodish, 2016). 
(B) Biosensor de E-cadherina. La E-cadherina tiene una región extracelular (EC) que establece la 
unión célula-célula, una región transmembranal (TM) y una porción citoplasmática que contiene al 
sitio de unión a la β-catenina (β). La β-catenina se une la α-catenina que a su vez a través de la α-
catenina se une al anillo cortical de actomiosina. En el biosensor de FRET, los fluoróforos TFP y YFP 
se localizan después de la región transmembranal y antes del sitio de unión a la β-catenina. Los 
fluoróforos están unidos entre sí por una liga elástica que les permite acercarse cuando no hay 
tensión y alejarse cuando si la hay. Por lo tanto, con baja tensión del anillo cortical de actomiosina 
habrá más FRET mientras que con alta tensión habrá menos FRET (Borghi et al. 2012).  
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9.4 La matriz extracelular  

La matriz extracelular (MEC) es un compartimento no celular que funciona como 

plataforma para la adhesión de las células. En las células epiteliales la MEC se compone 

de una membrana basal y una matriz extracelular intersticial. La membrana basal se 

localiza debajo de las células epiteliales y está compuesta por dos proteínas centrales, 

colágeno IV y lamininas, aunque también contiene glicoproteínas como el nidogen y 

proteoglicanos como el perlacan [para revisión, ver (LeBleu et al. 2007)]. La MEC 

intersticial constituye la mayor porción de la MEC en la mayoría de los tejidos y está 

compuesta por más de 300 proteínas siendo los componentes más abundantes los 

colágenos I, II, III y V, la elastina y la fibronectina (Fig.17A) [para revisión, ver (Barber et al. 

2014)]. 

Las células reconocen a la MEC a través de las integrinas. Estas están formadas por 

heterodímeros con una subunidad α y otra β. En los vertebrados, hay 18 subunidades α y 8 

subunidades β que pueden formar 24 heterodímeros diferentes (Fig.17B) [para revisión, ver 

(Barczyk et al. 2010)]. 

 

9.4.1. Colágeno 

El colágeno tipo IV es una proteína que se forma por subunidades o cadenas α que 

van de la 1 a la 6. El protómero es la unidad estructural básica del colágeno, y se forma 

cuando tres cadenas α se unen entre sí. Cada subunidad α posee tres dominios 

funcionales: el amino terminal rico en cisteínas, el central de triple hélice y el dominio 

carboxilo terminal globular no colagenoso [para revisión, ver (Barber et al. 2014)]. 

Las integrinas que se unen al colágeno reconocen la secuencia GFOGER presente 

en la triple hélice. La integrina α1β1 es la que se une con mayor afinidad al colágeno IV 

(Fig.17B) [para revisión, ver (Barczyk et al. 2010)]. 

 

9.4.2. Lamininas 

 Las lamininas son glicoproteínas heterotriméricas con forma de cruz. Están 

formadas por cadenas α, β, y γ unidas a través de un dominio α-hélice largo enrollado que 

forma el brazo largo de la cruz y en su extremo C-terminal tiene un dominio globular con 
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dominios LG. Los 3 brazos cortos del crucifico se forman por los dominios N- terminales 

individuales de cada una de las cadenas. Las lamininas se secretan en forma de cadenas 

individuales y se ensamblan en la membrana basal [para revisión, ver (Barber et al. 2014) 

y (Eble et al. 2019)]. Varias integrinas incluyendo a las α1β1, α2β1, α3β1, α6β1, α7β1 y α6β4 

son receptores de las lamininas [para revisión, ver (Belkin y Stepp 2000)]. 

 

9.4.3. Fibronectina 

La fibronectina es una glicoproteína de alto peso molecular con múltiples 

dominios. Está formada por dos cadenas unidas por un puente disulfuro. Existen dos 

isoformas: una soluble, que se secreta por los hepatocitos y una insoluble, que secretan 

principalmente los fibroblastos. La integrina α5β1 es el receptor canónico que reconoce 

un sitio de unión en la fibronectina con la secuencia Arg-Gli-Asp (RGD) (Fig.17B). La unión 

de la integrina a la fibronectina activa a Rho y contrae a la actomiosina. Esto promueve el 

ensamble de subunidades de fibronectina en la matriz fibrilar y la formación de fibras de 

estrés en las células. La fibronectina se une al colágeno, a factores de crecimiento y a los 

proteoglicanos de la MEC [para revisión, ver (Barber et al. 2014), (Eble et al. 2019) y 

(Efthymiou et al. 2020)]. 
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9.5 La rigidez del substrato 

La rigidez del substrato depende en parte de la MEC y en los vertebrados cada tejido y 

órgano tiene una rigidez específica. Por ejemplo, el hueso tiene una alta rigidez porque su 

función es la de proveer estructura al cuerpo y protegerlo, en cambio, los órganos como el 

intestino, el corazón, los riñones y el cerebro son menos rígidos (Fig.18) [para revisión, ver 

(Handorf et al. 2015)]. 

 

Las células son sensibles a la tensión del substrato en el que se cultivan y en 

respuesta modifican su forma, estructuras de adhesión y comportamiento motriz. Si la 

Figura 18. Rango de rigidez de los distintos órganos del cuerpo humano. El 
color amarillo representa una baja tensión, y el color azul indica alta tensión 
(Handorf et al. 2015). 

 

Figura 17. Composición de la matriz extracelular e integrinas que la reconocen. (A) En las células 
epiteliales, la matriz extracelular se compone de una membrana basal (BM) y una matriz extracelular 
intersticial (IECM) que se localiza por debajo. La membrana basal posee una lámina lúcida (LL) 
compuesta principalmente por laminina y una lámina densa (LD) que tiene colágeno tipo IV. La IECM 
se compone de fibronectina, elastina y colágeno fibrilar I, II, III y V. (B) Representación de la familia de 
las integrinas con 24 heterodímeros formados por subunidades α y β. En la parte izquierda se 
esquematizan las integrinas que reconocen a la secuencia RGD presente en la fibronectina. En la parte 
superior se encuentran los heterodímeros que reconocen a la secuencia GFOGER presente en el 
colágeno. De lado derecho, se esquematizan las integrinas específicas para leucocitos y en la parte 
inferior se muestran las integrinas que reconocen a la laminina. Modificado de (Barber et al. 2014) y 
(Barczyk  et al. 2010).  
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MEC es rígida, las células lo perciben y forman fibras de estrés incrementando el cociente 

de F-actina/G-actina [para revisión, ver (Handorf et al. 2015) y (Ohashi et al. 2017)]. 

Cuando las células epiteliales renales (Pelham et al. 1997), de ovario (McKenzie et 

al. 2018), páncreas (Rice et al. 2017), mama (Todorovski et al. 2020) y colon (Ali et al. 2014), 

así como las endoteliales, los fibroblastos, (Yeung et al. 2005) y las células derivadas de 

los gliomas (Ulrich et al. 2009), se siembran sobre substratos suaves, no se extienden y 

mantienen una forma confinada (Pelham et al. 1997). En cambio, cuando las células 

epiteliales y de glioma se cultivan sobre substratos rígidos, forman adhesiones focales 

ricas en fibras de estrés (Pelham et al. 1997) y con una alta expresión de vinculina (Ulrich 

et al. 2009) (Paszek et al. 2005) (Wozniak et al. 2003), paxilina, (McKenzie et al. 2018), PKA 

(McKenzie et al. 2020) y la cinasa de las adhesiones focales, FAK (Wozniak et al. 2003). 

Estos cambios dependen de la fosforilación de la cadena ligera de la miosina (Pelham et 

al. 1997) y de ROCK (Ulrich et al. 2009).  

 Sin embargo, existen excepciones a estas observaciones. Por ejemplo, los 

fibroblastos de riñón de mono tienen la misma forma y cantidad de fibras de estrés cuando 

se siembran sobre substratos suaves (104 y 391 Pa) y rígidos (7 X 107 kPa) (Ali 2014). Así 

mismo, las células metastáticas de mama se vuelven insensibles a la rigidez del substrato 

por que en ellas se activa la integrina β1, se fosforila FAK y se sobreexpreza la integrina α3 

(Indra y Beningo, 2011). 

Por otro lado, la rigidez del substrato también impacta la proliferación celular. Así 

se ha visto que si las células epiteliales se siembran sobre substratos con una rigidez 

superior a 5 kPa, las células que se localizan en el borde proliferan hasta alcanzar la 

confluencia, y si se tratan con EGF todas las células del cultivo proliferan (Kim et al. 2011). 

En cambio, si las células se siembran sobre substratos suaves de 0.6 kPa se forman islotes 

donde las células se aglomeran y sólo proliferan aquellas que se localizan en el centro del 

agregado (Kaliman et al.  2014). 

La rigidez de la MEC puede regular la tensión de la UE. Así, a medida que la rigidez 

de los hidrogeles sube de 1 kPa a 40 kPa o hasta 70 GPa en el caso de las células 

sembradas sobre cubreobjetos de vidrio, la tensión de la UE también aumenta (Haas et al. 

2020). 
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Una característica distintiva del desarrollo tumoral y su agresividad es el aumento 

en la rigidez de la MEC. Esto ocurre por la deposición de varios componentes de la MEC 

incluyendo diferentes tipos de colágeno, proteoglicanos de heparán sulfato y fibronectina, 

[para revisión, ver (Handorf et al. 2015), (Bissell y Radisky, 2001), (Maman y Witz, 2018), 

(Eble y Niland, 2019) y (Zhang y Reinhart-King, 2020)]. también la rigidez provoca la 

migración cellular en un fenómeno llamado durotaxis [para revision, ver (Espina et al. 

2022)]. 

 

9.6 La topografía del substrato 

La topografía de la MEC también influencia la proliferación, la diferenciación [para 

revisión, ver (Janson y Putnam, 2015)], y la migración celular (Kollimada et al. 2016). La 

capacidad de las células de migrar sobre patrones marcados en el substrato con fibras o 

surcos se llama migración guiada por contacto. La migración sobre estos patrones 

depende de las integrinas, la organización de las adhesiones focales y de las fibras de 

estrés que permiten la adhesión a lo largo del patrón (Wang et al. 2018) [para revisión, ver 

(Geiger et al. 2011)]. 

La topografía de la MEC es muy importante en el cáncer, ya que en los tumores, las 

fibras de colágeno se vuelven más gruesas y se alinean de forma perpendicular con 

respecto a los límites del tumor generando canales o pistas que favorecen la invasividad 

(Provenzano et al. 2006) [para revisión, ver (Handorf et al. 2015) y (Kai et al. 2019)]. Las 

células cancerosas que hacen metástasis aprovechan estas fibras para migrar por el 

espacio intersticial y una vez que una célula cancerosa encuentra estos canales, varias 

células más la siguen después (Provenzano et al. 2006) [para revisión, ver (Eble et al. 2019) 

(Kai et al. 2019)]. Además, a través de estas vías de colágeno estas mismas células 

traccionan a las fibras y jalan a las demás células (Ban et al. 2019). En los tumores de 

mama más agresivos el estroma es más rígido y presenta una mayor cantidad de colágeno 

fibroso linearizado, lo que correlaciona con una mayor agresividad y una pobre prognosis 

[para revisión, ver (Kai et al. 2019)]. 

En el proceso de transformación de epitelio a mesénquima (EMT), las células 

pierden sus características epiteliales y adquieren propiedades mesenquimales. Así, las 
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células dejan de ser poligonales y se vuelven alargadas, aumenta su motilidad e 

invasividad, y presentan resistencia a la apoptosis [para revisión, ver (Nieto et al. 2016)]. 

En este proceso se observa un gradiente decreciente de expresión de distintos marcadores 

epiteliales como E-cadherina, ZO-1, claudinas y citoqueratinas, acompañado de otro 

gradiente donde en cambio, van aumentando paulatinamente los marcadores 

mesenquimales como fibronectina, N-cadherina y vimentina y los factores de 

transcripción snail y slug así como el coactivador YAP. Estos factores nucleares promueven 

la transcripción de genes mesenquimales y apagan genes epiteliales [para revisión, ver 

(Nieto et al. 2016)].  

Para explorar el efecto de la organización de la MEC sobre la EMT se emplean 

substratos estructurados a nanoescala (NRA del inglés nanoridge arrays) de fibras 

alineadas, similares en tamaño y organización a las fibras de la MEC. Tanto las células 

MDCK, como las células de cáncer de riñón, al migrar sobre estos substratos, 

experimentan una EMT. Así, en el borde de migración, las células expresan a la proteína de 

mesenquimal de los filamentos intermedios vimentina, y a los factores de transcripción 

snail, slug y twist. También, se activa YAP y la proteína tumoral de Wilms (WT1) lo que 

inhibe la transcripción de la E-cadherina (Fig. 19). Además, las células sembradas sobre 

los substratos NRA migran más rápido porque YAP nuclear aumenta la expresión de la GEF 

TRIO y de la cinasa PAK (p21 activated kinase en inglés) lo que activa a Rac1. En esta ruta 

también participa merlín, el regulador negativo de YAP. Así, cuando las células se siembran 

sobre substratos NRA, merlin se fosforila y se separa de AMOT en el borde celular, lo que 

induce la acumulación nuclear de YAP y en consecuencia incrementa la migración y 

diseminación celular (Park et al. 2019).  
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II) Planteamiento del problema  

ZO-2 es una proteína de la UE que con su segmento C-terminal se une a la actina, y 

regula al citoesqueleto de actomiosina a través de las proteínas G pequeñas, Rho. ZO-1 y 

ZO-2 son proteínas similares de la familia MAGUK. ZO-1 es una proteína mecanosensora 

de la UE y el doble silenciamiento de ZO-1/ZO-2 induce cambios profundos en las 

propiedades mecánicas de las células. Ahora nos preguntamos si ZO-2 es también una 

proteína mecanosensora. Para ello exploramos si la ausencia de ZO-2 altera la rigidez de 

la membrana apical, de la UE bicelular y tricelular, y de la UA, y si modifica la respuesta 

celular ante cambios en la rigidez y topografía del substrato. 

