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Resumen

En esta tesis se analiz6 la participacion de la proteina ZO-2 de la unidn estrecha
(UE) en la mecanotension. Mediante microindentacion con el microscopio de fuerza
atdmica se encontré 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
asociacion de los microtubulos apicales y la y-actina a la UE. Ademas, en las células
MDCKZ0O-2 KD se incremento la tension mecanica de la UE medida mediante FRET con un
biosensor de ZO-1. Esto ocurre porque la falta de ZO-2 disminuyé el reclutamiento de JAM-
A al borde celular, y en su lugar facilité la acumulacion de p114RhoGEF y afadina lo que
induce la contraccién de la actomiosina. La interaccion entre JAM-Ay ZO-2 se confirmé in
silico calculando lafuerza de interaccién entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y la cola carboxilo
terminal de JAM-A, e identificando los residuos involucrados en esta asociacion. La
ausencia de ZO-2 también incrementod la tension de las UE tricelulares, pero no alteré la
tensién de la unién adherente que se midié con un biosensor de E-cadherina. El
incremento de la tension en la UE redujo la adhesion 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
formacién de fibras de estrés y modificé la respuesta celular al substrato. Asi, las
monocapas de células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles mostraron una elongaciény
agrupacion retardada en comparacion con las células parentales. La ausencia de ZO-2
también alterd la respuesta a la topografia del sustrato, pues cuando las células ZO-2 KD
se sembraron sobre arreglos nanoestructurados de crestas y surcos se incremento en
comparacion con los substratos planos de vidrio, la concentracion nuclear de snail y YAP
y la internalizacién de la claudina-4. Estos resultados indican que la ausencia de ZO-2

exacerba la transformacion desencadenada por la topografia 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 y-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
Z0-1 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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Introduccion

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 caracteristicas distintivas: 1) estan polarizadas, lo significa que
tienen una membrana apical y otra basolateral morfoldgica y bioquimicamente distintas,
y 2) poseen uniones estrechas (UE) [para revisién, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

Los epitelios, de acuerdo con su organizacion se clasifican en simples,
estratificados y pseudoestratificados. Los primeros forman una capa uUnica de células o
monocapa. Los estratificados tienen dos o mas capas de células y se localiza en regiones
expuestas a alto estrés mecanico y quimico (e.g. piel, cornea, vagina, traquea); y los
pseudoestratificados, aparentan tener varias capas celulares por la posicion dispareja que
tienen sus nucleos ya que a que algunas células no llegan hasta la region mas apical. En
realidad, estos epitelios son simples pues todas sus células estan 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. pulmaon), cubicos, con
células de forma cubica o hexagonal (e.g. rindn); columnar, donde las células son mas
altas que anchas (e. g. intestino); y de transicion con células que cambian de forma
escamosa a cubica dependiendo de la condicion del 6rgano (e.g. vejiga) [para revision, ver

(Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

2. Lasuniones estrechas
Las uniones estrechas (UEs) son estructuras de adhesién entre células adyacentes,
que se localizan en el limite 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 proteinas que forman poros que abren o cierran el transito paracelular en
respuesta a factores fisiolégicos, patoldgicos y experimentales [para revision, ver
(Gonzalez-Mariscal et al. 2012) (Larre et al. 2014) y (Cereijido et al. 2001)].

La técnica de criofractura permite observar por microscopia electrénica 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 porcidon superior de la membrana
lateral, mientras que vista desde arriba o en fase la UE aparece en los bordes de las
células, formando un patron de “malla de gallinero” (Fig. 1C y D). [para revisiones, ver
(Gonzalez-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 via paracelular. Esta funcién se denomina de “compuerta”y se
evalua midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (TER) o el transito de moléculas que
solo pueden atravesar al epitelio por la via paracelular (e.g. dextran) [para revision, ver
(Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

Otra funcién canodnica de las UEs es la de “cerca”, que radica en mantener la
polaridad de la membrana plasmatica al evitar el movimiento de lipidos y proteinas en el
plano de la membrana, de la regién apical a la basolateral y viceversa (Mandel et al. 1993).
Esta funcion se puede evaluar observando la migracidon a la membrana basolateral de
lipidos fluorescentes insertados en la membrana apical. También se puede estudiar
analizando la distribucion polarizada de una proteina de membrana marcada con biotina
[para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

Las UEs forman un complejo proteico integrado por proteinas integrales y

citoplasmicas que se describird a continuacién.
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Figura 1. Unién estrecha vista por diferentes técnicas. (A) La unién
estrecha (UE) se observa con cortes finos de microscopia electrénica
como puntos en la regidon mas 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
oen “z" (D) se observa como puntos en la parte superior de la membrana
lateral [imagen tomada de (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

3. Proteinas integrales de la unidn estrecha

Las proteinas integrales de las UEs establecen el contacto célula-célula en el
espacio intercelular y se dividen en 2 grupos: el de proteinas 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 proteinas con cuatro
dominios transmembranales. En este ultimo grupo se encuentran las claudinas y las
proteinas de la familia TAMP (Tight junction associated Marvel proteins) como ocludina,
tricelulina y marvelD3 (Fig. 2). Estas proteinas tienen en comun un dominio marvel que
también esta presente en proteinas que se asocian a microdominios ricos en colesterol
[para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)]. A continuacioén, presento una breve

descripcion de las proteinas integrales de la UE.
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Figura 2. Proteinas transmembranales de la unién estrecha. Nombre de las proteinas
transmembranales de la unién estrecha (UE) y su clasificacién de acuerdo con la cantidad
de veces que atraviesan la membrana (morado). En la parte inferior se describe su
localizacion y algunos de los dominios presentes en estas proteinas (Piontek et al. 2020).

3.1 Claudinas

Las claudinas constituyen una familia de 27 miembros (Mineta et al. 2011) y su
nombre deriva del latin “claudere” que significa cerrar. La expresion de las claudinas en las
células epiteliales varia entre los tejidos y algunas son mas ubicuas que otras. Por ejemplo,
la claudina-1 esta 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 especificos como las células de Sertoli, las células basales de la
estria vascularis en el oido (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 iénica de los epitelios. [para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al.2012)].

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

aminoacidos. Tienen dos asas extracelulares, siendo la primera (ECL1) mas larga que la
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segunda (ECL2). La ECL1 determina la selectividad iénica de la ruta paracelulary la ECL2
interactua con las claudinas de las células adyacentesy participa en la oligomerizacion de
las claudinas de la misma membrana (Hempel et al. 2020). Las claudinas, al final de su
extremo carboxilo terminal, tienen un motivo de unién a dominios PDZ con la secuencia
K/R/H-X-Y-V, donde X es cualquier aminoacido (Fig. 3A) [para revision, ver (Krause et al.
2008)].

Las claudinas en funcién de su secuencia se clasifican en cldsicas y no clasicas. Las
claudinas clasicas comprenden de la 1 a la 10, y las 14, 15, 17 y 19. Las claudinas no
clasicasvande la 11 ala 13, mas las 16, 18 y de la 20 a la 27 (Fig. 3B) [para revision, ver
(Krause et al. 2008)].

Las claudinas pueden formar barreras catiénicas (e.g. claudina-1), y aniénicas (e.g.
claudina-7), asi como poros cationicos (e.g. claudina-2) y anidénicos (e.g. claudina-17)
[pararevision, ver (Gunzely Yu, 2013)]. La formacion de estos poros y barreras depende de
la polimerizacién de las claudinas. Este proceso comienza con la formacién de dimeros
en cis en cada membrana celular. Luego estos dimeros interactian en trans con los
dimeros de las células adyacentes para formar entre las cuatro moléculas de claudina un
poro o barrera. A continuacidn, se van anadiendo mas dimeros hasta formar los filamentos
de la UE que se observan por criofractura. Dependiendo de los aminoacidos de la primera
asay de sus cargas, se podran formar poros o barreras paracelulares a cationes o aniones
(Fig. 3C) (Hempel et al. 2020). Asi, por ejemplo, la claudina 10b que forma un poro
cationico, tiene 5 aminoacidos con carga negativay 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 aminoacidos negativos y 3 positivos
cuyas cargas se neutralizan entre si [para revision, ver (Gunzely Yu, 2013)].

Todas las claudinas clasicas, con excepcion 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. Asi, por ejemplo, las claudinas -7 (barreras), -10a (canal anidnico), -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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tamano pequefio. En cambio, se forman redes densas de filamentos paralelos, con las
claudinas -1, -6, -9y -11 que forman barreras (Gonschior et al. 2022).

En contraste, las claudinas no clasicas con excepcién de las claudinas -11y -20, no
forman redes. Dado que los epitelios suelen presentar varias claudinas, surgi6 el interés
por saber cdmo estas se integran para formar una red. Para ello, se analizaron las redes
formadas en los fibroblastos L con diferentes claudinas transfectadas. Asi se descubrieron
cinco distintos comportamientos: 1) Intermezclado, se observa cuando se mezclan
claudinas clasicas formadoras de barrera como las claudinas -1, -5, -6, -7, -9, -14y -19b
con la claudina-3. 2) Integracién, pasa cuando la claudina-4 que no forma filamentos se
incorpora a los filamentos formados por la claudina-3. 3) Induccién, sucede cuando se
induce la formacion de redes por claudinas que de manera individual no forman
filamentos, como las claudinas -4y -8. 4) Segregacion, describe la formacion de redes con
areas alternadas de claudinas que hacen poros (claudinas -2, 10a, 10b y 15) con otras
integradas por claudinas que hacen barreras (claudina-3). 5) Exclusién, se forma cuando
dos claudinas como las claudinas -3 y -11 se excluyen entre si para formar redes
independientes (Fig. 3D) (Gonschior et al. 2022).

Algunas claudinas como la -4 también exhiben otro comportamiento denominado
interferencia. Esta conducta se descubrié al ver que al noquear a la claudina-4 sélo se
generan cambios en la permeabilidad celular si estdn 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 funcién especifica de ciertas claudinas se han generado ratones knockout
(KO) y a continuacién 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 dia posterior al nacimiento causada por
deshidratacién a través de la piel (Furuse et al. 2002). Con ello, se concluyo 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

20



intrahepatica esclerosante neonatal, lo que indica que esta claudina en humanos es

esencial en la epidermis y la barrera hepatobiliar (Hadj-Rabia et al. 2004).
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Figura 3. Estructura, clasificacion y polimerizacién de las claudinas. (A) Esquema de la estructura
de las claudinas. Las claudinas atraviesan cuatro veces lamembranay poseen dos asas extracelulares.
La primera (ECL1) forma los poros paracelularesy es la receptora de moléculas o microoorganismos, la
segunda (ECL2) promueve la polimerizacion y la interaccién 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 unién a dominios PDZ. (B) Arbol filogenético de las claudinas. Las claudinas cldsicas
se marcan en rojo y las claudinas no cldsicas en negro [para revision, ver (Krause et al. 2008)]. (C)
Esquema de la polimerizacion de las claudinas. Este proceso comienza con la dimerizacién en cis de
las claudinasy continta con lainteraccién en trans con otro dimero de claudinas de la célula adyacente
paraentre las cuatro claudinas formar un poro o barrera. Finalmente, a este oligdmero seiran integrando
mas claudinas en cis que a su vez interactuaran 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 clasicas formadoras de
filamentos. Integracién, se observa cuando una claudina que no forma filamentos se integra a los
filamentos formados por otra claudina. Induccién, se observa al mezclar dos claudinas que por si
mismas no forman filamentos. Segregacidn, se da al mezclar claudinas que forman poros con claudinas
que forman barreras. Exclusion, se observa cuando las claudinas forman redes de filamentos
independientes entre si (Gonschior et al. 2022).
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Los ratones KO de claudina-5 tienen abierta la barrera hematoencefalica, lo que
indica que esta claudina es fundamental para el sellado de las UEs endoteliales (Nitta et
al. 2003). En humanos, la mutacioén de la claudina-5 también altera el sellado de la barrera
hemato-encefalica y genera convulsiones, microcefalia, calcificaciones cerebrales y
problemas en el desarrollo neurolégico (Deshwar et al. 2023).

Enratones, el KO de las claudinas -11y-14 produce sordera, y para entender porque
sucede esto, describiré brevemente al oido interno. En esta parte del oido, hay tres
compartimientos: la escala vestibular, la escala media y la escala timpanica. El primeroy
el ultimo estan banados por perilinfa con una alta concentracion de Na* (150 mM) y baja
de K*(5 mM). En cambio, la escala media esta cubierta por endolinfa con una alta
concentraciéon de K* (150 mM). Esto hace que, en la escala media, las células peludasy
de soporte en el 6rgano de Corti, estén banadas por el lado basolateral por perilinfa baja
en K*, y por el lado apical porendolinfarica en K*. La composicidn idnica 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 céclea, las células peludas transmiten los sonidos tocando de
forma intermitente a la membrana tectorial. Por ello, la audicion 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 mutacion 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 humanosy ratones (Wilcox et al. 2001) (Ben-Yosef et al. 2003).

El potencial endococlear (80 mV) que mantiene la alta concentracion de K* en la
endolinfa se genera en la pared lateral de la c6clea, por la estria 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 estria vascularis hay ademas células intermedias, vasos sanguineos, y otra
capa de células epiteliales llamadas basales con UEs con claudina-11 (Fig. 4B) (Liu et al.
2017). El ratén KO de claudina-11 es sordo, porque en ausencia de esta claudina la estria

vascularis no puede mantener el potencial endococlear (Liu et al. 2017) (Gow et al. 2004).
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Figura 4. Composicién celular de la céclea. (A) La coclea posee tres compartimientos: la escala
vestibular, la escala mediay la escala timpanica. La escala media esta bafiada por la endolinfa alta en
K*, y en ella se encuentra el 6rgano 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 magnificacién) que sella la barrera paracelular y de esta manera
mantienen la diferencia en concentracién de K* entre la endolinfa y la perilinfa. (B) En el lado derecho
de la escala media se encuentra la estria vascularis compuesta por células marginales que expresan a
ocludina, el espacio intraestrial que contiene células intermedias y vasos sanguineos 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)].

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 tubulos seminiferos. Por ello, el ratén KO de
claudina-11 presenta defectos en la conduccidon nerviosa provocados por
desmielinizaciéon, y los machos son estériles, por la apertura de la barrera hemato-
testicular (Gow et al. 1999).

La claudina-15 funciona como un poro catidénico 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
desnutricion. Esto se debe a que en estos animales el sodio presente en el compartimiento
basal no pasa al compartimiento apical por la via paracelular. Esto impide que funcionen
los cotransportadores apicales de Na*/glucosa, Na*/aminoacidos y Na*/acidos grasosy en
consecuencia los animales no pueden absorber en el intestino los nutrientes que ingieren
(Wada et al. 2013).

En el higado, la claudina-2 forma un canal de agua. Esto explica porque en el ratén
KO de claudina-2, la bilis se concentra y forma piedras en la vesicula biliar (Matsumoto et
al. 2014). La claudina-2 también es un poro de Ca* y su expresion es abundante en el
tubulo proximal del rindn. EL noqueo de esta claudina en los ratones induce la formacion
de célculos renales también conocida como nefrocalcinosis. En humanos, los individuos
con variantes del gen que disminuyen la expresion de la claudina-2, también forman

piedras en los rinones (Curry et al. 2020).
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Las claudinas-16 y -19 forman en conjunto un poro de Mg*? y Ca*? responsable
de la reabsorcion de estos cationes por la via 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*? y el Ca*?
no se pueden reabsorber de forma adecuada en el rifidn (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 neuropatia periférica (Miyamoto et al. 2005).

3.2 Ocludina

La ocludina fue la primera proteina transmembranal de la UE en ser descubierta y
su nombre deriva del latin “occludere” que significa ocluir o cerrar. (Furuse et al. 1993).

La ocludina al igual que los demas miembros de la familia TAMP, atraviesa cuatro
veces la membrana y sus segmentos transmembranales forman un dominio Marvel. La
ocludina tiene un extremo amino citoplasmico con 66 aminoacidos, dos asas
extracelulares y un extremo carboxilo terminal citoplasmatico de 255 aminoacidos con un
dominio de bobina enrollada al que se unen las proteinas ZO (Fig.2) (Furuse et al. 1994)
[para revision, ver (Cummins, 2012)].

Al transfectar a la ocludina en células que no tienen UE, como los fibroblastos L o
las HEK-2983, se forman pequenos 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, ademas, modifica el
patron de los filamentos de claudinas (Cording et al. 2013). Con esto se concluye que la
ocludina modula la morfologia de la red de filamentos en las UEs.

La expresion de ocludina sin su segmento carboxilo, incrementa la RET y de manera
sorprendente, también el flujo paracelular de moléculas (Balda et al. 1996). Asi mismo, se
altera la funcion de cerca de la UE, ya que los lipidos fluorescentes insertados en la

membrana apical pasan al dominio basolateral (Balda et al. 1996). Por esto, se concluy6
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que la ocludina limita el transito paracelular de macromoléculas y mantiene la funcién 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, inflamacion crénica, hiperplasia del epitelio gastrico, 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 tubulos
seminiferos, lo que sugiere que la ocludina tiene una funcidn crucial en la barrera hemato-
testicular (Saitou et al. 2000).

Otras proteinas de la familia TAMP como MarvelD3y tricelulina pueden reemplazar
parcialmente la funcién de la ocludina. Asi, se sabe que en las uniones tricelulares, el
silenciamiento de ocludina o de tricelulina disminuye los sitios de interseccién de la red
de filamentos de la UE, y este efecto es mas notorio cuando se hace el doble
silenciamiento de ocludina y tricelulina (Saito et al. 2021). De estas observaciones se
concluye que estas proteinas tienen la funcidon 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 ratdn, la variante 1 es la mas abundante en el higado y la dos, en
el rindn (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 homofilicas en trans. En cambio, si forma interacciones
heterofilicas en cis con ocludina y tricelulina (Cording et al. 2013). Marvel modifica el
patron de la red de filamentos de la UE que se observa por criofractura. Asi, cuando las

células HEK-293 se transfectan con claudina-1 y MarvelD3, se reduce el tamano de la
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malla de filamentos de UE en comparacion a cuando sélo se transfecta a la claudina-1,y
en otros casos los filamentos forman un patron de lineas paralelas (Cording et al. 2013).
La funcion 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 pancreaticas (Kojima et al. 2011), mientras que en las células Caco-
2 sube la RET (Steed et al. 2009). La ausencia de MarvelD3 aumenta la proliferaciéon y
migracion celular y si se reexpresa en células tumorales metastasicas, inhibe su
proliferacion y migracién (Steed et al. 2014). Por lo que se concluye que MarvelD3 puede

funcionar como supresora tumoral.

3.4JAM

Las JAMs son proteinas que pertenecen a la subfamilia CTX de la superfamilia de
las inmunoglobulinas (Ig) y se caracterizan por atravesar una sola vez la membranay 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 unién a dominios PDZ (Fig. 2y 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, yen el otro grupo se encuentran las proteinas 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 revision, ver (Mandell y
Parkos, 2005)].

Del grupo compuesto por las JAMs -A, -By -C, JAM-A es la que tiene el patrén de
expresion mas amplio, ya que se expresa tanto en células epiteliales como endoteliales.
En cambio, JAM-C sélo se expresa en las células endoteliales [para revisién, 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 homofilicas en cis y en trans (Kostrewa et al. 2001),
mientras que las JAMs -B y -C pueden formar asociaciones heterofilicas en cis y trans. Por
ejemplo, JAM-B se une a JAM-C, o a la integrina a4p1 (Cunningham et al. 2002), y JAM-C a
CD11b/CD18 (Santoso et al. 2002). La dimerizacidon en cis de JAM-A ocurre por la
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interaccion del motivo RVE presente en el dominio D1 de JAM-A con el mismo motivo en la
JAM-A adyacente. Después de la dimerizacion en cis, viene la interaccién en trans
mediante los motivos NNP presentes en el dominio D1 de los dimeros de JAM. La
interaccion en trans se estabiliza por la glicosilacién Unica en la arginina 185 del dominio
D2 de JAM-A humana (Scott et al. 2015) (Fig. 5A) [para revisién, ver (Steinbacher et al.
2018)]. La dimerizacion de JAM-A es esencial para su funcion, pues si se inhibe, por un
lado, JAM-A no se concentra en los sitios de contacto célula-célulay la funcién de barrera
de la UE no se desarrolla (Mandell et al. 2004).

JAM-A con su motivo de unidn a dominios PDZ interactia con proteinas del
complejo de unién apical como las proteinas con multiples dominios PDZ, MUPP1 y PATJ;
con proteinas de la UE como las claudinas y las ZOs, y con proteinas del complejo de
polaridad como Par3 [para revision, ver (Steinbacher et al. 2018)]. En un ensayo in vitro
donde se colocaron 96 dominios PDZ de 48 proteinas diferentes se observd que la cola
carboxilo de JAM-A con el motivo de unién a dominios PDZ interactlia 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 dimerizacidon de JAM-A y a este complejo a través de ZO-2 se
unen varias otras proteinas como afadina, ZO-1, PDZ-GEF1 y Rap2c. Esta ultima inhibe a
RhoA (Monteiro et al. 2013).

Cuando se establecen los primeros contactos célula-célula, el complejo
aPKC/Par6/Lgl se recluta a la region de contacto. Entonces, Cdc42 se activa a través de la
GEFECT2yse unaallaproteina plataforma Par6 que reclutay activa a la aPKCA. Esta cinasa
fosforila a Lgl promoviendo su disgregacion del complejo y su integracion 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 region donde se formara la UE (Yamanaka et al. 2003) y (Plant et al. 2003).

