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La quinasa  ligada a  integrinas (ILK) es 

un  efector  intracelular  de  las  interacciones 

entre la célula y la matriz extracelular y regula 

muchos  procesos  celulares  como 

crecimiento,  proliferación,  supervivencia, 

diferenciación,  migración,  invasión  y 

angiogénesis.  Aunque  su  papel  ha  sido 

ampliamente estudiado durante el desarrollo, 

poco  se  conoce  sobre  su  función  en  la 

regulación  y  reparación  de  tejidos  en 

animales adultos.  

 

Con el objetivo de analizar el papel de 

ILK  en  la  homeostasis  de  tejidos,  se 

desarrollaron  ratones  adultos  con  deleción 

condicional  de  ILK, mediante  el  sistema Cre‐

lox. En primer  lugar se analizó el efecto de  la 

deleción  de  ILK  en  la  función  vascular.  Los 

ratones  deficientes  en  ILK  mostraron  en  la 

pared del vaso un incremento en la expresión 

de  dos  proteínas  implicadas  en  la  respuesta 

celular  al  óxido  nítrico  (NO),  la  guanilato 

ciclasa soluble y  la proteína quinasa G (PKG), 

con una mayor  respuesta hipotensora  tras  la 

administración de donadores de óxido nítrico 

y agonistas de la PKG. Además, estos ratones 

fueron capaces de  responder a nitroprusiato 

sódico (SNP), aún después de la inducción de 

tolerancia  al NO  con  un  tratamiento  crónico 

con dinitrato de  isosorbide, observándose un 

descenso  en  la  presión  arterial  que  no  fue 

observado en  los animales con  ILK  intacta. El 

efecto  vasodilatador  de  SNP  fue  también 

mayor en  los ratones deficientes en  ILK a  los 

que  se  indujo  una  hipertensión  aguda  por 

angiotensina II. En segundo lugar se analizó la 

implicación  de  ILK  en  la  reparación  tisular 

eligiendo el modelo de reparación de heridas 

cutáneas.  El  déficit  de  ILK  condujo  hacia  un 

enlentecimiento  en  el  cierre  de  la  herida 

cutánea y una disminución de  la proliferación 

celular.  La  deceleración  fue  acompañada  de 

una disminución  en  la  expresión proteica de 

HGF  durante  el  proceso  de  reparación  de  la 

herida.  De  manera  significativa,  las 

alteraciones en  la proliferación celular y en el 

cierre  de  la  herida  se  revirtieron  por  la 

administración  exógena  de  HGF  humano  en 

los animales deficientes en  ILK. El análisis de 

los mecanismos  intracelulares  implicados  en 

este  proceso  reveló  que  la  herida  promovió 

una  rápida  activación  de  la  PI3K  e  ILK 

necesaria para que  se produjera  el  aumento 

en HGF que  se  indujo  con  la herida. De esta 

manera, PI3K parece jugar un papel central en 

la  modulación  de  ILK  que,  como  parece, 

ejerce de mediador en  la síntesis de HGF. En 

conclusión,  la  activación  de  ILK  parece  ser 

decisiva  para  que  se  pongan  en marcha  los 

mecanismos  de  reparación  tisular 

dependientes  de  la  sobreexpresión  de  

HGF. 
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Integrin‐linked  kinase  (ILK)  is  an 

intracellular  effector  of  cell‐matrix 

interactions  and  regulates  many  cellular 

processes,  including  growth,  proliferation, 

survival, differentiation, migration,  invasion 

and  angiogenesis.  Although  its  role  has 

been wide studied during the development, 

little  is  known  about  its  function  in  tissue 

function and reparation in adult animals. 

 

With the objective to analyze the ILK 

role  in  tissue homeostasis, adult mice with 

conditional knock‐out of the ILK gene were 

generated  with  the  Cre‐lox  system.  First, 

the consequences of the ILK deletion in the 

vascular  function  were  analyzed.  The  ILK 

deficient  mice  show  an  increase  in  two 

proteins in the vascular aortic wall involved 

in  cellular  response  to  nitric  oxide,  the 

guanylyl  cyclase  and  the  protein  kinase  G 

(PKG). This  increase does not affect  to  the 

basal  values  of  systolic  pressure  but  leads 

to an enhanced response to the nitric oxide 

(NO)  donnors  and  cGMP  analogues. 

Further, these animals were able to restore 

the  isosorbide  dinitrate  tolerance  to  NO 

donnors  and  promote  a  decrease  arterial 

pressure  in  response  to  sodium 

nitropruside  (SNP)  administration,  which 

was  not  shown  in  the  animals with  intact 

ILK.  The  enhance  SNP  response  was  also 

higher  in  the  ILK  deficient  mice  after 

angiotensin  II‐induced  hypertension.  In 

second  place,  the  ILK  implication  in  tissue 

reparation  was  studied  choosing  a 

cutaneous  wound  healing  model.  ILK 

deficiency  leads  toward  decreased wound 

healing  closure  in  skin  and  decreased  cell 

proliferation,  showing  that  its  activation  is 

necessary  in  tissue  reparation.  This 

deceleration seems to be due to a decrease 

HGF  protein  expression  during  wound 

healing.  Significantly,  alterations  in  cell 

proliferation  and  forward  wound  closure 

could  be  rescued  by  exogenous 

administration of human HGF plasmid in the 

ILK‐deficient  mice.  The  analysis  of  the 

intracellular  mechanisms  involved  in  this 

process  reveal  that wound  promotes  to  a 

rapid  activation  of  PI3kinase  and  ILK, 

necessary  to  the  increase  of  HGF 

expression  during  the  wound  healing. 

Herein,  PI3kinase  seems  to  play  a  central 

role  in  the  ILK  modulation  which,  at  its 

turns, plays a pivotal role  in HGF synthesis. 

In conclusion, the activation of ILK seems to 

be  decisive  to  start  the  mechanisms  of 

tissue  reparation  dependent  on  HGF 

overexpression. 
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4‐OHT     4‐hidroxi(OH)‐tamoxifeno  

8‐Br   3´5´‐monofosfato sódico de 8‐Bromoguanosina  

AII    Angiotensina II 

ADN     Ácido desoxirribonucleico 

Akt/PKB  Proteína quinasa B (Protein Kinase B) 

ARN     Ácido ribonucleico 

ATP     Adenosintrifosfato 

cGMP    Guanosina monofosfato cíclico (cyclic Guanosine MonoPhosphate) 

COL I    Colágeno I 

COL  IV   Colágeno IV 

CT    Control 

C‐terminal  Región carboxilo terminal 

db‐cGMP  Dibutiril guanosin monofosfato cíclico (dibutiril cyclic Guanosine MonoPhosphate) 

d    Días 

DAB    Diaminobencidina 

DMEM    Medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) 

DT3    Inhibidor de la Proteína quinasa G (Peptide‐based inhibitor of protein kinase G) 

EDTA     Etilen diamino tetraacético 

EGF  Factor de crecimiento epitelial (Epithelial Growth Factor)  

ELISA   Ensayo  por  inmunoabsorción  ligado  a  enzima  (Enzyme  Linked  ImmunoSorbent 

Assay) 

eNOS     Óxido nítrico sintasa endotelial (endothelial Nitric Oxide Sintase) 

EPCs     Células endoteliales progenitoras (Endothelial Progenitor Cells) 

ER    Receptor de estrógeno (Estrogen Receptor) 

ERK   Proteína quinasa regulada por señales extracelulares (Extracelular signal‐Regulated 

Kinase) 

FBS     Suero fetal bovino (Foetal Bovine Serum)  

FITC    Isotiocianato de fluoresceína 

GAPDH   Gliceraldehído 3‐fosfato deshidrogenasa (GlycerAldehyde 3‐Phosphate DeHydrogenase) 

GSK3β    Glicógeno sintasa quinasa 3β (Glycogen Synthase Kinase 3β)  

h    Horas 

HGF     Factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte Growth Factor)  

hHGF    HGF humano  

Hsp90    Proteína de choque térmico de 90 kDa (Heat Shock Protein) 

IBMX    Isobutilmetilxantina 

Abreviaturas 
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IDN    Dinitrato de isosorbide (Isosorbide DiNitrate) 

ILK     Quinasa ligada a integrinas (Integrin Linked Kinase) 

ILKAP     Proteína asociada a ILK (ILK‐Associated Phosphatase protein)  

i.p    Intraperitoneal 

kb    Kilobases 

kDa    Kilodalton 

KO    Silenciado (Knock‐Out) 

LDL    Lipoproteínas de baja densidad  (Low Density Proteins) 

LY    Inhibidor LY294002 

MAPKs   Proteínas quinasas activadas por mitógenos (Mitogen‐Activated Protein Kinases) 

MEC    Matriz Extracelular  

MEF    Fibroblastos embrionarios de ratón (Mice Embrionic Fibroblasts) 

Mit      Mitomicina C 

MLC     Cadena ligera de miosina (Myosin Light Chain)  

MMPs     Metaloproteasas de matriz (Matrix MetalloProteinases)  

mTOR    Mammalian Target Of Rapamycin  

NADPH   Nicotinamida  adenina  dinucleótido  fosfato  (Nicotinamide  Adenine  Dinucleotide 

Phosphate)  

NO    Óxido Nítrico (Nitric Oxide) 

NOSs      Óxido nítrico sintasas (Nitric Oxide Synthases) 

N‐terminal  Región amino terminal 

ODQ    (1,2,4)Oxadiazol(4,3‐a)quinoxalina‐1‐uno 

o/n     Por la noche (Over Night) 

pb     Pares de bases 

PCR    Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

PBS    Solución salina tamponada con fosfato (Phosphate Buffer Saline) 

PKG    Proteína quinasa G (Protein Kinase G) 

PI3K     Fosfatidil inositol 3 quinasa (Phospatidil Inositol 3‐Phosphate) 

PINCH    Proteína  rica  en  cisteína‐histidina  particularmente  interesante  (Particularly 

Interesting New Cysteine‐Histidine‐rich Protein) 

PIP3    Fosfatidilinositol‐3,4,5‐trifosfato (PhosphatidylInositol 3,4,5‐triPhosphate)  

PTEN    Fosfatasa  supresora  de  tumores  (Phosphatase  and  Tensin Homologue Deleted  on 

the Chromosome 10) 

RIA    Radioinmunoensayo (RadioImmunoAssay) 

rpm    Revoluciones por minuto 

Abreviaturas 
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Ser     Serina 

Smad     Small Mothers Against Decapentaplegic 

sGC    Guanilato ciclasa soluble (soluble Guanylate Cyclase) 

SNP    Nitroprusiato sódico (Sodium NitroPruside) 

t    Tiempo 

TBS     Solución salina tamponada con Tris (Tris Buffer Saline) 

TGFβ‐1    Factor de crecimiento transformante β‐1 (Transforming Growth Factor β‐1). 

TIMPs     Inhibidores tisulares de MMPs (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases) 

TX    Tamoxifeno 

VASP     VAsodilator‐Stimulated Phosphoprotein 

VH    Vehículo 
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Un tejido es un conjunto de células 

similares  que  suelen  tener  un  origen 

embrionario  común  y  que  funcionan  en 

asociación  para  desarrollar  actividades 

especializadas. Los  tejidos están  formados 

por  células  y  la  matriz  extracelular 

producida  por  ellas.  La  matriz  es  casi 

inexistente  en  algunos  tejidos,  mientras 

que  en  otros  es  abundante  y  contiene 

estructuras y moléculas importantes desde 

el punto de vista estructural y funcional. 

 

La  formación  y  composición  de 

tejidos,  bien  sea  durante  el  desarrollo 

normal  o  cómo  consecuencia  del 

mecanismo  de  reparación  tras  un  daño, 

depende  de  manera  crucial  del  balance 

entre proliferación  y muerte  celular, de  la 

migración  de  las  células,  de  las 

comunicaciones  entre  las mismas  y  de  la 

interacción  de  la  célula  con  la matriz.  Las 

células  normalmente  migran  creando  y 

deshaciendo  las adhesiones, de  las células 

entre  sí  o  con  la  matriz,  y  formando 

conexiones  con  el  citoesqueleto  que 

generan las fuerzas contráctiles requeridas 

para el movimiento (Vespa et al., 2005).  