Figura 19. Esquema de la transformación epitelio-mesénquima desencadenada por 
los substratos NRA. Las células MDCK que migran sobre los substratos NRA, en el frente 
de migración se desencadena una transformación epitelio-mesénquima donde las células 
migran más rápido y se diseminan. Esto lo logran a través de la entrada de YAP al núcleo, el 
cual activa a WT1 que inhibe a la E-cadherina (Park et al. 2019). 
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III) Objetivo general  

Estudiar el rol de ZO-2 en la regulación de las propiedades mecánicas de la célula 

y en la respuesta celular a la rigidez y/o topografía del substrato. 

 

 

IV) Hipótesis  

Si ZO-2 es una proteína mecanosensora entonces en su ausencia se alterará la 

tensión en la unión estrecha y la rigidez de las membranas que  a través del citoesqueleto 

interactúan con ZO-2. 

 

 

V) Material y métodos 

1. Cultivo celular  

Las células MDCK II parentales y ZO-2 KD generosamente donadas por Alan 

Fanning (Universidad de Carolina del Norte, Chapel Hill, Carolina del Norte), se cultivaron 

como se describió previamente (Van Itallie C. M. 2009). Las células MDCK ZO-2 KD 

expresan de manera estable una mezcla de tres diferentes shRNA contra ZO-2 en el vector 

pSuper. En cambio, las células MDCK parentales sólo expresan al vector vacío. Se utilizó 

la clona estable IC5 de la línea celular MDCK ZO-2 KD que se obtuvo por su resistencia a 

zeocina (10 µl/ml). La figura suplementaria 1 muestra por inmunofluorescencia y Western 

Blot, como las células ZO-2 KD no expresan a la proteína ZO-2. 

Las células MDCK parentales y ZO-2 KD se cultivaron a confluencia (5 X 105 

células/cm2) o subconfluencia (4 X 104 células/cm2) sobre cubreobjetos de vidrio, 

hidrogeles de poliacrilamida o sobre arreglos nanoestructurados de crestas (Circular 

NanoSurface coverglass Cat. No. ANFS-CS12, Curi Bio, Seattle, WA). Estos arreglos son 

cubreobjetos con un nanopatrón de surcos y crestas de tamaño submicrónico formado 

por una capa muy delgada de polímero. 
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2. Medición de la rigidez de la membrana apical por nanoindentación con un 

microscopio de fuerza atómica 

Mediante nanoindentación en un microscopio de fuerza atómica (AFM) se midió la 

rigidez de la membrana apical de las células MDCK parentales y ZO-2 KD. El módulo de 

Young se determinó con un AFM (BioScope Catalyst AFM, Bruker, Billerica, USA) equipado 

con una cámara para fluidos y una platina de control térmico a 37°C, sobre la que se 

colocaron las monocapas sembradas a confluencia (2.3 X 106 células/cm2) sobre 

portaobjetos de vidrio bañadas con PBS o PBS sin calcio (Fig. 20A). Antes de la 

indentación, las monocapas en la condición de bajo calcio (BC) se lavaron dos veces con 

PBS sin calcio y se incubaron por 20 minutos en PBS sin calcio con 2.4 mM de EDTA (Cat. 

3002E, Research Organics, Cleveland, OH). En seguida, estas monocapas se incubaron 

con PBS sin calcio para la indentación. Antes de la indentación, otro grupo de células se 

incubó por 15 horas a 37°C con CDMEM con 100 µM de blebbistatina (Cat. 674289-55-5, 

TOCRIS Bioscience, Bristol, UK), o por 4 horas en CDMEM con 10 µM de docetaxel (Cat. 

01885, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). En seguida, estas monocapas se lavaron 

dos veces con PBS y se transfirieron a la cámara de fluidos del AFM donde se mantuvieron 

durante la indentación en PBS con 100 µM de blebbistatina o 10 µM de docetaxel.  

La indentación se hizo con el cantilever DNP-10A (Bruker, Billerica, USA) con una 

punta de 20 nm de radio. La constante del resorte se calculó con el método de ajuste 

térmico (thermal tune method), que emplea el valor de la sensibilidad a la deflexión 

obtenido en una curva de fuerza al indentar a un portaobjeto de vidrio. La rigidez apical se 

midió con el modo Point and Shoot™ en un área de 5 X 5 µm a una velocidad de 6.7 µm/s y 

con una fuerza de 5 nN. El área de la superficie celular se seleccionó aleatoriamente, y en 

cada área se hicieron 100 mediciones en matrices cuadradas de indentación de 10 X 10. 

El módulo de Young en kilopascales (kPa) se calculó con el software Nanoscope 

Analysis (Bruker 1.40). Primero, se hizo una corrección de la base de cada curva tomando 

solo las curvas con un valor de R2 ≥ 0.98.  Después, cada curva se ajustó con el modelo de 

Sneddon para puntas cónicas. El módulo de Young se obtuvo con la siguiente ecuación: 

 

(1) F =
2

π 
 

E

(1−v2)
tan(α) 𝛿2 
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Donde, la fuerza (F) en nN se obtuvo de cada curva de fuerza (Fig. 20B), E 

corresponde al módulo de Young en kPa, v al coeficiente de Poisson con un valor de 0.5 en 

las células, α a 18° y equivale a la mitad del ángulo del indentador, y δ es la distancia de 

indentación en nm. 

En la gráfica de la figura 20C, cada punto representa un valor del módulo de Young 

obtenido de una curva de fuerza-indentación. El número total de curvas ajustadas al 

modelo de Sneddon empleadas para generar la figura se indica en la parte superior de la 

misma. 

 

3. Modelado del complejo ZO-2/JAM-A 

Para analizar la interacción del dominio PDZ-2 de ZO-2 con la cola de JAM-A 

seguimos un proceso gradual que se basó en un estudio previo que mostró la unión de los 

últimos diez residuos (EFKQTSSFLV) de la cola de hJAM-A a los dominios SH3 y PDZ-3 de 

hZO-1 (PDB ID: 3TSZ) (Nomme et al. 2011). Para ello, primero se construyó el modelo del 

dominio PDZ-2 de hZO-2 con Alphafold utilizando la secuencia de UniProt (Q9UDY2) 

(Jumper et al. 2021; 'UniProt: the Universal Protein Knowledgebase in 2023'  2023). Para 

representar la estructura del dominio PDZ-2 de ZO-2 se utilizó la secuencia, 306-

IGVLLMKSRANEEYGLRLGSQ IFVKEMTRTGLATKDGNLHEGDIILKINGTVTENMSLTDARKLIEK 

SRGKLQLVVLRDSQ-386, de la proteína hZO-2 completa. En el dominio PDZ-2, Alphafold 

predijo valores de confianza altos. Sólo los residuos S385 y Q386 fueron de baja confianza, 

con un puntaje de 67.5 y 60.0, respectivamente (Jumper et al. 2021). Después, se utilizó la 

estructura del cristal 3TSZ como templado para alinear en PyMOL a la estructura predicha 

del dominio PDZ-2 de ZO-2 con el dominio PDZ-3 de ZO-1 (DeLano, 2002). Finalmente, se 

eliminaron el dominio PDZ-3 de ZO-1 y los otros componentes de 3TSZ, dejando 

únicamente a los residuos EFKQTSSFLV de la cola de JAM-A y al dominio PDZ-2 de ZO-2 

para su caracterización. En seguida, se utilizó al servidor CHARMM-GUI (Jo et al. 2008; Lee 

et al. 2016; Lee et al. 2020), y al complejo JAM-A/PDZ-2 de ZO-2 se le ubicó en una caja de 

7 nm de longitud que se solvató en una solución de NaCl 0.15 M para equilibrarlo y 

minimizar la energía utilizando simulaciones dinámicas moleculares (MD) (Zorn-Kruppa et 
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al. 2018). La caja de simulación tenía 32, 129 moléculas de agua, 90 de Na+ y 93 de Cl- para 

neutralizar las cargas del sistema y mantener una solución iónica de 0.15 M. 

Las proteínas y los iones se modelaron utilizando los parámetros del campo de 

fuerza de Charmm36 (Huang et al. 2017), y el agua se modeló utilizando los parámetros 

TIP3P (Mark y Nilsson 2002). Este sistema se simuló en el paquete de simulación 

GROMACSv2019.4 (Abraham et al. 2015). Para la minimización de la energía se utilizó el 

algoritmo de descenso más pronunciado de 5000 pasos, seguido de un equilibrio 

isotérmico-isocórico (NVT) e isotérmico-isobárico (NPT), y de una etapa de producción de 

70 ns con un paso de tiempo de 2 fs en un ensamble NTP. El equilibrio y las etapas de 

producción utilizaron el termostato de velocidad de reescala a 310.15 °K (Bussi et al. 2007) 

y una τT de 1.0 ps.  Para la producción, se utilizó un límite de Verlet de 1.2 nm, y un algoritmo 

de malla de partículas de Ewald (Darden et al. 1993; Essmann et al. 1995) con un límite de 

1.2 nm. El termostato de la velocidad de reescala tuvo el mismo parámetro, y el baróstato 

de Parrinello-Rahman (Parrinello y Rahman, 1981) un acoplamiento de presión isotrópica 

a 1 bar, una compresibilidad a 4.5 X10−5 bar−1 y una τP de 5.0 ps. Se colocaron restricciones 

de posición en todo el sistema durante el equilibrado y la minimización. En el corrido de la 

producción, las restricciones de posición se colocaron en el dominio PDZ para prevenir la 

pérdida de la estructura secundaria. No se impusieron restricciones a la cola de JAM-A. 

 

3.1 Cálculos de la escala PARCH 

En seguida, se realizaron los cálculos con la escala PARCH (Ji et al. 2023) del 

complejo JAM-A/PDZ-2 de ZO-2. Para ello, el complejo de las proteínas se extrajo y se 

colocó en una nueva caja de simulación, rodeada por una cubierta de agua con un grosor 

de dshell = 0.415 nm. La longitud de la caja cúbica se puso a 16.25 nm, derivada de la 

ecuación l = 2 X (dmax + dion + db), donde dmax = 3.125 nm es el radio máximo de la proteína, 

dion = 3.0 nm es la distancia entre los iones hidratados de la superficie de la proteína y db = 

3.0 nm es la distancia entre los iones hidratados y el borde periódico de la caja. El proceso 

de dinámica molecular se utilizó para incrementar la temperatura de 300 a 800° K con una 

tasa de recocido de 1 K/10 ps a un volumen constante. Las moléculas de agua que 

contactaron a los residuos se calcularon con un corte de 0.315 nm. Durante el proceso de 
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hibridación, se restringió la posición del complejo de proteínas y de los iones de contacto 

con una fuerza constante de 1000 kJ mol-1 nm-1 para asegurar que la conformación de las 

proteínas y los iones de contacto permaneciera constante. Los cálculos de PARCH se 

realizaron por triplicado, y el valor promedio de las tres corridas se utilizó para el reporte 

final. El proceso se repitió para el dominio PDZ-2 de ZO-2 sin la cola de JAM-A. 

 

3.2 Análisis de contacto 

La conformación de la estructura final obtenida de la corrida de 70 ns se utilizó para 

el análisis de contacto entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y JAM-A. Para ello, se utilizó una 

distancia de corte de 6.5 Å desde el centro de geometría (COG) de cada residuo del 

dominio PDZ-2 al COG de los residuos de la cola de JAM-A. El análisis de contacto se hizo 

utilizando un guion de Python 3.7.12 hecho en casa, el paquete de MD Analysis 2.1.0 

(Gowers et al. ; Michaud-Agrawal et al. 2011), y una inspección cualitativa utilizando 

PyMOL 2.3.3 (DeLan,o 2002). 

 

3.3 Dinámica molecular dirigida 

La energía de unión del decámero de la cola de JAM-A con el dominio PDZ-2 de ZO-

2 se determinó utilizando dinámica molecular dirigida, con GROMACS versión 2022.2 

(Abraham et al. 2015; Roux, 1995; Kumar et al. 1992). La dinámica molecular dirigida es 

una técnica estándar para analizar in sillico la energía de unión entre moléculas que 

interaccionan. Este enfoque aplica una fuerza constante a grupos específicos de átomos 

mientras que restringe al resto del sistema. En este estudio, el esqueleto y las cadenas 

laterales del dominio PDZ-2 se restringieron con una fuerza constante de 4 kJmol-1 nm-1. 

Luego el decámero se jaló de manera perpendicular a su posición de reposo para sacarlo 

del dominio PDZ y sin inducir ninguna nueva interacción durante el jalado. Para este 

proceso se empleó una fuerza armónica constante de 800 mol-1 nm-1 y una taza de jalado 

de 1.25 X 10-3 nm ps-1.  Se seleccionaron ventanas espaciadas uniformemente de 0.05 nm 

para las simulaciones de muestreo. La energía de unión se calculó utilizando GROMACS 

(Abraham et al. 2015), con el método de análisis de histograma ponderado (Rou,x 1995; 

Kumar et al. 1992) y el método Bayesiano de “bootstrap ”. 
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4. Análisis y cuantificación de FRET 

4.1 Construcciones 

El sensor de tensión de la E-cadherina (E-cad TSMod) y los controles que le 

acompañan se describieron previamente (Borghi et al. 2012) y fueron donados 

generosamente por el Dr. Alexander R. Dunn de la Universidad de Stanford. Este sensor de 

tensión de E-cadherina contiene a TFP y YFP como fluoróforos separados por una liga 

elástica derivada de aminoácidos de la tela de araña. Este módulo sensor de tensión 

(TSMod) se insertó en el dominio citoplasmático de la E-cadherina entre el dominio 

transmembranal y el sitio de unión a la β-catenina. El sensor de tensión se une a la β-

catenina, que a su vez se une a la α-catenina que se asocia al citoesqueleto de actina y 

responde a la tensión del citoesqueleto estirando la liga elástica. Esto hace que los 

fluoróforos se separen entre si disminuyendo la transferencia de energía o FRET 

(Transferencia de energía de resonancia de Förster) (Fig. 16B). El sensor E-cad TSModΔcyto 

es una construcción control en la cual se eliminó el sitio de unión a la β-catenina, por lo 

que los fluoróforos permanecen juntos y alcanzan el máximo FRET. La construcción E-cad 

TSModΔYFP sólo tiene como fluoróforo a TFP y la construcción E-cad TSModΔTFP sólo 

tiene a YFP. Estas dos construcciones se utilizaron para cuantificar el sangrado espectral 

(SBT, del inglés spectral bleed-through). 