Elflujo de ionesy moléculas por lavia paracelular se regula por dos vias. La primera
depende de la carga idnica y ocurre a través de pequefios poros formados por las
claudinas, con un didmetro de 4 a 10 A aproximadamente. La segunda ruta es la que
permite el transito de moléculas de 60 a 100 Ay selecciona en funcion del tamano. Esta
via que se conoce también como de fuga o “leaky” en inglés la controla JAM-A (Fig. 5B)

[para revision, ver (Otaniy 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
quintuple 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 ademas del quintuple
KO de claudinas se silencia a JAM-A. Ademas, en la region de la UE, en las células con el
quintuple KO de claudinas, las membranas de las células vecinas se siguen viendo
estrechamente asociadas entre si, aun cuando no aparecen los sitos de fusion o “besos”
clasicos de las UEs. En cambio, cuando las células carecen de claudinasy de JAM-A, enla
region de la UE las membranas de las células adyacentes estan separadas entre si (Fig.
5C) (Otani et al. 2019). Si hiciéramos el simil con un embudo, la regién de la UE seria como
elcilindrodelembudo, y elancho de este cilindro seria 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 via de fuga o “leaky” [para revision, ver (Otaniy Furuse, 2020)].

Por otra parte, cabe destacar que el ratén 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 via “leaky”.
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Figura 5. Estructura y funcion 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 dimerizacién en cis y trans y otro
proximal (D) con una asparagina (N) cuya glicosilacion estabiliza la dimerizacion en trans. JAM-A
atraviesa una sola vez la membrana y en su extremo carboxilo terminal tiene un motivo de unién a
dominios PDZ. El panelinferior muestra las interacciones en cis para formar los dimeros, y en trans para
la asociacion 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 pequefias de 4 a 10
A, mientras que JAM alinea las membranas de las células vecinas regula el paso de macromoléculas
que van de 60 a 100 A por la via “leaky”. El esquema derecho muestra como al romperse las
interacciones en trans de JAM se incrementa la permeabilidad a las macromoléculas por la via “leaky”
[Modificado de (Otaniy 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 separacién 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 simultdneamente, 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).

4. Proteinas periféricas de la union estrecha

Existen mas de 40 proteinas periféricas en la UE, y la mayoria de ellas poseen dominios
PDZ (Fig. 6). Este mddulo se denomina asi por el nombre de las tres proteinas donde se
describid por primera vez: PSD95, Dlg1 y ZO-1. Los dominios PDZ son mdédulos de 80-90
aminoacidos que interaccionan de forma homotipica con dominios PDZ presentes en
otras proteinas y de manera heterotipica con motivos de unién a dominios PDZ presentes
en el extremo carboxilo terminal de diversas proteinas. Por ejemplo, con los motivos S/TXV
o $Xod, donde ¢ corresponde a un aminoacido hidrofédbico y X a cualquier aminoacido
[para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

Las proteinas de la UE con dominios PDZ se clasifican en MAGUKs o proteinas de
membrana con homologia al guanilato cinasa, MAGIs o MAGUK invertidas, proteinas con
multiples dominios PDZ, y proteinas con dominios PDZ que no caben en los grupos

anteriores (Fig. 6) [para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].
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Figura 6. Proteinas de la uniéon estrecha con miiltiples dominios PDZ. Dentro de esta
clasificaciéon se encuentran: la familia de las proteinas MAGUK, a la cual pertenecen ZO-1, -2,
-3y 1 Pals 1y se caracterizan porque ademas de dominios PDZ poseen un dominio SH3 y GuK.
La familia de las proteinas MAGUK invertidas, donde se encuentran las proteinas MAGI-1, -2y
-3. Lafamilia de las proteinas con multiples dominios PDZ como MUPP1 y PAT) y finalmente se
encuentran Par-3, -6 y AF-6 que no pertenecen a ninguna de estas familias [para revisién, ver
(Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

4.1 Proteinas MAGUK

Las proteinas MAGUKSs, ademas de los dominios PDZ, tienen un médulo SH3 y un

dominio guanilato cinasa (GuK) sin actividad catalitica, que funciona como sitio de unidn

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

revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012)].

Las proteinas ZO actuan como un puente entre el citoesqueleto de actina y las

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

homodimerosy los heterodimeros ZO-1/Z0-2 y Z0O-1/Z0-3 pero no ZO-1/Z0-3 (Wittchen et

al. 1999) [para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al., 2012)].
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Z0-2 es el motivo de estudio en esta tesis y sus caracteristicas y funcidn se describiran in

extenso en el apartado 7.

4.270-1

Z0O-1 se descubrio en 1986 y fue la primera proteina de la UE que se identificd. Su
nombre se deriva de las siglas de “Zonula Occludens” el nombre en latin para las UEs
(Stevenson et al. 1986). ZO-1 tiene tres dominios PDZ, un médulo SGK que comprende a
los dominios SH3 y GuK, una regiéon de unién a actina y un dominio ZU5 en su segmento
carboxilo terminal. ZO-1 es una proteina plataforma y por lo tanto se asocia a multiples
proteinas. 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, ala afadina con elmoédulo SGK, a JAM-A con eldominio PDZ-3, a a-catenina, vinculina
y shroom2 con el médulo SGK vy a la F-actina con un sitio critico de unioén a actina (ABS)
compuesto por 28 aminoacidos (Belardi et al. 2020) [para revision, ver (Rouaud et al.
2020)], ubicado en laregién de union a actina (ABR) (Fig. 7A) (Beutel et al. 2019).

Z0-1 tiene un peso molecular de 220 kDa y esta 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 ultimo es interesante porque en la placenta
humana ZO-1 se expresa de manera abundante en los vasos de las vellosidades coridnicas
(Miranda et al. 2019), lo que sugiere que en los vertebrados ZO-1 es esencial para la
formacién de los vasos sanguineos. EL noqueo condicional de ZO-1 en elintestino de ratén
no altera la estructura ni la funcién de barrera de la UE (Kuo et al. 2021), lo que indica que
en este tejido hay redundancia funcional con alguna otra proteina, muy probablemente
con ZO-2.

El silenciamiento de ZO-1 y ZO-2 impide la polimerizacion de las claudinas en
filamentos de la UE y la reexpresion de cualquiera de estas proteinas restablece la
formacidn de los filamentos de claudinas (Umeda et al. 2004) (Umeda et al. 2006).

Z0O-1 adquiere dos conformaciones, una plegaday otra estirada, dependiendo de la

presencia de ZO-2 y de la tension del citoesqueleto. En la conformacion estirada ZO-1
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forma un heterodimero con ZO-2 a través de la interaccién homotipica entre los dominios
PDZ-2 de estas proteinas. Ademas, a través de su dominio SH3, ZO-1 interactua con el
factor de transcripcion ZONAB; por medio del dominio PDZ3 interactia con JAM-A; y
mediante el dominio GUK se asocia con ocludina. Asi mismo, la regién de unién 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 conformacién estirada. Pero,
cuando ademas de inhibir a la miosina se silencia a ZO-2, ZO-1 se pliega sobre si mismay
deja de interaccionar con JAM-A, ocludina y ZONAB. Entonces, el factor de transcripcion
ZONAB queda libre en el citoplasma y si se inhibe su degradacién en el proteosoma, viaja
alnucleo e induce la transcripcién de la ciclina D1 (Fig. 7B) (Spadaro et al. 2017).

Z0O-1 exhibe transicién de fase liquido-liquido y este proceso es crucial para el
desarrollo de la UE. La separacién de fases liquido-liquido permite la formacion de
compartimentos sin membranas que los rodeen. Cuando la concentracién de una
proteina llega al nivel de saturacidon puede ocurrir espontaneamente la separacion de
fases: unafase diluiday otra densa. En esta ultima se forman los condensados o gotas con
propiedades semejantes a los liquidos. Asi, durante la formacion 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
proteinas de la UE, como claudinas, ocludina, afadina, cingulina y actina (Fig. 7C1). La
acumulacion de estas proteinas en el borde celular induce la polimerizacion de las
claudinas y la formacién de la UE (Fig. 7C2y C3). La separacion de fase de ZO-1 se inhibe
por fosforilacién, y requiere que ZO-1 se encuentre en la conformacion estirada (Beutel et

al. 2019).
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Figura 7. Estructura, conformacion y separacion de fases de ZO-1. (A) Organizacion molecular de
Z0O-1. Las proteinas que interactian con ZO-1 se indican arriba o abajo del segmento de ZO-1 al que se
unen, que se marca con una linea [para revision, ver (Rouaud et al. 2020)] (B) ZO-1 tiene dos
conformaciones: estirada y plegada.Cuando el citoesqueleto de actomiosina se une a la regién 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 Z0-2, ZO-1 se mantiene estiraday puede
unirse a las proteinas de la UE y a ZONAB. Sin embargo, si simultaneamente se inhibe a la miosina con
blebistatina y se silencia a ZO-2, la tensidn baja y ZO-1 se pliega sobre si mismay ya no interacciona
con JAM-A, ocludina y ZONAB. Si en esta condicién se inhibe al proteosoma, ZONAB viaja al nucleo
donde promueve la transcripcion de ciclina D1y PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacion)
(Spadaro et al. 2017). (C) Ensamble de la UE inducido por la separacion de fases de las proteinas ZO.
1. Cuando inicia el proceso de formacién de la UE, las proteinas ZO se acumulan en el borde celular
lo que permiteme que se experimenten separacion de fases liquido-liquido que se distingue por la
formacién 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 cinturén continuo
subapical (Beutel et al. 2019).

4.370-3

Z0-3 se descubrio en 1998 en un inmunoprecipitado de ZO-1. A diferencia de ZO-1
yZ0-2, laregiénrica 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 higado, el pulmén y el rindn. Sin embargo, no se localiza
en todas las regiones de estos tejidos. Por ejemplo, en el riidn ZO-3 se localiza en los

tubulos, pero no esta presente en el endotelio (Inoko et al. 2003).
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Z0O-3 a diferencia de ZO-1y ZO-2 no parece ser esencial para la formacién 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
circulacion sanguinea, malformaciones en la aleta caudal y pérdida de la barrera de la
epidermis (Kiener, et al. 2008). Esto sugiere que la funcion de ZO-3 varia 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 PAT) que le permite formar un complejo con Pals-1 y

Crumbs (Roh et al. 2002).

4.4 Pals 1

Pals 1 (proteina asociada con Lin71) es una proteina plataforma de 77 kDa. En su
extremo amino terminal tiene una region sin similitud a otras proteinas 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 mdédulo SH3, un dominio
4.1Byun dominio GuK ubicado en el extremo carboxilo (Fig. 6) [para revision, ver (Assémat
etal.2008)]. Los dominios U1y L27N de Pals 1 son criticos para que la proteina 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 funcioén principal de Pals 1 es el desarrollo de la polaridad epitelial. Esta se forma
porla accion de tres complejos de polaridad. El primer complejo llamado Par, se forma por
Par3, Par6 y aPKC, este complejo interactla con los otros dos complejos. El segundo
complejo de polaridad se denomina Crumbs y tiene como constituyentes a Pals 1, Patjy
Crumbs (crb). Este complejo permite la formacion de la UE. El tercer complejo de
polaridad se llama Scrib y esta constituido por hscrib, Lgl y Dlg1. Este complejo tiene la
funcién de marcary formar la membrana lateral (Fig. 8A) [para revision, 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 lUmenes (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). Ademas, 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 asociacion de
Crumbs con el complejo Par6/Par3/aPKC (Fig. 8By C) (Straight et al. 2004).
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Figura 8. ElL 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 interactia
con los otros dos complejos. El segundo complejo llamado Crumbs (crb) estd integrado por Pals1,
Crumbsy Patj, y permite la formacién de la UE. El tercer complejo llamado Scrib se forma por hscrib, Lgl
y Dlg, y tiene la funcién de marcar y formar la membrana lateral [para revision, ver (Rodriguez-Boulan y
Macara, 2014)] (B) Localizaciéon 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 unién adherente (Al), y en el tercer panel, Pals1
se localiza en la zona marginal de los vertebrados. (C) En los mamiferos, 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).

4.5 Proteinas MAGI

Las proteinas MAGIs se caracterizan porque en ellas la mayoria de los dominios
PDZ se encuentran en el segmento carboxilo y no en el amino, como sucede con las
proteinas MAGUK. Ademas, en lugar de un dominio SH3 tienen el médulo WW llamado asi
por sus dos residuos conservados de triptéfano. Tanto los dominios SH3 como WW
interactian con sitios ricos en prolina, siendo PPXP y PPXY los motivos candnicos

respectivos de los médulos SH3 y WW. Existen tres proteinas en esta familia: MAGI-1, -2y
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-3 (Fig. 6) [para revisidn, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)]. MAGI-1 y -3 son ubicuas
mientras que MAGI-2 sdlo se expresa en el cerebro, los podocitos, el pancreas, el corazén
y el misculo esquelético. Las MAGI se asocian tanto a la UE como a la UA. Al ser proteinas
plataforma, cuentan con muchos ligandos, algunos de ellos como B-catenina interactldan
con las tres MAGI, mientras que otros como el receptor del factor de crecimiento nervioso
sdlo interactuan con MAGI-1. [para revision, ver (Kotelevets y Chastre, 2021)].

De las tres MAGIs, la 1 fue la primera en ser descubierta y es la mas estudiada
(Dobrosotskaya et al. 1997). MAGI-1 exhibe tres isoformas a, b y ¢, que contienen dos
sefales de localizacion nuclear. En la UE MAGI-1 funciona como una plataforma para
proteinas de adhesién a las que estabiliza en la membrana. Esto se sabe porque cuando
en los fibroblastos L se transfectan a MAGI-1y a JAM4, la primera estabiliza a JAM4 en la
membrana, incrementa la agregacion celularydisminuye la permeabilidad de manera mas
pronunciada que cuando solo se transfecta a JAM4 (Hirabayashi et al. 2003). Algo similar
sucede en las células endoteliales, donde ESAM, una molécula de adhesion endotelial de
tipo Ig similar a JAM4, recluta a MAGI-1 a la UE (Wegmann et al. 2004) activa a RhoA e
induce la polimerizacion de la actina para la maduracion de los contactos célula-célula
(Kimura et al. 2010).

El KO de MAGI-1 en los ratones no es letal, pero produce glomeruloesclerosis si
ademas de MAGI-1 se silencia a la nefrina, una proteina especifica de la unién 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 proteinas 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 Proteinas con multiples dominios PDZ
MUPP1 y Patj tienen respectivamente 13y 10 dominios PDZ (Fig. 6). Estos dominios
PDZ muestran una alta homologia entre ambas proteinasy se unen a las mismas proteinas

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

Patj forma junto con la proteina integral Crumbs, y la proteina periférica Pals 1 un
complejo que se situa en la zona marginal de los vertebrados (Fig. 8A y C). Como se
describié anteriormente, esta zona se ubica en la punta mas apical de la membrana lateral
por arriba de la UE e interactua con ella (Tan et al. 2020).

Patj es una proteina de 196 kDa que se expresa principalmente en los epitelios, se
asocia con su dominio L27 a Pals 1y con sus dominios PDZ 6y 8 interactua con claudina-
1y 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 deslocalizacion de Pals 1 y Crumbs de la
UE (Michel et al. 2005) asi 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 distribucién 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 liquida se ancle a la membrana y se forme el
cinturén 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 proteina de 219 kDa que se identificé originalmente por su
interaccion con el receptor 5-HT2C. MUPP1 se localiza en la UE y se ha detectado en el
pancreas, el rindn, el musculo esquelético, el corazén, el higado, el cerebro y la placenta
(Ullmer et al. 1998). MUPP1 no se ha estudiado mucho, pero se sabe que actia como
plataforma de interaccion con las claudinas y JAM (Hamazaki et al. 2002). MUPP1 se
asocia al complejo de polaridad Crumbs a través de su unidon con Pals 1 (van de Pavert et

al. 2004).
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4.7 Par3, Par6 y AF-6/afadina

Las proteinas Par3, Par6 y afadina contienen dominios PDZ, pero no pertenecen a
los grupos de proteinas de la UE con dominios PDZ anteriormente descritos (Fig. 6) [para
revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)]. Par3 y Par6 como previamente se describio

forman un complejo de polaridad junto con la aPKC (seccién 4.4 JAMy 5.4 Pals 1).

4.7.1 Par6

Par6 es una proteina de 37 kDa con tres dominios conservados: eldominio PB1 con
el cual se une a aPKC, el médulo CRIB con el que se une a Cdc42y a Rac, y el dominio PDZ
conelqgue seune aPar3yaCrumbs[pararevision, ver (Assémat etal. 2008)]. En las células
epiteliales, Par6 presenta tres isoformas con diferentes funciones y localizacién: Par6G y
Par6A que se localizan en la UE y cuya sobreexpresion no afecta a la UE; y Par6B que se
localiza en el citosoly cuando se sobreexpreza inhibe laformacion de la UE (Gao y Macara,
2004). Esto ultimo puede deberse a su fuerte unién a Pals 1 que interfiere con la unién de
Pals 1 con Patj (Gao y Macara, 2004) (Wang e t al.2004). La funcién principal de Par6 es
facilitar la interaccion de aPKC con sus efectores Par3 y Lgl. Cuando Lgl se fosforila por
aPKC se separa Par6 y aPKC permitiendo la formacién del complejo Par6/Par3/aPKC que
reclutara a JAM-A al sitio de formacién de la UE (Fig. 8Ay C) (Yamanaka et al. 2003).

4.7.2 Par3

En los mamiferos, hay dos genes de Par3 el Ay el B, siendo la proteina Par3 Ala mas
estudiada. Par3A se expresa en varios tejidos, siendo mas abundante en rinén, corazény
cerebro (Lin et al. 2000). Par3 A interactua con su primer dominio PDZ con Par6 y forma
homodimeros a través de su region CR1. La formacion de los homodimeros permite la
localizacion de Par3 en la regidn apical. Si se sobrexpresa el dominio CR1 se deslocalizan
Par6ylaaPKCyno se alcanzael picoinicial 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-Ay alli funciona como una plataforma que recluta a Par6 y aPKC (Fig.

8Ay C). (Ebnet et al. 2001).
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4.7.3 Afadina

La afadina se identificé en 1997 como una proteina de unién 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 UAy la UE, y s-afadina presente Unicamente en
el cerebro donde ademas de localizarse en los contactos celulares se ubica en el nucleo
(Buchert et al. 2007).

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

dominio FHA, un médulo DIL, un dominio PDZ central, tres regiones ricas en prolinay una
region de bobina enrollada. En el segmento carboxilo terminal la afadina posee un dominio
de unién a actina (Fig. 9A) [para revisién, ver (Rouaud et al. 2020)].
En la UA la afadina es la principal proteina plataforma. La formacién de la UE comienza
con la interaccién en trans de las nectinas de las células adyacentes. Las nectinas tienen
tres repetidos tipo inmunoglobulina y marcan el sitio de formacién de la UA. Las nectinas
reclutan a la afadina que se une a la a-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 interactua con
Rap1 que estabiliza a la UA al unirse a la p120-catenina. Esto inhibe la endocitosis de la E-
cadherina que aun no ha establecido interacciones en trans (Fig. 9B) (Sato et al. 2006)

El KO de afadina es letal en el ratén. Desde el dia E7.5, las células del ectodermo
estan menos polarizadas y presentan anormalidades en la longitud e integridad de las
uniones. Los embriones mueren el dia 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 deslocalizacién de nectina-1 y N-
cadherina de la glia radial y de las células ependimarias (Yamamoto et al. 2013). En el
rindn, la falta de afadina dafa 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 ultimo, la ausencia de afadina dafa la angiogénesis, ya
que disminuye la actividad del VEGF y de la esfingosina-1-fosfato lo que inhibe la

formacién de la red de capilares a través de la activacion 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 formacion de las uniones celulares (Komura et al. 2008).
El silenciamiento de afadina también induce la desorientacién del uso mitético y en los
cultivos en tres dimensiones se forman quistes sin lUmenes 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-1y no se forma la UE pero sila UA (Ooshio et al. 2010).

La asociacion de afadina con las nectinas es independiente del citoesqueleto de
actomiosina, sin embargo, la integridad del citoesqueleto es necesaria para que estas dos
proteinas puedan reclutar a las proteinas periféricas de la UAy la UE. Esto se demostro al
tratar a las células MDCK con citocalasina D o latrunculina A, que inhiben la
polimerizacion 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 activacion de RhoA induce la formacién de
fibras de estrés (Saito et al. 2015).

Las proteinas ZO y la afadina regulan la tensién del citoesqueleto en los contactos
celulares ya que cuando se silencia a ZO-1y a ZO-2 sube la tension del anillo cortical de
actomiosina y aumenta la expresion de afadina. Afadina parece contrarrestar este
incremento en la tension ya que cuando ademas se silencia a afadina las células pierden

su formay la funcidon de barrera evaluada por medio de la RET (Fig. 9C) (Choi et al. 2016).
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Figura 9. Estructura, localizaciéon y funcion de afadina. (A) Organizacién molecular de afadina. Las
proteinas que se unen a afadina se indican en el sitio de afadina al que se asocian [para revision, ver
(Rouaud et al. 2020)]. (B) Composiciéon molecular de la unién adherente. Al inicio y de manera
independiente de Ca?', las nectinas establecen contactos en trans a través de sus repetidos de Ig. Las
nectinas reclutan a afadina, que estabiliza al citoesqueleto de actinay recluta a a-cateninay a p120.
Esta plataforma permite el ensamble de la E-cadherina en presencia de Ca®* [para revision, ver (Fujita
y Hogan, 2006)]. (C) Cuando se silencia a ZO-1 y a ZO-2 sube la tensiéon del anillo cortical de
actomiosina (panel izquierdo), pero si ademas 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 tension
provocado por la ausencia de las proteinas ZO (Choi et al. 2016).