 

La comunicación, por tanto, entre el 

interior  y  el  exterior  celular  resulta 

necesaria para que un tejido se desarrolle, 

funcione  con normalidad  y  responda  a un 

daño.  En  la  actualidad,  se  conocen  una 

serie  de  mecanismos  implicados  en  la 

comunicación que se establece a través de 

una compleja red de moléculas, capaces de 

transducir  las  señales  y  conducir  la 

información en ambos sentidos, aunque el 

flujo  hacia  el  interior  celular  ha  sido más 

estudiado  que  el  generado  hacia  fuera 

(Yoganathan et al., 2000). 

 

El origen, en parte, de este flujo de 

información  se  debe  a  proteínas 

transmembrana  de  la  superficie  celular, 

como  las  integrinas,  que  al  carecer  de 

actividad enzimática  reclutan  adaptadores 

y proteínas de señalización para mediar sus 

funciones  (Böttcher, 2009). Así comienzan 

la  señal  en  el  citoplasma  celular  y 

desencadenan una, o más frecuentemente, 

varias cascadas de señalización intracelular. 

 

Destaca  en  esta  red  de 

transducción de  señales,  la quinasa  ligada 

a integrinas (ILK, Integrin‐linked Kinase). El 

presente  trabajo  trata  de  estudiar  el 

multifacético papel de  ILK en el desarrollo 

y función normal de tejidos, así como en la 

reparación de los mismos.  
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1.  MATRIZ EXTRACELULAR 

 

1.1       Composición y función 

 

La  matriz  extracelular  (MEC) 

constituye  el  soporte  biológico  de  las 

células y está presente en todos los tejidos 

y  órganos.  Es  una  compleja  mezcla  de 

moléculas  de  matriz,  incluyendo 

glicoproteínas  como  fibronectina, 

colágenos, laminina, proteoglicanos y otras 

proteínas que, sin ser propias de  la matriz 

como  son  los  factores  de  crecimiento 

(Berrier and Yamada, 2007), constituyen el 

entorno donde  la célula va a sobrevivir, se 

va  a  multiplicar  y  va  a  desarrollar  sus 

funciones (Figura 1). Estas macromoléculas 

se  ensamblan,  formando  un  armazón que 

determinará  la  estructura  del  órgano  o 

tejido, servirá de soporte para  la adhesión 

y  migración  celular  y  además, 

proporcionará  a  las  células  información 

sobre  su  entorno  regulando  también 

procesos  de  supervivencia,  proliferación  y 

diferenciación (Boudreau and Jones, 1999).   

 

1.2.  Mecanismos  de  síntesis  y 

degradación 

 

La  MEC  es  un  sistema  dinámico 

sometido a un constante  recambio de  sus 

componentes, que se realiza manteniendo 

un  estricto  balance  entre  la  síntesis  y  la 

degradación  de  los mismos.  Este  proceso 

 
Figura  1.  Componentes  de  la  matriz  extracelular  (MEC).  Los  principales  componentes  la  MEC  son  colágeno, 
fibronectina,  laminina  y  proteoglicanos.  Las  integrinas  unen  la  célula  a  la  MEC  y  anclan  el  citoesqueleto  a  la 
membrana plasmática, mediando la señalización inside‐out. 
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está  gobernado  por  distintos  factores  de 

crecimiento entre los que destaca el factor 

de  crecimiento  transformante  β‐1  (TGFβ‐1, 

Transforming Growth Factor β‐1). 

 

TGFβ‐1  es  un  regulador 

multifuncional de  la proliferación  celular  y 

la  diferenciación,  que  contribuye  a  la 

acumulación de  las proteínas de  la MEC al 

estimular  su  síntesis  y/o  disminuir  la 

actividad  de  algunas  proteasas 

extracelulares  (MacKay  et  al.,  1989; 

Massague  et  al.,  1990).  Se  expresa,  entre 

otros  tipos  celulares,  en  fibroblastos, 

células  musculares  lisas  y  células 

mesangiales, donde inhibe el crecimiento y 

estimula  la  síntesis  de  colágenos, 

fibronectina,  laminina  y  proteoglicanos 

(Marti  et  al.,  1994;  Schöklmann  et  al.,  

2000; Woolf et al., 1992; Yang et al., 1997). 

TGFβ‐1  juega  un  papel  crucial  en  la 

patogénesis   de  la esclerosis glomerular  y 

la fibrosis intersticial (Persad et al., 2000) y 

ha  sido  implicado  en  enfermedades 

cardiovasculares  como  hipertensión, 

reestenosis,  aterosclerosis,  hipertrofia 

cardiaca  e  insuficiencia  cardiaca  (Saura  et 

al., 2005; Ruiz‐Ortega et al., 2007).   TGFβ‐1 

se  sintetiza  como  una  proteína  inactiva 

llamada TGFβ‐latente unido a un “péptido 

asociado  a  latencia”  (LAP,  Latency‐

associated Peptide) que lo ancla a  la matriz 

extracelular. Posteriormente  se  activa por 

corte  proteolítico.  Los  mecanismos  que 

regulan  su  síntesis  no  se  conocen  con 

precisión,  pero  se  sabe  que  diversos 

factores  implicados  en  la  generación  de 

daño cardiovascular regulan su síntesis. En 

células musculares  lisas es estimulado por 

angiotensina II (AII), por metaloproteinasa‐

2  (MMP‐2),  lipoproteínas de baja densidad 

oxidadas (LDL oxidadas) o endotelina 1 (ET‐

1)  (Singh  et  al.,  1999;  Nakhjavani  et  al., 

2009).  En  células  masangiales  su  síntesis 

está regulada por radicales  libres y por  las 

propias  proteínas  de  la  MEC  como  el 

colágeno  I  y  la  fibronectina  (Iglesias‐De  la 

Cruz  et  al.,  2001; Ortega‐Velázquez  et  al., 

2004; Dallas  et  al.,  2005).  En  este  sentido 

recientemente  se ha  implicado a  ILK en  la 

modulación  de  la  expresión  de  TGFβ  y  su 

función  (Ortega‐Velázquez  et  al.,  2004;  Li 

et al., 2009).  

 

Los  mecanismos  de  respuesta 

celular a TGFβ son complejos, pero la vía de 

señalización más estudiada,  y  la  implicada 

en gran parte en la síntesis de proteínas de 

matriz,  es  la  constituída  por  las  proteínas 

Smad  (Small  Mothers  Against 

Decapentaplegic).  Existen  tres  tipos  de 

proteínas  Smads,  las  reguladas  por  el 

receptor  (RSmad,  Receptor‐Regulated 

Smad), la co‐activadora (Co‐Smad) y las que 

tienen  función  inhibitoria  (I‐Smad, 

Inhibitory  Smad).  El  TGFβ  se  une  a 
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receptores serina/treonina quinasa de  tipo 

II  y  de  tipo  I  formando  un  complejo 

estable,  donde  los  receptores  tipo  II 

fosforilan  los  tipo  I  y  se  produce  la 

activación  del  sistema.    El  receptor  tipo  I 

activado fosforila a las R‐Smads, Smad2 y/o 

Smad3  que,  cuando  están  activados,  se 

unen  a  Smad4,  la  coactivadora,  y  forman 

un  complejo  que  se  transloca  al  núcleo  y 

regula la transcripción de genes (Massague 

and Chen, 2000). De esta manera, Smad2 y 

Smad3  en  cooperación  con  smad4 

funcionan  como  reguladores  de  la 

transcripción inducida por TGFβ. La función 

de las I‐Smad, Smad‐6 y Smad‐7, es evitar la 

fosforilación  de  las  R‐Smad  por  los 

receptores  de  TGFβ,  compitiendo  por  la 

unión a estos con las R‐Smads y reclutando 

distintas  proteínas  encargadas  de  la 

ubiquitinización de  los  receptores para  su 

degradación  por  el  proteasoma  o 

fosfatasas  que  producen  su  desactivación 

(Feng and Derynck 2009). 

 

Como  se  ha  mencionado,  el 

constante  recambio  de  los  componentes 

de la MEC se mantiene debido a un estricto 

balance entre  la  síntesis y degradación de 

sus  componentes. Entre  las proteínas que 

regulan  este  balance  se  encuentran, 

además  del  TGFβ,  las metaloproteasas  de 

matriz  (MMPs, Matrix Metalloproteinases). 

El TGFβ además de estimular  la síntesis de 

nuevos  componentes de  la MEC,  estimula 

la degradación de  las proteínas existentes 

mediante  la  activación  de  las MMPs  y  la 

inhibición  de  los  inhibidores  tisulares  de 

MMPs  (TIMPs,  Tissue  Inhibitors  of 

Metalloproteinases)  (Clouthier  et  al.,  1997; 

Gauldie  et  al.,  2007).  Las  MMPs  son 

endopeptidasas  dependientes  de  zinc  y 

tienen  la  función  de  degradar  los 

componentes de  la MEC  (Mott and Werb, 

2004).  Están  sometidas  a  una  estricta 

regulación  a  varios  niveles,  el 

transcripcional,  de  activación  extracelular 

de  las  proenzimas  que  las  activan, 

inhibición  de  las  MMPs  ya  existentes  y 

secreción  TIMPs  (Brew  et  al,  2000).  Esta 

regulación  es  fundamental  para  el 

mantenimiento  de  la  homeostasis  y  la 

remodelación de los tejidos. Algunas MMPs 

son  inducidas  por  estímulos  como  las 

especies  reactivas  del  oxígeno  (ROS, 

Reactive  Oxygen  Species),  citoquinas 

inflamatorias o el óxido nítrico  (NO, Nitric 

Oxide)  (Siwik  and  Colucci,  2004;  Zaragoza 

et al, 2002). Además de en el crecimiento y 

el  remodelado  tisular,  las  MMPs  están 

implicadas  en  situaciones  patológicas 

como en  la fibrosis de tejidos,  inflamación, 

cáncer  o  enfermedades  cardiovasculares 

como  la  aterosclerosis  (Galis  and  Khatri, 

2002). 
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2.  INTERACCIONES  CÉLULA‐MATRIZ 

EXTRACELULAR. INTEGRINAS 

  

La  adhesión  celular  a  la  MEC  se 

realiza  a  través  de  distintas  proteínas 

transmembrana.  Las  más  estudiadas  y 

conocidas  son  las  integrinas,  pero  desde 

hace  algunos  años  se  han  descrito  otras 

proteínas,  conocidas  como  proteínas  con 

dominios discoidina (DDR, Discoidin Domain 

Receptor),  cuyo  papel  en  la  interacción 

célula‐matriz  está  empezando  a  ser 

estudiado (Heino et al, 2009).  

 

Las  integrinas,  las mejor  conocidas 

de  estas  proteínas  de  anclaje,  son  una 

familia  de  proteínas  transmembrana  que 

unen  la célula a  la MEC o a otras células y 

anclan  el  citoesqueleto  a  la  membrana 

plasmática  (Hynes,  1992),  mediando 

además en la transducción de señales entre 

los  compartimentos  intra  y  extracelular 

(Wu and Dedhar, 2001). 

 

2.1.  Tipos y funciones 

 

Las  integrinas  son  proteínas 

heterodiméricas  constituidas  por  dos 

cadenas  polipeptídicas  α  y  β.  Cada 

subunidad  está  compuesta  por  tres 

dominios,  el  extracelular,  por  el  que  se 

unen  a  la  MEC,  el  transmembrana  y  el 

intracelular  o  citoplasmático  por  el  cual 

contactan  con  el  citoesqueleto  de  actina 

(Figura  2).  Se  han  descrito  en  el  genoma 

humano  veinticuatro  subunidades  α  y 

nueve  subunidades  β  que  se  combinan 

dando  lugar  a  24  integrinas  funcionales 

distintas, que presentan  una  especificidad 

relativa en la interacción con sus ligandos y 

en  los mecanismos de señalización (Danen 

and  Yamada,  2001).  Consideradas 

inicialmente como proteínas de anclaje, se 

ha  ido  reconociendo  su  papel  como 

reguladoras  de  la  función  celular. 

Numerosos  estudios  reflejan  cómo  las 

interacciones  célula‐MEC  son  esenciales 

para la supervivencia celular. La pérdida de 

estas  interacciones  resulta en  la  inducción 

de  apoptosis  en  células  epiteliales  y 

endoteliales  (Meredith et al.,  1993) y en el 

paro  de  los  fibroblastos  en  la  fase G1  del 

 
Figura 2. Estructura básica de  la  integrina. Proteína 
receptora  de  la  superficie  celular.  Cada  subunidad 
está  compuesta  por  el  dominio  extracelular,  el 
dominio  transmembrana y el intracelular. 
 