El sensor de tensión de ZO-1 (ZO-1 TS) y la construcción control correspondiente se 

describieron previamente (Haas et al. 2020) y fueron donados generosamente por la Dra. 

María S. Balda del University College de Londres. Para generar al sensor de ZO-1 se utilizó 

un módulo de FRET que contiene a los fluoróforos CFP y YFP separados por una liga 

elástica derivada de los aminoácidos de la tela de araña. El módulo de FRET se insertó 

entre el dominio N-terminal de ZO-1 que contiene los motivos de unión que interactúan 

con las proteínas de la unión estrecha y el dominio C-terminal (CTD) que incluye al sitio de 

unión a actina. ZO-1 exhibe dos conformaciones, una plegada y otra estirada. Esta última 

se adquiere por su asociación al citoesqueleto de actina. Así, al haber tensión en el 

citoesqueleto los fluoróforos se separan generando un bajo FRET. La construcción control 
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ZO-1 TS-ΔCTD contiene el módulo al FRET, pero no al dominio C-terminal de unión a actina 

y por lo tanto no responde a la tensión del citoesqueleto dando FRET máximo (Figura 15). 

 

4.2 Adquisición de la imagen 

Las células MDCK parentales y ZO-2 KD sembradas a subconfluencia sobre un 

cubreobjetos de vidrio se transfectaron con Lipofectamina 2000TM (Cat. 11668-019, Life 

Technologies, Eugene, OR) con los sensores de E-cadherina o ZO-1. Algunas monocapas 6 

h después de la transfección se trataron durante 15 h con 100 µM de blebbistatina (Cat. 

674289-55-5, TOCRIS Bioscience, Bristol, UK). Una vez alcanzada la confluencia, las 

monocapas se fijaron con paraformaldehído al 4% (v/v) durante 10 minutos a temperatura 

ambiente y se montaron con Vectashield (Cat. No. H-1000, Vector Laboratories Inc., 

Burlingame, CA). Las imágenes se adquirieron en el microscopio confocal Leica SP8 de la 

siguiente forma: Para el canal del donador (emisión del donador tras su excitación) TFP o 

CFP se excitaron con el láser de argón a una longitud de 462 nm, y la emisión se colectó 

entre 470 y 500 nm. Para el canal del aceptor (emisión del aceptor tras la excitación del 

aceptor) YFP se excitó con el láser de argón a una longitud de 514 nm, y la de emisión se 

colectó entre 530 y 600 nm. Finalmente, para el canal del FRET (emisión del aceptor al 

excitar al donador) TFP o CFP se excitaron con el láser de argón a una longitud de 462 nm, 

y la emisión se colectó entre 530 y 600 nm. 

 

4.3 Cuantificación del FRET 

En todos los canales, a cada una de las imágenes se les restó el fondo de la misma 

forma. El coeficiente de sangrado espectral SBT se determinó utilizando las imágenes de 

las células transfectadas con E-cad TSModΔYFP o E-cad TSModΔTFP tomadas en los 

canales de FRET, donador y aceptor, y calculando la intensidad media de la fluorescencia 

en la membrana celular entre dos células adyacentes transfectadas. Estas zonas se 

seleccionan manualmente con la herramienta de polygon selections del programa imageJ 

versión 1.54f. El SBT del donador y del aceptor se calculó con las siguientes ecuaciones 

(Grashoff et al. 2010): 
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(2) 

 

(3) 

 

Donde IFRET es la intensidad media de fluorescencia del canal del FRET; Idonador 

es la intensidad media de fluorescencia del canal del donador; e Iaceptor es la intensidad 

media de fluorescencia del canal del aceptor. 

Las imágenes de los sensores de tensión de E-cadherina y ZO-1 en seguida se utilizaron 

para calcular la intensidad media de fluorescencia. Para corregir el SBT en los datos 

experimentales se utilizó la siguiente ecuación (Grashoff et al. 2010): 

 

(4) cFRET = IFRET − SBTdonador (Idonador)Idonador − SBTaceptor (Iaceptor)Iaceptor 

 

Donde cFRET es el FRET corregido; IFRET es la intensidad media de la fluorescencia 

del canal del FRET; SBTdonador es el sangrado espectral del donador; SBTaceptor es el 

sangrado espectral del aceptor; Idonador es la intensidad media de la fluorescencia del 

canal del donador; e Iaceptor es la intensidad media de la fluorescencia del canal del 

aceptor.  

Finalmente, debido a las variaciones en la intensidad de fluorescencia, los valores 

de cFRET se normalizaron y se reportaron como índice de FRET con la siguiente ecuación 

(Grashoff et al. 2010): 

 

(5)  

 

 

Donde cFRET es el FRET corregido e Iaceptor es la intensidad media de la 

fluorescencia del canal del aceptor de los sensores de tensión de E-cadherina y ZO-1. Las 

imágenes de FRET representativas se obtuvieron utilizando la extensión FRET and 

Colocalization Analyzer del programa de ImageJ versión 1.54f (Hachet-Haas et al. 2006).  

 

SBTaceptor =
IFRET

Iaceptor
 

SBTdonador =
IFRET

Idonador
 

FRET index =
cFRET

Iaceptor
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5. Western Blots 

Los westerns blots se hicieron siguiendo procedimientos previamente reportados 

(Quiros 2013). Se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo contra p114RhoGEF (Cat.  

No.102223, dilución 1:1000, GeneTex, Irvine, CA), anti JAM-A (Cat. No. 361700, dilución 

1:1000, Life Technologies, Carlsbad, CA), y anti afadina (Cat. No. A0224, dilución 1:2000, 

Sigma Aldrich, St. Louis, MO,); o monoclonales de ratón contra vinculina (Cat. No. 13901, 

dilución 1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA), β-actina (Cat. MAS-15739, dilución 1:5000, 

Invitrogene, Waltham, MA), y γ-actina (Cat. Sc-65638, dilución 1:5000, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX). También se usaron anticuerpos secundarios conjugados con 

peroxidasa hechos en cabra contra la IgG de conejo (Cat. 62-6120, dilución 1:20,000, 

Invitrogen, Camarillo, CA); o contra la IgG de ratón (Cat. 62-6520, dilución 1:10,000, 

Invitrogen, Camarillo, CA) y el sistema de detección quimioluminiscente para western blot 

Immobilon™ (Merck Millipore, Cat. WBKLS 0500, Darmstadt, Germany). 

Para obtener las fracciones solubles e insolubles en detergente, se empleó el 

protocolo previamente reportado (Watson et al. 2005) que se describe brevemente a 

continuación. Las monocapas de células MDCK parentales y ZO-2 KD se rasparon y 

levantaron con una solución amortiguadora con NaCl 120 mM, HEPES 25 mM pH 7.5, EDTA 

2 mM, NaF 25 mM, NaVO4 1 mM, Tritón X-100 al 1% (p/v) y el coctel inhibidor de proteasas 

Complete (Cat. 11697498001, Roche, Mannheim, Germany) al 5% (v/v). Los lisados se 

incubaron por 30 minutos en hielo y en seguida se centrifugaron a 13, 000 rpm por 30 

minutos a 4°C. Después, se colectó el sobrenadante que corresponde a la fracción soluble 

en detergente. Al mismo tiempo, la pastilla que corresponde a la fracción insoluble en 

detergente se solubilizó por 3 segundos de sonificación en hielo en una solución 

amortiguadora con HEPES 25 mM pH 7.5, EDTA 2 mM, NaF 25 mM, NaVO4 1 mM, el coctel 

inhibidor de proteasas Complete al 5% (v/v) y dodecilsulfato sódico (SDS) al 1% (p/v). El 

contenido de proteína de las fracciones soluble e insoluble en detergente se determinó y 

las fracciones se almacenaron a -80°C hasta su uso. 
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6. Inmunofluorescencia 

Para obtener imágenes óptimas de inmunofluorescencia de las diferentes 

proteínas, se emplearon diversos protocolos de fijación, permeabilización y bloqueo, de 

acuerdo a los anticuerpos utilizados (Tabla 2). Después de la incubación con el anticuerpo 

secundario todas las monocapas se lavaron tres veces con PBS y se montaron con 

Vectashield/DAPI (Cat. No. H-1200, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). Para la 

detección fluorescente de la F-actina, se utilizó faloidina rodaminada (Cat. No. R415, 

dilución 1:500, Invitrogen, Eugene, OR,), que se añadió a la monocapa por 2 h a 

temperatura ambiente al mismo tiempo que se hizo la incubación con el anticuerpo 

secundario contra vinculina. 

También, se emplearon anticuerpos secundarios hechos en burro contra IgG de 

conejo acoplados a Alexa Fluor 488 (Cat.   A-21206, dilución 1:1000, Life Technologies, 

Eugene, OR) o Alexa Fluor 594 (Cat. A-21207, dilución 1:1000, Life Technologies, Eugene, 

OR); o contra IgG de ratón acoplados a Alexa Fluor 488 (Cat. A-21202, dilución 1:1000, 

Invitrogene, Eugene, OR) o Alexa Fluor 594 (Cat. A-21203, dilución 1:1000, Life 

Technologies, Eugene, OR), y contra IgG de rata acoplado a Alexa Fluor 488 (Cat. A-21208, 

dilución 1:1000, Life Technologies, Eugene, OR). 
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Tabla 2. Protocolos de immunofluorescencia para la detección de diferentes proteínas 

Anticuerpo Fijación Permeabilización Bloqueo 

Solución de 
incubación 
anticuerpo 

primario 
(ON)   

Solución de 
incubación 
anticuerpo 
secundario 

(ON)   

 

conejo α NMIIB (Cat. 909901, dilución 
1:200, BioLegend, San Diego, CA). 

PFA 1% (v/v), 12 min, 
RT 

 
metanol 100% (v/v), -

20°C, 5 min 

Tritón X-100 0.2% 
(v/v), 5 min, RT 

BSA 2% (p/v), 30 
min, RT 

BSA 2% (p/v), 
4 °C 

BSA 1% (p/v), 
RT 

 

 
 
 

 
ratón α β-actina (Cat. MA5-15739, 

dilución 1:100, Invitrogen, Waltham, MA). 
ratón α γ-actina (Cat.sc-65638, dilución 
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX). 
rata α ZO-1 (Cat. R26.4C, dilución 1:10, 

DSHB, University of Iowa, IA). 
ratón α vinculina* (Cat. V4505, dilución 

1:100, Sigma Aldrich, St Louis, MO).  

PFA 4% (v/v), 10 min, 
RT 

 
 

metanol 100% (v/v), -
20°C, 5* a 15 min 

 
Solución de 

bloqueo ASE, 10 
a 30* min, RT   

BSA 1% (p/v), 
4 °C 

 
 

 
conejo α afadina (Cat. A0224, dilución 

1:400 Sigma Aldrich, St. Louis, MO). 
conejo α YAP (dilución 1:1000, regalado 

generosamente por Marius Sudol, 
Mechanobiology Institute, National 

University of Singapore). 
conejo α snail* (Cat. GTX125918, 

dilución 1:100, GeneTex, Irvine, CA). 
conejo α ZO-2 (Cat. 71-1400, dilución 

1:100, Invitrogen, Waltham, MA).  

PFA 4% (v/v), 10 min, 
RT  

Tritón X-100 0.5% 
(v/v), 10 a 15* min, RT   

BSA 1% (p/v), RT  

 
 
 
 

ratón α claudina-4* (Cat. 329400, 
dilución 1:200 Invitrogene, Camarillo, 

CA). 
 

conejo α p114RhoGEF (Cat.102223, 
dilución 1:50, GeneTex, Irvine, CA). 

conejo α JAM-A* (Cat. 361700, dilución 
1:100, Life Technologies, Carlsbad, CA). 

 

 
 

metanol 100% (v/v), -
20°C, 10* a 20 min  

 

Tritón X-100 0.2% 
(v/v), 10 min, RT 

Solución de 
bloqueo ASE, 10 

a 20* min, RT  
 

 
RT, temperatura ambiente; ON, toda la noche; solución de bloqueo ASE, (Antibody Signal Enhancer) [glicina 50 
mM, Tritón X-100 0.1% (v/v), BSA 0.1% (v/v), Tween 20 0.05% (v/v), y suero de caballo 2% (v/v]; BSA, albúmina 
sérica bovina libre de Ig (Cat. No. 1331A, Research Organics, Cleveland, OH). 
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7. Ensayo de ligación por proximidad 

El ensayo de ligación por proximidad (PLA) se realizó de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante (PLA Duolink, Cat. DUO92008, Sigma Aldrich, Uppsala, 

Sweden). Se utilizaron anticuerpos hechos en ratón contra γ-actina (Cat. sc-65638, 

dilution 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) y hechos en conejo contra ZO-1 (Cat. 

61-7300, dilution 1:100, Invitrogen, Camarillo, CA). Para la detección del fondo, las células 

parentales se incubaron únicamente con el anticuerpo contra ZO-1. 

 

8. Hidrogeles de poliacrilamida con diferente grado de rigidez 

Los hidrogeles de poliacrilamida se prepararon como se describió previamente 

(Serna-Márquez et al. 2020; Tse y Engler, 2010) con modificaciones menores. Primero, se 

hicieron dos mezclas de acrilamida/bis-acrilamida desgasificadas. Una, para sustratos 

suaves de 1 kPa con 3% de acrilamida (Cat No. A4058, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) y 

1% de bis-acrilamida (Cat No. M1533, Sigma Aldrich, St. Louis, MO 63103, USA), y otra, 

para sustratos rígidos de 20 kPa con 8% de acrilamida y 0.264% de bis-acrilamida. 

Después, a cada mezcla se le agregaron 10% de persulfato de amonio y 1% de TEMED. 