5. Cingulinay paracingulina
Cingulina y paracingulina son proteinas periféricas de la UE sin dominios PDZ. El
nombre de cingulina proviene del latin “cingere” que significa encintar o formar un cinturén
alrededor. La estructura de estas proteinas es similar a la miosina, sin embargo, no actldan
como motores dependientes de actina. Cingulinay paracingulinatienen una cabeza amino
globular, un cuerpo que al homodimerizarse forma una bobina enrollada, y a diferencia de

la miosina exhiben una cola globular pequefia en el extremo carboxilo terminal. La
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paracingulina tiene un 40% de identidad de secuencia con la cingulina [para revision, ver

(Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

5.1 Cingulina

La cingulina se identifico 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 globulary que se une al ZU5 de ZO-1. Ademas,
la cingulina con su cabeza globular interacciona con la actina, los microtubulos, ZO-2y
Z0O-3. Con su dominio de bobina enrollada, la cingulina interactua con GEHF-H1,
p114RhoGEF, MgcRacGAP y Tiam1. Este dominio de bobina enrollada se puede abrir por
fosforilacion mediada por AMPK [para revision, 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 rindn lo que
sugiere que la cingulina regula la expresiéon de claudina-2 (Guillemot et al. 2012). En los
cuerpos embrionarios, el silenciamiento de cingulina incrementa la transcripcién de la
ocludina, y las claudinas -2, -6 y -7 (Guillemot et al. 2004). En el endotelio, la
sobreexpresion de cingulina favorece la formacion de la UE, y disminuye la permeabilidad
a macromoléculas y en los ratones el KO de cingulina produce una barrera
hematoencefalica defectuosa (Schossleitner et al. 2016).

La cingulina forma un puente entre ZO-1y la miosina no muscular [IB (NMIIB). Esta
interaccion es crucial para que ZO-1 adquiera una conformacion estiraday se acumule en
la UE. Ademas, esta interaccion permite mantener la tortuosidad del borde celular y la
tension de la membrana apical ya que facilita la acumulacién de la y-actina en la UE
(Rouaud et al. 2023). La cingulina también se une a los microtubulos a través de un
conjunto de residuos basicos 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 microtubulos apicales planares (Yano et al. 2013).
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5.2 Paracingulina

La paracingulina también conocida como JACOP, es una proteina de 148 kDa que
se descubrié en el 2004 (Ohnishi et al. 2004). Se localiza tanto en la UE como en la UA a
donde se recluta por ZO-1y 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 microtubulos 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 formacioén de la UE al disminuir la actividad de Rac1 de una manera dependiente de
Tiam1. El silenciamiento de paracingulina también incrementa la expresion de claudina-2
(Guillemot et al. 2008). La paracingulina promueve la asociacion de la VE-cadherina con

el citoesqueleto de actina y asi 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 0 mas células. Las UEt estan constituidas por los
filamentos de las UE bicelulares que en los sitios tricelulares giran de manera
perpendicular y se extienden hasta la region basal de tal manera que en ese borde lateral
hay proteinas de la UE y la UA. Vistas por criofractura con microscopia electrénica, las UEt
tienen dos estructuras principales, un elemento central vertical de sellado intercelulary
fibras perpendiculares asociadas al elemento central (Staehelin, 1973). El elemento
central se forma por un filamento de cada célula que va desde la region mas apical de la
UE bicelular hasta la regiéon basal. Las fibras asociadas son pequefios filamentos de UE
que se conectan de forma perpendicular al elemento central de sellado y asemejan a los
peldanos de una escalera (Fig. 10A). La funcidén de las UEt es sellar el espacio paracelular
entre varias células adyacentes [para revision, ver (Higashiy Furuse, 2022)].

En las UEt se concentran dos proteinas especificas de estas uniones: tricelulinay

angulina.

44



6.1 Tricelulina

La tricelulina es una proteina 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. 2y 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 patrén de la red de filamentos de la UE que se observa por criofractura. Asi,
cuando las células HEK-293 se transfectan con claudina-1 y tricelulina, el tamafio de la
malla de filamentos de UE se reduce y aparecen mas angulos rectos en comparacion a
cuando sélo 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 (lkenouchi 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
simultaneamente a tricelulinay a ocludina, desaparecen los entrecruzamientos de la red,
y los filamentos de la UE forman un patrén de hebras paralelas. Esto indica que ocludinay
tricelulina tienen funciones semejantes en las UEs bicelulares (Saito et al. 2021).

La tricelulina mantiene la funcidon 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 degeneracion de las células peludas del
organo de Cortien la céclea (Kamitani et al. 2015). Adiferencia de lo que ocurre cuando se
silencia a la claudina-11, el silenciamiento de tricelulina mantiene intacto el potencial
endococlear y la degeneracién de las células peludas ocurre después de la maduracién

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

La angulina LSR, es una proteina integral de 585 aminoacidos, que atraviesa una
sola vez la membrana, posee un dominio de inmunoglobulina en la regién extracelulary en
su extremo carboxilo terminal presenta un motivo LVV de unién a dominios PDZ (Fig. 2y
10B). La familia de las angulinas tiene tres miembros: angulina -1, -2 y -3. La angulina-1 es
la mas ubicuay se expresa en los tejidos epiteliales incluyendo la piel, el intestino delgado,
los tubulos proximales, el colon y el higado. La angulina-2 se expresa en el pancreas,
colon, rindn, vejiga y los tubulos distales y colectores del rifidn. Finalmente, la angulina-3
se localiza en el epitelio pigmentario de la retina, los podocitos, el mesotelio y en el
perineuro [para revision, ver (Higashiy Furuse, 2022)].
Asi como JAM-A define el sitio donde se formara la UE bicelular, la angulina marca el sitio
de formacion de la UEt, y a ese lugar recluta a la tricelulina a través de su dominio
citoplasmico (Masuda et al. 2011). La angulina es indispensable para la formacioén 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 laregion basolateral de las UEt [para revision, ver (Higashiy Furuse

2022)].

(A) (B)
MDCK Il cells Tricellulin KO cells Angulin-1 KO cells

Tricellulin Angulin-1

Plasma membrane Plasma membrane
co tact con tact Paracellular gap Ig-like
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Short TJ strands associated with
central sealing elements
Central sealing elements Central sealing elements No central sealing elements N C —
with angulin-1/tricellulin with angulin-1 57; PDZ-bin
Normal barrier Normal barrier Barrier defect

Figura 10. Esquema de las uniones estrechas tricelulares. (A) En las UEt tricelulinay angulina LSR se
localizan a lo largo del eje apicobasal. En las células KO de tricelulina, se pierde la conexién entre el
no se
forma el elemento de sellado central (Sugawara et al. 2021). (B) Estructura de tricelulina y angulina.
veces
la membrana. Ademas, posee dos asas extracelulares, un dominio aminoy otro carboxilo ambos largos
y citoplasmicos, y en este ultimo se localiza el dominio ELL. La angulina atraviesa una sola vez la
membrana, en su regidén extracelular tiene un dominio tipo inmunoglobulina y en su porcién

elemento de sellado central y los filamentos de la UE bicelular. En las células KO de angulina

Tricelulina pertenece a la familia TAMP pues posee un dominio Marvel con el que atraviesa cuatro

citopldsmica posee un motivo de uniéon a dominios PDZ [para revisién, ver (Higashiy Furuse 2022
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7. Z0-2

Z0-2 es una proteina de 160 kDa que se descubridé porque co-inmunoprecipita con
Z0-1 (Gumbiner et al. 1991). ZO-2 pertenece a la familia MAGUK ya que tiene 3 dominios
PDZ, un dominio SH3 y un dominio GUK. Ademas, ZO-2 posee una regidon de aminoacidos
cargados positivamente y una regién rica en prolina donde se encuentra el sitio de unién a
actina. Los dominios de ZO-2 estan separados por regiones unicas (U). Finalmente, en el
segmento carboxilo terminal de ZO-2 los tres ultimos aminoacidos (TEL) forman un motivo
de unién a dominios PDZ (Fig.11) [para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2012)].

Z0O-2 interacciona con una gran variedad de proteinas: Por ejemplo,
coinmunoprecipita con proteinas nucleares como ldamina B1 (Jaramillo et al. 2004),
interactua con los factores de transcripcion 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 fosfoinositido Ptdlns (4,5) P2 (Meerschaert et al. 2009) con la
proteina supresora de tumores hScrib (Metais et al. 2005), con la oncoproteina LASP-1
(Mihlan et al. 2013), con proteinas del citoesqueleto como actina (Wittchen et al. 1999) y
con proteinas de los contactos celulares como la B-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
Xetal.2009)y43 (Singh D etal. 2005) de las uniones comunicantes (Fig. 11) [para revision,
ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2017)].

Cuando Z0O-2 se sobreexpresa en las células MDCK, se separa en fases y forma
condensados. La formacion de los condensados depende de los dominios PDZ3-SH3-
GUK, que forman el supradominio PSG. Amedida que los condensados de ZO-2 aumentan
de tamano se elongan a lo largo del borde celular y permiten la formacién de redes de
filamentos de la UE. El proceso de separacion de fases involucra la desfosforilacion de ZO-
2,ya que si se activa a la cinasa CK2 se inhibe la formacién de los condensados de ZO-2,
mientras que si se activa la fosfatasa PP1 se promueve su formacion (Beutel et al. 2019).

Z0-2 es una de las primeras proteinas de la UE en llegar a los contactos celulares.
En elratén, en la etapa embrionaria de 8 células o blastémeros, la adhesién célula-célula

comienza con la compactacion que se caracteriza por la expresion de la E-cadherina en el
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borde celulary el arribo del complejo de polaridad Par3/Par6/aPKC/Cdc42 a la region mas
apical de las células. En la siguiente etapa, donde la moérula tiene 16 células, ZO-2 y
cingulina llegan a la porcion mas apical de la membrana lateral mezclandose con las
proteinas de la UA. En la siguiente division 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 proteinas 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 formacion del

blastocele.

7.1 Localizacion y movimiento de ZO-2

Z0-2 es una proteina presente en las UEs y el nucleo. El movimiento de ZO-2 se
regula por sefiales de localizacion (NLS) y de exportaciéon nuclear (NES) y por
modificaciones postransduccionales. En la region U2, ZO-2 tiene dos NLS bipartitas (bp),
una NLS monopartita y 16 repetidos de serina-arginina que al fosforilarse direccionan a
Z0-2 alos moteados nucleares. ZO-2 posee también 4 NES. Para que ZO-2 salga del nucleo
es necesario que se fosforile la NES-1 por la PKC¢ (Chamorro et al. 2009) y que la bp NLS-
2 se inactive por O-GlcNAcetilacion (Quiros et al. 2013).

La localizacion 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, ademas de localizarse en la UE, ZO-2 se concentra en el nucleo (Islas et
al. 2002).

En los cultivos subconfluentes ZO-2 recién sintetizada viaja primero al nucleo, 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
nucleo (Quiros et al. 2013). El movimiento de ZO-2 del citoplasma a la membrana se
induce por activacion del receptor sensor de calcio (CaSR) acoplado a una proteina G
heterotrimérica. Cuando el calcio activa al CaSR, la subunidad a1 de la proteina G se
separa de las subunidades By, y activa a la fosfolipasa C que hidroliza al fosfatidil inositol

bi-fosfato en inositol fosfato y diacilglicerol. Este ultimo activa a la PKCeg, 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 fosforilacion 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 Funcion de ZO-2 en el nucleo

Z0O-2 en el nucleo ejerce varias funciones. Por una parte, ZO-2 inhibe la
transcripcion de genes. Asi, se ha visto que, al asociarse a YAP, ZO-2 inhibe la transcripcion
de genes regulados por sitios TEAD como el gen CTGF (Dominguez-Calderon et al. 2016).
Z0O-2 también bloquea a la via WNT ya que inhibe la actividad transcripcional regulada por
el factor de transcripcion TCF y la B-catenina (Wetzel et al. 2017) (Dominguez-Calderon et
al. 2016). ZO-2 ademas se une a los factores de transcripcion Jun y Fos e inhibe la
transcripcion de genes regulados por sitios AP-1 (Betanzos et al. 2004), e interactua con el
factor de transcripcion c-myc para asociarse a la caja E del promotor de la ciclina D1 e
inhibir su transcripcion (Huerta et al. 2007).

Por otra parte, ZO-2 también actlia como un transportador de factores al ntcleo. Al
respecto, se sabe que el movimiento hacia adentro y fuera del nucleo de ZO-2, modula el
trafico intracelular del factor de transcripcion TEAD a través de un proceso regulado por
las nPKCdy ¢ (Gallego-Gutiérrez et al. 2021). La interaccidon del motivo de unién a dominios
PDZ de la proteina ARVCF con el segmento amino terminal de ZO-2, facilita la entrada al
nucleo de ARVCF (Kausalya et al. 2004). De manera similar, el PDZ-1 de ZO-2 se asocia al
motivo de uniéon a dominios PDZ de YAP2 e induce su localizacion en el nucleo (Oka et al.
2010).

También se ha visto que ZO-2 mantiene la forma del nudcleo ya que cuando se
silencia, el nucleo pierde su forma ovalada y aparece lobulado con multiples
indentaciones. Esto se debe a que ZO-2 en el nlcleo se une a la ldAmina B1 y a la proteina
SUN-1. Esto permite que el nucleoesqueleto de laminas se conecte al complejo LINC
integrado por las nesprinas y SUN. Este complejo del lado citoplasmatico se une a la
actina, vimentinay a los microtubulosy por tanto es esencial para ligar al nucleoesqueleto
de laminas con el citoesqueleto. Por ello encontramos que cuando falta ZO-2 se pierde la
red de vimentina que envuelve y da rigidez al nucleo. Asi mismo, vemos que si en las

células ZO-2 KD se estabiliza a los microtubulos con docetaxel, se recupera la forma
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ovaladadelnucleo, lo que sugiere que Z0O-2 da estabilidad a los microtubulos (Hernandez-

Guzman et al. 2021).

7.3 Funcion de ZO-2 en la membrana

ELKO de ZO-2 es letal en el ratén, ya que los animales se mueren en la gastrulacion
temprana entre los dias 6.5y 7.5 (Xu et al. 2008). Para saber si esto se debe a que ZO-2 es
necesaria para el embridn 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 concluyo que ZO-2 es indispensable para el desarrollo del
trofoblasto y la placenta y no para el embridn por si mismo (Xu et al. 2008).

Aqui, 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 corionicos (Miranda et al. 2019).

Z0-1 y ZO-2 son indispensables para la polimerizacidon de las claudinas ya que
cuando se silencia a ambas proteinas 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-1y ZO-2 actuan de forma redundante en la polimerizaciéon de las claudinas,
hay algunos tejidos donde la ausencia de ZO-2 es suficiente para impedir la formacién de
las UEs. Por ejemplo, en los ratones macho quimera de ZO-2 no se sella la barrera
hematotesticulary por lo tanto los animales son infértiles (Xu et al. 2009). En el higado, ZO-
2 también es indispensable para el sellado de la barrera hematobiliar. Asi en humanos, las
mutaciones del gen TIP2 que evitan la expresion de ZO-2, inducen colestasis intrahepatica
familiar progresiva tipo 4 que se caracteriza por la ausencia de claudina-1yla consecuente
fuga de bilis al plasma, lo que produce cirrosis no alcohdlica 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 higado 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 (Gonzalez-Gonzalez et al. 2022).

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

inicial de RET que se observa en las células parentales. Esto se debe especificamente a la
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ausencia de ZO-2, porque cuando a las monocapas de células ZO-2 KD se les transfecta
Z0-2, vuelven a presentar el pico maximo de resistencia inicial (Raya-Sandino et al. 2017).
Sin embargo, aun desconocemos como se regula o de que otras proteinas depende el
desarrollo del pico inicial maximo 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 comparacién con las células

control (Hernandez et al. 2007).

PDZ PDZ PDZ SH3 GuK ABR/PR
U4 U5
JAM-A ZASF Actin hScrib
Claudins Z0-1 —
Z0-2 4.1
Cx36 Cx43
Ad9-E4-ORF1
ARVCF Cx30, Cx32 Jun
a-Cat, Occ

BCat Myosin-2, PKA, PKC, A, { and ¢, Scr, CSK, GSK3p, sSC-35,
31, Fos, C/EBP, c-Myc, KyoT2, Cingulin, LASP, USP53

Proteinas de unidn célula-célula:
-Unidn estrecha Union a actina Factores nucleares

-Unién adherente Factores de transcripcion Proteinas cinasas
-Unién comunicante Regulador de la polaridad

Factores de procesamiento alterativo

Figura 11. Estructura de ZO-2 y las proteinas con las que interacciona. Representacion
esquematica de Z0O-2y sus dominios. Mediante un cédigo de color se especifica la clasificacion
de las proteinas que se unen a ZO-2. Las lineas negras debajo del esquema de ZO-2 muestran
la region con la que interaccionan las diversas proteinas [Modificado de (Gonzéalez-Mariscal et

al. 2016)].

8. Elcitoesqueleto de actomiosina en las células epiteliales
El citoesqueleto de actomiosina esta compuesto por actinay miosina. La actina es
una proteina monomérica que se polimeriza espontaneamente en filamentos con una

conformacion de hélice (F-actina o actina filamentosa). En los mamiferos existen seis
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isoformas de actina codificadas por diferentes genes y la mayoria de ellas se expresan en
el tejido muscular [para revision, ver (Lodish 2016; Ivanov et al. 2022)].

La polimerizacién de la actina depende de la concentracion de los mondmeros de
actina (G-actina), requiere de Mg?*y se realiza en tres fases. La primera es la de nucleacion,
la sigue la fase de elongacién, hasta que se alcanza el estado estacionario. La actina es
una molécula que presenta dos diferentes y opuestas regiones de polimerizacion, una de
ellas estd marcada por una hendidura que permite el ingreso del ATP y el Mg?* y tiene una
cinética de incorporacidon de actina mayor (polo positivo) que la regién opuesta (polo
negativo). Esto hace que el filamento se polimerice mas rapidamente hacia el lado
positivo, que hacia el negativo, en un proceso dependiente de ATP. Asi, 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 region 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 polimerizacion, la
elongacién de los filamentos y la formacién de redes o manojos de actina participan mas
de 100 diferentes proteinas [para revision, ver (Pollard, 2009)].

En las células epiteliales existen dos isoformas de actina que son casi idénticas
pues solo difieren en su secuencia por cuatro aminoacidos. A pesar de ello, estas
isoformas de actina se localizan en distintos lugares de la célula y tienen funciones no
redundantes. La segregacion espacial de las isoformas de actina se puede explicar por
diferencias en sus cinéticas de polimerizacion, modificaciones post transduccionales
como la arginilacion, la interaccion con diferentes proteinas de union a actina y por la
region en la célula en la cual se transcriben [para revision, ver (lvanov et al. 2022)].

En las células epiteliales polarizadas B-y y-actina se localizan respectivamente en
la UAyla 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 revision, ver (lvanov et al. 2022)].
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La miosina, es una proteina motora que “camina” sobre los filamentos de actina
produciendo tension, a través de un mecanismo dependiente de ATP. La mayoria de las
miosinas, incluyendo la miosina no muscular Il (NMIl), pertenecen a la clase Il. Las
miosinas de esta clase se caracterizan porque tienen dos cadenas pesadasy cuatro ligeras
y de estas ultimas, dos son regulatorias y las otras dos, esenciales. Las miosinas poseen
también un dominio globular de “cabeza”, donde se localizan los sitios de unién al ATPy 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 interactian con los filamentos de actina para producir tensiéon o generar
movimiento se les conoce como filamentos de actomiosina (Fig. 12C) [para revision, ver
(Vicente-Manzanares et al. 2009)].

En los mamiferos existen 3 isoformas de miosina no muscular denominadas NMl|
A, B y C codificadas respectivamente por los genes MYH9, MYH10 y MYH14. La NMIIA
hidroliza el ATP mas rapidamente y por lo tanto es la mas dinamica. Su funcion es
remodelar al citoesqueleto y regular la adhesion. La NMIIB es mas estable y regula la
polarizacién frontal y trasera durante la migracion celular (Aguilar-Cuenca et al. 2020).
Ademas, mantiene la tensioén de la membrana apical (Wayt et al. 2021). La NMIIC se
localiza en las uniones tricelulares (Ebrahim et al. 2013) [para revision, ver (Vicente-
Manzanares et al. 2009)].

En las NMII, la fosforilacidon de la cadena ligera regulatoria en la S19 induce un
cambio conformacional que permite a la miosina generar tension. Las cinasas que
fosforilany activan a la NMll son MLCK, ROCK, ZIPK/DAPK3 y MRCK. ROCK también inhibe
a la fosfatasa de la NMIl y por lo tanto, aumenta la activacion de la miosina. La NMll se
inhibe por fosforilacidon por las cinasas PKC, CK Il y TRPM7 que actuan en la cadena ligera
regulatoria, en el dominio de bobina enrollado y en la cola de la NMII [para revisién, 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 nucleo,
y en la regién apical. En esta ultima, la actomiosina forma un cinturén llamado anillo
cortical de actomiosina que interacciona con la UE y la UA [para revision, ver (Vicente-
Manzanares et al. 2009)]. El anillo cortical de actomiosina esta constituido por haces
paralelos de filamentos de actina asociados de manera regular con filamentos bipolares
de NMIl en un arreglo que asemeja a un mini-sarcomero. Este arreglo de actomiosina se
asocia a la UA a través de la B- y a- catenina (Fig.12D). La NMIIA es la isoforma mas
abundante del anillo cortical de actomiosina (Naydenov et al. 2016), aunque las isoformas
NMIIB y C también pueden estar presentes, dependiendo del tejido en cuestion [para
revision, ver (lvanov 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 ultima 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
Unicamente en los filamentos de actina asociados a la E-cadherina [para revision, ver
(lvanov et al. 2022)].
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Figura 12. Actina y miosina en las células epiteliales. (A) Polimerizacién de actina. Este proceso
se inicia con la nucleacién de los monémeros de actina unidos a ATP. Una vez que se forma un
nucleo de actinas, los mondmeros se unen rapidamente elongando al filamento, donde el lado
positivo (+) crece mas rapido que el negativo (-). Finalmente, en el estado estacionario, la hidrélisis
de ATP origina en el filamento, una regidon 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) (Nurnberg et al. 2011). (B)
Esquema de las isoformas de actina en las células epiteliales. La y-actina se localiza en la region
apical asociada a la UE y la B-actina que se ubica en la membrana lateral y en el anillo cortical de
actomiosina asociada a la UA (lvanov et al. 2022) (C) La miosina (azul) es una proteina 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 contraccidn, similar a
como sucede con los sarcémeros del musculo esquelético. (Vicente-Manzanares et al. 2009) (D)
Organizacién del citoesqueleto de actina. En las células epiteliales, el citoesqueleto de actomiosina
que se localiza en la regién apical se asocia al complejo de unién 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 laNMIIABy C se
acomodan en segmentos regulares semejando a un sarcémero, esta estructura se asocia a las UA
através de las cateninas (Citi et al. 2024).