Introducción 



 

 8 

ciclo celular (Guadagno et al., 1993). Se ha 

demostrado  que  la  interacción  de  las 

integrinas  es  requerida  para  la  supresión 

de  la  apoptosis  (Boudreau  et  al.,  1995)  y 

también para el  tránsito  celular de  la  fase 

G1  S del ciclo celular.  

 

2.2.  Complejos  de  adhesión  focal  y 

unión al citoesqueleto 

 

La unión del ligando a las integrinas 

produce  su  activación  y  comienza  así  el 

reclutamiento de proteínas de señalización 

y  de  filamentos  de  actina  al  dominio 

citoplasmático  de  éstas  (Hynes,  2002). 

Estas  especializadas  organelas  de  unión  a 

la  MEC  y  regiones  de  señalización  se 

denominan  complejos  focales  cuando 

están  en  el  proceso  de  formarse,  o 

adhesiones  focales  cuando  ya  han 

madurado  en  grandes  complejos 

(Brakebusch  and  Fässler,  2003).  En  las 

adhesiones  focales  se  acumulan  varios 

tipos  de  proteínas  celulares  y  va  a  tener 

lugar la interacción de las integrinas con los 

componentes  del  citoesqueleto  de  actina 

(Romer et al., 2006). La formación de estos 

complejos asegura la adhesión del sustrato 

así  como  la  localización  dirigida  de  los 

filamentos de actina y demás componentes 

de  señalización,  y  esto  es  esencial  para 

establecer la polaridad celular, la migración 

dirigida  de  la  célula  y  mantener  el 

crecimiento  celular  y  la  supervivencia.  Las 

integrinas parecen  intervenir además en el 

reclutamiento de receptores de factores de 

crecimiento  a  las  adhesiones  focales,  lo 

cual conduce a su fosforilación y activación 

aumentando  la  respuesta a estos  factores 

de crecimiento (Miyamoto et al., 1996). Por 

otro  lado,  la  unión  de  los  factores  de 

crecimiento  a  sus  receptores  también 

puede modificar la función de las integrinas 

alterando  su  estado  de  afinidad  y  avidez 

por  sus  ligandos.  ILK,  a  través  de  su 

dominio  quinasa,  tiene  un  papel 

fundamental  en  la  maduración  de  las 

adhesiones  focales  (Stanchi  et  al.,  2009). 

Otras  proteínas  como  talina,  filamina,  α‐

actinina,  vinculina,  paxilina  o  parvina 

(Figura  3),  con  múltiples  dominios  que 

forman  parte  de  las  adhesiones  focales, 

 
Figura  3.  Interacciones  de  Integrinas.  Vista  de  las 
distintas vías por  las que  integrinas pueden unirse al 
citoesqueleto de actina.  
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van  a  jugar  un  papel  crucial  en  la 

interacción  integrina‐actina  (Liu  et  al., 

2000; Brakebusch and Fässler, 2003). 

 

Existen  trabajos  recientes  que  han 

revelado que  la conexión citoesqueleto de 

actina‐integrina  es  muy  dinámica  y  está 

sujeta  a  muchos  procesos  de  regulación. 

Por ejemplo en experimentos de herida en 

piel,  las  integrinas  promueven  la 

reorganización  del  citoesqueleto  de 

queratinocitos  en  los  márgenes  de  la 

herida,  dando  así  lugar  a  una  migración 

dirigida  y  al  consecuente  cierre  de  la 

herida.  La  pérdida  de  integrinas  β1  en  los 

queratinocitos da  lugar a una defectuosa y 

no  dirigida  migración,  resultando  en  una 

tardía  reepitelización  (Grose  et  al.,  2002). 

Más allá de esto, se ha comprobado que la 

interacción  entre  integrinas  y  el 

citoesqueleto  de  actina  se  regula  de 

manera diferente dependiendo de  la zona 

de  la  célula  que  nos  encontremos.  En  el 

borde  principal  de  la  célula  en migración, 

las  integrinas se unen a  la MEC, reclutan al 

citoesqueleto  de  actina  e  inician  la 

reorganización local de la red de actina. En 

la parte  trasera de  la  célula,  las  integrinas 

se  desprenden  de  la MEC  interrumpiendo 

la  unión  al  citoesqueleto  y  son,  al menos 

parcialmente,  reclutadas  al  frente  de  la 

célula  (Ballestrem et al.,  2001; Laukaitis et 

al., 2001). 

3.   TRANSMISIÓN  DE  LAS  SEÑALES 

INSIDE‐OUT Y OUTSIDE‐IN 

 

  La  señalización  mediada  por 

integrinas  transmite señales a  través de  la 

membrana de forma bidireccional, es decir, 

desde  la MEC  al  citoplasma  y  también  al 

revés,  en  un  proceso  conocido  como 

señalización  inside‐out   y outside‐in (Hynes, 

2002).  

 

3.1.  Señalización inside‐out  

 

En  respuesta  a  señales 

citoplasmáticas  iniciadas  por  otros 

receptores  celulares  (O´Toole et al.,  1991), 

la célula puede modificar  la afinidad de  las 

integrinas  por  sus  ligandos  o  alterar  la 

expresión de  las distintas  integrinas  sobre 

la  superficie  celular.  A  través  de  estos 

mecanismos  la  célula  modifica  su 

comportamiento en cuanto a la adhesión o 

la migración, por ejemplo. 

 

La señalización inside‐out implica un 

cambio  conformacional  desde  el  dominio 

citoplasmático  de  las  integrinas  hasta  el 

sitio de unión extracelular en respuesta a la 

señalización  intracelular  (O´Toole  et  al., 

1991;  O´Toole  et  al.,  1994).  La  base 

molecular  de  estos  cambios 

conformacionales  es  compleja.  Se  han 

identificado  regiones  dentro  del  dominio 
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citoplasmático  de  las  integrinas  que 

podrían  estar  implicados  en  la  regulación 

de  esta  señalización.  Además,  existen 

proteínas  citoplasmáticas  que  también 

están  involucradas  como  calreticulina, 

serina/treonina  quinasas  y  fosfatasas,  así 

como  miembros  de  la  familia  de  las 

GTPasas como R‐Ras y Rho A (Dedhar and 

Hannigan,  1996)  y  proteínas  de  adhesión 

focal como talina  (Anthis et al., 2009).  ILK 

contribuye al  inside‐out de  la activación de 

integrinas (Honda et al., 2009). 

 

3.2.  Señalización outside‐in 

 

La  interacción de  las  células  con  la 

MEC  regula  procesos  celulares 

fundamentales como supervivencia celular, 

proliferación, diferenciación, morfogénesis 

y  migración  celular.  Las  integrinas  van  a 

interaccionar,  a  través  de  su  dominio 

citoplasmático y en respuesta a la unión del 

ligando,  con  diversas  proteínas  con 

actividad quinasa entre las que destacan la 

quinasa  de  ahesión  focal  (FAK,  Focal 

Adhesion  Kinase)  e  ILK.  Estas  quinasas  se 

encargan de  reclutar y  fosforilar proteínas 

señalizadoras y adaptadoras que conducen 

sus señales al citoesqueleto. Las  integrinas 

pueden  influenciar  otras  cascadas  de 

señalización  intracelular que dependen de 

PI3K,  Akt/PKB,  Raf,  la  familia  de  Rho 

GTPasas o  las proteínas quinasas activadas 

por mitógenos  (MAPKs, Mitogen‐activated 

Protein Kinases). Estas proteínas  activan o 

inhiben  distintas  vías  de  señalización  en 

respuesta  a  los  estímulos  recibidos  de  la 

MEC a  través de  las  integrinas  (Zamir and 

Geiger, 2001) (Figura 4).  
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Figura  4.  Vía  señalización  de  integrinas.  A  través  de  la  interacción  con  diferentes  proteínas  citoplasmáticas,  las 
integrinas  desencadenan  múltiples  vías  de  señalización  que  conducen  a  la  organización  del  citoesqueleto,  la 
motilidad celular, la proliferación, el control de trasncripción y la supervivencia celular. 
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4.  QUINASA LIGADA A INTEGRINAS (ILK) 

 

La quinasa  ligada a  integrinas  (ILK) 

fue  identificada,  en  la  búsqueda  de 

proteínas  capaces  de  interaccionar  con  el 

dominio citoplasmático de  la subunidad β1 

de  ciertas  integrinas,  como  una 

serina/treonina  quinasa  de  59  kDa 

(Hannigan  et  al.,  1996).  Se  encuentra 

formando parte de  las  adhesiones  focales 

y,  por  tanto,  está  involucrada  en  la 

transducción  de  señales  y  en  la  adhesión 

de  las células a  la matriz extracelular  (Wu, 

2001),  regulando  procesos  como 

crecimiento,  proliferación,  supervivencia, 

diferenciación,  migración,  invasión  y 

angiogénesis (Hannigan et al., 2005; Legate 

et al., 2006). 

 

 

 

4.1.  Estructura  

 

ILK  se  compone  de  tres  dominios 

diferenciados. En el extremo C‐terminal se 

encuentra  el  dominio  catalítico,  con 

actividad  quinasa  y  capacidad  para 

interaccionar  con  varias  proteínas.  El 

extremo  N‐terminal  está  compuesto  por 

cuatro  repeticiones  de  anquirina  y,  entre 

estos  dos  dominios,  solapándose 

parcialmente, hay un dominio putativo de 

homología  a  plecstrina  (PH,  Pleckstrin 

Homology)  cuyo  ligando  fisiológico  es  el 

fosfatidilinositol‐3,4,5‐trifosfato  (PIP3, 

Phosphatidylinositol  3,4,5‐triphosphate) 

(Boulter  and  Van  Obberghen‐Schilling, 

2006) (Figura 5). 

 

 

 

 

164 212 293 451

Extremo 
C-terminal
COOH

Extremo 
N-terminal

NH2

Dominio Unión Integrinas

I II III IV

Repeticiones Anquirina
Dominio Fosfatidilinositol

Dominio Catalítico

18033o

 
Figura 5. Dominios funcionales de  la quinasa  ligada a  integrinas (ILK).  ILK es una serina/treonina proteína quinasa 
con un dominio catalítico con actividad quinasa en el extremo C‐terminal, extremo donde se encuentra el sitio de 
unión  a  integrinas  (residuos  293‐451).  En  el  otro  extremo,  el  N‐terminal  se  encuentran  las  cuatro  repeticiones 
anquirina (residuos 33‐164), el dominio fosfatidilinositol comienza en el último de los dominios anquirina y llega hasta 
el dominio catalítico (residuos 180‐212).   
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4.2.   Plataforma de conexión 

 

A  lo  largo de  los tres dominios que 

forman  la estructura de  ILK se encuentran 

los puntos de  anclaje  a diversas proteínas 

que  hacen  que  ILK  se  integre  en  un 

complejo  multiproteico  y  multifuncional 

(Figura  6).  Estas  proteínas  facilitan  su 

localización  en  las  adhesiones  focales  y 

coordinan  la  organización  del 

citoesqueleto (Wu, 2004). 

En  el  extremo  N‐terminal  se 

encuentran  las  cuatro  repeticiones  de 

anquirina que  son esenciales para que  ILK 

se  una  a  la  proteína  rica  en  cisteína‐

histidina  particularmente  interesante 

(PINCH,  Particularly  Interesting  New 

Cysteine‐histidine‐rich  Protein)  (Rearden, 

1994;  Tu  et  al.,  1999)  y  a  la  proteína 

asociada  a  ILK  (ILKAP,  ILK‐associated 

Phosphatase  Protein)  perteneciente  a  la 

familia  de  las  fosfatasas  PP2C.  Las  dos 

isoformas  PINCH1  y  PINCH2  se  componen 

 
Figura 6. Plataforma de conexión de  ILK.  ILK  se une a PINCH y Parvina  formando un complejo  ternario  (IPP) que 
interacciona con  la membrana plasmática a través de  la  interacción con el dominio citoplasmático de  las  integrinas 
activadas β1 y β3 así como a otros componentes desconocidos de la adhesión focal. La unión con fosfolípidos resulta 
en la activación de la función quinasa de ILK, que conduce a la fosforilación de GSK3β y PKB/Akt. Además ILK puede 
reclutar diferentes proteínas adaptadoras, que son capaces de regular los movimientos y adhesión de la actina a las 
adhesiones focales.  
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de  cinco dominios  LIM. Por  el primero de 

sus dominios LIM1  se une a  ILK  (Tu et al., 

1999)  y  es  esencial  para  dirigir  a  PINCH  a 

los sitios de contacto célula‐matriz  (Zhang 

et al., 2002), estabilizar la expresión de ILK 

y  regular  la  forma  y  supervivencia  celular 

(Xu  et  al.,  2005).  El  cuarto  dominio  de 

PINCH,  LIM4,  interacciona  con  la proteína 

adaptadora  Nck‐2  (Tu  et  al.,  1998).  Nck‐2 

puede unirse,  a  través del dominio SH2,  a 

residuos tirosina fosforilados de receptores 

tirosina quinasas como son el receptor del 

factor  de  crecimiento  epitelial  (EGFR, 

Epidermal  Growth  Factor  Receptor)  o  el 

receptor  del  factor  de  crecimiento 

derivado  de  plaquetas  (PDGFR,  Platelet‐

derived Growth  Factor Receptor) y de esta 

manera  involucrarse  en  la  señalización  de 

factores  de  crecimiento  e  integrinas. 