Luego, rápidamente se colocaron 90 µl de cada solución sobre un portaobjetos de vidrio 

previamente tratado con diclorometilsilano (Cat No. 440248, Sigma Aldrich St. Louis, MO, 

USA) para generar una superficie no adherente. Las mezclas de acrilamida/bis-acrilamida 

se cubrieron inmediatamente con un cubreobjetos redondo de 20 mm de diámetro tratado 

previamente con 50 µl de (3-Aminopropil) trietoxisilano (APTES) (Cat No. 440140, Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO) /glutaraldehído para generar una superficie adherente. La 

polimerización de la acrilamida/bis-acrilamida procedió durante un mínimo de 25 minutos 

a temperatura ambiente. En seguida, los hidrogeles se desprendieron cuidadosamente de 

la superficie no adherente y se pasaron a placas de cultivo donde se lavaron tres veces con 

agua destilada para retirar el exceso de acrilamida no polimerizada. Después, los 

hidrogeles se trataron con una solución de 0.5 mM sulfosuccinimidil-6-(4´-azido-2´-

nitrofenilamino)-hexanoato (sulfo-SANPAH) (Cat No. 803332, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) en HEPES 50 mM pH 8.2 y 25% de DMSO. Para activar al sulfo-SANPAH, los hidrogeles 

se irradiaron con UV a 360 nm por 10 minutos. Luego, los hidrogeles se lavaron tres veces 
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con HEPES 50 mM pH 8.2. Los hidrogeles de poliacrilamida con el sulfo-SANPAH 

entrecruzado se incubaron toda la noche a 4°C con fibronectina humana (Cat. 356008, 

Corning, Bedford, MA) o colágeno IV de ratón (Cat. 354233, Corning, Bedford, MA) a una 

concentración de 20 µg/ml en HEPES 50 mM pH 8.2. Después, los hidrogeles se lavaron 

tres veces con HEPES 50 mM pH 8.2. La rigidez de los hidrogeles se midió en muestras 

representativas con un microindentador con una esfera de vidrio de 50 µm de diámetro 

montada en un sensor de fuerza como se describió previamente (Pérez-Calixto et al. 2021). 

El resto de los hidrogeles se esterilizó por irradiación UV durante 10 minutos en la campana 

de cultivo. Los hidrogeles se emplearon como sustrato para sembrar a las células MDCK 

parentales y ZO-2 KD. 

 

9. Cuantificación del área y elongación celular  

Para la cuantificación del área y la elongación celular se utilizó el programa de 

ImageJ versión 1.54f. siguiendo los siguientes pasos: se tomó la opción de Analyze, luego 

Set Measurements y ahí se seleccionó la opción de área y shape descriptors. Después con 

la herramienta del polígono, se seleccionaron las células manualmente. Se siguió su 

contorno y en Analyze se pulsó la opción de Measure que dió los valores numéricos del 

área y la relación de aspecto. La elongación celular se calculó con la siguiente ecuación: 

 

 (6) 

 

 

VI) Resultados 

 

1. El silenciamiento de ZO-2 disminuye la tensión de la membrana apical 

modulada por los microtúbulos apicales  

La rigidez, que se mide con el módulo de Young, indica cuanto resiste un material a 

la deformación, en respuesta a una fuerza aplicada (para revisión, ver (Hoskins, 2012)). 

Para saber si ZO-2 regula la tensión mecánica de la membrana apical de las células 

epiteliales, se midió el módulo elástico o módulo de Young en la superficie de las células 

relación de aspecto =
Eje mayor

Eje menor
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MDCK parentales y ZO-2 KD utilizando la técnica de indentación con el microscopio de 

fuerza atómica. Esto se basa en la idea de que la fuerza que restaura la deformación se 

origina de la rigidez de la membrana apical. El AFM puede hacer referencia a la rigidez de 

manera indirecta debido a que se puede saber cuánto indenta el cantilever (mediante la 

deflexión del láser) y cuánto trabajo le costó desplazarse. Para hacer esta medición, las 

células MDCK parentales y ZO-2 KD se sembraron sobre portaobjetos y se sometieron a 

nanoidentación, como se ilustra en el diagrama de la Figura 20A. Las curvas de fuerza 

representativas, ajustadas con el modelo de Sneddon para vigas voladas cónicas se 

muestran en la Figura 20B. El estudio se hizo también en monocapas de células parentales 

o ZO-2 KD que se incubaron con docetaxel para estabilizar a los microtúbulos; con o sin 

blebbistatina, un inhibidor permeable de la miosina no muscular IIB (NMIIB) (Limouze et 

al. 2004) o en una condición de bajo calcio (BC). Se encontró que la rigidez o módulo de 

Young de la superficie apical es menor en las células MDCK ZO-2 KD que en las células 

parentales. Esto es semejante a lo observado en las monocapas incubadas en BC (Figura 

20C), donde la unión estrecha se desensambla (Cereijido et al.1981). En las células 

parentales, el tratamiento con blebbistatina disminuye la rigidez apical a valores similares 

a los detectados en las monocapas incubadas en BC.  

Otros laboratorios han encontrado un ligero aumento en la rigidez de la membrana 

apical en las células MDCK que carecen de ZO-1 (Brückner y Janshoff, 2018), ZO-2 o ambas 

proteínas (Cartagena-Rivera et al. 2017). Por ello, quisimos confirmar que la disminución 

de la tensión de la membrana apical se debe a la falta de ZO-2. Para este propósito, se 

midió el módulo de Young en la superficie de monocapas de células ZO-2 KD que no 

recibieron un tratamiento periódico con zeocina y que por lo tanto empezaron a reexpresar 

a ZO-2 en algunas células de la monocapa (ZO-2 KD + ZO-2 reexpresión). En estas 

monocapas, se observó que los valores de la tensión apical pueden dividirse en dos grupos 

(Figura 20C, línea punteada): uno con una media parecida a la encontrada en las células 

MDCK parentales y otro con una media semejante a la observada en las células ZO-2 KD. 

Estos resultados sugieren que la presencia de ZO-2 es crítica para mantener la rigidez de 

la membrana apical en las células MDCK. 
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Por otra parte, al silenciar a cingulina disminuyó también la tensión de la membrana 

apical (Rouaud et al. 2023). Al respecto se sabe que para formar una red apical de 

microtúbulos planares no centrosomales se requiere la unión de los microtúbulos a la 

cingulina fosforilada por la AMPK presente en la unión estrecha (Yano et al. 2013). 

Previamente, se observó que ZO-2 favorece la fosforilación de cingulina por la AMPK y que 

la red planar de microtúbulos no se asocia al borde celular en las células ZO-2 KD (Raya-

Sandino et al. 2017). Estos precedentes nos llevaron a probar si la tensión de la membrana 

apical de las células ZO-2 KD se puede restaurar al estabilizar a los microtúbulos. Para ello 

se utilizó docetaxel, un estabilizador de microtúbulos, que induce la aparición de manojos 

gruesos de microtúbulos alrededor del borde de las células epiteliales. La figura 20 B y C 

muestra que el tratamiento con 10 µM de docetaxel por 4 horas restaura la tensión de la 

membrana apical en las células ZO-2 KD. Esto sugiere que la disminución de la tensión 

apical observada en las células ZO-2 KD se debe a la disociación de la red planar de los 

microtúbulos de la UE (Fig. 20D). 
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2. La falta de ZO-2 reduce la concentración de γ-actina en la unión estrecha y en la 

membrana lateral y en su lugar promueve su acumulación en las fibras de estrés  

La caída en la rigidez apical observada en las células epiteliales que carecen de 

cingulina se acompaña de una menor interacción de ZO-2 con γ-actina y una disminución 

de la miosina no muscular IIB (NMIIB) en la UE (Rouaud et al. 2023). Por lo tanto, nosotros 

analizamos si la falta de ZO-2 altera la distribución de la NMIIB. Encontramos que la NMIIB 

se localiza en las células MDCK abajo de la UE, a nivel de la unión adherente (UA), y que la 

falta de ZO-2 no tiene impacto sobre la distribución de la NMIIB en el borde celular (Fig. 

sup. 2). 

Luego, se analizó si la falta de ZO-2 altera la distribución de β- y γ-actina, que en las 

células epiteliales se localizan en las membranas basolateral y apical, respectivamente 

(Baranwal et al. 2012). Tanto en las células MDCK parentales como en las ZO-2 KD, la β-

actina se distribuye en forma difusa en el citoplasma a nivel de la UE con una discreta 

concentración en el borde celular (Fig. 21Aa). El análisis del perfil de intensidad de la 

fluorescencia a través de la UE muestra que tanto en las células parentales como en las 

células ZO-2 KD, hay regiones en el borde celular donde los picos de la señal de ZO-1 y β-

actina colocalizan (Fig. 21Ab1 y b3) y otros donde no (Fig. 21Ab2 y b4). La β-actina presente 

Figura 20. En las células MDCK, la falta de ZO-2 disminuye la rigidez de la membrana 
apical. En las monocapas de células parentales y ZO-2 la rigidez de la membrana apical en 
kPa se determinó por indentación con el microscopio de fuerza atómica. Las células se 
incubaron en medio con calcio normal, en bajo calcio (BC) con 2.4 mM de EDTA, en medio con 
calcio con 100 µM de blebistatina durante 15 h previas al experimento y a lo largo del 
procedimiento de indentación; o en el caso de las células ZO-2 KD se trataron con 10 µM de 
docetaxel durante 4 horas previas al experimento y a lo largo del procedimiento de 
indentación. También, se midió la rigidez de la membrana apical en monocapas de células 
ZO-2 KD donde ZO-2 se reexpresó en algunas células al retirarse el tratamiento con zeocina 
(ZO-2 KD + reexpresión de ZO-2). A) Representación esquemática del sistema de indentación. 
B) Curvas de fuerza-indentación representativas ajustadas con el modelo de Sneddon para 
vigas voladas con puntas cónicas. C) Rigidez o módulo de Young de la superficie apical de las 
células MDCK expresada en kPa. Cada punto de la gráfica representa un valor del módulo de 
Young obtenido de una curva de fuerza-indentación. Los resultados se obtuvieron de al menos 
dos experimentos independientes. n = número de curvas de fuerza-indentación ajustadas que 
se utilizaron para generar la figura. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba 
ANOVA de una vía con una prueba posterior de comparaciones múltiples de Dunn. Las líneas 
horizontales corresponden a las medianas. **** p< 0.0001. La línea punteada en el grupo ZO-
2 KD + reexpresión de ZO-2 indica donde se dividieron los dos grupos de datos para obtener 
las medianas correspondientes. D) Esquema del resumen de resultados. La disminución de 
la rigidez de la membrana apical observada al silenciar a ZO-2 obedece a la disociación de los 
microtúbulos apicales de la UE. 
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debajo de la UE se concentra en la membrana lateral, y la ausencia de ZO-2 no cambia su 

patrón (Fig. 21B). Por western blot no se observó una diferencia en la cantidad de β-actina 

en las células MDCK parentales y ZO-2 KD (Fig. 21C). 

En las células epiteliales la γ-actina se presenta como una poza estable de haces 

en la periferia de las uniones (Dugina et al. 2009). En las células ZO-2 KD en comparación 

con las células parentales, la γ-actina tiene en la región de la UE, una distribución más 

difusa y ancha a lo largo del borde celular (Fig. 21Da). Esto se confirma con el perfil de 

intensidad de la fluorescencia a través de la UE (Fig. 21Db). En la membrana lateral, por 

debajo de la UE, la γ-actina forma fibras de estrés en las células que carecen de ZO-2, 

mientras que, en las células parentales, se concentra en la membrana lateral (Fig. 21E). 

Por western blot, no se detectó una diferencia en la cantidad de γ-actina entre las células 

MDCK parentales y ZO-2 KD (Fig. 21F). 

Para analizar más a fondo el efecto inducido por la falta de ZO-2 en la concentración 

de γ-actina en la UE, se realizó un ensayo de ligación por proximidad (PLA) con anticuerpos 

contra ZO-1 y γ-actina en las células MDCK parentales y ZO-2 KD. La fig. 21G muestra que 

la falta de ZO-2 disminuye la interacción de la γ-actina con la proteína ZO-1 de la UE. Estas 

observaciones sugieren que la presencia de ZO-2 ancla a la γ-actina al borde celular, 

facilitando su interacción con ZO-1 en la UE. 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la disminución de la tensión apical 

en las células ZO-2 KD se debe a una menor interacción de la UE tanto con la γ-actina 

apical como con los microtúbulos corticales (Fig. 21H).  
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3. El silenciamiento de ZO-2 incrementa la tensión mecánica en la UE 

También analizamos si la ausencia de ZO-2 desencadena un cambio en la tensión 

mecánica de la UE. Para ello, se empleó al sensor de tensión de ZO-1 (ZO-1 TS) en el cual 

se insertó un módulo elástico de FRET después del segmento MAGUK que contiene a los 

tres dominios PDZ, los módulos SH3 y GuK; y el dominio carboxilo terminal con el 

segmento alternativo α, la región de unión a actina (ABR) y el dominio ZU5 (Fig. 15). Este 

sensor se escogió porque previamente se demostró que se expresa eficientemente en la 

Figura 21. La falta de ZO-2 no afecta la localización de la β-actina, pero disminuye la 
concentración de γ-actina en la UE e induce la proliferación de las fibras basales de estrés. 
Inmunofluorescencia en las células parentales y ZO-2 con anticuerpos contra ZO-1 y β-actina (A y 
B), o ZO-1 y γ-actina (D y E). (Aa y Da) Apilado de cortes ópticos tomados a nivel de la UE (A y D), o 
a lo largo de la membrana lateral, desde la base de las células hasta la región inmediata inferior a 
la UE (B y E). Se muestran imágenes representativas de seis apilamientos de campos ópticos 
analizados por condición experimental, derivados de dos experimentos independientes. Barra, 10 
µm. Los cuadros rosas en Aa y Da corresponden a las áreas amplificadas que se muestran en la 
imagen adyacente enmarcada en rosa. Las líneas blancas punteadas indican la zona donde se 
hizo el análisis del perfil de la intensidad de fluorescencia. Los números en las gráficas del perfil 
de intensidad de fluoresencia en Ab y Db corresponden a la región donde se hizo el análisis que se 
marcó con una línea blanca punteada y se identificó con un número en Aa y Da. (Ab y Db) Análisis 
del perfil de la intensidad de fluorescencia en función de la distancia. La línea azul punteada indica 
el pico de la fluorescencia de ZO-1. (C) Western Blot de β-actina en las células parentales y ZO-2 
KD. Como control de carga se empleó a GAPDH. El panel superior muestra la imagen 
representativa y el panel inferior muestra el análisis cuantitativo derivado de tres experimentos 
independientes. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba de t de student. Los 
resultados se muestran como la media ± la desviación estándar, ns, no significante. (F) Western 
Blot de γ-actina en las células parentales y ZO-2 KD. Como control de carga se empleó a GAPDH. 
El panel superior muestra una imagen representativa y el panel inferior presenta el análisis 
cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó 
utilizando la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media ± la desviación 
estándar, ns, no significativo. (G) La falta de ZO-2 disminuye la interacción de γ-actina con ZO-1. 
El ensayo de ligación por proximidad (PLA) se realizó en las células MDCK parentales y ZO-2 KD 
tratadas con anticuerpos, de ratón contra γ-actina y de conejo contra ZO-1. Los puntos rojos 
fluorescentes revelan por PLA la interacción positiva entre ZO-1 y γ-actina. Como control de fondo, 
el PLA se realizó en las células parentales sólo con el anticuerpo contra ZO-1. El núcleo se tiñó con 
DAPI. Barra, 10 µm. El panel superior muestra las imágenes representativas, el panel inferior el 
análisis cuantitativo hecho con el programa BlobFinder versión v3.2. El análisis estadístico se 
realizó utilizando la prueba ANOVA de una vía con una prueba posterior de comparaciones 
múltiples de Tukey.  Los resultados se obtuvieron de seis campos ópticos por condición 
experimental, derivados de dos experimentos independientes. **** p < 0.0001. (H) Esquema de 
resumen de resultados. La ausencia de ZO-2 inhibe la asociación de γ-actina con la UE e induce 
la formación de fibras basales estrés.  
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UE y que sube la eficiencia del FRET cuando se inhibe la actividad de la miosina con 

blebbistatina (Haas et al. 2020). 