8.1 ZO-2y su efecto sobre las proteinas Rho, Rac y Cdc42

La superfamilia Ras tiene al menos 150 miembros que se clasifican en cinco
familias: Ras, Rab, Ran, Arfy Rho. El citoesqueleto de actomiosina se regula por la familia
de proteinas Rho, homodlogas a Ras, que tiene 25 miembros de los cuales RhoA, Rac1y
Cdc42 son los mas destacados y estudiados. Estas pequefas proteinas G se caracterizan
porque intercambian el GDP por GTP y porgque se activan cuando estan unidas al GTP y se
inactivan cuando tienen GDP [para revisién, ver (Quiros et al. 2014) y (Citi et al. 2014)].

En ausencia de ZO-2, aumenta la cantidad de RhoA activay de ROCKII, lo que lleva
a un aumento en la fosforilacién de la cadena ligera de la miosinay a la formacién de fibras
de estrés. Sin embargo, cuando se activa a RhoA con acido lisofosfatidico (LPA) las células
Z0-2 KD no responden a esta activacion, a diferencia de las células parentales. Esto
sugiere que en ausencia de Z0O-2, las células tienen a RhoA activado al maximo, tal vez
para mantener selladas las UEs, y por ello pierden la capacidad de respuesta a la
estimulacién con LPA (Fig. 13A) (Raya-Sandino et al. 2017).

La falta de ZO-2 aumenta el nivel de Cdc42 activoy esto junto con elincremento de

RhoA activo despolariza al uso mitdtico promoviendo que las células crezcan unas encima
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de otras y en cultivos en tres dimensiones induce la formacién de quistes con multiples

lumenes (Fig. 13B) (Raya-Sandino et al. 2017).

En ausencia de ZO-2, también aumenta el contenido de Rac1. Rac promueve la

formacién de lamelas y favorece la migracion celular. Esto explica porque en las células

Z0-2 KD se forman varias lamelas por célulay aumenta la migracion. Aunque cabe resaltar

que el movimiento que se induce es no direccionado. Ademas, la falta de ZO-2 disminuye

la fosforilacidn de la cofilina, una proteina crucial para la formacion de las lamelas que se

activa al desfosforilarse (Fig. 13C) (Raya-Sandino et al. 2017).
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Figura 13. Efecto de ZO-2 sobre las proteinas RhoA, Rac1y Cdc42. (A) La
ausenciade ZO-2 incrementa la actividad de RhoA activa lo que a su vez activa
a la cinasa ROCKIl que fosforila a la cadena ligera de la miosina (pMLC2)
induciendo la formacidn de fibras de estrés en la region basal. (B) Al silenciar
a Z0-2, aumenta la actividad de Cdc42 lo que produce la despolarizacién del
uso mitdticoy hace que las células crezcan unas encima de otras, y en cultivos
en tres dimensiones se forman quistes con multiples lUmenes. (C) Con la falta
de ZO-2 aumenta la cantidad de Rac1 lo que disminuye la fosforilacion de la
cofilina y esto provoca la formacidon de multiples lamelas por célula lo que
resulta en una mayor migraciéon, pero en una disminuciéon 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 proteinas Rho se regulan positiva y negativamente por los factores
intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs) y proteinas activadoras de las
GTPasas (GAPs), respectivamente. Las proteinas GEF facilitan el intercambio de GDP por
GTP. En cambio, las proteinas GAP favorecen la ruptura del enlace fosfodiéster del GTP
[para revision, ver (Citi et al. 2014)] En la tabla 1 se resume la informacion de las proteinas
del complejo de unién 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

Proteinas con las que

Efecto de la interaccion

Tipo celular

Referen-cia

Proteina
interactua
™ ZONAB nuclear > 1 transcripcién (Nie et al.
ZONAB MDCK
CD1. 2009)
— asociacion de GEF-H1 con cingulina (Raya-
Z0-2 en el borde celular > ™ pGEF-H1~»> v MDCK Sandino et al.
GEF-H1 fibras de estrés. 2017)
(Aijaz et al.
cingulina v GEF-H1-> ¥ RhoA. MDCK
2005)
VGEF-H1 en el borde celular > ¥ RhoAy (Guillemot et
paracingulina MDCK
claudina-2. al. 2008)
™ RhoA en el borde celular * (Terry et al.
cingulina Caco-2
formacioén UE. 2011)
p114RhoGEF
(Haasetal.
JAM-A JAM-A— p114RhoGEF - VRhoA. MDCK
2020)
LPS > * p115RhoGEF » "RhoA » VRET (Xiaolu et al.
p115RhoGEF RhoA bEnd.3
® Vv ZO-1, claudina-5y ocludina. 2011)
[
5 paracingulina > *Tiam1 al borde (Guillemot et
Tiam1 paracingulina MDCK
celular>™ Rac1~> ™RET. al. 2008)
Células
JAM-A epiteliales (Monteiro et
PDZ-GEF1 1 Rap2c y— RhoA.
Z0-2 intestinales de al. 2013)
ratén
™ pMLC > 1 anillo cortical de actina > (Itoh et al.
RhoGEF11 Z0-1 EpH4
RET. 2012)
Z0-1 ™ Cdc42 y N-WASP > mantiene forma (Otani et al.
Tuba Caco-2
celular. 2006)
scribble borde celular sinuoso > ¥ contraccién MDCK (Awadia et al.
SGEF
Dlg1 anillo cortical actomiosina. 2019)
Par6 (Liu et al.
ECT2 Par3 1™ Cdc42 » formacién lumen en quiste. MDCK 2006) vy (Liu et
aPKC al. 2004)
cingulina En elborde celular— Rac1 > (Guillemot et
MgcRacGAP MDCK
paracingulina formacion UE. al. 2014)
&
<
O] - -
paracingulina
En el borde celular > Cdc42 > (Elbediwy et
SH3BP1 CD2AP Caco-2
formacion UE. al. 2012)
Capz

1, incrementa; ¥, disminuye; —, inhibe; y > induce.
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8.3 Efecto del silenciamiento o noqueo de las proteinas ZO sobre: El perfil del borde
celulary la distribucion de la miosina

Las células MDCK que no expresan a ZO-1y a ZO-2 exhiben un anillo cortical de
actina muy organizado a nivel de la UA con un patrén de punteado muy marcado de la NMII.
La elevada contraccidon del anillo cortical de actomiosina observada en estas células,
desencadena la expansion del dominio apical. Este proceso involucra el reclutamiento de
ROCK al borde celular por Shroom3 y permite la acumulacion de afadina, que ayuda a
mantener la integridad del tejido ante la elevada tension mecanica (Choi et al. 2016) [para
revision, ver (Hardin, 2016)].

El patrén del borde celular también se afecta cuando ZO-1 (Van ltallie 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 celulary ahora los limites 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). Elincremento en la linearidad del borde celulartambién se alcanza en las células
control y en las ZO-1 KO cuando se inhibe a la NMIl con blebbistatina, pero esto no se
observa cuando sélo se silencia o se noquea a ZO-2 (Fanning et al. 2012), (Tokuda et al.
2014). Esto sugiere que, aunque ZO-1y ZO-2 se asocian a la actina, su impacto como
proteinas mecanosensoras de la UE es diferente, lo que nos llevé en esta tesis a estudiar

elrol de ZO-2 en la regulacion de la tensidn.

9. Mecanotension
La mecanobiologia estudia como las células perciben y responden a los cambios
mecanicos de su microambiente [para revisién, ver (Ladoux y Mége, 2017; Martino, 2023)].
Las proteinas que traducen los estimulos mecanicos se llaman mecanosensoras. El
estimulo lo perciben las proteinas transmembranales como, por ejemplo, las integrinas, y
pasan la informacion a proteinas citoplasmaticas que regulan al citoesqueleto. Estas
ultimas pueden ser proteinas adaptadoras presentes en la UE, la UA y las adhesiones

focales (Martino, 2023).
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Los estimulos mecanicos incluyen a fuerzas como la compresion, la rigidez, la
elasticidad, la gravedad, la presién hidrostatica y el estrés cizallante (shear stress en
inglés) [para revision, ver (Ladoux y Mege 2017; Martino, 2023)]. La rigidez se define como
la resistencia de un material al ser sometido a una fuerza. En la curva de
esfuerzo/deformacion, en el eje de las “y” se grafica el esfuerzo (o), que es igual a la fuerza
sobre el area y se describe en pascales (Pa = N/m?), y en el eje de las “x” se grafica la
deformacion del material (€), 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
solo se consideran las unidades de esfuerzo (Fig. 14) (Askeland, 1998).

La pendiente de la curva esfuerzo-deformacion constituye una medida de la rigidez
de un material y se define como E=c/e donde E es la constante de elasticidad o rigidez,
también llamado moédulo de Young, o es la fuerza aplicada y € es la deformacion. Al
aumentar la fuerza aplicada se incrementa la deformacidon del material, aunque éste
puede después regresar a su forma original. Sin embargo, llega un punto en la curva donde
la deformacién es tan grande que el material ya no puede regresar mas 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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Figura 14. Curva de esfuerzo/deformacién. Al incrementar el esfuerzo se
incrementa la deformacién del material. Dependiendo de las propiedades de cada
material, la curva tiene mayor o menor inclinacién lo que quiere decir que, si un
material es muy rigido se necesitara mas fuerza para deformarlo y su pendiente sera
mas inclinada. ELmddulo de elasticidad corresponde a la parte de la curva en la cual
el material puede regresar a su estado original después de la aplicacién de una
fuerza. El esfuerzo de cedencia corresponde al punto a partir del cual el material se
deformay no regresa a su estado basal. Modificado de (Askeland, 1998).

9.1 Larigidez de la membrana apical

Larigidez de la membrana apical regula procesos celulares como la endocitosis (Dai
et al. 1997), la exocitosis y la divisidon celular (Raucher and Sheetz 1999) y le permite a la
célula hacer frente a retos como la compresidn, el estrés osmético (Pietuch et al. 2013) o
el estrés por cizallamiento que por ejemplo ejerce el flujo sanguineo sobre la pared
vascular (Li et al. 2018).

Existen diversas técnicas biofisicas para medir la rigidez de las células en cultivo.
Para medir la tensidon de la membrana apical, antes se utilizaba la aspiraciéon con una
micropipeta o se hacia un ensayo de traccion por correa (tether pulling assay). Ahora se
utilizan pinzas 6pticas o la microscopia de fuerza atdémica (AFM) [para revisidn, ver (Pontes
et al. 2017). Esta ultima permite medir la rigidez de la membrana apical al realizar en ella

indentaciones con un cantilever (Bruckner et al. 2018).

9.2 La tension a nivel de la UE

Aunque la UE se encuentra muy cerca de la UA estas uniones se encuentran
sometidas a diferentes estreses. Asi, en las células MDCK se observé que en un mismo
momento el borde de la UE marcado con cingulina es sinuoso, mientras que el de la UA
marcado con B-catenina es lineal (Rouaud et al. 2023). Esto indica que la tension en la UE
es diferente a la presente en la UA.

Diversas condiciones alteran la funcién de barrera de la UE modulando la tensidn
del citoesqueleto de actomiosina [para revision, ver (Citi, 2019)]. Por ejemplo, el anillo de
actomiosina debe tener cierta rigidez para que se forme la UE, pero si la tension sube
demasiado, las UEs se abren y se rompe la barrera epitelial [para revision, ver (Turner,

2000)]. Ahora bien, cuando se rompe un filamento de la UE y hay que reparar la funcién de
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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 formaciéon de un nuevo
filamento de UE (Stephenson et al. 2019). También, en condiciones de hipoxia la proteina
ATGY9A, que participa en la formacién del autofagosoma y la reparacién de la membrana
plasmatica, mantiene la integridad de la UE, promoviendo la contraccién del anillo cortical
de actomiosina (Dowdell et al. 2020).

La regulacién de la tensidn a nivel de la UE se hace a través de las proteinas ZO ya
que estas transmiten la fuerza desde las proteinas transmembranales hasta el anillo de
actomiosina y viceversa [Pare revision ver (Citi, 2019)].

Para medir la tensién a nivel de la UE se generd un biosensor de ZO-1. Para ello a ZO-
1 humana se le inserté un médulo de FRET (transferencia de energia de resonancia de
Forster), después del dominio GuK y antes del dominio a, que contiene a los fluoroforos
CFP vy a YPF unidos por una secuencia elastica derivada de los aminoacidos de la tela de
aranha. Cuando hay alta tensidn del citoesqueleto de actomiosina tracciona a ZO-1y esto
hace que los fluoréforos se separen. Entonces al excitar a CFP, éste no alcanza a pasar su
emision a YFP y por lo tanto no hay FRET. En cambio, cuando disminuye la tension del
citoesquelto de actina porque las células se trataron con blebbistatina o porque se utilizdé
una construccion de ZO-1 que carece del segmento carboxilo terminal de ZO-1, los
fluoréforos permanecen juntos. Entonces, al excitar a CFP, éste puede pasar su emisiony
excitar a YFP generando FRET. De esta manera, entre mayor tension menor FRET y
viceversa (Fig.15) (Haas et al. 2020).

Utilizando este sensor de tension se demostré que al silenciar a JAM-A, sube la
tension a nivel de la UE. Esto se debe a que JAM-Ainhibe a p114RhoGEF, y al no haber JAM-
A, p114RhoGEF se acumula en el borde celular, activa a RhoAy a ROCK incrementando en
consecuencia la contraccion del anillo de actomiosina. Esto ademas se acompand de un
incremento en la cantidad de fibras de estrés basales (Haas et al. 2020).

El papelde ZO-2 como proteina mecanosensora de la UE se desconoce. Sinembargo,
se cree que es importante porque al silenciar a ZO-2 aumentan las fibras de estrés (Raya-
Sandino et al. 2017). Asi mismo, cuando se silencia simultaneamente a ZO-1 y Z0-2

aumenta la tensién de la membrana apical y la reexpresion 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-1yZ0O-2 sugiere que ZO-2 también puede oscilar
entre la conformacién estirada y plegada, y que este cambio depende de su
homodimerizacion, la heterodimerizacion con ZO-1, y la tension del citoesqueleto de

actomiosina (Spadaro et al. 2017).
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Figura 15. Tension mecanica en la UE. Esquema del sensor de tensiéon de ZO-1. El panel
superior representa la estructura de ZO-1, su unién con las proteinas de la UE y el médulo de
FRET que se localiza después del dominio GuK y antes del dominio a. Panel superior, no hay
FRET cuando ZO-1 esta sometida a la tensién del citoesqueleto. Panel medio, al disminuir la
tension del citoesqueleto con blebbistatina, hay FRET. Panelinferior, si se elimina el segmento
carboxilo terminal de ZO-1 la proteina no se puede unir al citoesqueleto de actomiosinay por
lo tanto los fluoréforos permanecen juntos y hay FRET maximo. Modificado de (Haas et al.
2020).
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9.3 La tension a nivel de la UA

La UA selocaliza pordebajo de la UE. Las proteinas transmembranales de la UA son
las nectinas y la E-cadherina. La E-cadherina tiene cinco dominios extracelulares (EC) en
tdandem donde el EC1 es el mas lejano de la membrana y el EC5 es el mas proximo. Hay
cuatro sitios de unidn a calcio localizados entre cada uno de los repetidos extracelulares
de E-cadherina, y esta unidn a calcio es crucial pues estabilizay lineariza a la molécula. La
interaccion en cis de E-cadherina se basa en la unién del dominio EC1 de una molécula
con el dominio EC2 de la molécula adyacente en la misma membrana. En cambio, la
interaccion en trans depende de la unién de otra region en el dominio EC1 con la misma
region en eldominio EC1 de una molécula de E-cadherina en la célula adyacente (Fig. 16A)
[Par revisién ver (Lodish, 2016)].

Las nectinas son moléculas de adhesién celular y la familia esta compuesta por 4
miembros: nectina -1, -2, -3y -4. Poseen tres repetidos de tipo Ig en su regidon extracelular,
atraviesan la membrana una sola vez y en la cola citoplasmatica tienen sitios de unién a
afadinay Par 3 (Fig. 9B). Las nectinas primero forman dimeros en cis y después interactuan
en trans con su primer repetido de Ig. A diferencia de las cadherinas, la interaccion 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 unién donde se formara 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 revision, ver (Takai et al. 2008)].

Las proteinas transmembranales de la UA se asocian al anillo cortical de
actomiosina a través de proteinas plataforma. La afadina funciona como un puente que se
une a la cola de las nectinas y a la F-actina. Ademas, la afadina recluta a varias proteinas
que regulan al citoesqueleto, como Rap1. La E-cadherina, en su region citoplasmatica
tiene un sitio de unidn a B-catenina y esta proteina se une la a-catenina que se asocia a la
vinculinay el citoesqueleto de actomiosina (Fig. 9B) [Par revision ver (Lodish 2016b)].

En la regidon de la UA existen dos acumulos 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 ultima activa al complejo Arp2/3 que nuclea

a la G-actina que se incorporara a los filamentos del anillo cortical de actomiosina para
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mantener la tension (Verma et al. 2012). En este proceso SORBS2 colocaliza con la G-
actina y recluta a N-WASP, vinculina y a-actinina (Fredriksson-Lidman et al. 2017). Esta
ultima 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 via no candénica independiente de la nucleacién de
actina mediada por ARP2/3, estabiliza a los filamentos nacientes de actinay los incorpora
al anillo existente en un mecanismo que involucra el reclutamiento de WIRE a la UA
(Kovacs et al. 2011). Ademas, en esta region se concentran proteinas como VASP, mena,
FBLIM1 yvinculina (Indra et al. 2020).

La contraccion del citoesqueleto de actomiosina regula la tension en la UA. Asi,
cuando esta sube, la E-cadherina se concentra en el borde celular (Liu et al. 2010), (Choi
et al. 2016) y cuando la tension disminuye, la E-cadherina se endocita de manera
dependiente de p120 (lyer et al. 2019).

Aligual que ZO-1, la E-cadherina es una proteina mecanosensora, y por ello se ha
utilizado como biosensora de tensién en la UA. El biosensor de E-cadherina incorpora al
modulo de FRET en la regién citoplasmatica de la molécula después de la regidn
transmembranal y antes del sitio de unidn a la B-catenina. El médulo de FRET consta de
los fluordforos TFP y YFP unidos mediante una liga elastica. A esta region le sigue el sitio
de unién a B-catenina. A la B-catenina se le une la a-catenina que se asocia directamente
con la actomiosina. Cuando hay contraccion, el citoesqueleto jala la cadena formada por
la a-catenina, la B-catenina y la E-cadherina, y entonces los fluordforos se separan y no
hay FRET. Cuando no hay tensién en el citoesqueleto, porque se inhibe la polimerizacion
de actina con citocalasina D, o porque se elimina el segmento con el sitié de unién a la B-
catenina, los fluordforos permanecen juntos y hay FRET (Fig. 16B). Con este biosensor se
demostré 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 demostro que la tension 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

65



UA se encuentran mezcladas (Wallez y Huber, 2008), s6lo se puede concluir que en ellas

el silenciamiento de ZO-1 disminuye la tensidon en la membrana lateral.
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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 interaccidon en cis entre el EC2 de una cadherina y el
EC1 de la cadherina adyacente y asi sucesivamente. Panel inferior, la interaccion 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 regién extracelular (EC) que establece la
union célula-célula, una regiéon transmembranal (TM) y una porcidn citoplasmatica que contiene al
sitio de unién a la B-catenina (B). La B-catenina se une la a-catenina que a su vez a través de la a-
catenina se une al anillo cortical de actomiosina. En el biosensor de FRET, los fluoréforos TFP y YFP
se localizan después de la region transmembranal y antes del sitio de union a la B-catenina. Los
fluoréforos estan unidos entre si por una liga elastica que les permite acercarse cuando no hay
tension y alejarse cuando si la hay. Por lo tanto, con baja tension del anillo cortical de actomiosina
habra mas FRET mientras que con alta tensién habra 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 adhesion 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 esta compuesta por dos proteinas centrales,
colageno IV y lamininas, aunque también contiene glicoproteinas como el nidogen y
proteoglicanos como el perlacan [para revision, ver (LeBleu et al. 2007)]. La MEC
intersticial constituye la mayor porcién de la MEC en la mayoria de los tejidos y esta
compuesta por mas de 300 proteinas siendo los componentes mas abundantes los
colagenos |, II, lllyV, la elastina y la fibronectina (Fig.17A) [para revision, ver (Barber et al.
2014)].

Las célulasreconocen ala MEC através de las integrinas. Estas estan formadas por
heterodimeros con una subunidad ay otra B. En los vertebrados, hay 18 subunidades ay 8
subunidades B que pueden formar 24 heterodimeros diferentes (Fig.17B) [para revisién, ver

(Barczyk et al. 2010)].

9.4.1. Colageno

El colageno tipo IV es una proteina que se forma por subunidades o cadenas a que
van de la 1 a la 6. El protédmero es la unidad estructural basica del colageno, y se forma
cuando tres cadenas a se unen entre si. Cada subunidad a posee tres dominios
funcionales: el amino terminal rico en cisteinas, el central de triple hélice y el dominio
carboxilo terminal globular no colagenoso [para revision, ver (Barber et al. 2014)].

Las integrinas que se unen al colageno reconocen la secuencia GFOGER presente
en la triple hélice. La integrina a1B1 es la que se une con mayor afinidad al colageno IV

(Fig.17B) [para revision, ver (Barczyk et al. 2010)].