Además, Nck‐2, a través de su dominio SH3, 

va  a  ser  capaz  de  reclutar  proteínas 

reguladoras  de  actina,  como  WASp 

(Wiskott‐Aldrich  Syndrome  Protein), 

DOCK180  (180  kDa  Protein)  y  PAK  (p21‐

activated Kinase), otorgándole un papel en 

la mecánica  y  reorganización  de  la  actina 

(Brakebusch and Fässler, 2003).  

 

El  dominio  central  PH  (Pleckstrin 

Homology) es activado por PIP3 en células 

epiteliales  de  intestino  de  rata 

(Delcommenne  et  al.,  1998),  siendo  por 

tanto,  la  actividad  de  ILK  PI3  quinasa 

dependiente. 

 

El dominio quinasa de  ILK participa 

en  la  interacción  de  muchas  proteínas. 

Además  de  la  unión  a  la  subunidad  β1  de 

integrinas, este dominio se une a proteínas 

que  conectan  ILK  con  plataformas  de 

señalización  y/o  con  el  citoesqueleto  de 

actina.  Se  encuentran  entre  ellas  las 

parvinas, a  las que  ILK se une a  través del 

segundo  dominio  de  homología  a 

calponina  (CH,  Calponin  Homology).  Las 

parvinas  están  relacionadas  con  la 

translocación  a membrana  y  fosforilación 

de  Akt  en  su  serina  473  (Fukuda  et  al., 

2003a)  así  como  la  activación  de  Rac  y 

Cdc42  (Filipenko  et  al.,  2005). 

Experimentos  con  ARN  de  interferencia 

han  revelado  que  ILK‐PINCH‐parvinas  son 

mutuamente dependientes:  la deleción de 

alguna de  ellas  induce  la degradación,  vía 

proteasoma,    de  las  otras  (Fukuda  et  al., 

2003b).  Juntas,  forman  un  complejo 

ternario  llamado  IPP  (ILK‐PINCH‐Parvin) 

(Legate et al., 2006). 

 

ILK también se une a paxilina por su 

primer dominio rico en leucina (LD, Leucine‐

rich  Domain)  (Nikolopoulos  and  Turner, 

2002).  Paxilina  es  una  proteína  localizada 

en  las  adhesiones  focales  que  integra  las 

señales mediadas  por  integrinas  capaz  de 
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asociarse  directamente  con  PKL  (Paxillin 

Kinase Linker) e indirectamente con PAK (p‐

21  Activated  Protein  kinase)  y  PIX  (Pix 

Protein) (Turner et al., 1999).  

 

Otra proteína a la que ILK se une es 

Mig‐2,  el  homólogo  en  mamíferos  de  la 

proteína  UNC‐112  de  C.  elegans.  Esta 

proteína  hace  de  puente  en  el  hueco 

existente  entre  ILK  y  la  actina, 

promoviendo  así  la  reorganización  del 

citoesqueleto (Larjava et al., 2008). 

 

Por último, se ha encontrado ILK en 

complejos  que  contienen  otras  proteínas 

como PKB/Akt y PDK‐1 (Persad et al., 2001), 

caveolina‐1  (Meyer  et  al.,  2005)  y  Hsp90. 

Ésta  última,  como  ocurre  con  otras 

proteínas,  estabiliza  a  ILK  impidiendo  su 

degradación por el proteasoma (Aoyagi et 

al., 2005). 

 

4.3. Señalización 

 

ILK  también  participa  en  vías  de 

señalización  que  controlan  supervivencia 

celular,  diferenciación,  proliferación  y 

expresión  génica  (Wu,  2001)  (Figura  7), 

regulando  la transmisión de  la señal de  las 

integrinas  al  modular,  directa  o 

indirectamente, la fosforilación de la serina 

del dominio citoplasmático de integrinas β1 

(Mulrooney et al., 2000). 
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Figura 7. Vías de  señalización de  ILK. Procesos celulares en  los que participa  ILK al  interaccionar con  las distintas 
moléculas de señalización.  
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ILK  tiene  una  actividad  quinasa 

basal baja y es estimulada transitoriamente 

por interacciones célula‐MEC, así como por 

ciertos  factores  de  crecimiento  (Dedhar, 

2000).  La  actividad de  ILK  es  regulada de 

forma negativa por ILKAP y por la fosfatasa 

supresora de  tumores  (PTEN, Phosphatase 

and  Tensin  Homologue  Deleted  on  the 

Chromosome  10).  ILK  se  encuentra 

constitutivamente  activa  en  tumores  con 

ausencia de PTEN (Leung‐Hagesteijn et al., 

2001; Persad et al., 2000; Morimoto et al., 

2000). 

 

Aunque  ILK  carece  de  las 

secuencias  consensos  cruciales  de  las 

serina‐treonina  quinasas,  se  ha  descrito 

como  una  pseudoquinasa  que  fosforila  la 

proteína quinasa B (Akt; también conocida 

como PKB,  Protein Kinase B),  la  glicógeno 

quinasa  sintasa‐3  (GSK,  Glycogen  Synthase 

Kinase‐3),  y  la  cadena  ligera  de  miosina 

(MLC, Myosin Light Chain) (Wu and Dedhar 

2001).  

 

Akt regula la supervivencia celular y 

la apoptosis. Para llegar a estar totalmente 

activada  requiere  ser  fosforilada  en  dos 

aminoácidos, en la treonina 308 a través de 

la  quinasa  3‐fosfoinositol  dependiente 

(PDK1,  PI  3‐kinase‐dependent  Kinase‐1), 

mientras  que  la  fosforilación  en  la  serina 

473  depende  de  la  actividad  PI3K  (Persad 

et al., 2001) y de mTOR (Mammalian Target 

of Rapamycin) (Sarbassov et al., 2005).  ILK 

interacciona  con  rictor,  componente  de 

mTOR  y  ambos  son  requeridos  para  la 

fosforilación  de  Akt  en  la  serina  473 

(McDonald et al., 2008).  

 

Como consecuencia de la activación 

constitutiva o de  la sobreexpresión de  ILK 

se suprime la anoikis y la apoptosis (Attwell 

et al., 2000; Benoit et al., 2007). Estos dos 

efectos  implican  la  activación  de  Akt  y  la 

supresión  de  la  activación  de  caspasa‐3 

mediada por  ILK. La regulación de Akt por 

ILK  depende  del  tejido  y  del  tipo  celular 

(Hannigan  et  al.,  2005;  Troussard  et  al., 

2006).  Así,  condrocitos  y  fibroblastos 

aislados  de  ratones  deficientes  en  ILK 

muestran  fosforilación de Akt en  la  serina 

473  (Grashhoff  et  al.,  2003;  Sakai  et  al., 

2003).  La  mayoría  de  los  experimentos 

donde se ha demostrado la fosforilación de 

Akt mediada  por  ILK  se  han  realizado  en 

células  cancerígenas,  por  lo  que  se  ha 

sugerido  que  la  activación  de  Akt  es más 

dependiente  de  ILK  en  tumores  (Wu, 

2004). 

 

La segunda diana de ILK, GSK 3β, es 

fosforilada en la serina 9 e inactivada y está 

involucrada  en  la  regulación  del  ciclo 

celular a través de la proteólisis de la ciclina 

D1  y  la  activación  del  factor  de 
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transcripción  AP‐1  (Diehl  et  al.,  1998; 

Troussard et al.,  1999). La  inactivación   de 

GSK3β  contribuye  a  la  estabilización de  la 

β‐catenina,  cuya  acumulación  está 

relacionada  con  la  desregulación  de  los 

procesos de proliferación, diferenciación y 

migración  (Attwell  et  al.,  2000, Oloumi  et 

al.,  2004).  ILK  además  puede  regular 

directamente  la expresión de  la ciclina D1: 

la  translocación de β‐catenina al núcleo es 

estimulada  por  ILK  y  eso  lleva  a  la 

activación  transcripcional  de  ciclina  D1  a 

través  de  Lef/Tcf  (Lymphoid  Enhacer 

Factor/T  Cell  Factor)  (Novak  et  al.,  1998). 

ILK  también  regula  la  expresión  de  la 

proteína de adhesión epitelial E‐caderina al 

disminuir  la  actividad  de  su  promotor  en 

células  humanas  de  carcinoma  de  colon 

(Tan et al., 2001).  

 

  ILK  también  fosforila  directamente 

la MLC, en la serina 18/treonina 19 de forma 

independiente de calcio, por  lo que podría 

influir  en  la  contracción  de  las  células 

musculares  lisas, en  la motilidad de células 

no  musculares  o  en  la  migración  celular 

(Deng et al., 2001).  

 

Existen  otras  vías  en  las  que  ILK 

parece  también  influir  activamente.  En  la 

diferenciación muscular  ILK tiene un papel 

regulador al activar Erk (Extracelular Signal‐

regulated  Kinase),  que  actúa  suprimiendo 

factores  de  transcripción  requeridos  para 

la  diferenciación miogénica  (Huang  et  al., 

2000). También actúa en la diferenciación y 

control  del  desarrollo  de  las  células 

epiteliales mamarias (Akhtar et al., 2009). 

 

ILK,  por  tanto,  puede  controlar  la 

actividad de  varias  vías de  señalización,  al 

llevar a cabo  la estimulación de quinasas y 

de factores de transcripción, que activan o 

inhiben  la  expresión  de  genes 

codificadores de proteínas implicadas en la 

modificación  de  la  supervivencia  celular, 

ciclo celular, adhesión y  síntesis de MEC. 
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5.  PAPEL  FISIOLÓGICO  DE  ILK  EN  EL 

DESARROLLO NORMAL DE TEJIDOS 

 

Utilizando estrategias que  implican 

la  pérdida  de  la  expresión  y  actividad  de 

ILK se ha demostrado el  importante papel 

que  tiene  en  multitud  de  procesos 

fisiológicos  que  contribuyen  al  desarrollo 

normal de distintos tejidos y a su correcto 

funcionamiento. 

 

Se ha observado que  la deficiencia 

de ILK resulta letal en la etapa embrionaria 

en Xenopus  laevis (Yasunaga et al., 2005) y 

en  el  ratón  (Sakai  et  al.,  2003),  un 

fenómeno  atribuído  a  defectos  en  los 

mecanismos de adhesión y migración. En el 

pez  cebra  también  se  ha  observado 

letalidad  embrionaria  por  fallo  cardiaco  al 

estar  interrumpida  la  unión  de  ILK  a 

parvina, y reducirse la actividad quinasa de 

ILK  (Bendig  et  al.,  2006).  Todos  estos 

descubrimientos  proveen  evidencias  de  la 

necesidad  fisiológica  de  ILK  y  de  su 

actividad  quinasa  (Tabla  1).  Se  ha 

demostrado  recientemente,  sin  embargo, 

que  la  actividad  quinasa  de  ILK  no  es 

indispensable  para  el  desarrollo  o 

supervivencia  postnatal  de  mamíferos,  

sino  que  es  la  interacción  entre  ILK  y  α‐

parvina  lo  que  resulta  crítico  para  la 

correcta morfogénesis del  riñón  (Lange et 

al., 2009). 