La figura 22 muestra que el índice de FRET del sensor de ZO-1 es menor en las 

células MDCK ZO-2 KD en comparación con las células parentales. Esto indica que la 

tensión en la UE es mayor en ausencia de ZO-2. Un mayor índice de FRET, que corresponde 

a una menor tensión, se observó cuando las células parentales y ZO-2 KD se trataron con 

100 µM de blebbistatina o cuando los experimentos se hicieron con una construcción de 

FRET que carece del dominio carboxilo terminal de ZO-1(ZO-1 TS-ΔCTD) y que por lo tanto 

no puede percibir la tensión. 
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4. En las células MDCK ZO-2 KD, la expresión de JAM-A en el borde celular 

disminuye, mientras que aumenta la de p114RhoGEF  

El aumento de la tensión en el sensor de ZO-1 observado al silenciar a ZO-2 es 

similar al encontrado cuando se silencia a JAM-A (Haas et al. 2020). Esto llamó nuestra 

atención, ya que el silenciamiento de JAM-A induce la fosforilación de la cadena ligera de 

la miosina e incrementa las fibras de estrés (Haas et al. 2020b). Por lo tanto, en seguida se 

analizó si la expresión de JAM-A se altera al silenciar a ZO-2. La figura 23A muestra por 

inmunofluorescencia, que en comparación a las células MDCK parentales, las células ZO-

2 KD tienen menos JAM-A en el borde celular y en su lugar JAM-A exhibe una distribución 

citoplásmica difusa.  Esto se confirmó en el perfil de intensidad de la fluorescencia a través 

de la UE (Fig. 23B). Por western blot, se detectó un incremento en la cantidad total de JAM-

A en las células ZO-2 KD (Fig. 23C). Este resultado aparentemente contradictorio, se 

explicó en seguida al analizar por western blot a las fracciones de JAM-A solubles e 

insolubles en detergente, que corresponden respectivamente a las fracciones de la 

proteína asociadas al citoplasma y a la membrana. Se encontró que las células ZO-2 KD 

tienen una mayor cantidad de JAM-A soluble, es decir, presente en el citoplasma y no 

asociadas a la membrana, que las células parentales (Fig. 23D).   

Figura 22. La ausencia de ZO-2 aumenta la tensión en la UE. Las células MDCK parentales y ZO-2 KD 
se transfectaron con ZO-1 TS o ZO-1 TS-ΔCTD. Después de 6 horas de transfección con ZO-1 TS, las 
monocapas se trataron o no con blebbistatina 100 µM durante 15 horas. (A) Las imágenes 
representativas de FRET en las células MDCK parentales y ZO-2 KD se muestran con un código de color, 
donde el FRET va de bajo a alto en una escala de colores fríos a cálidos. Los números que se indican en 
la escala de colores son valores arbitriarios (B) Índice de FRET en el borde de las células parentales y 
ZO-2 KD transfectadas y tratadas como se indica. Datos obtenidos de tres experimentos 
independientes. El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba ANOVA de una vía con una prueba 
posterior de comparaciones múltiples no corregida de Dunn. Las líneas horizontales corresponden a la 
mediana y al rango intercuartílico. **** p < 0.0001, *** p < 0.001, * p < 0.05. (C) Esquema de resumen de 
resultados. La ausencia de ZO-2 incrementa la tensión mecánica en la UE. 
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La activación de la NMII que se observa en las células que carecen de JAM-A se 

atenúa por el silenciamiento de p114RhoGEF, lo que indica que la regulación de la 

actomiosina rio debajo de JAM-A requiere de esta GEF para activar a RhoA y ROCK (Haas 

et al. 2020). Además, el incremento en la tensión del sensor de ZO-1 generado por el 

silenciamiento de JAM-A previamente se explicó aduciendo al bloqueo que ejerce JAM-A 

sobre la actividad de p114RhoGEF (Haas et al. 2020). Por ello, se analizó si el 

Figura 23. La expresión de JAM-A en el borde celular disminuye en las células ZO-2 KD. (A) Las 
monocapas de células MDCK parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un 
anticuerpo contra JAM-A. El núcleo se tiño con DAPI. Barra, 10 µm. Imágenes representativas de cortes 
ópticos tomados con el microscopio confocal, con el programa ImageJ versión 1.54f. Las secciones en 
yz y xz se hicieron a lo largo de las líneas blancas punteadas. Se realizaron dos experimentos 
independientes y se analizaron tres campos ópticos por condición, en cada experimento. (B) Análisis 
del perfil de la intensidad de fluorescencia en función de la distancia. Las líneas magenta y verde en (A) 
indica la región donde se hizo el análisis. (C) Western Blot de JAM-A en las células MDCK parentales y 
ZO-2 KD. Como control de carga se empleó a GAPDH. El panel izquierdo muestra la imagen 
representativa y el panel derecho el análisis cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. 
El análisis estadístico se realizó con la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la 
media ± la desviación estándar, * p < 0.05. (D) Western Blot de las fracciones solubles (S) e insolubles 
(I) de JAM-A en células MDCK parentales y ZO-2 KD. Como control de carga se empleó a la actina. El 
panel izquierdo muestra una imagen representativa y el panel derecho el análisis cuantitativo derivado 
de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo con la prueba ANOVA de una vía 
seguida de una prueba de comparación múltiple de Tukey. Los resultados se muestran como la media 
± la desviación estándar, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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silenciamiento de ZO-2 altera la expresión de p114RhoGEF. La figura 24A muestra que en 

ausencia de ZO-2, el patrón de p114RhoGEF en el borde celular es más continuo e intenso 

que el observado en las células MDCK parentales. En concordancia, el análisis hecho por 

western blot reveló un mayor contenido de p114RhoGEF en las células MDCK ZO-2 KD en 

comparación con las células parentales (Fig. 24B). En conjunto, estas observaciones 

sugieren fuertemente que la ausencia de ZO-2 inhibe la asociación de JAM-A al borde 

celular facilitando la acumulación de p114RhoGEF, lo que eleva la tensión en la UE. 
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5. El análisis in silico muestra que JAM-A se une al dominio PDZ-2 de ZO-2 a través 

de interacciones hidrofóbicas  

Ya que la ausencia de ZO-2 disminuye la concentración de JAM-A en el borde 

celular, en seguida se analizó in silico la interacción entre la cola carboxilo terminal de JAM-

A y el dominio PDZ-2 de ZO-2. Se estudiaron estos segmentos de ambas proteínas porque 

trabajos previos indicaban que son los responsables de la interacción JAM-A/ZO-2 

(Monteiro et al. 2013). La hidropatía del complejo JAM-A/ZO-2 PDZ-2 se analizó utilizando 

la escala de 0 a 10 de PARCH (Ji et al. 2023), donde los valores bajos (<1) indican el carácter 

hidrofóbico del aminoácido. El método de PARCH provee una evaluación cuantitativa de 

las interacciones agua-proteína, con base en la naturaleza química y topográfica de la 

proteína. Otros métodos, al evaluar la hidropatía pasan por alto la topografía a nanoescala 

de la proteína y asignan valores fijos a los 20 aminoácidos para clasificarlos como 

hidrofílicos o hidrofóbicos. En el complejo PDZ-2/JAM-A el rol de la topografía es crítico 

para evaluar la estabilidad de las interacciones y así utilizando el método PARCH se vio 

que los últimos siete residuos de JAM-A, QTSSFLV, son hidrofóbicos, mientras que los tres 

restantes del decámero, EFK, son hidrofílicos (Tabla 3). Llama la atención, el último 

residuo de la cola de JAM-A, la valina, que tiene un valor de PARCH un poco más alto que 

los otros seis residuos del segmento hidrofóbico de la cola. Se infiere que esto se debe a 

la presencia del residuo COO- y de los residuos hidrofílicos circundantes de ácido 

glutámico, presentes justo afuera del bolsillo hidrofóbico. La cola de JAM-A se estabiliza 

Figura 24. La expresión de p114RhoGEF aumenta en las células ZO-2 KD. (A) Las monocapas de 
células MDCK parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un anticuerpo contra 
p114RhoGEF. Los cuadrados rosas corresponden a las áreas amplificadas en las imágenes adyacentes 
con un marco rosa. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Panel superior, imágenes representativas; barra 
10 µm. Panel inferior, cuantificación con el programa ImageJ versión 1.54f de la intensidad de 
fluorescencia en el borde celular. Los datos se obtuvieron analizando 16 campos ópticos por condición 
experimental provenientes de dos experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo con la 
prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media ± la desviación estándar, **** p < 
0.0001. (B) Western Blot de p114RhoGEF en las células MDCK parentales y ZO-2 KD. Como control de 
carga se empleó a GAPDH. El panel izquierdo muestra la imagen representativa y el panel derecho el 
análisis cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo con 
la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media ± la desviación estándar, ** p < 
0.001. (C)  Esquema del resumen de resultados. La ausencia de ZO-2 inhibe la asociación de JAM-A a la 
UE y permite la concentración de p114RhoGEF en el borde celular, lo que activa la contracción de la 
actomiosina, incrementando así la tensión en la UE. 
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por el bolsillo hidrofóbico del PDZ-2 de ZO-2 formado por los residuos Y319 a V329 e I370 

(Fig. 25A y B). 

Los contactos residuales por pares también proporcionan información acerca de 

las interacciones entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y el decámero de la cola de JAM-A. De 

estos diez residuos de JAM-A, siete hacen contacto, y la mayoría de ellos hacen contactos 

múltiples con el bolsillo hidrofóbico del dominio PDZ-2 de ZO-2 (Tabla 3). La energía de 

unión de JAM-A al dominio PDZ-2 de ZO-2 es de -59.4 ± 1.75 kJ/mol. Al ser ésta una energía 

negativa se sugiere fuertemente una interacción. Los mínimos en la curva de energía libre 

a una distancia intermolecular ξ = 0.9 nm, corresponden a la unión de los aminoácidos FLV 

en las simulaciones de dinámica dirigida (Fig. 25C). 

 

Tabla 3. Valores de PARCH y contactos residuales de la cola carboxilo terminal de JAM-A con el 

dominio PDZ-2 de ZO-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

JAM-A PDZ-2 ZO-2 a 

Posición  Residuo Valor 

PARCH 

Contacto 

C-1 V 0.9 L321 L323 I370 

R367 

C-2 L 0.4 R322 

C-3 F 0.1 G324 L363 R367 

C-4 S 0.2 R322 K330 E331 

C-5 S 0.0 - 

C-6 T 0.2 - 

C-7 Q 0.1 G347 S325 K330 

C-8 K 1.3 - 

C-9 F 0.3 Q326 F328 

C-10  E 2.2 G347 
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Los residuos EFKQTSSFLV de la secuencia carboxilo terminal de JAM-A se presentan de tal 
forma que C-1 = V denota al primer residuo del extremo carboxilo terminal. El límite de 
contacto registrado desde el centro de geometría de cada residuo es de 6.5 Å. a secuencia 
del dominio PDZ-2 de ZO-2: 306-IGVLLMKSRANEEYGLRLGSQIFVKEMTRTGLAT 
KDGNLHEGDIILKINGTVTENMSLTDARKLIEKSRGKLQLVVLRDSQ-386. 
 

 

 

6. La expresión de afadina aumenta en las células MDCK ZO-2 KD  

ZO-2 se asocia con afadina, una proteína de unión a actina, y junto con JAM-A, estas 

proteínas forman un complejo donde la interacción de afadina con JAM-A es a través de 

ZO-2 (Monteiro et al. 2013). Por otro lado, también se sabe que la afadina se requiere para 

Figura 25. Análisis in silico del complejo PDZ-2 de ZO-2 y la cola de JAM-A. (A) Los cálculos en la 
escala PARCH se realizaron para el dominio PDZ-2 de ZO-2 en complejo con los 10 últimos residuos 
de la cola C-terminal de JAM-A (EFKQTSSFLV). Se muestra al complejo utilizando una 
representación de superficie para el dominio PDZ-2 de ZO-2 y una representación de caricatura para 
JAM-A. El color de los residuos corresponde a la escala de color de los valores de PARCH (derecha). 
El dominio PDZ-2 de ZO-2 forma un bolsillo largo hidrofóbico que facilita la unión de los residuos 
FLV de la cola de JAM-A. (B) Los residuos clave de JAM-A (magenta) y ZO-2 (cian) se muestran en una 
representación de caricatura y bastones. (C) Se muestra el potencial medio de la curva de fuerza 
requerido para separar la cola de JAM-A del dominio PDZ-2 de ZO-2. Las barras de error se 
calcularon con el método Bayesiano de Bootstrap utilizando GROMACS con la opción de WHAM. La 
energía de unión del complejo del dominio PDZ-2 y la cola de JAM-A es de −59.4 ± 1.75 kJ/mol. 
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la formación de fibras de estrés dependiente de RhoA/ROCK y que su silenciamiento 

inactiva a RhoA y reduce la fosforilación de la NMII (Saito et al. 2015). Además, afadina 

aumenta en el borde celular en respuesta a la elevada contracción de las células con el 

doble silenciamiento de ZO-1 y ZO-2 (Choi et al. 2016). Por lo tanto, a continuación, se 

analizó si la expresión de afadina cambia en las células que solo carecen de ZO-2. La figura 

26A muestra, por inmunofluorescencia, una banda más ancha de afadina en el borde 

celular de las células MDCK ZO-2 KD en comparación con las células parentales. El 

análisis del perfil de intensidad de la fluorescencia de afadina a través de la UE confirmó 

que en las células ZO-2 KD la banda de afadina es más ancha que en las células parentales 

(Figura 26B). El análisis por western blot también reveló que hay una mayor concentración 

de afadina en las células ZO-2 KD (Figura 26C). 