9.4.2. Lamininas
Las lamininas son glicoproteinas heterotriméricas con forma de cruz. Estan
formadas por cadenas q, B, y y unidas a través de un dominio a-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 revision, ver (Barber et al. 2014)
y (Eble et al. 2019)]. Varias integrinas incluyendo a las a1B1, a2B1, a3B1, a6B1, a7B1y a6p4

son receptores de las lamininas [para revisién, ver (Belkin y Stepp 2000)].

9.4.3. Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina de alto peso molecular con multiples
dominios. Esta 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 a5B1 es el receptor candnico que reconoce
un sitio de unién en la fibronectina con la secuencia Arg-Gli-Asp (RGD) (Fig.17B). La unién
de laintegrina 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 formacién de fibras de
estrés en las células. La fibronectina se une al colageno, a factores de crecimiento y a los
proteoglicanos de la MEC [para revision, ver (Barber et al. 2014), (Eble et al. 2019) y
(Efthymiou et al. 2020)].
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Figura 17. Composicion 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 lamina licida (LL)
compuesta principalmente por laminina y una lamina densa (LD) que tiene colageno tipo IV. La IECM
se compone de fibronectina, elastina y colageno fibrilar I, Il, Il y V. (B) Representacién de la familia de
las integrinas con 24 heterodimeros formados por subunidades a y B. En la parte izquierda se
esquematizan lasintegrinas que reconocen a la secuencia RGD presente en la fibronectina. En la parte
superior se encuentran los heterodimeros que reconocen a la secuencia GFOGER presente en el
colageno. De lado derecho, se esquematizan las integrinas especificas 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).

9.5 Larigidez del substrato

La rigidez del substrato depende en parte de la MEC y en los vertebrados cada tejido y
organo tiene unarigidez especifica. Por ejemplo, el hueso tiene una alta rigidez porque su
funcion es la de proveer estructura al cuerpo y protegerlo, en cambio, los 6rganos como el
intestino, el corazén, los rinones y el cerebro son menos rigidos (Fig.18) [para revision, ver

(Handorf et al. 2015)].
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Figura 18. Rango de rigidez de los distintos 6rganos del cuerpo humano. El
color amarillo representa una baja tension, y el color azul indica alta tensién
(Handorf et al. 2015).

Las células son sensibles a la tension del substrato en el que se cultivan y en

respuesta modifican su forma, estructuras de adhesion y comportamiento motriz. Si la
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MEC es rigida, las células lo perciben y forman fibras de estrés incrementando el cociente
de F-actina/G-actina [para revision, 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), pancreas (Rice etal. 2017), mama (Todorovski et al. 2020) y colon (Ali et al. 2014),
asi 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 extiendeny
mantienen una forma confinada (Pelham et al. 1997). En cambio, cuando las células
epiteliales y de glioma se cultivan sobre substratos rigidos, forman adhesiones focales
ricas en fibras de estrés (Pelham et al. 1997) y con una alta expresion 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 fosforilacidon 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 rindn de mono tienen la misma formay cantidad de fibras de estrés cuando
se siembran sobre substratos suaves (104 y 391 Pa) y rigidos (7 X 107 kPa) (Ali 2014). Asi
mismo, las células metastaticas de mama se vuelven insensibles a la rigidez del substrato
por que en ellas se activa la integrina B1, se fosforila FAK 'y se sobreexpreza la integrina a3
(Indray Beningo, 2011).

Por otro lado, la rigidez del substrato también impacta la proliferaciéon celular. Asi
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, silas células se siembran sobre substratos suaves de 0.6 kPa se forman islotes
donde las células se aglomeran y sélo proliferan aquellas que se localizan en el centro del
agregado (Kaliman etal. 2014).

Larigidez de la MEC puede regular la tension de la UE. Asi, 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 tensidon de la UE también aumenta (Haas et al.

2020).
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Una caracteristica distintiva del desarrollo tumoral y su agresividad es el aumento
en la rigidez de la MEC. Esto ocurre por la deposicion de varios componentes de la MEC
incluyendo diferentes tipos de colageno, proteoglicanos de heparan sulfato y fibronectina,
[para revision, 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
migracion cellular en un fendmeno llamado durotaxis [para revision, ver (Espina et al.

2022)].

9.6 La topografia del substrato

La topografia de la MEC también influencia la proliferacion, la diferenciacién [para
revision, ver (Janson y Putnam, 2015)], y la migracion celular (Kollimada et al. 2016). La
capacidad de las células de migrar sobre patrones marcados en el substrato con fibras o
surcos se llama migracidon guiada por contacto. La migracion sobre estos patrones
depende de las integrinas, la organizacion de las adhesiones focales y de las fibras de
estrés que permiten la adhesién a lo largo del patrén (Wang et al. 2018) [para revision, ver
(Geiger et al. 2011)].

La topografia de la MEC es muy importante en el cancer, ya que en los tumores, las
fibras de colageno se vuelven mas gruesas y se alinean de forma perpendicular con
respecto a los limites del tumor generando canales o pistas que favorecen la invasividad
(Provenzano et al. 2006) [para revision, ver (Handorf et al. 2015) y (Kai et al. 2019)]. Las
células cancerosas que hacen metastasis aprovechan estas fibras para migrar por el
espacio intersticial y una vez que una célula cancerosa encuentra estos canales, varias
células mas la siguen después (Provenzano et al. 2006) [para revision, ver (Eble etal. 2019)
(Kai et al. 2019)]. Ademas, a través de estas vias de colageno estas mismas células
traccionan a las fibras y jalan a las demas células (Ban et al. 2019). En los tumores de
mama mas agresivos el estroma es mas rigido y presenta una mayor cantidad de colageno
fibroso linearizado, lo que correlaciona con una mayor agresividad y una pobre prognosis
[para revision, ver (Kai et al. 2019)].

En el proceso de transformacion de epitelio a mesénquima (EMT), las células

pierden sus caracteristicas epiteliales y adquieren propiedades mesenquimales. Asi, 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 revision, ver (Nieto et al. 2016)].
En este proceso se observa un gradiente decreciente de expresidon de distintos marcadores
epiteliales como E-cadherina, ZO-1, claudinas y citoqueratinas, acompanado de otro
gradiente donde en cambio, van aumentando paulatinamente los marcadores
mesenquimales como fibronectina, N-cadherina y vimentina y los factores de
transcripcién snaily slug asicomo el coactivador YAP. Estos factores nucleares promueven
la transcripcidon de genes mesenquimales y apagan genes epiteliales [para revision, ver
(Nieto et al. 2016)].

Para explorar el efecto de la organizacién de la MEC sobre la EMT se emplean
substratos estructurados a nanoescala (NRA del inglés nanoridge arrays) de fibras
alineadas, similares en tamafo y organizacién a las fibras de la MEC. Tanto las células
MDCK, como las células de cancer de riidn, al migrar sobre estos substratos,
experimentan una EMT. Asi, en el borde de migracidn, las células expresan a la proteina de
mesenquimal de los filamentos intermedios vimentina, y a los factores de transcripcién
snail, slug y twist. También, se activa YAP y la proteina tumoral de Wilms (WT1) lo que
inhibe la transcripcion de la E-cadherina (Fig. 19). Ademas, las células sembradas sobre
los substratos NRA migran mas rapido porque YAP nuclear aumenta la expresion de la GEF
TRIO y de la cinasa PAK (p21 activated kinase en inglés) lo que activa a Rac1. En esta ruta
también participa merlin, el regulador negativo de YAP. Asi, cuando las células se siembran
sobre substratos NRA, merlin se fosforilay se separa de AMOT en el borde celular, lo que
induce la acumulacién nuclear de YAP y en consecuencia incrementa la migracion y

diseminacion celular (Park et al. 2019).
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Cell—cell
adhesion

Dissemination

Figura 19. Esquema de la transformacion epitelio-mesénquima desencadenada por
los substratos NRA. Las células MDCK que migran sobre los substratos NRA, en el frente
de migracién se desencadena una transformacién epitelio-mesénquima donde las células
migran mas rapido y se diseminan. Esto lo logran a través de la entrada de YAP al nucleo, el
cual activa a WT1 que inhibe a la E-cadherina (Park et al. 2019).

Mechanical &
cue -’ o

i) Planteamiento del problema

Z0-2 es una proteina de la UE que con su segmento C-terminal se une a la actina, y
regula al citoesqueleto de actomiosina a través de las proteinas G pequenas, Rho. ZO-1y
Z0-2 son proteinas similares de la familia MAGUK. ZO-1 es una proteina mecanosensora
de la UE y el doble silenciamiento de ZO-1/Z0-2 induce cambios profundos en las
propiedades mecanicas de las células. Ahora nos preguntamos si ZO-2 es también una
proteina mecanosensora. Para ello exploramos si la ausencia de ZO-2 altera la rigidez de
la membrana apical, de la UE bicelulary tricelular, y de la UA, y si modifica la respuesta

celular ante cambios en la rigidez y topografia del substrato.
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1) Objetivo general
Estudiar el rol de ZO-2 en la regulacién de las propiedades mecanicas de la célula

y en la respuesta celular a la rigidez y/o topografia del substrato.

IV) Hipotesis
Si ZO-2 es una proteina mecanosensora entonces en su ausencia se alterara la
tension en la unidn estrechay la rigidez de las membranas que a través del citoesqueleto

interactuan con ZO-2.

V) Material y métodos
1. Cultivo celular

Las células MDCK Il parentales y ZO-2 KD generosamente donadas por Alan
Fanning (Universidad de Carolina del Norte, Chapel Hill, Carolina del Norte), se cultivaron
como se describio previamente (Van ltallie C. M. 2009). Las células MDCK Z0O-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 s6lo expresan al vector vacio. Se utilizd
la clona estable IC5 de la linea celular MDCK ZO-2 KD que se obtuvo por su resistencia a
zeocina (10 pi/ml). La figura suplementaria 1 muestra por inmunofluorescencia y Western
Blot, como las células ZO-2 KD no expresan a la proteina ZO-2.

Las células MDCK parentales y ZO-2 KD se cultivaron a confluencia (5 X 10°
células/cm?) o subconfluencia (4 X 10* células/cm?) 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 nanopatrén de surcos y crestas de tamafo submicrénico formado

por una capa muy delgada de polimero.
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2. Medicion de la rigidez de la membrana apical por nanoindentaciéon con un
microscopio de fuerza atémica

Mediante nanoindentacién en un microscopio de fuerza atémica (AFM) se midi¢ la
rigidez de la membrana apical de las células MDCK parentales y ZO-2 KD. El médulo de
Young se determiné con un AFM (BioScope Catalyst AFM, Bruker, Billerica, USA) equipado
con una camara para fluidos y una platina de control térmico a 37°C, sobre la que se
colocaron las monocapas sembradas a confluencia (2.3 X 10° células/cm?) sobre
portaobjetos de vidrio banadas con PBS o PBS sin calcio (Fig. 20A). Antes de la
indentacidn, las monocapas en la condicion 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 indentacién. Antes de la indentacién, otro grupo de células se
incubd por 15 horas a 37°C con CDMEM con 100 uM de blebbistatina (Cat. 674289-55-5,
TOCRIS Bioscience, Bristol, UK), o por 4 horas en CDMEM con 10 uM de docetaxel (Cat.
01885, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). En seguida, estas monocapas se lavaron
dosveces con PBSy se transfirieron a la camara de fluidos del AFM donde se mantuvieron
durante la indentacién en PBS con 100 uM de blebbistatina o 10 uM de docetaxel.

La indentacion se hizo con el cantilever DNP-10A (Bruker, Billerica, USA) con una
punta de 20 nm de radio. La constante del resorte se calculd con el método de ajuste
térmico (thermal tune method), que emplea el valor de la sensibilidad a la deflexion
obtenido en una curva de fuerza al indentar a un portaobjeto de vidrio. La rigidez apical se
mididé con el modo Point and Shoot™ en un areade 5 X5 um a una velocidad de 6.7 um/sy
con una fuerza de 5 nN. El area de la superficie celular se seleccion6 aleatoriamente, y en
cada area se hicieron 100 mediciones en matrices cuadradas de indentacién de 10 X 10.

El médulo de Young en kilopascales (kPa) se calculd con el software Nanoscope
Analysis (Bruker 1.40). Primero, se hizo una correccion de la base de cada curva tomando
solo las curvas con unvalor de R?= 0.98. Después, cada curva se ajusté con el modelo de

Sneddon para puntas cdénicas. El médulo de Young se obtuvo con la siguiente ecuacion:

E

2
T tan(a) &6

MF=2
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Donde, la fuerza (F) en nN se obtuvo de cada curva de fuerza (Fig. 20B), E
corresponde al médulo de Young en kPa, v al coeficiente de Poisson con unvalorde 0.5 en
las células, a a 18° y equivale a la mitad del angulo del indentador, y & es la distancia de
indentacién en nm.

En la grafica de la figura 20C, cada punto representa un valor del mdédulo de Young
obtenido de una curva de fuerza-indentacion. El niumero 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 interaccion del dominio PDZ-2 de ZO-2 con la cola de JAM-A
seguimos un proceso gradual que se basé en un estudio previo que mostro la union de los
ultimos 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 construy6 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 utilizé la secuencia, 306-
IGVLLMKSRANEEYGLRLGSQ IFVKEMTRTGLATKDGNLHEGDIILKINGTVTENMSLTDARKLIEK
SRGKLQLVVLRDSQ-386, de la proteina hZO-2 completa. En el dominio PDZ-2, Alphafold
predijo valores de confianza altos. Sélo los residuos S385 y Q386 fueron de baja confianza,
con un puntaje de 67.5y 60.0, respectivamente (Jumper et al. 2021). Después, se utilizé 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
Unicamente a los residuos EFKQTSSFLV de la cola de JAM-A y al dominio PDZ-2 de ZO-2
para su caracterizacion. En seguida, se utilizé 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 ubicé en una caja de
7 nm de longitud que se solvatd en una solucién de NaCl 0.15 M para equilibrarlo y

minimizar la energia utilizando simulaciones dinamicas moleculares (MD) (Zorn-Kruppa et
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al. 2018). La caja de simulacion tenia 32, 129 moléculas de agua, 90 de Na*y 93 de Cl para
neutralizar las cargas del sistema y mantener una soluciéon ionica de 0.15 M.

Las proteinas y los iones se modelaron utilizando los parametros del campo de
fuerza de Charmm36 (Huang et al. 2017), y el agua se modelé utilizando los parametros
TIP3P (Mark y Nilsson 2002). Este sistema se simulé en el paquete de simulacion
GROMACSVv2019.4 (Abraham et al. 2015). Para la minimizacién de la energia se utilizé el
algoritmo de descenso mas pronunciado de 5000 pasos, seguido de un equilibrio
isotérmico-isocoérico (NVT) e isotérmico-isobarico (NPT), y de una etapa de produccién de
70 ns con un paso de tiempo de 2 fs en un ensamble NTP. El equilibrio y las etapas de
produccion utilizaron el termostato de velocidad de reescala a 310.15 °K (Bussi et al. 2007)
yunatrde 1.0 ps. Parala produccién, se utilizé un limite de Verletde 1.2 nm, y un algoritmo
de malla de particulas de Ewald (Darden et al. 1993; Essmann et al. 1995) con un limite de
1.2 nm. El termostato de la velocidad de reescala tuvo el mismo parametro, y el baréstato
de Parrinello-Rahman (Parrinello y Rahman, 1981) un acoplamiento de presién isotrépica
a 1 bar, una compresibilidad a 4.5 X10°bar™" y una tr de 5.0 ps. Se colocaron restricciones
de posicion en todo el sistema durante el equilibrado y la minimizacion. En el corrido de la
produccion, las restricciones de posicion 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 Calculos de la escala PARCH

En seguida, se realizaron los calculos con la escala PARCH (Ji et al. 2023) del
complejo JAM-A/PDZ-2 de ZO-2. Para ello, el complejo de las proteinas se extrajo y se
colocé en una nueva caja de simulacién, rodeada por una cubierta de agua con un grosor
de dsheu = 0.415 nm. La longitud de la caja cubica se puso a 16.25 nm, derivada de la
ecuacion [ =2 X (dmax * dion * db), donde dmax = 3.125 nm es el radio maximo de la proteina,
dion= 3.0 nm es la distancia entre los iones hidratados de la superficie de la proteinay d,=
3.0 nm es la distancia entre los iones hidratados y el borde periddico de la caja. El proceso
de dindmica molecular se utilizé 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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hibridacién, se restringié la posicién del complejo de proteinas y de los iones de contacto
con una fuerza constante de 1000 kJ mol™ nm™ para asegurar que la conformacion de las
proteinas y los iones de contacto permaneciera constante. Los calculos de PARCH se
realizaron por triplicado, y el valor promedio de las tres corridas se utilizé para el reporte

final. El proceso se repitié para el dominio PDZ-2 de ZO-2 sin la cola de JAM-A.

3.2 Analisis de contacto

La conformacién de la estructura final obtenida de la corrida de 70 ns se utilizd para
el analisis de contacto entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y JAM-A. Para ello, se utilizdé una
distancia de corte de 6.5 A desde el centro de geometria (COG) de cada residuo del
dominio PDZ-2 al COG de los residuos de la cola de JAM-A. El anélisis 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 inspeccién cualitativa utilizando

PyMOL 2.3.3 (DeLan,o 2002).

3.3 Dinamica molecular dirigida

La energia de unién del decamero de la cola de JAM-A con el dominio PDZ-2 de ZO-
2 se determin¢ utilizando dinamica molecular dirigida, con GROMACS versién 2022.2
(Abraham et al. 2015; Roux, 1995; Kumar et al. 1992). La dinamica molecular dirigida es
una técnica estandar para analizar in sillico la energia de unidon entre moléculas que
interaccionan. Este enfoque aplica una fuerza constante a grupos especificos de atomos
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’ nm™.
Luego el decamero se jalé de manera perpendicular a su posicién de reposo para sacarlo
del dominio PDZ y sin inducir ninguna nueva interaccién durante el jalado. Para este
proceso se empled una fuerza armdnica constante de 800 mol™ nm™ y una taza de jalado
de 1.25X 10° nm ps™. Se seleccionaron ventanas espaciadas uniformemente de 0.05 nm
para las simulaciones de muestreo. La energia de unién se calculé utilizando GROMACS
(Abraham et al. 2015), con el método de anélisis de histograma ponderado (Rou,x 1995;

Kumar et al. 1992) y el método Bayesiano de “bootstrap .
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4. Analisis y cuantificacion de FRET
4.1 Construcciones

El sensor de tension de la E-cadherina (E-cad TSMod) y los controles que le
acompanan 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
tensién de E-cadherina contiene a TFP y YFP como fluoréforos separados por una liga
elastica derivada de aminoacidos de la tela de arafia. Este médulo sensor de tensién
(TSMod) se insertdé en el dominio citoplasmatico de la E-cadherina entre el dominio
transmembranal y el sitio de unién a la B-catenina. El sensor de tensién se une a la B-
catenina, que a su vez se une a la a-catenina que se asocia al citoesqueleto de actinay
responde a la tensién del citoesqueleto estirando la liga elastica. Esto hace que los
fluoréforos se separen entre si disminuyendo la transferencia de energia o FRET
(Transferencia de energia de resonancia de Forster) (Fig. 16B). El sensor E-cad TSModAcyto
es una construccién control en la cual se elimind el sitio de unién a la B-catenina, por lo
que los fluordforos permanecen juntos y alcanzan el maximo FRET. La construccion E-cad
TSModAYFP soélo tiene como fluoréforo a TFP y la construccidon E-cad TSModATFP sélo
tiene a YFP. Estas dos construcciones se utilizaron para cuantificar el sangrado espectral
(SBT, delinglés spectral bleed-through).

El sensor de tension de ZO-1 (ZO-1 TS) y la construccidn control correspondiente se
describieron previamente (Haas et al. 2020) y fueron donados generosamente por la Dra.
Maria S. Balda del University College de Londres. Para generar al sensor de ZO-1 se utilizé
un modulo de FRET que contiene a los fluoréforos CFP y YFP separados por una liga
elastica derivada de los aminoacidos de la tela de arafia. El médulo de FRET se insertd
entre el dominio N-terminal de ZO-1 que contiene los motivos de unién que interactuan
con las proteinas de la unién estrechay el dominio C-terminal (CTD) que incluye al sitio de
union a actina. ZO-1 exhibe dos conformaciones, una plegada y otra estirada. Esta ultima
se adquiere por su asociacién al citoesqueleto de actina. Asi, al haber tensidon en el

citoesqueleto los fluoréforos se separan generando un bajo FRET. La construccion control
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Z0O-1TS-ACTD contiene el médulo al FRET, pero no al dominio C-terminalde unién a actina

y por lo tanto no responde a la tension del citoesqueleto dando FRET maximo (Figura 15).

4.2 Adquisicion de la imagen

Las células MDCK parentales y ZO-2 KD sembradas a subconfluencia sobre un
cubreobjetos de vidrio se transfectaron con Lipofectamina 2000™ (Cat. 11668-019, Life
Technologies, Eugene, OR) con los sensores de E-cadherina 0 ZO-1. Algunas monocapas 6
h después de la transfeccion se trataron durante 15 h con 100 uM de blebbistatina (Cat.
674289-55-5, TOCRIS Bioscience, Bristol, UK). Una vez alcanzada la confluencia, las
monocapas se fijaron con paraformaldehido 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 imagenes se adquirieron en el microscopio confocal Leica SP8 de la
siguiente forma: Para el canal del donador (emisién del donador tras su excitacion) TFP o
CFP se excitaron con el laser de argén a una longitud de 462 nm, y la emisién se colectd
entre 470 y 500 nm. Para el canal del aceptor (emision del aceptor tras la excitacion del
aceptor) YFP se excitd con el laser de argdn a una longitud de 514 nm, y la de emisién se
colectd entre 530 y 600 nm. Finalmente, para el canal del FRET (emision del aceptor al
excitar al donador) TFP o CFP se excitaron con el laser de argén a una longitud de 462 nm,

y la emisidn se colectd entre 530y 600 nm.