Por  otro  lado,  la  deleción  de  ILK 

compromete  el  desarrollo  normal  de 

tejidos.  En  condrocitos  produce  defectos 

esqueléticos  y  en  las  células  endoteliales 

produce  deficiencias  en  el  desarrollo 

vascular  (Terpstra et al., 2003; Friedrich et 

al.,  2004).  En  macrófagos  inmortalizados 

disminuye  la  fosforilación  de  Akt/PKB  y 

GKS‐3β, mientras que no se han observado 

cambios en  los niveles de  fosforilación de 

estas proteínas en  fibroblastos deficientes 

en ILK. Estas discrepancias pueden deberse 

a diferencias específicas del tipo celular o a 

un  aumento  de  la  dependencia  de  la 

actividad quinasa en células inmortalizadas 

(Sakai et al., 2003; Troussard et al., 2003). 

También  se ha observado que  su deleción 

en  células  epiteliales mamarias  lleva  a  un 

fallo  en  la  lactogénesis  (Akhtar  et  al., 

2009). 

 

La  sobreexpresión  de  ILK  o  su 

activación  constitutiva  produce  la 

transformación  de  líneas  celulares  en 

oncogénicas y  la formación de tumores en 

modelos  de  ratones  transgénicos 

suprimiendo  la  apoptosis  en  estos  casos 

(Attwell  et  al.,  2000)  y  aumentando  la 

fosforilación de PKB/Akt, GSK‐3β y MAPKs 

en otros (White et al., 2001). Se ha descrito 

un  aumento  de  la  actividad  o  de  la 

expresión de ILK en tumores avanzados de 

próstata y en cáncer colorectal (Graff et al., 
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2001; Marotta et al., 2001). En otros casos 

su sobreexpresión mejora el remodelado y 

función  cardiaca  en  ratas que  han  sufrido 

un  infarto  de  miocardio,  debido  a  un 

aumento  de  la  proliferación  de 

miocardiocitos  y  angiogénesis  y  una 

reducción  en  la  apoptosis  (Ding  et  al., 

2009).

 

 

 

 

  
 
 
 
 

 
Hueso (condrocitos)                Proliferación y adhesión                                     Enanismo                                        (Grashoff et al., 2003;                                                           
                                                                                                                                                                                                         Terpstra et al., 2003)    
 
 
Piel (queratinocitos)                 Proliferación; adhesión                               Malformación piel,                                (Lorenz et al., 2007;  
                                                                     y migración                                  inhibición del desarrollo                            Nakrieko et al., 2008) 
                                                                                                                                   del folículo piloso  
 
 
Músculo esquelético               Adhesión y diferenciación                           Distrofia muscular                 (Gheyara et al., 2007; Huang et al., 2000;     
                                                               de mioblastos                                                                                            Mackinnon et al., 2002; Miller et al., 2003; 
                                                                                                                                                                                           Postel et al., 2008; Wang et al., 2008;  

White et al., 2006; Zervas et al., 2001)  
 
 
Músculo liso                            Contractilidad; Adhesión y                                 Desconocido                        (Deng et al., 2001; Deng et al., 2002; 
                                                     dinámica del citoesqueleto                                                                                  Erdodi et al., 2003; Huang et al., 2006;   
                                                                                                                                                                       Muranyi et al., 2002; Zhang et al., 2007) 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
                                                                                                                                                                
Riñón (células tubulares      Transición epitelio mesénquima;               Fibrosis, proteinuria                 (Dai et al., 2006; El‐Aouni et al., 2006; 
epiteliales y podocitos)                          Adhesión                                                                                                               Kanasaki et al., 2008) 
                                                                                                                                                             
 
 
Hígado (hepatocitos)           Diferenciación; supervivencia                               Hepatitis                                     (Gkretsi et al., 2007a;   
                                                                                                                                                                                                     Gkretsi et al., 2007b) 
 
 
Sistema nervioso central    Adhesión; migración y polaridad;        Lisencefalia de Cobblestone      (Belvindrah et al., 2006; Gary et al., 2003; 
(neuronas)                                 proliferación y supervivencia                                                                            Guo et al., 2007; Mills et al., 2003; 
                                                                                                                                                                                           Mills et al., 2006; Naska et al., 2006; 
                                                                                                                                                                                                 Niewmierzycka et al., 2005; 
                                                                                                                                                                                           Oinuma et al., 2007;  Zhou et al., 2004) 
      
                                                                                                                                                             
Sistema Inmune                           Supervivencia; adhesión;                              Desconocido                                  (Chu et al., 2006; Liu et al., 2005; 
(células T, macrófagos)                migración;proliferación                                                                                  Tan et al., 2002; Troussard et al., 2003) 
        
                                                                                                                                                               
Sistema cardiovascular          Supervivencia; proliferación;                          Cardiomiopatía                 (Friedrich et al., 2004; Joshi et al., 2007; 
(células endoteliales,                 migración e invasion                                                                                                          Tan et al., 2004; 
 cardiomiocitos)                                                                                                                                                                   Vouret‐Craviari et al., 2004;             
                                                                                                                                                                                         Knoll et al., 2007; White et al., 2006) 
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6.  PROCESOS  FISIOPATOLÓGICOS  EN 

LOS QUE PARTICIPA ILK 

 

ILK  participa  también  en  distintos 

procesos  fisiopatológicos.  Se  describen  a 

continuación  aquellos  procesos  más 

relevantes para el trabajo que nos ocupa. 

 

6.1.  ILK en la estructura y función cardiovascular 

 

La pared vascular está  formada por 

células  endoteliales,  musculares  lisas  y 

fibroblastos,  y  por  componentes  no 

celulares, como  la MEC. De forma dinámica 

estos  componentes  modifican  su  forma, 

aumentan, disminuyen o se reorganizan, en 

respuesta  a  estímulos  fisiológicos  y 

patológicos, manteniendo  así  la  integridad 

del  vaso  y  participando  en  la  alteración 

vascular  que  aparece  en  enfermedades 

como  la  hipertensión  y  la  aterosclerosis 

(Touyz, 2000). 

 

Las  células  endoteliales  están 

implicadas en  la homeostasis vascular y en 

el  tráfico  celular,  regulando  el  tono 

vascular,  la  coagulación  sanguínea  y  las 

respuestas  inmunes  e  inflamatorias.  Los 

factores  que  influencian  el  balance  entre 

supervivencia  celular  y  muerte  de  estas 

células  tienen  un  gran  impacto  en  estos 

procesos  biológicos  (Chavakis  et  al.,  2002; 

Hanahan et al.,  1996; Stupack et al., 2002). 

Se ha observado que  la deleción de  ILK en 

el endotelio de ratones resulta en defectos 

en  vascularización  y  letalidad  embrionaria, 

además  de  en  un  incremento  de  la 

apoptosis  de  la  célula  endotelial  y 

reorganización  del  citoesqueleto, 

demostrando  así  que  juega  un  papel 

fundamental en el desarrollo vascular y en 

la  supervivencia  de  la  célula  endotelial 

(Friedrich et al., 2004). Otros experimentos 

en los que se ha bloqueado la expresión de 

ILK a través de su ARN de interferencia, han 

puesto  en  evidencia  una  acumulación  de 

células  en  la  fase  G0‐G1  y  una  marcada 

disminución en el número de células que se 

encuentran  en  la  fase  S,  así  como  en  la 

expresión  de  la  ciclina  D1.  Además,  estas 

células encuentran disminuída su capacidad 

de migración y de formación del vaso (Guo 

et al., 2009).  

 

La  disfunción  endotelial  sin muerte 

celular manifiesta  es  un  fenómeno  que  se 

observa  en  los  inicios  de  la  enfermedad 

vascular  y  constituye  un  paso 

desencadenante  de  condiciones 

patológicas  como  la  aterosclerosis  o  la 

hipertensión  (Gimbrone  et  al.,  1999).  ILK 

parece  estar  también  implicada  en  el 

mantenimiento  del  tono  vascular  y  de  la 

perfusión tisular, ya que se ha visto que  las 

células  endoteliales  de  cordón  umbilical 

sembradas  sobre  COL  I  sintetizan  menos 
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NO  que  las  que  crecen  en  COL  IV, 

probablemente como consecuencia de una 

disminución en  la expresión del mensajero 

de  eNOS.  Esta  disminución  parece  ser 

dependiente  de  la  actividad  de  ILK 

(González‐Santiago  et  al.,  2002).  Por  otro 

lado,  avances  recientes  en  la  fisiología 

cardiaca  identifican  a  ILK  como  una 

molécula  esencial  en  la  regulación  del 

crecimiento,  contractilidad  y  reparación 

cardiaca. Los modelos animales de ILK y de 

proteínas asociadas como parvinas o PINCH 

han sido de gran ayuda para elucidar estas 

funciones y han establecido claramente que 

ILK es crítica para el normal funcionamiento 

del corazón. Aunque ILK se expresa en gran 

cantidad de tejidos, es en el corazón donde 

lo hace con mayor  intensidad. Su supresión 

dirigida  en  este  órgano  produce  la 

disgregación  de  los  cardiomiocitos  y  la 

ruptura de  la  señalización mediada por  las 

adhesiones  focales,  conduciendo  a  una 

cardiomiopatía espontánea y  fallo cardiaco 

en  ratones,  asociado  además  a  una 

disminución de  la  fosforilación de Akt/PKB 

(White  et  al.,  2006).  La  sobreexpresión 

específica de  ILK en el corazón de  ratones 

transgénicos  induce  hipertrofia.  ILK, 

además,  puede  ser  importante  tras  un 

infarto y en la reparación del miocardio por 

mediar en la migración celular (Hannigan et 

al.,  2007).  La  angiogénesis  es  el  proceso 

fisiológico que consiste en  la  formación de 

vasos  sanguíneos  nuevos  a  partir  de  los 

vasos preexistentes. La angiogénesis es un 

fenómeno  normal  durante  el  desarrollo 

embrionario, el crecimiento del organismo y 

en  la  cicatrización  de  las  heridas.  Sin 

embargo,  también  lo  es  en  el  proceso 

fundamental de  la  transformación maligna 

del crecimiento tumoral. En estos procesos 

tienen  gran  importancia  las  células 

endoteliales progenitoras (EPCs, Endothelial 

Progenitor Cells)  (Asahara et al.,  1997), que 

en las fases agudas del daño endotelial o en 

tejidos isquémicos son movilizadas desde la 

médula ósea a la circulación, llegan al punto 

de interés y se incorporan en el endotelio y 

adoptan el fenotipo endotelial mediando  la 

re‐endotelización  y  neovascularización 

(Aicher  et  al.,  2005;  Hristov  et  al.,  2007; 

Bauersachs et al., 2007) (Figura 8). ILK está 

involucrada  en  la  formación  de  vasos 

durante el desarrollo embrionario (Friedrich 

et al., 2004), y en el de tumores a través de 

la  regulación  del  factor  de  crecimiento 

vascular  endotelial  (VEGF,  Vascular 

Endothelial  Growth  Factor)  (Tan  et  al., 

2004).  

 

En  condiciones  de  hipoxia,  ILK  se 

induce en las células endoteliales, junto con 

un  incremento de expresión de  la molécula 

de  adhesión  intercelular‐1  (ICAM‐1, 

Intercellular  Adhesion  Molecule‐1)  y  del 

factor derivado de la célula estromal‐1 (SDF‐

http://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo�
http://es.wikipedia.org/wiki/Desarrollo_embrionario�
http://es.wikipedia.org/wiki/Desarrollo_embrionario�
http://es.wikipedia.org/wiki/Crecimiento�
http://es.wikipedia.org/wiki/Cicatrizaci%C3%B3n�
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1,  Stromal  cell‐Derivated  Factor‐1), 

participando  en  el  reclutamiento  de  las 

EPCs  a  las  áreas  isquémicas  (Lee  et  al., 

2006). Además, la sobreexpresión de ILK en 

EPCs les protege ante la falta de anclaje o la 

deprivación  de  nutrientes  in  vitro,  e 

incrementa  la  neovascularización  en  el 

modelo de isquemia (Cho et al., 2005). En la 

enfermedad  arterial  coronaria,  ILK  está 

disminuída en las EPCs y esto está asociado 

a  defectos  migratorios,  fenotipo  que 

revierte  al  sobreexpresar  ILK.  Las 

quimioquinas  son  las  responsables  de  la 

activación de ILK en las EPCs (Werner et al., 

2008). Por último, Zhang et al. demostraron 

que las células endoteliales expuestas a LDL 

oxidadas sobreexpresan ILK y gracias a esa 

sobreexpresión se protegen de la apoptosis 

(Zhang et al., 2001).  