Estos resultados indican que en ausencia de ZO-2, la asociación de JAM-A al borde 

celular disminuye, mientras que el reclutamiento de afadina y p114RhoGEF aumenta, lo 

que sube la tensión mecánica de la UE e induce la formación de fibras basales de estrés 

(Fig. 26D). 
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 Figura 26. En las células ZO-2 KD aumenta la expresión de afadina. (A) Las monocapas 
de células MDCK parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un 
anticuerpo contra afadina. Los núcleos se tiñeron con DAPI. (A) Imágenes representativas 
tomadas con el microscopio confocal, con el programa ImageJ versión 1.54f. Las 
secciones en yz y xz se hicieron a lo largo de las líneas blancas punteadas. Las líneas 
morada y verde indican la región donde se hizo el análisis del perfil de intensidad de 
fluorescencia. Se realizaron tres experimentos independientes y se analizaron tres 
campos ópticos por condición en cada experimento. Barra, 10 µm. (B) Ánálisis del perfil 
de la intensidad de fluorescencia en función de la distancia. El 0 en el eje x corresponde 
al sitio con el máximo de fluorescencia de afadina (C) Western Blot de afadina en las 
células MDCK parentales y ZO-2 KD. Como control de carga se empleó a GAPDH. El panel 
izquierdo muestra la imagen representativa y el panel derecho el análisis cuantitativo 
derivado de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo con la 
prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media ± la desviación 
estándar, * p < 0.05 (D) Esquema del resumen de resultados. En las células ZO-2 KD, 
afadina se recluta al borde celular, y a través de la activación de Rho/RCOK aumenta la 
tensión en la UE y se forman abundantes fibras de estrés.  
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7. La ausencia de ZO-2 no afecta la tensión de la unión adherente 

En seguida, nos preguntamos si la ausencia de ZO-2 altera la tensión mecánica en 

la UA. Para este propósito, las células MDCK parentales y ZO-2 KD se transfectaron con el 

sensor de tensión de E-cadherina (E-Cadh TSMod) que entre los dominos transmembranal 

y de unión a β-catenina, contiene un módulo sensor de tensión (TSMod) con los fluoróforos 

TFP y YFP separados por una liga elástica, como se describió previamente (Fig. 16B).  

(Borghi et al. 2012). La figura 27 muestra que el índice de FRET en las células ZO-2 KD no 

cambia en comparación con las células parentales. Esto indica que la ausencia de ZO-2 

no altera la tensión mediada por la E-cadherina. Como control, se hicieron mediciones de 

FRET en las células MDCK parentales y ZO-2 KD transfectadas con E-Cadh TSMod y 

tratadas con 100 µM de blebbistatina por 15 h, o con células transfectadas con E-cad 

TSModΔcyto, que por la falta del dominio de unión a la β-catenina, no puede percibir la 

tensión. Como era de esperarse, se obtuvo un FRET máximo con estos experimentos 

control y no se encontró diferencia alguna entre las células parentales y ZO-2 KD. 
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8. La ausencia de ZO-2 recluta a la vinculina a las uniones tricelulares 

A pesar de que no observamos un incremento en la tensión de la membrana lateral 

en las células ZO-2 KD comparado con las células parentales, nos preguntamos si en las 

células ZO-2 KD cambia la tensión en las uniones tricelulares (UEt). Estas últimas son UE 

especializadas que obliteran el espacio extracelular en los contactos tricelulares o 

multicelulares y están constituidas por las hebras de la UE más apicales de las uniones 

bicelulares que se unen en la zona de los contactos tricelulares, giran hacia abajo y se 

extienden en dirección basal, alineando y sellando el espacio tricelular para construir una 

barrera de difusión paracelular (Staehelin, 1973). En las UEt, la tricelulina se une a la α-

catenina, lo que permite el reclutamiento de vinculina a esta unión dependiente de la 

tensión (Cho et al. 2022). Por lo tanto, a continuación, se analizó si la expresión de 

vinculina en las UEt se altera en ausencia de ZO-2. La figura 28A revela que la ausencia de 

ZO-2 es suficiente para inducir la aparición de vinculina en el borde celular y su notoria 

concentración en las uniones tri- y multicelulares. 

La exposición del sitio de unión a la vinculina en la α-catenina, requiere el 

estiramiento de la α-catenina por fuerzas mecánicas aplicadas a su extremo carboxilo 

terminal derivadas de la contracción del citoesqueleto de actomiosina (Yonemura et al. 

2010; Miyake et al. 2006). Por lo tanto, a continuación, se evaluó si al inhibir la actividad de 

la NM II con blebbistatina se bloquea el reclutamiento de la vinculina a las UEt. Nuestros 

resultados indican que el tratamiento de las células MDCK ZO-2 KD con 100 µM de 

blebbistatina suprime la concentración de vinculina en las UEt (Fig. 28A). Estas 

observaciones sugieren que en ausencia de ZO-2, aumenta la tensión mecánica en las 

UEt. 

Figura 27. La ausencia de ZO-2 no afecta la tensión en la UA. Las células MDCK parentales y ZO-2 KD 
se transfectaron con E-cad TSMod o E-cad TSModΔcyto. Después de 6 horas de transfección con E-cad 
TSMod, las monocapas se trataron o no con belbbistatina 100 µM durante 15 horas. (A) Las imágenes 
representativas del FRET en las células MDCK parentales y ZO-2 KD se muestran con un código de color, 
donde el FRET va de bajo a alto en una escala de colores fríos a cálidos. (B) Índice de FRET en el borde 
de las células parentales y ZO-2 KD. La construcción y el tratamiento empleado se indican en la parte 
inferior. Datos obtenidos de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo con la 
prueba ANOVA de una vía con una prueba posterior de comparaciones múltiples no corregida de Dunn. 
Las líneas horizontales corresponden a la mediana y al rango intercuartílico. **** p < 0.0001. 
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El análisis de western blot no muestra diferencia alguna en la cantidad de vinculina 

entre las células MDCK ZO-2 KD y las parentales (Fig. 28B). Una situación similar se 

encontró previamente en las células epiteliales mamarias Eph4 cuando se silenció a la 

tricelulina (Cho et al. 2022). Esto indica que el reclutamiento de vinculina a las UEt no se 

acompaña de un cambio en el nivel de expresión de la proteína.  

En conjunto, nuestros resultados  muestran que la ausencia de ZO-2 en las 

células MDCK aumenta la tensión de las UEt por la contracción del citoesqueleto de 

actomiosina, favoreciendo la conformación abierta de la α-catenina y el reclutamiento de 

la vinculina. 

 

Figura 28. En las células ZO-2 KD la vinculina se concentra en las uniones tri- y multi- celulares. (A) 
Las monocapas de las células MDCK parentales y ZO-2 KD se trataron o no con 100 µM de blebbistatina 
por 15 horas y se procesaron para inmunofluorescencia con un anticuerpo contra vinculina (verde) y 
faloidina rodaminada para detectar a la F-actina (rojo). Los núcleos se tiñeron con DAPI. Imágenes 
representativas tomadas con el microscopio confocal, con el programa ImageJ versión 1.54f. Las 
secciones en yz y xz se hicieron a lo largo de las líneas blancas punteadas. Se realizaron dos 
experimentos independientes y se analizaron tres campos ópticos por condición, en cada experimento. 
Barra, 10 µm. (B) Western Blot de vinculina en las células MDCK parentales y ZO-2 KD. Como control de 
carga se empleó a GAPDH. El panel izquierdo muestra una imagen representativa y el panel derecho el 
análisis cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. El análisis estadístico se hizo con 
la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media ± la desviación estándar, ns, no 
significativo. 
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9. El incremento de la tensión en las células ZO-2 KD induce la aparición de huecos 

en las monocapas sembradas sobre hidrogeles  

Cuando las monocapas de células epiteliales se siembran sobre hidrogeles suaves de 2.3 

a 8.6 kPa de rigidez se forman huecos de manera espontánea debido a un incremento en 

la tensión del complejo de unión célula-célula (Sonam et al. 2023). Como la tensión de las 

UEs bicelulares, medida con el sensor de tensión de ZO-1, y de las tricelulares, detectada 

por el reclutamiento de vinculina, aumenta en las células MDCK ZO-2 KD, nos 

preguntamos si esta situación podría inducir la formación de hoyos en las moncapas de 

células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles. Para este propósito, las células se 

sembraron sobre hidrogeles con una rigidez de 20 kPa recubiertos con fibronectina. Se 

eligió esta rigidez porque previamente se mostró que las monocapas de las células MDCK 

no desarrollan hoyos cuando se siembran sobre hidrogeles con una rigidez entre 16 y 55 

kPa (Sonam et al. 2023). La figura 29 muestra que la falta de ZO-2 induce la formación de 

huecos en las monocapas de células MDCK. Estos resultados, por lo tanto, confirman que 

en las células ZO-2 KD sus uniones se encuentran en un estado de alta tensión.  
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10. La ausencia de ZO-2 retarda la elongación de las células sembradas sobre 

colágeno IV y fibronectina, y la formación de agregados celulares en substratos 

suaves y rígidos 

 La rigidez de la matriz extracelular (MEC) es un parámetro que impacta 

significativamente el comportamiento celular [para revisión, ver (Handorf et al. 2015)], y la 

transducción de la rigidez de la MEC en una respuesta celular está mediada por los 

heterodímeros de integrinas [para revisión, ver (Ohashi et al.  2017). Las integrinas se 

asocian con sus ligandos de la MEC y forman agrupaciones que desencadenan el 

ensamble de adhesiones focales entre la célula y la MEC. Las células que crecen en 

matrices rígidas en comparación con las suaves, incrementan su esparcimiento, y el 

número de adhesiones focales (McKenzie et al. 2018; Kim et al. 2011), y muestran un 

incremento en la activación de ROCK, lo que lleva a la contracción del citoesqueleto, la 

activación de FAK y la formación de fibras de estrés (McKenzie et al. 2018; Paszek et al. 

2005). En las células ZO-2 KD disminuye la expresión de la integrina β1, se eleva la 

actividad de RhoA/ROCK, y abundan las fibras de estrés en la membrana basal (Raya-

Sandino et al. 2017). Los dos últimos puntos, ahora los explicamos por la acumulación en 

el borde celular de p114RhoGEF y afadina. 

Estas observaciones en seguida nos llevaron a estudiar si la agregación y el 

esparcimiento celular se alteran por la falta de ZO-2 en substratos de diferente rigidez. 

Estudiamos la agregación celular ya que ZO-2 es una proteína de la UE cuya ausencia se 

espera que disminuya la adhesión célula-célula, y analizamos el esparcimiento celular 

Figura 29. La falta de ZO-2 induce la formación de hoyos en las células MDCK 
cultivadas sobre hidrogeles de 20 kPa. Las células MDCK parentales y ZO-2 KD 
se sembraron a confluencia sobre hidrogeles con una rigidez de 20 kPa, cubiertos 
con fibronectina. La formación de hoyos se analizó 24 h después. El panel superior 
muestra unas imágenes representativas, barra, 50 µm. *, hoyo delineado con una 
línea discontinua. El panel inferior muestra la cuantificación del número de hoyos 
por campo, y el área ocupada por los hoyos por campo. Los resultados se 
obtuvieron de al menos dos experimentos independientes, y se analizaron 12 
campos por condición. El análisis estadístico se realizó con la prueba de Mann-
Whitney. Los resultados se muestran como la media ± la desviación estándar, * p 
< 0.05. 



109 
 

porque es el resultado de un balance entre la adhesión célula-célula y la adhesión al 

substrato (Ryan et al. 2001), y en las células ZO-2 KD observamos abundantes fibras 

basales de estrés (Raya-Sandino et al. 2017). 

Las figuras 30A y B muestran que las células ZO-2 KD exhiben un área mayor que 

las células parentales, independientemente de la rigidez del substrato o de la naturaleza 

de la proteína de la matriz extracelular (MEC) sobre la cual se siembran. Estas 

observaciones concuerdan con un trabajo previo donde se vio que la falta de ZO-2 

desencadena hipertrofia en las células MDCK (Dominguez-Calderon et al. 2016). 

La elongación celular se restringe severamente en las células sembradas sobre 

hidrogeles de 1 kPa de rigidez, independientemente de la presencia de ZO-2 o de la 

naturaleza de la proteína de la MEC sobre la que se siembren (Fig. 30A y C). Esta 

observación concuerda con otra donde se vio que el área de las células individuales 

sembradas sobre substratos de 0.6 kPa es 6 veces menor que la de las células sembradas 

sobre vidrio (Kaliman et al. 2014).  

Las células MDCK parentales y ZO-2 KD sembradas sobre substratos con 20 kPa de 

rigidez, se elongan con el tiempo, y la superficie de colágeno IV permite una mayor 

elongación que la de fibronectina. La ausencia de ZO-2 retarda la elongación celular 

cuando se siembran tanto en colágeno IV como en fibronectina (Fig. 30D). Sin embargo, 

este efecto es más pronunciado en las células sembradas sobre fibronectina (Fig. 30A y 

C). Las células sembradas sobre hidrogeles con una rigidez de 1 kPa, recubiertos con 

fibronectina o colágeno IV, no se elongan a través del tiempo después del sembrado (Fig. 

30A y C). 