4.3 Cuantificacion del FRET

En todos los canales, a cada una de las imagenes se les resté el fondo de la misma
forma. El coeficiente de sangrado espectral SBT se determind utilizando las imagenes de
las células transfectadas con E-cad TSModAYFP o E-cad TSModATFP 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 image)
version 1.54f. EL SBT del donador y del aceptor se calculd con las siguientes ecuaciones

(Grashoff et al. 2010):
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(2) IFRET

SBTdonador = ———
onador Idonador
IFRET
(3) SBTaceptor = ————
[aceptor

Donde IFRET es la intensidad media de fluorescencia del canal del FRET; Idonador
es la intensidad media de fluorescencia del canal del donador; e laceptor es la intensidad
media de fluorescencia del canal del aceptor.

Las imagenes de los sensores de tension 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 utilizé la siguiente ecuacion (Grashoff et al. 2010):

(4) cFRET = IFRET — SBTdonador (Idonador)Idonador — SBTaceptor (Iaceptor)laceptor

Donde cFRET es el FRET corregido; IFRET es laintensidad 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 laceptor 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 indice de FRET con la siguiente ecuacidn

(Grashoff et al. 2010):

cFRET

(5) FRET index = ———
[aceptor

Donde cFRET es el FRET corregido e laceptor es la intensidad media de la
fluorescencia del canal del aceptor de los sensores de tensiéon de E-cadherinay ZO-1. Las
imagenes de FRET representativas se obtuvieron utilizando la extensién FRET and

Colocalization Analyzer del programa de Imagel version 1.54f (Hachet-Haas et al. 2006).
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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.
No0.102223, dilucién 1:1000, GeneTex, Irvine, CA), anti JAM-A (Cat. No. 361700, dilucién
1:1000, Life Technologies, Carlsbad, CA), y anti afadina (Cat. No. A0224, dilucién 1:2000,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO,); o monoclonales de ratdén contra vinculina (Cat. No. 13901,
dilucién 1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA), B-actina (Cat. MAS-15739, dilucién 1:5000,
Invitrogene, Waltham, MA), y y-actina (Cat. Sc-65638, dilucién 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, dilucién 1:20,000,
Invitrogen, Camarillo, CA); o contra la IgG de ratén (Cat. 62-6520, diluciéon 1:10,000,
Invitrogen, Camarillo, CA) y el sistema de deteccidon quimioluminiscente para western blot
Immobilon™ (Merck Millipore, Cat. WBKLS 0500, Darmstadt, Germany).

Para obtener las fracciones solubles e insolubles en detergente, se empled el
protocolo previamente reportado (Watson et al. 2005) que se describe brevemente a
continuacion. Las monocapas de células MDCK parentales y ZO-2 KD se rasparon y
levantaron con una soluciéon amortiguadora con NaCl 120 mM, HEPES 25 mM pH 7.5, EDTA
2 mM, NaF 25 mM, NavVO4 1 mM, Tritdn 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 colectd el sobrenadante que corresponde a la fraccidon soluble
en detergente. Al mismo tiempo, la pastilla que corresponde a la fraccidn insoluble en
detergente se solubilizé por 3 segundos de sonificacion en hielo en una solucién
amortiguadora con HEPES 25 mM pH 7.5, EDTA 2 mM, NaF 25 mM, NaVO,1 mM, el coctel
inhibidor de proteasas Complete al 5% (v/v) y dodecilsulfato sédico (SDS) al 1% (p/v). El
contenido de proteina de las fracciones soluble e insoluble en detergente se determind y

las fracciones se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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6. Inmunofluorescencia

Para obtener imagenes Optimas de inmunofluorescencia de las diferentes
proteinas, se emplearon diversos protocolos de fijacién, permeabilizacién y bloqueo, de
acuerdo a los anticuerpos utilizados (Tabla 2). Después de la incubacién 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
deteccion fluorescente de la F-actina, se utilizé faloidina rodaminada (Cat. No. R415,
dilucién 1:500, Invitrogen, Eugene, OR,), que se anadiéo a la monocapa por 2 h a
temperatura ambiente al mismo tiempo que se hizo la incubacion 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, dilucion 1:1000, Life Technologies,
Eugene, OR) o Alexa Fluor 594 (Cat. A-21207, dilucién 1:1000, Life Technologies, Eugene,
OR); o contra IgG de ratdon acoplados a Alexa Fluor 488 (Cat. A-21202, dilucién 1:1000,
Invitrogene, Eugene, OR) o Alexa Fluor 594 (Cat. A-21203, diluciéon 1:1000, Life
Technologies, Eugene, OR), y contra IgG de rata acoplado a Alexa Fluor 488 (Cat. A-21208,
dilucién 1:1000, Life Technologies, Eugene, OR).
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Tabla 2. Protocolos de immunofluorescencia para la deteccién de diferentes proteinas

Solucion de

Solucionde

incubacion | incubacién
Anticuerpo Fijacion Permeabilizaciéon Bloqueo anticuerpo | anticuerpo
primario | secundario
(ON) (ON)
PFA 1% (v/v), 12 min,
RT
conejo a NMIIB (Cat. 909901, dilucién Tritéon X-100 0.2% | BSA 2% (p/v), 30 |BSA 2% (p/v),
1:200, BioLegend, San Diego, CA). (v/v), 5 min, RT min, RT 4°C
metanol 100% (v/v), -
20°C, 5 min
ratén a B-actina (Cat. MA5-15739,
dilucién 1:100, Invitrogen, Waltham, MA).| PFA 4% (v/v), 10 min,
ratén a y-actina (Cat.sc-65638, dilucion RT »
. Solucion de
1:200, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
¢ bloqueo ASE, 10
TX). .
L a 30* min, RT
rata a ZO-1 (Cat. R26.4C, dilucién 1:10, | metanol 100% (v/v), -
DSHB, University of lowa, IA). 20°C, 5* a 15 min
ratéon a vinculina* (Cat. V4505, dilucién
1:100, Sigma Aldrich, St Louis, MO).
conejo a afadina (Cat. A0224, dilucion
0,
1:400 Sigma Aldrich, St. Louis, MO). BSA 1% (p/V),
conejo a YAP (dilucién 1:1000, regalado RT
generosamente por Marius Sudol, . "
. . . PFA 4% (v/v), 10 min, | Tritén X-100 0.5% BSA 1% (p/v)
Mechanobiology Institute, National . ’
RT (v/v), 10 a 15* min, RT 4°C

University of Singapore).
conejo a snail* (Cat. GTX125918,
dilucién 1:100, GeneTex, Irvine, CA).
conejo a Z0O-2 (Cat. 71-1400, dilucién
1:100, Invitrogen, Waltham, MA).

raton a claudina-4* (Cat. 329400,
dilucién 1:200 Invitrogene, Camarillo,
CA).

conejo a p114RhoGEF (Cat.102223,
dilucioén 1:50, GeneTex, Irvine, CA).
conejo a JAM-A* (Cat. 361700, dilucién
1:100, Life Technologies, Carlsbad, CA).

metanol 100% (v/v), -
20°C, 10*a 20 min

BSA 1% (p/v), RT

Tritén X-100 0.2%
(v/v), 10 min, RT

Solucion de

bloqueo ASE, 10

a 20* min, RT

RT, temperatura ambiente; ON, toda la noche; solucién de bloqueo ASE, (Antibody Signal Enhancer) [glicina 50
mM, Tritén 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, albumina
sérica bovina libre de Ig (Cat. No. 1331A, Research Organics, Cleveland, OH).
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7. Ensayo de ligacion por proximidad
El ensayo de ligacion por proximidad (PLA) se realizd de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (PLA Duolink, Cat. DU092008, Sigma Aldrich, Uppsala,
Sweden). Se utilizaron anticuerpos hechos en ratén contra y-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 deteccion del fondo, las células

parentales se incubaron Unicamente con el anticuerpo contra ZO-1.

8. Hidrogeles de poliacrilamida con diferente grado de rigidez

Los hidrogeles de poliacrilamida se prepararon como se describié previamente
(Serna-Marquez 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 rigidos 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, rapidamente se colocaron 90 pl de cada solucidn 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 diametro tratado
previamente con 50 ul de (3-Aminopropil) trietoxisilano (APTES) (Cat No. 440140, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) /glutaraldehido para generar una superficie adherente. La
polimerizacion de la acrilamida/bis-acrilamida procedié durante un minimo de 25 minutos
atemperatura 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 solucidon 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 8.2y 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 colageno IV de ratén (Cat. 354233, Corning, Bedford, MA) a una
concentracion de 20 pg/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 midié en muestras
representativas con un microindentador con una esfera de vidrio de 50 pm de diametro
montada en un sensor de fuerza como se describio previamente (Pérez-Calixto etal. 2021).
Elresto de los hidrogeles se esterilizé porirradiacion 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. Cuantificacion del area y elongacion celular

Para la cuantificacion del area y la elongacién celular se utilizé el programa de
Imagel versién 1.54f. siguiendo los siguientes pasos: se tomo la opcion de Analyze, luego
Set Measurementsy ahi se selecciond la opcion de dreay shape descriptors. Después con
la herramienta del poligono, se seleccionaron las células manualmente. Se siguid su
contorno y en Analyze se pulso la opcion de Measure que di6 los valores numéricos del
areay larelacion de aspecto. La elongacién celular se calculd con la siguiente ecuacion:

Eje mayor

lacion d to=———"—
(6) relacion de aspecto Eje menor

VI) Resultados

1. El silenciamiento de ZO-2 disminuye la tension de la membrana apical
modulada por los microtiubulos apicales

Larigidez, que se mide con el mdédulo de Young, indica cuanto resiste un material a

la deformacidn, en respuesta a una fuerza aplicada (para revision, ver (Hoskins, 2012)).

Para saber si ZO-2 regula la tensién mecanica de la membrana apical de las células

epiteliales, se midié el mdédulo elastico o médulo de Young en la superficie de las células
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MDCK parentales y ZO-2 KD utilizando la técnica de indentacidon con el microscopio de
fuerza atdmica. Esto se basa en la idea de que la fuerza que restaura la deformacién 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 cuanto indenta el cantilever (mediante la
deflexion del laser) y cuanto trabajo le costd desplazarse. Para hacer esta medicion, las
células MDCK parentales y ZO-2 KD se sembraron sobre portaobjetos y se sometieron a
nanoidentacidon, como se ilustra en el diagrama de la Figura 20A. Las curvas de fuerza
representativas, ajustadas con el modelo de Sneddon para vigas voladas coénicas se
muestran en la Figura 20B. El estudio se hizo también en monocapas de células parentales
0 ZO-2 KD que se incubaron con docetaxel para estabilizar a los microtubulos; con o sin
blebbistatina, un inhibidor permeable de la miosina no muscular [IB (NMIIB) (Limouze et
al. 2004) o en una condicién de bajo calcio (BC). Se encontré que la rigidez o mdédulo 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 unién 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
apicalenlas células MDCK que carecende ZO-1 (BruckneryJanshoff, 2018),Z0-2 o ambas
proteinas (Cartagena-Rivera et al. 2017). Por ello, quisimos confirmar que la disminucién
de la tensidon de la membrana apical se debe a la falta de ZO-2. Para este propdsito, se
midié el médulo de Young en la superficie de monocapas de células ZO-2 KD que no
recibieron un tratamiento periédico con zeocinay que por lo tanto empezaron a reexpresar
a Z0-2 en algunas células de la monocapa (ZO-2 KD + ZO-2 reexpresién). En estas
monocapas, se observé que los valores de la tensidn apical pueden dividirse en dos grupos
(Figura 20C, linea 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 critica para mantener la rigidez de

la membrana apical en las células MDCK.
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Por otra parte, al silenciar a cingulina disminuyé también la tensiéon de la membrana
apical (Rouaud et al. 2023). Al respecto se sabe que para formar una red apical de
microtubulos planares no centrosomales se requiere la union de los microtubulos a la
cingulina fosforilada por la AMPK presente en la unién estrecha (Yano et al. 2013).
Previamente, se observd que ZO-2 favorece la fosforilacién de cingulina por la AMPKy que
la red planar de microtubulos 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 tensidon de la membrana
apicalde las células ZO-2 KD se puede restaurar al estabilizar a los microtubulos. Para ello
se utilizo docetaxel, un estabilizador de microtubulos, que induce la aparicion de manojos
gruesos de microtubulos alrededor del borde de las células epiteliales. La figura 20By C
muestra que el tratamiento con 10 uM de docetaxel por 4 horas restaura la tensién de la
membrana apical en las células ZO-2 KD. Esto sugiere que la disminucién de la tensidn
apical observada en las células ZO-2 KD se debe a la disociacion de la red planar de los

microtubulos de la UE (Fig. 20D).
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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 determind por indentacion con el microscopio de fuerza atémica. 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 uM de blebistatina durante 15 h previas al experimento y a lo largo del
procedimiento de indentacién; o en el caso de las células ZO-2 KD se trataron con 10 uM de
docetaxel durante 4 horas previas al experimento y a lo largo del procedimiento de
indentacién. También, se midid la rigidez de la membrana apical en monocapas de células
Z0-2 KD donde Z0O-2 se reexpreso en algunas células al retirarse el tratamiento con zeocina
(ZO-2 KD + reexpresion de ZO-2). A) Representacién esquematica del sistema de indentacién.
B) Curvas de fuerza-indentacién representativas ajustadas con el modelo de Sneddon para
vigas voladas con puntas cdnicas. C) Rigidez o mdédulo de Young de la superficie apical de las
células MDCK expresada en kPa. Cada punto de la grafica representa un valor del médulo de
Young obtenido de una curva de fuerza-indentacion. Los resultados se obtuvieron de al menos
dos experimentos independientes. n =numero de curvas de fuerza-indentacién ajustadas que
se utilizaron para generar la figura. El analisis estadistico se realizé utilizando la prueba
ANOVA de unavia con una prueba posterior de comparaciones multiples de Dunn. Las lineas
horizontales corresponden a las medianas. **** p< 0.0001. La linea punteada en el grupo ZO-
2 KD + reexpresiéon de ZO-2 indica donde se dividieron los dos grupos de datos para obtener

2. Lafalta de ZO-2 reduce la concentracion de y-actina en la uniéon estrechayen la
membrana lateral y en su lugar promueve su acumulacion en las fibras de estrés

La caida en la rigidez apical observada en las células epiteliales que carecen de
cingulina se acompana de una menor interaccién de Z0O-2 con y-actinay una disminucion
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 distribucion de la NMIIB. Encontramos que la NMIIB
se localiza en las células MDCK abajo de la UE, a nivel de la union adherente (UA), y que la
falta de ZO-2 no tiene impacto sobre la distribucién de la NMIIB en el borde celular (Fig.
sup. 2).

Luego, se analizo si la falta de ZO-2 altera la distribucion de B-y y-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 B-
actina se distribuye en forma difusa en el citoplasma a nivel de la UE con una discreta
concentraciéon en el borde celular (Fig. 21Aa). El analisis 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 sefial de ZO-1y B-
actina colocalizan (Fig. 21Ab1y b3) y otros donde no (Fig. 21Ab2y b4). La B-actina presente
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debajo de la UE se concentra en la membrana lateral, y la ausencia de ZO-2 no cambia su
patron (Fig. 21B). Por western blot no se observé una diferencia en la cantidad de B-actina
en las células MDCK parentales y ZO-2 KD (Fig. 21C).

En las células epiteliales la y-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 comparacion
con las células parentales, la y-actina tiene en la region de la UE, una distribucién mas
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 y-actina forma fibras de estrés en las células que carecen de Z0O-2,
mientras que, en las células parentales, se concentra en la membrana lateral (Fig. 21E).
Por western blot, no se detectd una diferencia en la cantidad de y-actina entre las células
MDCK parentales y ZO-2 KD (Fig. 21F).

Para analizar mas afondo el efecto inducido por la faltade ZO-2 en la concentracion
de y-actina en la UE, se realizé un ensayo de ligacidon por proximidad (PLA) con anticuerpos
contra ZO-1y y-actina en las células MDCK parentales y ZO-2 KD. La fig. 21G muestra que
la falta de ZO-2 disminuye la interaccién de la y-actina con la proteina ZO-1 de la UE. Estas
observaciones sugieren que la presencia de ZO-2 ancla a la y-actina al borde celular,
facilitando su interaccion con ZO-1 en la UE.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la disminucion de la tensidn apical
en las células ZO-2 KD se debe a una menor interacciéon de la UE tanto con la y-actina

apical como con los microtubulos corticales (Fig. 21H).
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Figura 21. La falta de ZO-2 no afecta la localizacion de la B-actina, pero disminuye la
concentracion de y-actina en la UE e induce la proliferacion de las fibras basales de estrés.
Inmunofluorescencia en las células parentales y Z0O-2 con anticuerpos contra ZO-1y B-actina (Ay
B), 0 ZO-1yy-actina (D y E). (Aay Da) Apilado de cortes 6pticos tomados a nivelde laUE (Ay D), o
a lo largo de la membrana lateral, desde la base de las células hasta la region inmediata inferior a
la UE (B y E). Se muestran imagenes representativas de seis apilamientos de campos épticos
analizados por condicidn experimental, derivados de dos experimentos independientes. Barra, 10
um. Los cuadros rosas en Aay Da corresponden a las areas amplificadas que se muestran en la
imagen adyacente enmarcada en rosa. Las lineas blancas punteadas indican la zona donde se
hizo el analisis del perfil de la intensidad de fluorescencia. Los numeros en las graficas del perfil
de intensidad de fluoresencia en Ab y Db corresponden a laregién donde se hizo el analisis que se
marcé con una linea blanca punteaday se identificé con un nimero en Aay Da. (Aby Db) Anélisis
delperfilde laintensidad de fluorescencia en funcién de ladistancia. La linea azul punteadaindica
el pico de la fluorescencia de ZO-1. (C) Western Blot de B-actina en las células parentales y ZO-2
KD. Como control de carga se empled a GAPDH. El panel superior muestra la imagen
representativa y el panel inferior muestra el analisis cuantitativo derivado de tres experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizé utilizando la prueba de t de student. Los
resultados se muestran como la media * la desviacidn estandar, ns, no significante. (F) Western
Blot de y-actina en las células parentales y ZO-2 KD. Como control de carga se empleé a GAPDH.
El panel superior muestra una imagen representativa y el panel inferior presenta el analisis
cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizé
utilizando la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media * la desviacién
estandar, ns, no significativo. (G) La falta de ZO-2 disminuye la interaccién de y-actina con ZO-1.
El ensayo de ligacion por proximidad (PLA) se realizé en las células MDCK parentales y Z0O-2 KD
tratadas con anticuerpos, de ratén contra y-actina y de conejo contra ZO-1. Los puntos rojos
fluorescentes revelan por PLA la interaccidn positiva entre ZO-1yy-actina. Como control de fondo,
elPLA serealizd en las células parentales sélo con el anticuerpo contraZO-1. ELnucleo se tind con
DAPI. Barra, 10 um. El panel superior muestra las imagenes representativas, el panel inferior el
andlisis cuantitativo hecho con el programa BlobFinder versién v3.2. El analisis estadistico se
realizé utilizando la prueba ANOVA de una via con una prueba posterior de comparaciones
multiples de Tukey. Los resultados se obtuvieron de seis campos Opticos por condicién
experimental, derivados de dos experimentos independientes. **** p < 0.0001. (H) Esquema de
resumen de resultados. La ausencia de ZO-2 inhibe la asociacién de y-actina con la UE e induce
la formacién de fibras basales estrés.

3. El silenciamiento de ZO-2 incrementa la tension mecanica en la UE

También analizamos si la ausencia de ZO-2 desencadena un cambio en la tension

mecanica de la UE. Para ello, se empled al sensor de tensién de ZO-1 (ZO-1 TS) en el cual
se insertd un modulo elastico de FRET después del segmento MAGUK que contiene a los
tres dominios PDZ, los mdédulos SH3 y GuK; y el dominio carboxilo terminal con el
segmento alternativo q, la region de unién a actina (ABR) y el dominio ZU5 (Fig. 15). Este

sensor se escogio porque previamente se demostrd que se expresa eficientemente en la
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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 indice de FRET del sensor de ZO-1 es menor en las
células MDCK Z0O-2 KD en comparacion con las células parentales. Esto indica que la
tensién en la UE es mayor en ausencia de ZO-2. Un mayor indice de FRET, que corresponde
a una menor tension, se observé cuando las células parentales y ZO-2 KD se trataron con
100 pM de blebbistatina o cuando los experimentos se hicieron con una construccion de
FRET que carece del dominio carboxilo terminal de ZO-1(ZO-1 TS-ACTD) y que por lo tanto

no puede percibir la tension.
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Figura 22. La ausencia de ZO-2 aumenta la tension en la UE. Las células MDCK parentales y ZO-2 KD
se transfectaron con ZO-1 TS o ZO-1 TS-ACTD. Después de 6 horas de transfecciéon con ZO-1 TS, las
monocapas se trataron o no con blebbistatina 100 pM durante 15 horas. (A) Las imagenes
representativas de FRET en las células MDCK parentales y ZO-2 KD se muestran con un cédigo de color,
donde el FRET va de bajo a alto en una escala de colores frios a calidos. Los numeros que se indican en
la escala de colores son valores arbitriarios (B) indice de FRET en el borde de las células parentales y
Z0-2 KD transfectadas y tratadas como se indica. Datos obtenidos de tres experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizé utilizando la prueba ANOVA de una via con una prueba
posterior de comparaciones multiples no corregida de Dunn. Las lineas horizontales corresponden a la
medianay al rango intercuartilico. **** p <0.0001, *** p < 0.001, * p <0.05. (C) Esquema de resumen de
resultados. La ausencia de ZO-2 incrementa la tension mecanica en la UE.