 

6.2.  Remodelado vascular 

 

Muchas  de  estas  enfermedades 

cardiovasculares  como  la  hipertensión, 

aterosclerosis,  obesidad  o  diabetes  van  a 

cursar  con  alteraciones  de  la  MEC, 

produciéndose  cambios  tanto  en  su 

composición  como  en  su  funcionalidad. 

Estas  alteraciones  conducen  a  un  proceso 

de  remodelado  vascular,  definido  como  la 

capacidad  del  vaso  para  reorganizar  sus 

componentes  celulares  y  extracelulares  en 

respuesta a estímulos crónicos (Gibbons et 

al., 1994).  

 

El  remodelado es  fundamental para 

el  mantenimiento  de  la  homeostasis  y  la 

adaptación  de  los  tejidos  y  sucede  en 

respuesta  a  numerosos  estímulos,  como 

demandas  metabólicas  y  fuerzas 

hemodinámicas.  De  esta  forma,  por 

ejemplo,  los  vasos  sanguíneos  van  a 

adaptar  su  diámetro  a  las  variaciones 

crónicas  del  flujo  de  sangre  circulante.  El 

remodelado  ocurre  durante  el  desarrollo 

normal,  el  entrenamiento  físico  y  otras 

 
Figura 8.   Células endoteliales progenitoras  (EPCs). 
En respuesta a hipoxia las EPCs son reclutadas desde 
la  médula  ósea  y  se  movilizan  hasta  el  tejido 
isquémico para la formación de un nuevo vaso. 
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situaciones,  para  mantener  el  balance 

correcto  entre  las  demandas  tisulares  y  el 

aporte  sanguíneo.  La  reestructuración  de 

las  arterias  es  un  proceso  dirigido 

fundamentalmente  por  la  sensibilidad 

directa  de  las  células  vasculares  a  las 

fuerzas  físicas.  Aumentos  o  disminuciones 

en  las  fuerzas de  cizalladura o  shear  stress 

producidos por el flujo sanguíneo a nivel de 

la  superficie  endotelial  produce  un 

remodelado que  incrementa o disminuye el 

flujo  respectivamente  (Dajnowiec  et  al., 

2007). El remodelado se denomina positivo 

cuando  se  ensancha  el  diámetro  de  los 

vasos,  por  hiperplasia  de  la  íntima, 

manteniendo  el  tamaño  del  lumen.  Este 

mecanismo,  en  un  principio  beneficioso, 

puede convertirse en perjudicial cuando los 

mecanismos  que  lo  regulan  se 

descompensan.  Se  considera  negativo 

cuando  la  luz  del  vaso  disminuye,  por 

ejemplo  por  una  oclusión  de  una  arteria, 

produciéndose  una disminución  en  el  flujo 

sanguíneo  (Ward et al., 2000). Un proceso 

de  remodelado  anormal  tiene  lugar  en 

muchas  patologías  cardiovasculares,  como 

reestenosis,  aterosclerosis,  diabetes  o 

hipertensión (Pasterkamp et al., 2000).  

 

6.3.  ILK en la estructura y función de la piel 

 

La piel es el órgano más extenso del 

cuerpo, al que recubre en su totalidad. Una 

de sus principales funciones es actuar como 

un  escudo  protector  contra  las  lesiones  e 

infecciones.  Está  formada  por  tres  capas 

bien diferenciadas, la epidermis, la dermis y 

la  hipodermis,  cada  una  de  las  cuales 

desempeña una función (Figura 9). 

 

La  epidermis  es  la  delgada  capa 

externa de  la piel  compuesta  a  su  vez por 

tres  partes.  La  más  externa,  el  estrato 

córneo    o  capa  córnea,  está  formada  por 

queratinocitos  completamente  maduros 

que  contienen  proteínas  fibrosas 

(queratinas).  Esta  capa  se  renueva 

constantemente y previene la entrada de la 

mayoría  de  las  sustancias  extrañas  y  la 

pérdida  de  fluídos  corporales.  A 

 
Figura 9.   Estructura de  la piel. La piel se compone 
de  tres  capas,  la  epidermis  que  constituye  la  capa 
exterior,  y  que  esta  compuesta  por  la  córnea 
formada  por  células  epiteliales  endurecidas,  la 
dermis donde se encuentran las glándulas sebáceas y 
los  bulbos  capilares  sujetos  por  fibras  musculares 
lisas,  y  la  hipodermis,  tejido  eminentemente  graso 
donde se encuentran las glándulas sudoríparas. 
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continuación  se  encuentra  el  estrato 

escamoso,  formado  por  queratinocitos 

activos o células escamosas, que maduran y 

forman  el  estrato  córneo.  Y  por  último  la 

capa basal, la más profunda de la epidermis, 

que  contiene  las  células  basales  que  se 

dividen  continuamente,  formando  nuevos 

queratinocitos que reemplazan a los que se 

desprenden  de  la  superficie  cutánea. 

Además  la  epidermis  también  contiene 

melanocitos  que  producen  melanina,  el 

pigmento de la piel. 

 

La dermis es la capa media de la piel. 

En  ella  se  ubican  los  fibroblastos,  que 

sintetizan  el  colágeno  que  confiere  su 

consistencia típica a  la piel. En esta capa se 

encuentran  los  receptores  del  dolor  y  del 

tacto  así  como  los  vasos  sanguíneos, 

linfáticos,  los  folículos  pilosos  y  las 

glándulas sudoríparas.  

 

La  hipodermis  es  la  capa  más 

profunda de la piel. Está compuesta por una 

red  de  colágeno  y  de  grasa,  que  ayuda  a 

conservar  el  calor  corporal  y  protege  el 

cuerpo  contra  lesiones  al  amortiguar  los 

impactos.  

 

ILK  parece  jugar  un  importante 

papel en la piel. Experimentos realizados en 

fibroblastos sugieren que es especialmente 

relevante  en  la  proliferación  celular, 

organización  del  citoesqueleto  de  actina  y 

formación de los contactos focales (Sakai et 

al.,  2003).  La  deleción  de  ILK  en 

queratinocitos  resulta  en  defectos  en 

polaridad  y  en  proliferación  (Yang  et  al., 

2008). Además en  los animales mutados, el 

desarrollo  del  folículo  piloso  está 

severamente dañado, lo que resulta en una 

progresiva  pérdida  del  pelo  en  estos 

ratones (Lorenz et al., 2007; Nakrieko et al., 

2008). 
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7.  UN  MODELO  EXPERIMENTAL  DE 

REPARACIÓN TISULAR: LA HERIDA 

 

Dado  el  fácil  acceso  del  tejido,  la 

cicatrización  de  la  herida  en  piel  ha  sido 

utilizada  como  modelo  experimental  de 

reparación tisular. 

 

La  cicatrización  de  la  herida,  o 

reparación,  es  un  proceso  complicado  por 

el que  la piel  (o  cualquier otro órgano)  se 

repara tras una  lesión. En  la piel normal,  la 

epidermis   y  la dermis se encuentran en un 

estado de equilibrio, formando una barrera 

protectora  contra  el  medio  externo. 

Cuando esta barrera se rompe, se pone en 

marcha un proceso dinámico y coordinado 

llamado  cicatrización  de  la  herida,  que 

implica  inflamación,  proliferación  celular, 

migración,  deposición  de  MEC  y 

remodelado del tejido (Figura 10).  

 

 
Figura  10. Etapas del proceso de  cicatrización de  la herida. A)  Fase  inflamatoria:  fagocitosis por  los macrófagos, 
infiltración leucocitaria, agregación plaquetaria y formación del tapón de fibrina. B) Fase proliferativa: angiogénesis, 
deposición  de  colágeno,  proliferación  de  fibroblastos  y  contracción  de  la  herida.  C)  Remodelado:  del  colágeno, 
reajuste tensión, apoptosis. 
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La  formación  del  nuevo  tejido 

comienza  con  la  migración  de 

queratinocitos  en  la  epidermis  y  en  el 

folículo  piloso  de  la  herida  (Schäfer  and 

Werner, 2007). En los instantes siguientes a 

la  herida,  las  plaquetas  se  agregan  en  la 

zona  de  la  herida  formando  un  tapón  de 

fibrina;  este  tapón  actúa  controlando  la 

hemostasia. En la fase inflamatoria una gran 

cantidad de polimorfonucleares  llegan  a  la 

zona,  las  bacterias  son  fagocitadas  y 

eliminadas  y  se  liberan  los  factores 

responsables  de  la  migración  y  división 

celular implicados en la fase proliferativa. 

 

La  segunda  fase,  la proliferativa,  se 

caracteriza por angiogénesis, deposición de 

colágenos,  formación  de  tejido  granuloso, 

re‐epitelización  y  contracción  de  la  herida 

(Midwood et al., 2004). En  la angiogénesis, 

como  ya  habíamos  visto,  las  células 

endoteliales forman los nuevos vasos. En la 

fibroplasia y formación del tejido granuloso, 

los fibroblastos crecen y forman una nueva 

y  provisional  MEC  al  secretar  colágeno  y 

fibronectina.  Durante  la  contracción  de  la 

herida,  ésta  se  hace  más  pequeña,    los 

miofibroblastos,  que  actúan  como  agarre 

en  los  bordes  de  la  herida,  se  contraen 

usando  un  mecanismo  similar  al  de  las 

células musculares  lisas.  Cuando  terminan 

su función,  las células no necesarias entran 

en  apoptosis.  Por  último,  en  la  fase  de 

maduración  y  remodelado,  el  colágeno  es 

reposicionado  a  lo  largo  de  las  líneas  de 

tensión  y  las  células  que  no  se  necesitan 

más, entran en apoptosis  (Midwood et al., 

2004). 

 

  Aunque  este  proceso  no  sea  muy 

complicado,  es  frágil  y  susceptible  de  ser 

interrumpido.  El  fallo  en  el  cierre  de  la 

herida  es  un  importante  problema  clínico, 

no  sólo en pacientes  tras una  cirugía,  sino 

también  en  pacientes  con  condiciones 

crónicas  como  la  diabetes.  La  incapacidad 

para  el  cierre  de  la  herida  en  estos 

individuos  puede  resultar  en  una 

incapacidad mayor  o  incluso  en  la muerte 

(Reynolds et al., 2008). Durante  los últimos 

años,  han  sido  identificados  importantes 

reguladores  de  la  cicatrización.  En 

particular,  factores  de  crecimiento  y 

citoquinas,  como  el  TGFβ  (Meng  et  al., 

2008; Grose and Werner, 2004; Singer and 

Clark,  1999;  Werner  and  Grose,  2003),  el 

factor  de  crecimiento  epitelial  (EGF, 

Epithelial  Growth  Factor)  y  el  factor  de 

crecimiento  de  hepatocitos  (HGF, 

Hepatocyte  Growth  Factor)  (Choi  et  al., 

2004; Uruno et al., 2004; Ma et al., 2003).  

 

El EGF juega un importante papel en 

la  reepitelización  al  incrementar  la 

proliferación  de  queratinocitos  y  la 

migración  celular  durante  la  herida 
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(Barrientos  et  al.,  2008)  tras  unirse  a  su 

receptor  (EGFR),  una  proteína  tirosina 

quinasa transmembrana.  

 

El  TGFβ  tiene  un  papel  regulatorio 

en  la  cicatrización  de  la  herida,  ya  que  se 

encuentra  incrementado  en  las  plaquetas 

en respuesta a este proceso (Amendt et al., 

2002;  Schäfer  and Werner,  2000),  pero  su 

papel  exacto  está  todavía  por  determinar. 

Su  deleción  o  la  de  sus  receptores  ha 

resultado  tanto en el  incremento como en 

la disminución de  la velocidad de cierre de 

la  herida  (Meng  et  al.,  2008).  Algunos 

investigadores han mostrado cómo el TGFβ 

exógeno  inhibe  la  proliferación  de 

queratinocitos  in vitro e  in vivo (Amendt et 

al.,  2002).  Sin  embargo,  dependiendo  del 

tipo  de  modelo  de  reparación  y  la 

intensidad de  la señalización de TGFβ, éste 

puede  inhibir  (Amendt  et  al.,  2002; 

Hosokawa  et  al.,  2005)  o  promover  la 

reepitelización  (Gailit et al.,  1994; Reynolds 

et  al.,  2008; Meng  et  al.,  2008).  Por  todo 

esto,  su  papel  exacto  y  su  regulación  en 

este proceso continúan sin ser claros.  