También analizamos si la agregación celular se altera por la falta de ZO-2 en las 

células cultivadas sobre substratos suaves (1 kPa) y rígidos (20 kPa) recubiertos con 

colágeno IV o fibronectina. Las figuras 30A y E muestran que en las células parentales y 

ZO-2 KD aumenta la agregación celular con el tiempo después del sembrado, y este efecto 

es más pronunciado en los substratos de 20 kPa que en los de 1 kPa. Además, la 

agregación celular es mayor en los substratos rígidos cubiertos con fibronectina que en las 

superficies cubiertas con colágeno IV. Sin embargo, la falta de ZO-2 retarda la formación 
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de agregados celulares en substratos suaves y rígidos, y en hidrogeles recubiertos con 

colágeno IV y fibronectina (Fig. 30A, D y E). 
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Figura 30. La falta de ZO-2 disminuye la elongación de las células sembradas sobre substratos 
rígidos cubiertos con colágeno IV o fibronectina, y disminuye la agregación celular en 
substratos suaves y rígidos. (A) Imágenes de microscopía de campo claro de las células MDCK 
parentales y ZO-2 KD tomadas a diferentes tiempos después de su siembra sobre hidrogeles de 
Ac/Bis Ac con 1 o 20 kPa de rigidez, cubiertos con fibronectina o colágeno IV. Imágenes 
representativas de tres experimentos independientes. Barra, 30 µm. (B) Cuantificación del área 
celular a diferentes tiempos después del sembrado. El análisis estadístico se realizó con una prueba 
de ANOVA de dos vías seguida de una prueba de comparación múltiple de Fisher LSD. Se analizaron 
de 27 a 60 células por condición y por tiempo. Los resultados de tres experimentos independientes 
se muestran como la media ± el error estándar. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. 
Se compararon las células ZO-2 KD con las parentales cultivadas sobre fibronectina (rosa) o 
colágeno IV (azul). (C) Cuantificación de la elongación celular a diferentes tiempos después del 
sembrado. El análisis estadístico se realizó con una prueba de ANOVA de dos vías seguida de una 
prueba de comparación múltiple de Fisher LSD. Se analizaron de 27 a 60 células por condición y por 
tiempo. Los resultados de tres experimentos independientes se muestran como la media ± el error 
estándar. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001. Se compararon las células ZO-2 KD con las 
parentales cultivadas sobre fibronectina (rosa) o colágeno IV (azul). (D) Esquema que muestra el 
resumen de resultados. La ausencia de ZO-2 en las células subconfluentes retarda la elongación y 
reduce la agregación celular y en células en confluencia induce la formación de hoyos cuando se 
siembran sobre hidrogeles de 20 kPa. (E) Cuantificación de la agregación celular a diferentes 
tiempos después del sembrado. El análisis estadístico se realizó con una prueba de ANOVA de dos 
vías seguida de una prueba de comparación múltiple de Fisher LSD. Se analizaron de 27 a 60 células 
por condición y por tiempo. Los resultados de tres experimentos independientes se muestran como 
la media ± el error estándar. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001; cian *, fibronectina 
contra colágeno IV; rosa *, parental contra ZO-2 KD sobre fibronectina; azul *, parental contra ZO-2 
KD sobre colágeno IV. 
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11. En las células cultivadas sobre arreglos nanoestructurados de crestas, la 

ausencia de ZO-2 acentúa la acumulación de la claudina-4 en el citoplasma, y es 

suficiente para inducir la acumulación nuclear de snail y YAP 

Finalmente, analizamos si la falta de ZO-2 afecta la sensibilidad de las células 

MDCK a la topografía del substrato. Para ello, sembramos células parentales y ZO-2 KD 

sobre arreglos a nanoescala de crestas (NRA). Estas crestas asemejan en tamaño y 

organización a las fibras de la MEC, y al estar alineadas desencadenan el proceso de 

transición epitelio-mesénquima (EMT) y el esparcimiento celular (Park et al. 2019). 

Durante la EMT, las células pierden la adhesión célula-célula, y alteran el patrón de 

expresión de sus claudinas [para revisión, ver (González-Mariscal et al. 2020)]. Por lo tanto, 

se analizó si la ausencia de ZO-2 cambia la expresión de la claudina-4 en las células 

cultivadas sobre substratos NRA. Analizamos a la claudina-4 por reportes previos que 

demostraron que es más abundante en las células MDCK que expresan de manera estable 

a la oncoproteína E7 del virus del papiloma humano 16 (Uc et al. 2020), y porque su 

expresión se altera en una amplia variedad de carcinomas [para revisión, ver (González-

Mariscal et al. 2020)]. La figura 31A muestra que cuando las células MDCK parentales y 

ZO-2 KD se siembran a confluencia o subconfluencia sobre NRA, en comparación a 

cuando se siembran sobre cubreobjetos planos, aumenta la expresión de la claudina-4 en 

las vesículas citoplásmicas. Sin embargo, en las células MDCK ZO-2 KD, este efecto es 

más acentuado. Este resultado sugiere que la falta de ZO-2 aumenta el reciclamiento de 

la claudina-4 desencadenado por la topografía del substrato (Fig. 31B). 

En seguida, se analizó en las células MDCK parentales y ZO-2 KD sembradas sobre 

NRA o cubreobjetos planos, la expresión nuclear de YAP (proteína asociada a yes), y del 

factor de transcripción snail. Estudiamos a snail porque es un prominente inductor de la 

EMT [para revisión, ver (Wang et al. 2013)], y a YAP porque cuando no se fosforila por la 

cinasa LATS de la vía hippo, viaja al núcleo donde regula la transcripción de genes 

involucrados en la EMT (Park et al. 2019). También se ha visto que YAP viaja al núcleo 

cuando las células están en la condición de subconfluencia (Domínguez-Calderón et al., 

2016) o cuando aumenta la contracción de la actomiosina (Aragona et al., 2013). La figura 

31C muestra que la falta de ZO-2 es suficiente para inducir la concentración de YAP en el 
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núcleo. En las células parentales este fenotipo sólo se presenta en los cultivos 

subconfluentes, o cuando las monocapas se siembran sobre NRA, como se mostró 

previamente (Park et al. 2019; Zhao et al. 2007).  

La figura 31D muestra que la falta de ZO-2 induce la acumulación nuclear de snail, 

y que este efecto es más pronunciado cuando las células se siembran sobre NRA. Este 

resultado indica que la ausencia de ZO-2 acentúa la sensibilidad de las células epiteliales 

hacia la EMT inducida por la topografía del substrato. 

En resumen, nuestros resultados revelan que ZO-2 modula la tensión de la 

membrana apical y la UE, al permitir la interacción de la γ-actina y los microtúbulos con la 

UE y al propiciar el reclutamiento de JAM-A que inhibe la acumulación de p114RhoGEF y 

afadina en el borde celular (Fig. 26D). ZO-2 también se requiere para que las células tengan 

una respuesta adecuada a los cambios en la rigidez y la topografía del substrato (Fig 30D y 

31B).  
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Figura 10. Al sembrar a las células MDCK ZO-2 KD sobre substratos NRA la claudina-4 se acumula 
en vesículas, y la falta de ZO-2 es suficiente para inducir la concentración nuclear de YAP y snail. 
Las células parentales y ZO-2 KD se sembraron a confluencia (5 X 105 células/cm2) o subconfluencia 
(3.7 X 104 células/cm2) sobre cubreobjetos de vidrio o arreglos NRA y se analizaron 24 h después. (A) Las 
monocapas de las células MDCK parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un 
anticuerpo contra claudina-4. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Izquierda, imágenes representativas; 
barra, 10 µm; derecha, cuantificación de la inmunofluorescencia. Los resultados se obtuvieron de dos 
experimentos independientes, donde se analizaron tres campos ópticos por condición en cada 
experimento. El análisis estadístico se hizo con una prueba ANOVA de dos vías seguida de una prueba 
de comparación múltiple no corregida de Fisher LSD. Los resultados se muestran como la media ± el 
error estándar. ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 (B) Representación esquemática del resumen 
de resultados. Las células ZO-2 KD sembradas sobre substratos NRA exhiben una acumulación más 
intensa de claudina-4 en vesículas citoplasmáticas en comparación con las células parentales. La 
ausencia de ZO-2 es suficiente para inducir la concentración nuclear de YAP y snail, y al sembrar a las 
células sobre substratos NRA se incrementa este efecto. (C) Las monocapas de células MDCK 
parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un anticuerpo contra YAP. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI. Izquierda, imágenes tomadas con el microscopio confocal, con el 
programa ImageJ versión 1.54f. Las secciones en xz se hicieron a lo largo de las líneas blancas 
punteadas. Barra, 10 µm. Derecha, cuantificación de la inmunofluorescencia. Los números entre 
paréntesis indican el número de núcleos analizados. Los resultados se obtuvieron de dos experimentos 
independientes, donde se analizaron tres campos ópticos por condición en cada experimento. El 
análisis estadístico se realizó con una prueba de ANOVA de dos vías seguida de una prueba de 
comparación múltiple no corregida de Fisher LSD. Los resultados se muestran como la media ± el error 
estándar. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. (D) Las monocapas de células MDCK 
parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un anticuerpo contra snail. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI. Izquierda, imágenes representativas tomadas con el microscopio 
confocal. Las secciones en xz se hicieron a lo largo de las líneas blancas punteadas con el programa 
ImageJ versión 1.54f. Barra, 10 µm. Derecha, cuantificación de la inmunofluorescencia. Los números 
entre paréntesis indican el número de núcleos analizados. Los resultados se obtuvieron de dos 
experimentos independientes, donde se analizaron tres campos ópticos por condición en cada 
experimento. El análisis estadístico se realizó con una prueba ANOVA de dos vías seguida de una prueba 
de comparación múltiple no corregida de Fisher LSD. Los resultados se muestran como la media ± el 
error estándar. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. 
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VII) Discusión 

Los resultados de indentación con el microscopio de fuerza atómica revelaron que la 

rigidez de la membrana apical disminuye en ausencia de ZO-2 y se reestablece al re-

expresarla o cuando los microtúbulos se estabilizan con docetaxel. Por ello, pensamos 

que ZO-2 mantiene la rigidez apical al facilitar la interacción de la red de microtúbulos 

planares no centrosomales con la UE. Además, cabe resaltar que ZO-2 es necesaria para 

que la cingulina se fosforile por la AMPK y ancle en la UE al cinturón de microtúbulos al que 

se asocian la red planar de microtúbulos apicales (Raya-Sandino et al. 2017). 

Cuando se silencia a la cingulina también disminuye la rigidez de la membrana 

apical y esto se acompaña de una menor interacción de ZO-2 con la γ-actina (Rouaud et 

al. 2023). Por lo tanto, nosotros analizamos si la falta de ZO-2 altera la distribución de β- y 

γ-actina que se asocian a la UA y la UE, respectivamente (Baranwal et al. 2012). 

Encontramos que ZO-2 es necesaria para que la γ-actina se concentre en la UE y que en 

ausencia de ZO-2, desaparece de la membrana lateral y forma fibras de estrés. Por todas 

estas evidencias creemos que en las células ZO-2 KD, la disminución de la rigidez de la 

membrana apical se debe a la disociación de los microtúbulos y la γ-actina de la UE. 

La formación de fibras de estrés basales de γ-actina en las células ZO-2 KD es 

interesante a la luz de reportes previos que muestran que en las células malignas hay 

menos fibras de estrés de β-actina en comparación con las células normales, y en cambio, 

aparecen redes de fibras de estrés de γ-actina [para revisión, ver (Dugina et al. 2022)]. 

Además, se ha visto que al aumentar la expresión de γ-actina se incrementa la migración 

celular [para revisión, ver (Dugina et al. 2022)]. Al respecto, cabe mencionar que las células 

ZO-2 KD exhiben una profusión de fibras estrés y una acumulación basal de NMIIA, y que 

se mueven más que las células parentales, pero de manera menos direccionada (Raya-

Sandino et al. 2017). 

En ZO-1 humana hay una región de unión a actina (ABR) (Fanning et al. 2002), dentro 

de la cual, se identificó un sitio mínimo de unión a actina (ABS) con una afinidad menor 

para la actina, que la que presentan otras proteínas de las uniones celulares como la α-

catenina (Belardi et al. 2020). Esta particular afinidad por la actina se cree que es esencial 

para mantener la función de barrera de la UE (Belardi et al. 2020). Ello se explica porque a 
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través de ZO-1 las claudinas se alinean con la actina polimerizada. Considerando que la 

actina actúa como un polímero estático, entonces al adicionar a otro polímero, en este 

caso de moléculas de ZO-1, si estas últimas tienen una afinidad media por el polímero 

estático de actina, podrán moverse con mayor libertad hasta lograr alinearse de manera 

óptima con el polímero estático. En cambio, si la afinidad de ZO-1 por la actina es muy alta, 

la alineación óptima será mucho más lenta (Belardi et al. 2020). Esto es importante en el 

caso de la UE donde los filamentos de las claudinas se arman y desensamblan 

continuamente, y se diferencia de lo que ocurre por ejemplo en la UA donde las 

interacciones célula-célula del complejo E-cadherina/cateninas son mucho más 

estables.    

ZO-2 se asocia con la actina (Wittchen et al. 1999) a través de su segmento 

carboxilo (Itoh et al. 1999). La porción ABR de ZO-2 es semejante a la de ZO-1, y en ella hay 

12 aminoácidos con una identidad del 67% con el ABS de ZO-1 (Fig. supl. 3). Sin embargo, 

aún no se ha probado la afinidad de la actina al ABS putativo de ZO-2. 

La tensión en la UE medida con el biosensor de ZO-1 se incrementó en las células 

ZO-2 KD. Esto sugiere que ZO-2, a través de su heterodimerización con ZO-1 mantiene la 

tensión mecánica de la UE. ZO-1 es una proteína mecanosensora que exhibe dos 

conformaciones, una abierta y otra cerrada. La interacción del dominio ZU5 de ZO-1 con el 

extremo amino terminal de cingulina promueve la conformación extendida de ZO-1 lo que 

permite su interacción con la ocludina y el factor de transcripción ZONAB (Vasileva et al. 