4. En las células MDCK Z0O-2 KD, la expresion de JAM-A en el borde celular
disminuye, mientras que aumenta la de p114RhoGEF
El aumento de la tensién 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 llamé nuestra
atencion, ya que el silenciamiento de JAM-A induce la fosforilacién de la cadena ligera de
la miosina e incrementa las fibras de estrés (Haas et al. 2020b). Por lo tanto, en seguida se
analizd si la expresidon de JAM-A se altera al silenciar a ZO-2. La figura 23A muestra por
inmunofluorescencia, que en comparacion 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 distribucion
citoplasmicadifusa. Esto se confirmd en el perfilde intensidad de la fluorescencia a través
de la UE (Fig. 23B). Por western blot, se detecté un incremento en la cantidad total de JAM-
A en las células ZO-2 KD (Fig. 23C). Este resultado aparentemente contradictorio, se
explicd 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
proteina asociadas al citoplasmay a la membrana. Se encontré 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).
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Figura 23. La expresion 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 nucleo se tino con DAPI. Barra, 10 um. Imagenes representativas de cortes
Opticos tomados con el microscopio confocal, con el programa Image) versiéon 1.54f. Las secciones en
yz y xz se hicieron a lo largo de las lineas blancas punteadas. Se realizaron dos experimentos
independientes y se analizaron tres campos dpticos por condicidn, en cada experimento. (B) Analisis
del perfil de la intensidad de fluorescencia en funcion de la distancia. Las lineas magenta y verde en (A)
indica la region donde se hizo el analisis. (C) Western Blot de JAM-A en las células MDCK parentales y
Z0-2 KD. Como control de carga se empleé a GAPDH. El panel izquierdo muestra la imagen
representativay el panelderecho el analisis cuantitativo derivado de tres experimentos independientes.
El analisis estadistico se realizd con la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la
media = la desviacidon estandar, * 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 empleé a la actina. El
panel izquierdo muestra una imagen representativa y el panel derecho el analisis cuantitativo derivado
de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se hizo con la prueba ANOVA de una via
seguida de una prueba de comparacion multiple de Tukey. Los resultados se muestran como la media
* la desviacion estandar, * p <0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.

La activacion de la NMII que se observa en las células que carecen de JAM-A se
atenua por el silenciamiento de p114RhoGEF, lo que indica que la regulacion de la
actomiosina rio debajo de JAM-A requiere de esta GEF para activar a RhoAy ROCK (Haas
et al. 2020). Ademas, el incremento en la tensién del sensor de ZO-1 generado por el
silenciamiento de JAM-A previamente se explicd aduciendo al bloqueo que ejerce JAM-A
sobre la actividad de p114RhoGEF (Haas et al. 2020). Por ello, se analizé si el
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silenciamiento de ZO-2 altera la expresién de p114RhoGEF. La figura 24A muestra que en
ausencia de ZO-2, el patrén de p114RhoGEF en el borde celular es mas continuo e intenso
que el observado en las células MDCK parentales. En concordancia, el analisis hecho por
western blot revelé un mayor contenido de p114RhoGEF en las células MDCK ZO-2 KD en
comparacién con las células parentales (Fig. 24B). En conjunto, estas observaciones
sugieren fuertemente que la ausencia de ZO-2 inhibe la asociacién de JAM-A al borde

celular facilitando la acumulacion de p114RhoGEF, lo que eleva la tensidn en la UE.
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Figura 24. La expresion 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 areas amplificadas en las imagenes adyacentes
con un marco rosa. Los nucleos se tineron con DAPI. Panel superior, imagenes representativas; barra
10 um. Panel inferior, cuantificacion con el programa Imagel versién 1.54f de la intensidad de
fluorescencia en el borde celular. Los datos se obtuvieron analizando 16 campos épticos por condicién
experimental provenientes de dos experimentos independientes. El analisis estadistico se hizo con la
prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media + la desviacidon estandar, **** p <
0.0001. (B) Western Blot de p114RhoGEF en las células MDCK parentales y Z0O-2 KD. Como control de
carga se empled a GAPDH. El panel izquierdo muestra la imagen representativa y el panel derecho el
analisis cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se hizo con
la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media * la desviacién estandar, ** p <
0.001. (C) Esquema delresumen de resultados. La ausencia de ZO-2 inhibe la asociacién de JAM-Aa la
UE y permite la concentracién de p114RhoGEF en el borde celular, lo que activa la contraccion de la
actomiosina, incrementando asi la tensidn en la UE.

5. El analisis in silico muestra que JAM-A se une al dominio PDZ-2 de ZO-2 a través

de interacciones hidrofdobicas
Ya que la ausencia de ZO-2 disminuye la concentracidon de JAM-A en el borde
celular, en seguida se analizd in silico la interaccién entre la cola carboxilo terminal de JAM-
Ay eldominio PDZ-2 de ZO-2. Se estudiaron estos segmentos de ambas proteinas porque
trabajos previos indicaban que son los responsables de la interaccion JAM-A/ZO-2
(Monteiro et al. 2013). La hidropatia del complejo JAM-A/ZO-2 PDZ-2 se analizé utilizando
laescalade 0a10de PARCH (Jietal. 2023), donde los valores bajos (<1) indican el caracter
hidrofébico del aminoacido. El método de PARCH provee una evaluacion cuantitativa de
las interacciones agua-proteina, con base en la naturaleza quimica y topografica de la
proteina. Otros métodos, al evaluar la hidropatia pasan por alto la topografia a nanoescala
de la proteina y asignan valores fijos a los 20 aminoacidos para clasificarlos como
hidrofilicos o hidrofébicos. En el complejo PDZ-2/JAM-A el rol de la topografia es critico
para evaluar la estabilidad de las interacciones y asi utilizando el método PARCH se vio
que los ultimos siete residuos de JAM-A, QTSSFLYV, son hidrofébicos, mientras que los tres
restantes del decamero, EFK, son hidrofilicos (Tabla 3). Llama la atencidn, el ultimo
residuo de la cola de JAM-A, la valina, que tiene un valor de PARCH un poco mas alto que
los otros seis residuos del segmento hidrofébico de la cola. Se infiere que esto se debe a
la presencia del residuo COO- y de los residuos hidrofilicos circundantes de acido

glutamico, presentes justo afuera del bolsillo hidrofébico. La cola de JAM-A se estabiliza
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por el bolsillo hidrofébico del PDZ-2 de ZO-2 formado por los residuos Y319 a V329 e I370
(Fig. 25Ay B).

Los contactos residuales por pares también proporcionan informacién acerca de
las interacciones entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y el decamero de la cola de JAM-A. De
estos diez residuos de JAM-A, siete hacen contacto, y la mayoria de ellos hacen contactos
multiples con el bolsillo hidrofébico del dominio PDZ-2 de ZO-2 (Tabla 3). La energia de
union de JAM-A al dominio PDZ-2 de ZO-2 es de -59.4 £ 1.75 kl/mol. Al ser ésta una energia
negativa se sugiere fuertemente una interaccion. Los minimos en la curva de energia libre
a unadistanciaintermolecular £=0.9 nm, corresponden a launién de los aminoacidos FLV

en las simulaciones de dindmica 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-2Z0-2°
Posicion Residuo Valor Contacto
PARCH
C-1 \Y 0.9 L321 L323 1370
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 limite de
contacto registrado desde el centro de geometria de cada residuo es de 6.5 A. 2 secuencia
del dominio PDZ-2 de ZO-2: 306-IGVLLMKSRANEEYGLRLGSQIFVKEMTRTGLAT
KDGNLHEGDIILKINGTVTENMSLTDARKLIEKSRGKLQLVVLRDSQ-386.

E331 C-4S K330 G347
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Figura 25. Analisis in silico del complejo PDZ-2 de ZO-2 y la cola de JAM-A. (A) Los calculos enla
escala PARCH se realizaron para eldominio PDZ-2 de ZO-2 en complejo con los 10 ultimos residuos
de la cola C-terminal de JAM-A (EFKQTSSFLV). Se muestra al complejo utilizando una
representacién de superficie para el dominio PDZ-2 de ZO-2 y una representacion de caricatura para
JAM-A_ Elcolorde 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 hidrofébico que facilita la unién de los residuos
FLV de lacolade JAM-A. (B) Los residuos clave de JAM-A (magenta) y ZO-2 (cian) se muestran en una
representacion 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 opcién de WHAM. La
energia de unién del complejo del dominio PDZ-2y la cola de JAM-A es de -59.4 £ 1.75 kJ/mol.

6. La expresion de afadina aumenta en las células MDCK ZO-2 KD
Z0-2 se asocia con afadina, una proteina de unién a actina, y junto con JAM-A, estas
proteinas forman un complejo donde la interaccién de afadina con JAM-A es a través de
Z0O-2 (Monteiro et al. 2013). Por otro lado, también se sabe que la afadina se requiere para
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la formacioén de fibras de estrés dependiente de RhoA/ROCK y que su silenciamiento
inactiva a RhoA y reduce la fosforilacién de la NMII (Saito et al. 2015). Ademas, afadina
aumenta en el borde celular en respuesta a la elevada contraccion de las células con el
doble silenciamiento de ZO-1 y ZO-2 (Choi et al. 2016). Por lo tanto, a continuacion, se
analizo sila expresiéon de afadina cambia en las células que solo carecen de ZO-2. La figura
26A muestra, por inmunofluorescencia, una banda mas ancha de afadina en el borde
celular de las células MDCK ZO-2 KD en comparaciéon con las células parentales. El
analisis del perfil de intensidad de la fluorescencia de afadina a través de la UE confirmé
que enlas célulasZO-2 KD la banda de afadina es mas ancha que en las células parentales
(Figura 26B). El analisis por western blot también reveld que hay una mayor concentracion
de afadina en las células ZO-2 KD (Figura 26C).

Estos resultados indican que en ausencia de ZO-2, la asociacion de JAM-A al borde
celular disminuye, mientras que el reclutamiento de afadina y p114RhoGEF aumenta, lo
que sube la tensién mecanica de la UE e induce la formacidon de fibras basales de estrés

(Fig. 26D).
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Figura 26. En las células ZO-2 KD aumenta la expresion de afadina. (A) Las monocapas
de células MDCK parentales y ZO-2 KD se procesaron para inmunofluorescencia con un
anticuerpo contra afadina. Los nucleos se tineron con DAPI. (A) Imagenes representativas
tomadas con el microscopio confocal, con el programa Imagel versién 1.54f. Las
secciones en yz y xz se hicieron a lo largo de las lineas blancas punteadas. Las lineas
morada y verde indican la regién donde se hizo el analisis del perfil de intensidad de
fluorescencia. Se realizaron tres experimentos independientes y se analizaron tres
campos épticos por condicién en cada experimento. Barra, 10 pm. (B) Analisis del perfil
de la intensidad de fluorescencia en funcion de la distancia. EL 0 en el eje x corresponde
al sitio con el maximo de fluorescencia de afadina (C) Western Blot de afadina en las
células MDCK parentales y ZO-2 KD. Como control de carga se empled a GAPDH. El panel
izquierdo muestra la imagen representativa y el panel derecho el analisis cuantitativo
derivado de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se hizo con la
prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media * la desviacion
estandar, * 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 activacion de Rho/RCOK aumenta la

tension en la UE y se forman abundantes fibras de estrés. 103



7. La ausencia de ZO-2 no afecta la tension de la union adherente

En seguida, nos preguntamos si la ausencia de ZO-2 altera la tensidn mecanica en
la UA. Para este propdsito, las células MDCK parentales y ZO-2 KD se transfectaron con el
sensor de tension de E-cadherina (E-Cadh TSMod) que entre los dominos transmembranal
y de unidn a B-catenina, contiene un médulo sensor de tension (TSMod) con los fluoréforos
TFP y YFP separados por una liga elastica, como se describié previamente (Fig. 16B).
(Borghi et al. 2012). La figura 27 muestra que el indice de FRET en las células ZO-2 KD no
cambia en comparacion con las células parentales. Esto indica que la ausencia de ZO-2
no altera la tensidon 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 vy
tratadas con 100 uM de blebbistatina por 15 h, o con células transfectadas con E-cad
TSModAcyto, que por la falta del dominio de unién a la B-catenina, no puede percibir la
tension. Como era de esperarse, se obtuvo un FRET maximo con estos experimentos

controly no se encontré diferencia alguna entre las células parentales y ZO-2 KD.
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Figura 27. La ausencia de ZO-2 no afecta la tension en la UA. Las células MDCK parentales y ZO-2 KD
se transfectaron con E-cad TSMod o E-cad TSModAcyto. Después de 6 horas de transfecciéon con E-cad
TSMod, las monocapas se trataron o no con belbbistatina 100 uM durante 15 horas. (A) Las imagenes
representativas del FRET en las células MDCK parentales y ZO-2 KD se muestran con un cddigo de color,
donde el FRET va de bajo a alto en una escala de colores frios a céalidos. (B) indice de FRET en el borde
de las células parentales y ZO-2 KD. La construccién y el tratamiento empleado se indican en la parte
inferior. Datos obtenidos de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se hizo con la
prueba ANOVA de una via con una prueba posterior de comparaciones multiples no corregida de Dunn.
Las lineas horizontales corresponden a la medianay al rango intercuartilico. **** p < 0.0001.

8. La ausencia de ZO-2 recluta a lavinculina a las uniones tricelulares

A pesar de gue no observamos un incremento en la tensién 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 tension en las uniones tricelulares (UEt). Estas ultimas son UE
especializadas que obliteran el espacio extracelular en los contactos tricelulares o
multicelulares y estan constituidas por las hebras de la UE mas apicales de las uniones
bicelulares que se unen en la zona de los contactos tricelulares, giran hacia abajo y se
extienden en direccidn basal, alineando y sellando el espacio tricelular para construir una
barrera de difusion paracelular (Staehelin, 1973). En las UEt, la tricelulina se une a la a-
catenina, lo que permite el reclutamiento de vinculina a esta unién dependiente de la
tension (Cho et al. 2022). Por lo tanto, a continuacién, se analizd si la expresion de
vinculina en las UEt se altera en ausencia de ZO-2. La figura 28A revela que la ausencia de
Z0-2 es suficiente para inducir la apariciéon de vinculina en el borde celular y su notoria
concentracioén en las uniones tri- y multicelulares.

La exposicidon del sitio de union a la vinculina en la a-catenina, requiere el
estiramiento de la a-catenina por fuerzas mecanicas aplicadas a su extremo carboxilo
terminal derivadas de la contraccion del citoesqueleto de actomiosina (Yonemura et al.
2010; Miyake et al. 2006). Por lo tanto, a continuacidn, se evalué si al inhibir la actividad de
la NM Il 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 uM de
blebbistatina suprime la concentracion de vinculina en las UEt (Fig. 28A). Estas
observaciones sugieren que en ausencia de ZO-2, aumenta la tension mecanica en las

UEt.
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El analisis de western blot no muestra diferencia alguna en la cantidad de vinculina
entre las células MDCK Z0O-2 KD y las parentales (Fig. 28B). Una situacion similar se
encontré previamente en las células epiteliales mamarias Eph4 cuando se silencié a la
tricelulina (Cho et al. 2022). Esto indica que el reclutamiento de vinculina a las UEt no se
acompana de un cambio en el nivel de expresion de la proteina.

En conjunto, nuestros resultados muestran que la ausencia de ZO-2 en las
células MDCK aumenta la tensién de las UEt por la contracciéon del citoesqueleto de

actomiosina, favoreciendo la conformacién abierta de la a-cateninay el reclutamiento de

la vinculina.
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Figura 28. En las células ZO-2 KD lavinculina 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 pM 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 nucleos se tifieron con DAPI. Imagenes
representativas tomadas con el microscopio confocal, con el programa Imagel version 1.54f. Las
secciones en yz y xz se hicieron a lo largo de las lineas blancas punteadas. Se realizaron dos
experimentos independientes y se analizaron tres campos 6pticos por condicién, en cada experimento.
Barra, 10 um. (B) Western Blot de vinculina en las células MDCK parentales y ZO-2 KD. Como control de
carga se empled a GAPDH. El panel izquierdo muestra una imagen representativa y el panel derecho el
analisis cuantitativo derivado de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se hizo con
la prueba de t de student. Los resultados se muestran como la media * la desviacién estandar, ns, no
significativo.
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9. Elincremento de latension en las células ZO-2 KD induce la aparicion 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 espontanea debido a un incremento en
la tensién del complejo de unidn célula-célula (Sonam et al. 2023). Como la tensién de las
UEs bicelulares, medida con el sensor de tensién 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 situacion podria inducir la formacién de hoyos en las moncapas de
células Z0-2 KD sembradas sobre hidrogeles. Para este proposito, las células se
sembraron sobre hidrogeles con una rigidez de 20 kPa recubiertos con fibronectina. Se
eligid esta rigidez porque previamente se mostré 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 formacion 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 tension.
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Figura 29. La falta de ZO-2 induce la formacion 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 formacién de hoyos se analizé 24 h después. El panel superior
muestra unas imagenes representativas, barra, 50 um. * hoyo delineado con una
linea discontinua. El panel inferior muestra la cuantificacién del nimero de hoyos
por campo, y el area ocupada por los hoyos por campo. Los resultados se
obtuvieron de al menos dos experimentos independientes, y se analizaron 12
campos por condicién. El analisis estadistico se realizdé con la prueba de Mann-
Whitney. Los resultados se muestran como la media * la desviacion estandar, * p
<0.05.

10. La ausencia de ZO-2 retarda la elongacién de las células sembradas sobre
colageno IV y fibronectina, y la formacion de agregados celulares en substratos
suaves y rigidos
La rigidez de la matriz extracelular (MEC) es un parametro que impacta
significativamente el comportamiento celular [para revision, ver (Handorf et al. 2015)], y la
transduccioén de la rigidez de la MEC en una respuesta celular estda mediada por los
heterodimeros de integrinas [para revision, 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 rigidas en comparacion con las suaves, incrementan su esparcimiento, y el
numero de adhesiones focales (McKenzie et al. 2018; Kim et al. 2011), y muestran un
incremento en la activacién de ROCK, lo que lleva a la contraccion del citoesqueleto, la
activacion de FAK y la formacion de fibras de estrés (McKenzie et al. 2018; Paszek et al.
2005). En las células ZO-2 KD disminuye la expresidon de la integrina B1, se eleva la
actividad de RhoA/ROCK, y abundan las fibras de estrés en la membrana basal (Raya-
Sandino et al. 2017). Los dos ultimos puntos, ahora los explicamos por la acumulacién en
el borde celular de p114RhoGEF y afadina.
Estas observaciones en seguida nos llevaron a estudiar si la agregacién y el
esparcimiento celular se alteran por la falta de ZO-2 en substratos de diferente rigidez.
Estudiamos la agregacion celular ya que ZO-2 es una proteina de la UE cuya ausencia se

espera que disminuya la adhesiéon célula-célula, y analizamos el esparcimiento celular
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porque es el resultado de un balance entre la adhesién célula-célula y la adhesion 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 drea mayor que
las células parentales, independientemente de la rigidez del substrato o de la naturaleza
de la proteina 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 elongacion 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 proteina de la MEC sobre la que se siembren (Fig. 30A y C). Esta
observaciéon concuerda con otra donde se vio que el area 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 colageno IV permite una mayor
elongacién que la de fibronectina. La ausencia de ZO-2 retarda la elongacidn celular
cuando se siembran tanto en colageno IV como en fibronectina (Fig. 30D). Sin embargo,
este efecto es mas pronunciado en las células sembradas sobre fibronectina (Fig. 30Ay
C). Las células sembradas sobre hidrogeles con una rigidez de 1 kPa, recubiertos con
fibronectina o colageno IV, no se elongan a través del tiempo después del sembrado (Fig.
30AyC).