 

El HGF es una glicoproteína de unión 

a  heparina  derivada  del  mesénquima, 

involucrada  en  desarrollo,  homeostasis  y 

regeneración  de  diferentes  tejidos.  Está 

también  relacionada  con  numerosos  tipos 

de cáncer. HGF se sintetiza en fibroblastos, 

células  musculares  lisas,  macrófagos, 

células  endoteliales,  leucocitos  y 

megacariocitos. Se secreta como precursor 

biológico  inactivo  (pro‐HGF)  y  es  activado 

por la unión proteolítica de sus subunidades 

α  y  β mediante  puente  disulfuro  (Cruzado 

et  al.,  2004).  HGF  actúa  como  factor 

mitógeno,  motógeno,  morfogénico, 

antiapoptótico  y  angiogénico  en  varios 

tipos  celulares  (Zarnegar  et  al.,  1995; 

Matsumoto  et  al.,  1997)  (Figura  11).  Se  ha 

visto  que  el  HFG  juega  un  papel  crítico 

como  mediador  de  las  interacciones 

mesénquima‐epitelio  dando  lugar  a  la 

proliferación  y morfogénesis de  las  células 

epiteliales  responsables de  la organización 

parenquimal del hígado, pulmón, intestinos, 

riñón y otros órganos (Ono et al., 2009). El 

único  receptor  conocido  para  HGF  es  el 

receptor  tirosina  quinasa  c‐Met,  que  es 

producto  del  proto‐oncogen  c‐met  y  está 

compuesto de una subunidad α extracelular 

de 50kD y una subunidad β transmembrana 

de  145kD  (Bottaro  et  al.,  1991).  La 

deficiencia  de  HGF  o  su  receptor,  causa 

letalidad  en  el  embrión, motivado  por  un 

fallo  en  el  desarrollo  normal  del  hígado, 

músculo  y  placenta  (Schmidt  et  al.,  1995; 

Uehara et al., 1995). 
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HGF  y  su  receptor  tienen  gran 

importancia  en  la  morfogénesis  y 

organización  de  tejidos,  durante  el 

desarrollo embrionario y en la regeneración 

del  tejido  tras  una  herida.  En  modelos 

experimentales  se  ha  observado,  al 

realizarse una herida, un  incremento en  los 

niveles  de HGF  en  sangre  y  de  su ARN  en 

tejidos  como  hígado,  riñón  y  pulmón.  Al 

neutralizar HGF después de la realización de 

una herida, se aumenta el daño tisular y se 

suprime  la  regeneración  en  casos  de 

heridas  hepáticas,  renales,  gástricas, 

cardiacas  y  pulmonares  (Matsumoto  and 

Nakamura, 2001).  

 

 

 

 

Por otro lado se ha descrito que HGF 

estimula  la  migración  y  proliferación  de 

queratinocitos  in  vitro  (Matsumoto  et  al, 

1991; Sato et al, 1995).   

 

Existen  estudios que  indican que  la 

expresión  de  HGF  y  su  receptor  están 

incrementados  durante  la  respuesta  a  la 

herida cutánea (Cowin et al., 2001) y que su 

sobreexpresión  resulta  en  un  incremento 

de  la  vascularización  y  una  expansión  del 

tejido  granuloso  (Toyoda  et  al.,  2001).  No 

fue  hasta  2003  que  Yoshida  et  al. 

demostraron  el papel de HGF  en  la  herida 

cutánea  al  utilizar  un modelo  animal  en  el 

que  suprimieron  su  expresión  y 

comprobaron  su  participación  en  la  re‐

epitelización,  neovascularización  y 

formación del  tejido granuloso  (Yoshida et 

 
Figura 11. Vía señalización de C‐Met/HGF. HGF regula varias funciones biológicas de las células, incluyendo funciones 
del citoesqueleto, proliferación y diferenciación celular, supervivencia y apoptosis. 
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al.,  2003).  En  células  endoteliales  y 

epiteliales,  HGF  induce  migración, 

proliferación  y  angiogénesis  (Rosen  et  al., 

1993;  Morimoto  et  al.,  1991).  También  se 

han  descrito  los  mecanismos  por  los  que 

HGF  media  la  migración  de  las  células 

musculares  lisas  (Ma  et  al.,  2003). 

Recientemente  se  ha  descrito  que  las 

propiedades  cicatrizantes  del  melón 

amargo  son  debidas  a  que  incrementa  el 

HGF,  estimulando  la  proliferación  de 

fibroblastos (Ono et al., 2009). 

 

El papel de  ILK en  la  reparación de 

las  heridas  no  ha  sido  ampliamente 

estudiado.  En  órganos  como  el  hígado,  la 

expresión  y  actividad  de  ILK  aumentan  en 

respuesta a  la herida.  ILK es  importante en 

la  transducción  de  las  señales 

extracelulares en  las células estelares y, de 

esta  manera,  puede  mediar  fenotipos 

funcionales  específicos  en  estas  células 

hepáticas, claves en la respuesta a la herida 

en hígado (Shafiei and Rockey, 2006).  

 

ILK  también  participa  en  la 

respuesta al daño en la célula muscular lisa. 

En  experimentos  de  herida  en  la  arteria 

carótida se ha encontrado una disminución 

en  la  expresión  de  ILK  que  conduce  a  un 

aumento en  la migración y proliferación de 

estas células dando lugar al adelgazamiento 

de  la  neoíntima,  lo  que  sugiere  que  ILK 

ayuda a mantener el fenotipo quiescente en 

la pared normal del vaso  (Ho et al., 2008). 

Por otro  lado, GSK 3β, proteína  fosforilada 

por ILK, como se ha descrito anteriormente, 

parece controlar la progresión del cierre de 

la herida y la fibrosis modulando los niveles 

de  endotelina‐1,  al  presentar  los  ratones 

deficientes  en  GSK  3β  una  velocidad  de 

cierre  incrementada  con  respecto  a  los 

controles (Kapoor et al., 2008).  
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8.  ÓXIDO NÍTRICO COMO MODULADOR 

DE LA FUNCIÓN VASCULAR 

 

Furchgott  y  Zawadzki,  en  1980, 

describieron una sustancia producida por el 

endotelio  vascular,  al  que  denominaron 

factor  relajante  derivado  del  endotelio 

(EDRF, Endothelium‐derived relaxing factor), 

que actuaba en el músculo liso de los vasos, 

produciendo  relajación del mismo. En  1987 

el  EDRF  fue  identificado  como  NO,  tras 

comprobar  que  presentaban  la  misma 

actividad biológica, la misma estabilidad y la 

misma  susceptibilidad  a  inhibidores  y 

potenciadores  (Palmer et al.,  1987;  Ignarro 

et al., 1987).  

 

El  NO  es  un  gas  soluble  altamente 

reactivo  y  tiene  una  vida  media  de  diez 

segundos. Es una molécula  lipofílica por  lo 

que  difunde  desde  la  célula  donde  se 

sintetiza  hasta  las  células  próximas,  sin 

necesidad  de  ningún  transportador  de 

membrana (Tsutsui et al., 2006). El NO está 

implicado  en  numerosos  procesos 

fisiológicos  como  la  relajación del músculo 

liso,  neurotransmisión,  agregación 

plaquetaria así como en el sistema  inmune. 

Además, juega un papel muy importante en 

enfermedades  inflamatorias  como  la 

artritis,  miocarditis  y  nefritis  e  incluso  en 

condiciones  patológicas  como  cáncer, 

diabetes  y  enfermedades 

neurodegenerativas  (Davis  et  al.,  2001; 

Hanafy et al., 2001). 

 

Una  disminución  en  la  síntesis  o 

incremento  en  la  degradación  del  óxido 

nítrico  ha  sido  postulado  como  el 

mecanismo  responsable  de  la  disfunción 

endotelial, considerada como una dilatación 

vascular  defectuosa  tras  un  determinado 

estímulo (González‐Santiago et al., 2002).    

 

8.1.  Óxido nítrico sintasas 

 

El  NO  es  producido  por  las  óxido 

nítrico  sintasas  (NOSs,  Nitric  Oxide 

Synthases)  en  respuesta  a  diferentes 

estímulos químicos o  fisiológicos.  Las NOS 

son  homodímeros  compuestos  por  tres 

dominios funcionales: el dominio oxigenasa 

amino  terminal  que  contiene  los  sitios  de 

unión  a  L‐arginina,  el  grupo  hemo  y 

tetrahidrobiopterina  (TH4, 

Tetrahydrobiopterin),  un  sitio  de 

reconocimiento a calmodulina y el dominio 

reductasa carboxiterminal, que contiene los 

sitios de unión a  flavín adenín dinucleótido 

(FAD,  Flavin  Adenine  Dinucleotide),  flavín 

mononucleótido  (FMN,  Flavin 

Mononucleotide)  y  nicotinamida  adenina 

dinucleótido  fosfato  (NADPH, Nicotinamide 

Adenine  Dinucleotide  Phosphate)  (Alderton 

et al., 2001).  
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Se  han  identificado  tres  genes 

distintos  localizados  en  diferentes 

cromosomas  que  codifican  las  tres 

isoformas conocidas de la NOS, la neuronal, 

la endotelial y la inducible. Las dos primeras 

se  expresan  constitutivamente  en  el 

sistema  nervioso  y  el  endotelio  vascular 

respectivamente y la inducible es un enzima 

que  se  expresa  en  macrófagos  y 

hepatocitos  en  respuesta  a  endotoxinas  y 

citoquinas  proinflamatorias.  Existen 

evidencias que demuestran la regulación de 

la NOS  inducible  en macrófagos  por  ILK  a 

través  de  un  mecanismo  que  implica  a 

PKB/Akt  y  NF‐κB  además  de  la  regulación 

de  la ciclooxigenasa 2,  lo que  implica a  ILK 

como una potencial diana en  tratamientos 

antiinflamatorios (Tan et al., 2002). 

  

Las NOS  catalizan  la  conversión del 

aminoácido  L‐arginina  en  L‐citrulina  y  NO. 

Esta reacción  requiere O2 y poder reductor 

en  forma  de  NADPH  e  implica  la 

transferencia  de  electrones  desde  el 

NADPH pasando por FAD, FMN, TH4 hasta 

el grupo hemo. Actúan como cofactores el 

Ca2+ y la calmodulina. 

 

 

 

8.2.  Vías  de  señalización  del  NO.  La 

guanilato ciclasa soluble (sGC) como 

receptor intracelular del NO 

 

El  NO  sintetizado  en  las  células 

endoteliales  difunde  a  las  células 

musculares  lisas  donde  se  une  al  grupo 

hemo  de  su  receptor  natural,  la  guanilato 

ciclasa  soluble  (sGC,  Soluble  Guanylyl 

Cyclase),  dando  lugar  a  la  formación  de 

guanosina  monofosfato  cíclico  (cGMP, 

Cyclic Guanosine Monophosphate) (Murad et 

al., 1990). El cGMP va a ser necesario para la 

activación  de  la  quinasa  dependiente  de 

cGMP (PKG, Protein Kinase G), que fosforila 

distintos  sustratos  produciendo  relajación 

de las células musculares lisas (Fukao et al., 

1999) (Figura 12).  

 

A  través  de  la  vía  del  cGMP/PKG  el 

NO  ejerce  su  actividad  vasodilatadora 

manteniendo el tono vascular (Moncada et 

al.,  1989;  Furchgott,  1990;  Ignarro,  1990; 

Vane  et  al.,  1990).  Inhibe,  además,  la 

agregación  y  adhesión  plaquetaria,  la 

adhesión  leucocitaria  y  regula  la 

proliferación  y  migración  de  células 

musculares lisas (SMC, Smooth Muscle Cells) 

(Sarkar et al., 1996; Brown et al., 1999). 
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La sGC es un heterodímero formado 

por dos  subunidades  α y  β de 82 y 70 kDa 

respectivamente. Existen dos  isoformas de 

cada  subunidad  denominadas  α1,  α2,  β1  y 

β2. El heterodímero más abundante es el α1 

β1  y  se  ha  clonado  en  oveja,  ratón,  rata  y 

humano  (Koesling et al.,  1990; Zabel et al., 

1998).  Las  subunidades  de  los 

heterodímeros  están  compuestas  por  tres 

dominios  funcionales:  el  dominio  amino 

terminal,  también  denominado  dominio 

regulador, donde se localiza el grupo hemo, 

que  es  el  centro  de  unión  al  ligando,  el 

dominio central que media la dimerización y 

el dominio carboxilo terminal que contiene 

la  región  catalítica  y  es  responsable  del 

reconocimiento del sustrato. 