2022). La adquisición de la forma extendida de ZO-1 también depende de ZO-2. Así ZO-1 

sólo se pliega cuando las células se tratan con blebbistatina, si ZO-2 está silenciada. Esto 

sugiere que la heterodimerización de ZO-1 con ZO-2 estabiliza la conformación abierta de 

ZO-1 (Spadaro et al. 2017). Por otro lado, la NMIIB interacciona con ZO-1 en la UE a través 

de la cingulina (Rouaud et al. 2023), y cuando se silencia a ZO-2, aumenta la cantidad de 

ZO-1 y cingulina (Raya-Sandino et al. 2017), lo que podría ser una respuesta 

compensatoria a la falta de ZO-2.   

La tensión de la membrana en el borde celular es fundamental para reparar el 

rompimiento de los filamentos de la UE. De este modo, las pequeñas rupturas de la barrera 

a lo largo del borde celular se reparan por llamaradas de Rho que desencadenan la 
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contracción de la actomiosina en el borde celular y el subsecuente reclutamiento de las 

proteínas de la UE al sitio dañado (Stephenson et al. 2019). El incremento en la tensión de 

la UE desencadenado por la ausencia de ZO-2 coincide con un aumento en la activación 

de Rho/ROCK previamente observado en las células MDCK ZO-2 KD (Raya-Sandino et al. 

2017). Por lo tanto, el incremento en la expresión de p114RhoGEF en el borde celular de 

las células ZO-2 KD puede reflejar el intento de la monocapa por reparar huecos en la UE. 

Al respecto, se ha visto que al silenciar a ZO-1 y ZO-2 (Fanning et al. 2012; Choi et al. 2016) 

o solamente a ZO-2 (Hernández et al., 2007) aumenta el flujo paracelular de moléculas 

grandes.  

La menor expresión de JAM-A en el borde celular de las células ZO-2 KD concuerda 

con un reporte previo que muestra que JAM-A se asocia directamente con el dominio PDZ-

2 de ZO-2 (Monteiro et al. 2013). Esta observación nos indujo a analizar in silico la 

interacción entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y el segmento carboxilo terminal de JAM-A. 

Calculamos los valores de hidropatía del complejo formado por la cola de JAM-A y el 

dominio PDZ-2 de ZO-2, así como del dominio PDZ-2 de ZO-2 con el fin de determinar la 

región de unión hidrofóbica, la cual concuerda con la conformación de la estructura 

cristalográfica de la cola de JAM-A con el dominio PDZ-3 de ZO-1. Los contactos 

específicos que contribuyen a la estabilidad de esta conformación se examinaron 

utilizando un análisis de contacto entre proteínas con un corte de 6.5 Å. Los últimos tres 

residuos de JAM-A son predominantemente hidrofóbicos y se unen al bolsillo hidrofóbico 

del dominio PDZ-2 de ZO-2 con una energía de unión de -59.4 ± 1.75 kJ/mol. La estabilidad 

y la conformación del complejo formado por la cola de JAM-A y el dominio PDZ-2 de ZO-2 

es consistente con la estructura del cristal formada por el complejo de la cola de JAM-A 

con el dominio PDZ-3 de ZO-1 (Nomme et al. 2011).  

Sabemos que JAM-A es crítica para mantener la función de barrera a las 

macromoléculas, ya que las células MDCK con quintuple silenciamiento de claudinas no 

forman filamentos de UE y pierden la barrera paracelular a los iones, pero preservan la 

función de barrera a moléculas grandes a menos que JAM-A también se silencie (Otani et 

al. 2019). Estas observaciones, junto con nuestros resultados que muestran que ZO-2 

ancla a JAM-A al borde celular, indican que ZO-1 y ZO-2 son cruciales no solo para la 
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polimerización de las claudinas y la barrera paracelular a los iones, como se demostró 

previamente (Umeda et al. 2006), sino para el desarrollo de la barrera paracelular a las 

macromoléculas. 

Observamos también que la falta de ZO-2 provoca la acumulación de vinculina en 

las UEt. Ello confirma que las células ZO-2 KD, se encuentran en un estado de alta tensión 

ya que la presencia de vinculina en estas uniones depende de la conformación estirada de 

la α-catenina que ocurre por la contracción de la NMII (Cho et al., 2022).  

En los invertebrados también se han identificado proteínas mecanosensoras 

asociadas a las uniones célula-célula. En el disco imaginal del ala de Drosophila, la 

proliferación celular heterogénea genera una distribución dispar de la tensión celular, 

donde en el centro del disco hay una alta densidad y las células están comprimidas, 

mientras que las células de la periferia están estiradas y a baja densidad. El estiramiento 

de las células aumenta la tensión en las uniones celulares, lo que se evidencia por un 

incremento en la miosina fosforilada (LeGoff et al., 2013). Cuando no hay tensión, la cinasa 

Warts, ortóloga de LATS en vertebrados, fosforila a Yorkie (Yki), el ortólogo de YAP, 

impidiendo su ingreso al núcleo. Al aumentar la tensión en las células del disco imagal, 

Jub se recluta a la UA donde secuestra a Warts. Esto hace que Yki no se fosforile y entre al 

núcleo donde promueve la proliferación celular. Jub se recluta a la UA por la α-catenina. 

Así, cuando se tensa el citoesqueleto de actomiosina la α-catenina se estira induciéndose 

su conformación abierta que expone los dominios de unión a Jub. El silenciamiento de Yki 

o Jub rescata el crecimiento excesivo del ala de Drosophila, por lo que se concluye que la 

α-catenina es una proteína mecanosensora que controla el crecimiento del disco imagal a 

través de los efectores de la vía Hippo (Sarpal et al., 2019) [para revisión ver, (Agarwal y 

Zaidel-Bar, 2021)]. 

La tensión en la membrana lateral que se regula por la interacción de la 

actomiosina con el complejo de la E-cadherina/β-catenina/α-catenina no se altera por la 

ausencia de ZO-2. Esto indica que ZO-2 regula la tensión a nivel de la UE y no a nivel de la 

UA. En contraste, la depleción de ZO-1 reduce la tensión de la cadherina vascular 

endotelial (VE-cadherina) en las células endoteliales de la microvasculatura de la dermis 

humana (Tornavaca et al. 2015). Esta diferencia se puede deber a que ZO-1 y ZO-2 
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comparten algunas funciones, pero no son completamente redundantes, y también a la 

forma plana de las células endoteliales que hace que en la membrana lateral de los 

endotelios se entremezclen la UE y la UA, haciendo difícil la distinción espacial entre ellas 

(Wallez y Huber 2008).  

En las células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa observamos la 

formación de hoyos. Esto indica que la monocapa está sometida a una alta tensión, ya que 

los huecos no se forman en las monocapas de las células parentales y sólo aparecen en 

las células MDCK sembradas sobre hidrogeles suaves de 2.3 a 8.6 kPa que acumulan 

vinculina en las uniones intercelulares (Sonam et al. 2023). 

La rigidez de la MEC es un parámetro que impacta significativamente el 

comportamiento celular [para revisión, ver (Handorf et al. 2015)]. Así durante el 

envejecimiento, la rigidez de los vasos es una característica de la ateroesclerosis (Huynh 

et al. 2011). También, en las enfermedades fibróticas como la fibrosis pulmonar (Suki y 

Bates 2008), y la cirrosis hepatica (Issa et al. 2004) se observa una deposición excesiva de 

MEC que indica un incremento en la rigidez del tejido epitelial y la disfunción de los 

órganos. Además, la pérdida de la sensibilidad a la rigidez del substrato permite la 

supervivencia de las células metastáticas que invaden tejidos con diferente grado de 

rigidez (Indra y Beningo, 2011). En esta tesis, analizamos si la falta de ZO-2 altera la 

elongación celular y la formación de agregados celulares cuando se modifica la rigidez del 

substrato. 

Observamos que las células que carecen de ZO-2 siguen siendo sensibles a la 

rigidez del substrato y a su recubrimiento ya que no hubo elongación celular en las células 

sembrada sobre hidrogeles de 1 kPa recubiertos con colágeno tipo IV o fibronectina, 

independientemente de la presencia de ZO-2. Una falta de elongación similar se encontró 

previamente en hepatocitos primarios sembrados sobre hidrogeles de 1 kPa (Serna-

Márquez et al. 2020). Además, se observó que tanto las células parentales como las 

células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa se elongan más sobre colágeno IV 

que sobre las superficies recubiertas con fibronectina. Sin embargo, las células ZO-2 KD, 

en comparación con las células parentales, retardan su elongación. Para explicar esta 



121 
 

diferencia sería importante en el futuro hacer experimentos de microscopía de fuerza de 

tracción (TFM) en las células parentales y ZO-2 KD. 

El retraso en la elongación de las células ZO-2 KD sembradas sobre sustratos de 20 

kPa se puede deber a la disminución de integrina β1 previamente reportada en las células 

ZO-2 KD (Raya-Sandino et al. 2017). Al respecto, es importante mencionar que las células 

MDCK expresan a los siguientes heterodímeros de integrinas: β1α2, β1α3, β1αx, β3αV y β4α6 

(Schoenenberger et al. 1994). Por otra parte, la lenta elongación de las células que carecen 

de ZO-2 también puede deberse a que en ellas la dupla RhoA/ROCK está sobreactivada, lo 

que podría disminuir su capacidad de respuesta a la rigidez del substrato, como sucede 

con la falta a la activación de RhoA por el ácido lisofosfatídico (LPA) en estas células (Raya-

Sandino et al. 2017). 

Las células parentales y ZO-2 KD se agregan menos en los hidrogeles de 1 kPa que 

en los de 20 kPa. Esto concuerda con lo previamente observado en hepatocitos (Serna-

Márquez et al. 2020). Las células parentales y ZO-2 KD forman más agregados en los 

hidrogeles de 20 kPa recubiertos con fibronectina que en los de colágeno IV. Sin, embargo 

la formación de agregados celulares de mayor tamaño se retrasa en las células ZO-2 KD, 

tal vez, por la elevada tensión en las UEs presente en estas células. Por otro lado, este 

resultado indica que ZO-2 facilita la adhesión célula-célula, lo cual se espera de una 

proteína de la UE, y concuerda con un resultado previo que muestra que la falta de ZO-2 

ensancha el espacio entre las células adyacentes por debajo de las UEs (Hernandez et al. 

2007), y favorece su disgregación después del tratamiento con tripsina (Raya-Sandino et 

al. 2017). 

Finalmente, probamos si la falta de ZO-2 afecta la sensibilidad de las células MDCK 

a substratos con topografía a nanoescala de fibras semejantes en tamaño y organización 

a las de la MEC. Observamos que, en comparación con las células parentales, en las 

células ZO-2 KD aumenta la presencia de claudina-4 en vesículas citoplásmicas, lo que 

indica que la ausencia de ZO-2 en las células cultivadas sobre NRA provoca inestabilidad 

en la UE favoreciendo la internalización de la claudina-4. También, encontramos que la 

falta de ZO-2 es suficiente para inducir la concentración nuclear de YAP, 

independientemente de la densidad celular o la topografía del substrato. Este resultado 
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concuerda con observaciones previas que muestran que la asociación de ZO-2 con LATS, 

la cinasa responsable de fosforilar a YAP y bloquear su importación al núcleo, promueve 

el reclutamiento de LATS al borde celular y su activación (González-González et al. 2022). 

Así mismo, observamos que la falta de ZO-2 favorece la concentración nuclear de snail, lo 

que sugiere que se acentúa la sensibilidad de las células a la EMT. Por todo ello, se 

concluye que ZO-2 es muy importante para el mantenimiento del fenotipo epitelial.  

 

 

VIII) Conclusión  

ZO-2 modula la tensión mecánica en las células epiteliales. La ausencia de ZO-2 

en las células MDCK produce inestabilidad de los microtúbulos y reduce la concentración 

de γ-actina en la UE, lo que puede explicar la disminución de la tensión en la membrana 

apical. El análisis in silico confirma la interacción del dominio PDZ-2 de ZO-2 con la cola 

de JAM-A. Por ello, la falta de ZO-2 inhibe el anclaje de JAM-A al borde celular, y produce la 

acumulación de p114RhoGEF y afadina lo que aumenta la tensión en la UE, pero no en la 

UA. Este incremento de tensión de la UE en las células ZO-2 KD favorece la formación de 

huecos en las células sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa. La ausencia de ZO-2 también 

retarda la elongación celular y la formación de agregados celulares en las monocapas 

sembradas sobre hidrogeles y exacerba la EMT desencadenada por la topografía del 

substrato. 

 

 

IX) Perspectivas 

Eliminar en el PDZ-2 de hZO-2 el segmento que va de Y319 a V329 que interacciona 

con JAM-A para ver el efecto de la falta de asociación ZO-2/JAM-A sobre la formación de la 

UE y el desarrollo de la RET. 

Hacer un análisis de microscopía de fuerza de tracción en las células parentales y 

ZO-2 KD para medir si la ausencia de ZO-2 altera la fuerza de adhesión de la célula al 

substrato. 
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Analizar el efecto de la eliminación/mutación del sitio de unión a actina en ZO-2 

sobre la función de barrera de la UE. 

 

 

IX) Figuras suplementarias  

 

 

 

 
Figura suplementaria  1. ZO-2 no se detecta en las células ZO-2 KD por inmunofluorescencia 
o Western Blot. A) Imagen representativa de la inmunofluorescencia de ZO-2 en las células 
parentales y ZO-2. B) Detección de ZO-2 por Western blot en las células parentales y ZO-2 KD. 
Como control de carga se utilizó a GAPDH. El análisis estadístico se realizó con una prueba de t de 
Student. Los resultados muestran la media   ± la desviación estándar, *** p < 0.001. 
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Figura suplementaria 2. La falta de ZO-2 no afecta la concentración de la NMIIB en la UA de las 
células epiteliales.  Detección por inmunofluorescencia de ZO-1 y NMIIB en monocapas de 
células parentales y ZO-2 KD. (A) Imágenes representativas de dos experimentos independientes. 
Se apilaron los cortes ópticos a nivel de la UE o de la UA con image J versión 1.54f. (B) 
Superposición de imágenes hecha con image J versión 1.54f.  de una sección tomada con el 
confocal en el límite entre la UE y la UA. Las secciones en los planos yz y xz se hicieron en la zona 
indicada con las líneas blancas punteadas. Barra, 10 µm.  
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