También analizamos si la agregacion celular se altera por la falta de ZO-2 en las
células cultivadas sobre substratos suaves (1 kPa) y rigidos (20 kPa) recubiertos con
colageno IV o fibronectina. Las figuras 30A y E muestran que en las células parentales y
Z0-2 KD aumenta la agregacion celular con el tiempo después del sembrado, y este efecto
es mas pronunciado en los substratos de 20 kPa que en los de 1 kPa. Ademas, la
agregacion celular es mayor en los substratos rigidos cubiertos con fibronectina que en las

superficies cubiertas con colageno IV. Sin embargo, la falta de ZO-2 retarda la formacion

109



de agregados celulares en substratos suaves y rigidos, y en hidrogeles recubiertos con

colageno IV y fibronectina (Fig. 30A, Dy E).
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Figura 30. La falta de ZO-2 disminuye la elongacidon de las células sembradas sobre substratos
rigidos cubiertos con colageno IV o fibronectina, y disminuye la agregaciéon celular en
substratos suaves y rigidos. (A) Imagenes de microscopia 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 coldgeno IV. Imagenes
representativas de tres experimentos independientes. Barra, 30 pm. (B) Cuantificacién del area
celular a diferentes tiempos después del sembrado. El analisis estadistico se realizd con una prueba
de ANOVA de dos vias seguida de una prueba de comparacién multiple de Fisher LSD. Se analizaron
de 27 a 60 células por condiciéony por tiempo. Los resultados de tres experimentos independientes
se muestran como la media = el error estandar. * 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
colageno IV (azul). (C) Cuantificacién de la elongacion celular a diferentes tiempos después del
sembrado. El analisis estadistico se realizé con una prueba de ANOVA de dos vias seguida de una
prueba de comparacion multiple de Fisher LSD. Se analizaron de 27 a 60 células por condiciéony por
tiempo. Los resultados de tres experimentos independientes se muestran como la media * el error
estandar. * p < 0.05; ** p < 0.01; **** p < 0.0001. Se compararon las células ZO-2 KD con las
parentales cultivadas sobre fibronectina (rosa) o colageno IV (azul). (D) Esquema que muestra el
resumen de resultados. La ausencia de ZO-2 en las células subconfluentes retarda la elongacion y
reduce la agregacion celular y en células en confluencia induce la formacion de hoyos cuando se
siembran sobre hidrogeles de 20 kPa. (E) Cuantificacién de la agregaciéon celular a diferentes
tiempos después del sembrado. El analisis estadistico se realizé con una prueba de ANOVA de dos
vias seguida de una prueba de comparacién multiple de Fisher LSD. Se analizaron de 27 a 60 células
por condiciény por tiempo. Los resultados de tres experimentos independientes se muestran como
la media = el error estandar. * p <0.05; ** p <0.01; *** p<0.001; **** p <0.0001; cian *, fibronectina
contra colageno IV; rosa *, parental contra ZO-2 KD sobre fibronectina; azul *, parental contra ZO-2
KD sobre colageno IV.
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11. En las células cultivadas sobre arreglos nanoestructurados de crestas, la
ausencia de ZO-2 acentua la acumulacion de la claudina-4 en el citoplasma, y es
suficiente para inducir la acumulacion nuclear de snaily YAP
Finalmente, analizamos si la falta de ZO-2 afecta la sensibilidad de las células
MDCK a la topografia del substrato. Para ello, sembramos células parentales y ZO-2 KD
sobre arreglos a nanoescala de crestas (NRA). Estas crestas asemejan en tamafio y
organizacion a las fibras de la MEC, y al estar alineadas desencadenan el proceso de
transicion epitelio-mesénquima (EMT) y el esparcimiento celular (Park et al. 2019).
Durante la EMT, las células pierden la adhesidn célula-célula, y alteran el patrén de
expresion de sus claudinas [para revision, ver (Gonzalez-Mariscal et al. 2020)]. Por lo tanto,
se analizd si la ausencia de ZO-2 cambia la expresion de la claudina-4 en las células
cultivadas sobre substratos NRA. Analizamos a la claudina-4 por reportes previos que
demostraron que es mas abundante en las células MDCK que expresan de manera estable
a la oncoproteina E7 del virus del papiloma humano 16 (Uc et al. 2020), y porgue su
expresion se altera en una amplia variedad de carcinomas [para revision, ver (Gonzalez-
Mariscal et al. 2020)]. La figura 31A muestra que cuando las células MDCK parentales y
Z0-2 KD se siembran a confluencia o subconfluencia sobre NRA, en comparacién a
cuando se siembran sobre cubreobjetos planos, aumenta la expresion de la claudina-4 en
las vesiculas citoplasmicas. Sin embargo, en las células MDCK ZO-2 KD, este efecto es
mas acentuado. Este resultado sugiere que la falta de ZO-2 aumenta el reciclamiento de
la claudina-4 desencadenado por la topografia del substrato (Fig. 31B).
En seguida, se analizo en las células MDCK parentales y ZO-2 KD sembradas sobre
NRA o cubreobjetos planos, la expresion nuclear de YAP (proteina asociada a yes), y del
factor de transcripcién snail. Estudiamos a snail porque es un prominente inductor de la
EMT [para revision, ver (Wang et al. 2013)], y a YAP porque cuando no se fosforila por la
cinasa LATS de la via hippo, viaja al nucleo donde regula la transcripcion de genes
involucrados en la EMT (Park et al. 2019). También se ha visto que YAP viaja al nucleo
cuando las células estan en la condicién de subconfluencia (Dominguez-Calderén et al.,
2016) o cuando aumenta la contraccién de la actomiosina (Aragona et al., 2013). La figura

31C muestra que la falta de ZO-2 es suficiente para inducir la concentracion de YAP en el
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nucleo. En las células parentales este fenotipo sdlo se presenta en los cultivos
subconfluentes, o cuando las monocapas se siembran sobre NRA, como se mostré
previamente (Park et al. 2019; Zhao et al. 2007).

La figura 31D muestra que la falta de ZO-2 induce la acumulacion nuclear de snail,
y que este efecto es mas pronunciado cuando las células se siembran sobre NRA. Este
resultado indica que la ausencia de ZO-2 acentua la sensibilidad de las células epiteliales
hacia la EMT inducida por la topografia del substrato.

En resumen, nuestros resultados revelan que ZO-2 modula la tensién de la
membrana apicaly la UE, al permitir la interaccion de la y-actina y los microtubulos con la
UE y al propiciar el reclutamiento de JAM-A que inhibe la acumulacién de p114RhoGEF y
afadinaen elborde celular (Fig. 26D). ZO-2 también se requiere para que las células tengan
una respuesta adecuada a los cambios en larigidez y la topografia 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 vesiculas, y la falta de ZO-2 es suficiente para inducir la concentracion nuclear de YAP y snail.
Las células parentales y ZO-2 KD se sembraron a confluencia (5 X 10° células/cm?) o subconfluencia
(3.7 X10* células/cm?) sobre cubreobjetos de vidrio o arreglos NRAYy se analizaron 24 h después. (A) Las
monocapas de las células MDCK parentales y ZO-2 KD se procesaron parainmunofluorescencia con un
anticuerpo contra claudina-4. Los nucleos se tifieron con DAPI. Izquierda, imagenes representativas;
barra, 10 um; derecha, cuantificacién de la inmunofluorescencia. Los resultados se obtuvieron de dos
experimentos independientes, donde se analizaron tres campos 6pticos por condiciéon en cada
experimento. El analisis estadistico se hizo con una prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba
de comparacion multiple no corregida de Fisher LSD. Los resultados se muestran como la media * el
error estandar. ** p < 0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001 (B) Representacidon esquematica del resumen
de resultados. Las células ZO-2 KD sembradas sobre substratos NRA exhiben una acumulaciéon mas
intensa de claudina-4 en vesiculas citoplasmaticas en comparacién con las células parentales. La
ausencia de Z0O-2 es suficiente para inducir la concentracion 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
nucleos se tifieron con DAPI. Izquierda, imagenes tomadas con el microscopio confocal, con el
programa Imagel) version 1.54f. Las secciones en xz se hicieron a lo largo de las lineas blancas
punteadas. Barra, 10 um. Derecha, cuantificacién de la inmunofluorescencia. Los ndmeros entre
paréntesis indican el niUmero de nucleos analizados. Los resultados se obtuvieron de dos experimentos
independientes, donde se analizaron tres campos 6pticos por condiciéon en cada experimento. El
analisis estadistico se realizé con una prueba de ANOVA de dos vias seguida de una prueba de
comparacién multiple no corregida de Fisher LSD. Los resultados se muestran como la media = el error
estandar. * 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
nucleos se tifleron con DAPI. lzquierda, imagenes representativas tomadas con el microscopio
confocal. Las secciones en xz se hicieron a lo largo de las lineas blancas punteadas con el programa
Imagel versidon 1.54f. Barra, 10 um. Derecha, cuantificacion de la inmunofluorescencia. Los nimeros
entre paréntesis indican el numero de nucleos analizados. Los resultados se obtuvieron de dos
experimentos independientes, donde se analizaron tres campos 6pticos por condicién en cada
experimento. Elandlisis estadistico se realizé con una prueba ANOVA de dos vias seguida de una prueba
de comparacién multiple no corregida de Fisher LSD. Los resultados se muestran como la media * el
error estandar. * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001; **** p <0.0001.
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VII) Discusién

Los resultados de indentacidon con el microscopio de fuerza atdmica revelaron que la
rigidez de la membrana apical disminuye en ausencia de ZO-2 y se reestablece al re-
expresarla o cuando los microtubulos se estabilizan con docetaxel. Por ello, pensamos
que ZO-2 mantiene la rigidez apical al facilitar la interaccion de la red de microtubulos
planares no centrosomales con la UE. Ademas, cabe resaltar que ZO-2 es necesaria para
gue la cingulina se fosforile por la AMPKy ancle en la UE al cinturdn de microtubulos al que
se asocian la red planar de microtubulos apicales (Raya-Sandino et al. 2017).

Cuando se silencia a la cingulina también disminuye la rigidez de la membrana
apical y esto se acompana de una menor interaccién de ZO-2 con la y-actina (Rouaud et
al. 2023). Por lo tanto, nosotros analizamos si la falta de ZO-2 altera la distribucion de B-y
y-actina que se asocian a la UA y la UE, respectivamente (Baranwal et al. 2012).
Encontramos que ZO-2 es necesaria para que la y-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 disminucién de la rigidez de la
membrana apical se debe a la disociaciéon de los microtubulosy la y-actina de la UE.

La formacién de fibras de estrés basales de y-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 B-actina en comparacion con las células normales, y en cambio,
aparecen redes de fibras de estrés de y-actina [para revision, ver (Dugina et al. 2022)].
Ademas, se ha visto que al aumentar la expresion de y-actina se incrementa la migracion
celular [pararevision, ver (Dugina et al. 2022)]. Alrespecto, cabe mencionar que las células
Z0-2 KD exhiben una profusion de fibras estrés y una acumulacion basal de NMIIA, y que
se mueven mas que las células parentales, pero de manera menos direccionada (Raya-
Sandino et al. 2017).

En ZO-1 humana hay una regién de union a actina (ABR) (Fanning et al. 2002), dentro
de la cual, se identificé un sitio minimo de unién a actina (ABS) con una afinidad menor
para la actina, que la que presentan otras proteinas de las uniones celulares como la a-
catenina (Belardi et al. 2020). Esta particular afinidad por la actina se cree que es esencial

para mantener la funcién 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 actua como un polimero estatico, entonces al adicionar a otro polimero, en este
caso de moléculas de ZO-1, si estas ultimas tienen una afinidad media por el polimero
estatico de actina, podran moverse con mayor libertad hasta lograr alinearse de manera
O6ptima con el polimero estatico. En cambio, si la afinidad de ZO-1 por la actina es muy alta,
la alineacion 6ptima sera mucho mas 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 mas
estables.

Z0O-2 se asocia con la actina (Wittchen et al. 1999) a través de su segmento
carboxilo (Itoh et al. 1999). La porcion ABR de ZO-2 es semejante a lade ZO-1, y en ella hay
12 aminoacidos con una identidad del 67% con el ABS de ZO-1 (Fig. supl. 3). Sin embargo,
aun no se ha probado la afinidad de la actina al ABS putativo de ZO-2.

La tension en la UE medida con el biosensor de ZO-1 se incrementd en las células
Z0-2 KD. Esto sugiere que ZO-2, a través de su heterodimerizacién con ZO-1 mantiene la
tensién mecanica de la UE. ZO-1 es una proteina mecanosensora que exhibe dos
conformaciones, una abierta y otra cerrada. La interaccién del dominio ZU5 de ZO-1 con el
extremo amino terminal de cingulina promueve la conformacién extendida de ZO-1 lo que
permite su interaccién con la ocludina y el factor de transcripcion ZONAB (Vasileva et al.
2022). La adquisicion de la forma extendida de ZO-1 también depende de ZO-2. Asi ZO-1
solo se pliega cuando las células se tratan con blebbistatina, si ZO-2 esta silenciada. Esto
sugiere que la heterodimerizacién de ZO-1 con Z0O-2 estabiliza la conformacién abierta de
Z0O-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 Z0-2, aumenta la cantidad de
Z0O-1 y cingulina (Raya-Sandino et al. 2017), lo que podria ser una respuesta
compensatoria a la falta de ZO-2.

La tensidon de la membrana en el borde celular es fundamental para reparar el
rompimiento de los filamentos de la UE. De este modo, las pequefas rupturas de la barrera

a lo largo del borde celular se reparan por llamaradas de Rho que desencadenan la
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contraccion de la actomiosina en el borde celular y el subsecuente reclutamiento de las
proteinas de la UE al sitio dafnado (Stephenson et al. 2019). Elincremento en la tension de
la UE desencadenado por la ausencia de ZO-2 coincide con un aumento en la activacién
de Rho/ROCK previamente observado en las células MDCK Z0O-2 KD (Raya-Sandino et al.
2017). Por lo tanto, el incremento en la expresion 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.
Alrespecto, se havisto que al silenciar a ZO-1y ZO-2 (Fanning et al. 2012; Choi et al. 2016)
o solamente a Z0O-2 (Hernandez et al., 2007) aumenta el flujo paracelular de moléculas
grandes.

La menor expresion 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 observacion nos indujo a analizar in silico la
interaccion entre el dominio PDZ-2 de ZO-2 y el segmento carboxilo terminal de JAM-A.
Calculamos los valores de hidropatia del complejo formado por la cola de JAM-A y el
dominio PDZ-2 de ZO-2, asi como del dominio PDZ-2 de ZO-2 con el fin de determinar la
region de unién hidrofébica, la cual concuerda con la conformacion de la estructura
cristalografica de la cola de JAM-A con el dominio PDZ-3 de ZO-1. Los contactos
especificos que contribuyen a la estabilidad de esta conformacidon se examinaron
utilizando un analisis de contacto entre proteinas con un corte de 6.5 A. Los ltimos tres
residuos de JAM-A son predominantemente hidrofébicos y se unen al bolsillo hidrofébico
del dominio PDZ-2 de ZO-2 con una energia de union de -59.4 = 1.75 kJ/mol. La estabilidad
y la conformacion del complejo formado por la cola de JAM-Ay 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 critica para mantener la funcién 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
funcidén 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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polimerizacion de las claudinas y la barrera paracelular a los iones, como se demostré
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 acumulacion de vinculina en
las UEt. Ello confirma que las células ZO-2 KD, se encuentran en un estado de alta tensién
ya que la presencia de vinculina en estas uniones depende de la conformacion estirada de
la a-catenina que ocurre por la contraccion de la NMII (Cho et al., 2022).

En los invertebrados también se han identificado proteinas mecanosensoras
asociadas a las uniones célula-célula. En el disco imaginal del ala de Drosophila, la
proliferacion celular heterogénea genera una distribucién dispar de la tensién celular,
donde en el centro del disco hay una alta densidad y las células estdn comprimidas,
mientras que las células de la periferia estan estiradas y a baja densidad. El estiramiento
de las células aumenta la tensidon en las uniones celulares, lo que se evidencia por un
incremento en la miosina fosforilada (LeGoff etal., 2013). Cuando no hay tensién, lacinasa
Warts, ortéloga de LATS en vertebrados, fosforila a Yorkie (Yki), el ortélogo de YAP,
impidiendo su ingreso al ndcleo. Al aumentar la tension 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
nucleo donde promueve la proliferacion celular. Jub se recluta a la UA por la a-catenina.
Asi, cuando se tensa el citoesqueleto de actomiosina la a-catenina se estira induciéndose
su conformacion abierta que expone los dominios de unién a Jub. El silenciamiento de Yki
o Jub rescata el crecimiento excesivo del ala de Drosophila, por lo que se concluye que la
a-catenina es una proteina mecanosensora que controla el crecimiento del disco imagal a
través de los efectores de la via Hippo (Sarpal et al., 2019) [para revision ver, (Agarwal y
Zaidel-Bar, 2021)].

La tension en la membrana lateral que se regula por la interaccidon de la
actomiosina con el complejo de la E-cadherina/B-catenina/a-catenina no se altera por la
ausencia de ZO-2. Esto indica que ZO-2 regula la tension a nivel de la UE y no a nivel de la
UA. En contraste, la deplecidon de ZO-1 reduce la tensién 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 dificil la distincién espacial entre ellas
(Wallezy Huber 2008).

En las células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa observamos la
formacién de hoyos. Esto indica que la monocapa esta sometida a una alta tension, ya que
los huecos no se forman en las monocapas de las células parentales y s6lo 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 parametro que impacta significativamente el
comportamiento celular [para revisidon, ver (Handorf et al. 2015)]. Asi durante el
envejecimiento, la rigidez de los vasos es una caracteristica de la ateroesclerosis (Huynh
et al. 2011). También, en las enfermedades fibroticas como la fibrosis pulmonar (Suki y
Bates 2008), y la cirrosis hepatica (Issa et al. 2004) se observa una deposicidon excesiva de
MEC que indica un incremento en la rigidez del tejido epitelial y la disfuncion de los
organos. Ademas, la pérdida de la sensibilidad a la rigidez del substrato permite la
supervivencia de las células metastaticas que invaden tejidos con diferente grado de
rigidez (Indra y Beningo, 2011). En esta tesis, analizamos si la falta de ZO-2 altera la
elongacion celulary la formacion 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 elongacién celular en las células
sembrada sobre hidrogeles de 1 kPa recubiertos con colageno tipo IV o fibronectina,
independientemente de la presencia de ZO-2. Una falta de elongacion similar se encontro
previamente en hepatocitos primarios sembrados sobre hidrogeles de 1 kPa (Serna-
Marquez et al. 2020). Ademas, se observdé que tanto las células parentales como las
células ZO-2 KD sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa se elongan mas sobre colageno IV
que sobre las superficies recubiertas con fibronectina. Sin embargo, las células ZO-2 KD,

en comparacion con las células parentales, retardan su elongacion. Para explicar esta
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diferencia seria importante en el futuro hacer experimentos de microscopia de fuerza de
traccion (TFM) en las células parentales y ZO-2 KD.

Elretraso en la elongacion de las células ZO-2 KD sembradas sobre sustratos de 20
kPa se puede deber a la disminucién de integrina B1 previamente reportada en las células
Z0-2 KD (Raya-Sandino et al. 2017). Al respecto, es importante mencionar que las células
MDCK expresan a los siguientes heterodimeros de integrinas: B1Q, B1Qs, B10x, Bsavy B4Cs
(Schoenenberger et al. 1994) Por otra parte, la lenta elongacidn de las células que carecen
de ZO-2 también puede deberse a que en ellas la dupla RhoA/ROCK esta sobreactivada, lo
que podria disminuir su capacidad de respuesta a la rigidez del substrato, como sucede
con la falta a la activacion de RhoA por el 4cido lisofosfatidico (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-
Marquez et al. 2020). Las células parentales y ZO-2 KD forman mas agregados en los
hidrogeles de 20 kPa recubiertos con fibronectina que en los de colageno IV. Sin, embargo
la formacion de agregados celulares de mayor tamafio se retrasa en las células ZO-2 KD,
tal vez, por la elevada tension en las UEs presente en estas células. Por otro lado, este
resultado indica que ZO-2 facilita la adhesiéon célula-célula, lo cual se espera de una
proteina 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 disgregacion 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 topografia a nanoescala de fibras semejantes en tamafo y organizacion
a las de la MEC. Observamos que, en comparacion con las células parentales, en las
células ZO-2 KD aumenta la presencia de claudina-4 en vesiculas citoplasmicas, lo que
indica que la ausencia de ZO-2 en las células cultivadas sobre NRA provoca inestabilidad
en la UE favoreciendo la internalizaciéon de la claudina-4. También, encontramos que la
falta de ZO-2 es suficiente para inducir la concentracion nuclear de YAP,

independientemente de la densidad celular o la topografia del substrato. Este resultado
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concuerda con observaciones previas que muestran que la asociacidon de ZO-2 con LATS,
la cinasa responsable de fosforilar a YAP y bloquear su importacion al ndcleo, promueve
el reclutamiento de LATS al borde celular y su activacion (Gonzalez-Gonzalez et al. 2022).
Asi mismo, observamos que la falta de ZO-2 favorece la concentraciéon nuclear de snail, lo
que sugiere que se acentua la sensibilidad de las células a la EMT. Por todo ello, se

concluye que Z0-2 es muy importante para el mantenimiento del fenotipo epitelial.

VIII) Conclusién

Z0-2 modula la tensién mecanica en las células epiteliales. La ausencia de ZO-2
en las células MDCK produce inestabilidad de los microtibulos y reduce la concentracion
de y-actina en la UE, lo que puede explicar la disminucidn de la tensién en la membrana
apical. El analisis in silico confirma la interaccion 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
acumulacion de p114RhoGEF y afadina lo que aumenta la tensidon en la UE, perono enla
UA. Este incremento de tensién de la UE en las células ZO-2 KD favorece la formacion de
huecos en las células sembradas sobre hidrogeles de 20 kPa. La ausencia de ZO-2 también
retarda la elongacion celular y la formacién de agregados celulares en las monocapas
sembradas sobre hidrogeles y exacerba la EMT desencadenada por la topografia del

substrato.

IX) Perspectivas

Eliminaren el PDZ-2 de hZO-2 el segmento que vade Y319 a V329 que interacciona
con JAM-A para ver el efecto de la falta de asociacién ZO-2/JAM-A sobre la formacién de la
UE vy el desarrollo de la RET.

Hacer un analisis de microscopia de fuerza de traccion en las células parentales y
Z0O-2 KD para medir si la ausencia de ZO-2 altera la fuerza de adhesién de la célula al

substrato.
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Analizar el efecto de la eliminacién/mutacién del sitio de unién a actina en ZO-2

sobre la funcidn de barrera de la UE.

IX) Figuras suplementarias
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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) Deteccion de ZO-2 por Western blot en las células parentales y ZO-2 KD.
Como control de carga se utilizd6 a GAPDH. El anélisis estadistico se realizdé con una prueba de tde
Student. Los resultados muestran la media * la desviacién estandar, *** p < 0.001.
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Figura suplementaria 2. La falta de ZO-2 no afecta la concentracion de la NMIIB en la UA de las
células epiteliales. Deteccion por inmunofluorescencia de ZO-1 y NMIIB en monocapas de
células parentales y ZO-2 KD. (A) Imagenes representativas de dos experimentos independientes.
Se apilaron los cortes 6pticos a nivel de la UE o de la UA con image J versién 1.54f. (B)
Superposicion de imagenes hecha con image J version 1.54f. de una seccion tomada con el
confocal en el limite entre la UE y la UA. Las secciones en los planos yz y xz se hicieron en la zona
indicada con las lineas blancas punteadas. Barra, 10 pm.
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Figura suplementaria 3. hZO-2 tiene un sitio putativo de unién a actina similar al de hZO-1. El
esquema ilustra la busqueda en BLAST (NCBI) que compara la region de unién a actina (ABR) y el sitio
de unién a actina (ABS) presentes en hZO-1 (Uniprot: Q07157) con las putativas en ZO-2 (Uniprot:
Q9UDY2).
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