La sGC, a través de la producción de 

cGMP,  es  capaz  de  realizar  una  gran 

variedad de efectos biológicos como son  la 

regulación  del  tono  vascular,  motilidad, 

fototransducción,  flujo  intestinal  y  la 

homeostasis electrolítica. Para llevar a cabo 

estos procesos el cGMP actúa directamente 

sobre  la  PKG,  los  canales  iónicos 

dependientes  de  nucleótidos monofosfato 

cíclicos  (CNG,  Cyclic  Nucleotide‐Gated 

channel)  y  las  fosfodiesterasas  (PDE, 

PhosphoDiEsterase),  transmitiendo  la  señal 

que  se  traducirá  en  el  efecto  biológico 

específico  (Krumenacker  et  al.,  2004) 

(Figura 13). 

 
Figura 12. Vía de señalización del óxido nítrico. El óxido nítrico es sintetizado por las óxido nítrico sintetasas en una 
reacción  en  la que  el  sustrato  L‐arginina  se  convierte  en  L‐citrulina  con  el oxígeno  y  el NADPH  como  cofactores. 
Difundirá, además de hacia el  lumen, hacia  la célula muscular  lisa dónde a través de  la GC y de  la PKG provocará  la 
relajación del vaso. 
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Está  ampliamente  descrito  que  en 

algunas  enfermedades  cardiovasculares 

como  la  hipertensión,  aterosclerosis  y 

diabetes  se  producen  cambios  en  los 

niveles de la sGC (Kloss et al., 2000; Ruetten 

et  al,  1999;  Melichar  et  al.,  2004). 

Recientemente se ha descrito cómo BAY 41‐

2272, un estimulador de  la  sGC,  conduce  a 

un aumento de los niveles de cGMP y puede 

ser efectivo en reducir la fibrosis durante la 

hipertensión  al  disminuir  la  generación  de 

angiotensina  II  (AII,  Angiotensine  II) 

(Masuyama  et  al.,  2009).  La  AII  es  una 

proteína  que  causa  la  constricción  de  los 

vasos  sanguíneos  y  hace  aumentar  la 

presión  arterial,  además  de  jugar  un 

significativo papel en la progresión del daño 

tisular  que  acompaña  a  las  enfermedades 

cardiovasculares (García et al., 2009). 

ILK  juega un papel en  la  regulación 

de  la expresión de  la sGC. La activación de 

ILK  por  COL  I  en  células  mesangiales  da 

lugar  a  una  disminución  de  sGC, 

disminuyendo  la  respuesta  al  NO  y 

contribuyendo  al  daño  glomerular  (De 

Frutos  et  al.,  2005).  Por  otro  lado,  se  ha 

observado  que  el  tratamiento  crónico  con 

donadores  de NO,  produce  la  inactivación 

de  la sGC. En este proceso conocido como 

taquifilaxia  se  consigue  una  pérdida  de 

respuesta, tras  la administración crónica de 

donadores  como  la  nitroglicerina,  el 

nitroprusiato (SNP, Sodium Nitroprusside) o 

el  dinitrato  de  isosorbide  (IDN,  Isosorbide 

Dinitrate). 
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Figura  13.   Vía señalización NO‐sGC‐PKG. La sGC actúa como  receptor del óxido nítrico  (NO) y convierte el GTP en 
cGMP que se une al dominio regulador y activa a  la proteína quinasa G (PKG), dando  lugar a  los distintos procesos 
celulares. 
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8.3.  Vías  de  señalización  del  NO.  La 

proteína  quinasa  G  (PKG)  como 

efector celular del cGMP. 

 

La PKG pertenece a  la familia de  las 

serina/treonina quinasas y está presente en 

diversidad de  células  eucariotas  (Lohmann 

et al.,  1997). Existen dos  isoformas PKG  I y 

II. Ambas  son homodímeros  formados por 

dos  subunidades  de  75  y  85  kDa 

respectivamente  y  comparten 

características  estructurales.  Cada 

subunidad  está  compuesta  por  tres 

dominios  funcionales:  el  dominio  amino 

terminal  responsable de  la dimerización de 

las  subunidades  mediante  una  región  de 

cremallera  de  leucina.  Además  contiene 

sitios de autofosforilación lo cual le confiere 

la  capacidad  de  autorregular  la  actividad 

enzimática  y  también  posee  secuencias 

para  modificaciones  postranscripcionales 

que  determinan  las  diferentes 

localizaciones  subcelulares.  Un  dominio 

regulador que contiene dos sitios de unión 

al cGMP y   un dominio quinasa que cataliza 

la transferencia del fosfato del ATP al grupo 

hidroxilo del residuo serina o treonina de la 

proteína diana (Feil et al., 2003). 

 

El  agonista  principal  de  PKG  es  el 

cGMP.  La  unión  de  cGMP  al  dominio 

regulador  produce  un  cambio 

conformacional  que  libera  al  dominio 

catalítico  de  la  inhibición  del  extremo  N‐

terminal, permitiendo así la fosforilación de 

las  proteínas  sustrato  (Wall  et  al.,  2003) 

(Figura 13). Se han  identificado más de diez 

sustratos  que  son  fosforilados  por  PKG  I, 

destaca por su función en  la regulación del 

citoesqueleto de  actina  fosforilando VASP, 

que  se  encuentra  en  músculo  liso, 

plaquetas  e  hipocampo  (Hofmann  et  al., 

2006). Se ha descrito una disminución en el 

contenido proteico o en  la actividad   de  la 

PKG en determinadas enfermedades como 

hipertensión,  diabetes  o  envejecimiento 

(Russo et al., 2008). 
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9.   METODOLOGÍA  DEL  KNOCK‐OUT 

CONDICIONAL PARA ILK 

 

El desarrollo de tecnologías, como la 

recombinación mediada por Cre‐loxP o por 

los  ARN  de  interferencia,  han  sido 

estrategias fundamentales en el estudio de 

la deleción de ILK, dada su naturaleza letal.  

 

En este apartado de  la  Introducción 

se  resumen  los  avances  de  la  biología 

molecular  y  las  posibilidades  que  han 

generado el  conocimiento detallado de un 

gen  y  el  desarrollo  de  metodologías 

celulares  y  moleculares  que  permiten  la 

modificación  in  vivo  de  la  expresión  o 

función  de  un  fragmento  de  ADN  en 

particular. Cabe destacar a este respecto  la 

diferencia entre  los  términos  transgénico y 

knock‐out.  

 

Los animales transgénicos portan un 

fragmento de ADN exógeno en su genoma. 

Estos  animales  se  fabrican  usando  una 

construcción transgénica (plásmido de ADN 

con  la  secuencia  del  gen  que  se  piensa 

introducir).  Con  técnicas  de  ADN 

recombinante  y  de  micromanipulación  o 

transfección,  se  introducen  en  la  célula 

blanco para que se  inserte este nuevo gen 

al  azar  en  el  genoma  celular.  Todos  los 

organismos  cuyo  genoma  tiene  un  gen 

añadido  o  alterado  en  sus  células 

(incluyendo  las  células  germinales),  y 

portan  el  gen  nuevo o  alterado  son,  en  el 

sentido  estricto  de  la  palabra,  organismos 

transgénicos. Es decir, todo gen añadido al 

repertorio genético de un organismo, con la 

consecuente ganancia de función otorgada 

por el transgen, recibe el término de animal 

transgénico.  

 

Un  animal  Knock‐out  o  Knock‐in,  es 

aquel con una mutación dirigida  (mutación 

en  un  sitio  predeterminado)  que  con 

frecuencia producirá una deleción funcional 

del gen. A esta eliminación específica se  le 

ha denominado gen diana y el producto es 

un  animal  mutante  que  carece  de  la 

expresión específica de ese gen y  recibe el 

nombre de animal knock‐out. Por otro lado, 

un organismo al que se  le ha sustituido un 

gen  normal  por  otro  alterado,  con 

mutaciones  específicas,  recibe  el  nombre 

de knock‐in.  

 

9.1. El sistema Cre‐loxP  

 

La  tecnología  Cre‐loxP  fue 

introducida en la década de los 80 (Sauer et 

al.  1988,  Sternberg  et  al.  1981)  y  ha  sido 

aplicada  en  levaduras,  plantas,  cultivos  de 

células mamíferas y en ratones (Araki et al., 

1997).  El  sistema  de  recombinación 

específica  Cre‐loxP  emergió  como  una 

importante herramienta para  la generación 
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de ratones con mutaciones específicas en el 

ADN. De esta manera constituye un método 

de ingeniería genética para crear el modelo 

knock‐out condicional, ya que se conseguirá 

la  deleción  específica  del  gen  en  aquella 

célula  donde  Cre  se  exprese  y  se  active. 

Este  método  otorga  la  capacidad  de 

controlar  la  actividad  de  un  gen  en  casi 

todos  los  tejidos  del  ratón,  abriendo  así 

nuevos caminos para estudiar la función del 

gen  y  establecer  sofisticados  modelos 

animales de enfermedades humanas (Feil et 

al., 2009).  

 

El  gen  cre,  término  que  hace 

referencia  a  recombinación  en  círculo  o 

Cyclization  Recombination,  codifica  una 

recombinasa  denominada  Cre,  que 

pertenece  a  la  familia  de  recombinasas 

sitio‐específicas.  Esto  significa  que  puede 

recombinar  ADN  cuando  se  localiza  entre 

secuencias  específicas,  llamadas    loxP 

(Hamilton  and  Abremski,  1984).  Estas 

secuencias,  de  34  pares  de  bases  (pb) 

tienen un centro espaciador de 8 pb y dos 

secuencias palindrómicas a ambos  lados de 

13  pb.  Ese  centro  asimétrico  define  la 

orientación  del  sitio  loxP.  El  mecanismo 

molecular  de  este  sistema  se  denomina 

recombinación  recíproca y consiste en que 

la doble hebra de ADN es primero cortada 

en  ambos  sitios  loxP por  la proteína Cre  y 

luego  re‐unida  (pegada)  otra  vez 

(Voziyanov et al., 1999). Como resultado, el 

ADN  entre  los  sitios  loxP  es  escindido  y 

subsecuentemente  degradado,  en  un 

proceso rápido y sencillo (Figura 14).  

 

Para que  la proteína Cre se sintetice 

es  necesario  que  el  gen  Cre  esté  bajo  la 

dirección  de  un  promotor.  Esto  es  una 

secuencia  de  ADN  que  va  a  reclutar  la 

maquinaria  celular  necesaria para  iniciar  el 

proceso  conocido  como  expresión  génica. 

La función del promotor puede ser regulada 

de manera tejido específica, siendo activada 

en  determinados  tipos  celulares,  o  puede 

ser inducida por la presencia de un factor o 

condición  específica  acuñando  el  término 

condicional (Kuhn et al., 2002). 

 
Figura  14.   Función de Cre. Las  secuencias  loxP  son 
reconocidas  por  Cre,  que  inicia  la  recombinación  y 
escinde la secuencia de ADN flanqueada por loxP.  
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9.2. Combinación  con  un  sistema 

inducible: Tamoxifeno 

 

Se  han  descrito  varios  modos  de 

controlar  espacial  o  temporalmente  la 

expresión de  la  recombinasa  (Gorman  and 

Bullock,  2000;  Nagy,  2000;  Rossant  and 

McMahon,  1999).  En  uno  de  ellos,  un  gen 

de  fusión es creado entre Cre y una  forma 

mutada del dominio de unión del  receptor 

de estrógenos  (RE). Esta mutación evita  la 

unión de su ligando natural (17β‐estradiol) a 

concentraciones  fisiológicas,  y  le  confiere 

capacidad  de  respuesta  al  unirse  el  4‐

hidroxi(OH)‐tamoxifeno  (4‐OHT)  (Danielian 

et  al.,  1993;  Fawell et  al.,  1990;  Littlewood 

et al.,  1995). La  fusión de Cre con el RE da 

lugar  a  que  quede  secuestrado  en  el 

citoplasma por Hsp90 (Mattioni et al., 1994; 

Picard  1994)  impidiendo  que  suceda  la 

recombinación  mediada  por  Cre  en  el 

núcleo;  sin  embargo,  la  unión  del  4‐OHT 

rompe  la  interacción  con  Hsp90, 

permitiendo el acceso de Cre‐RE al núcleo e 

iniciándose así la recombinación (Figura 15). 

El tamoxifeno funciona de este modo como 

el  inductor  del  sistema  en  el  que  el  RE 

mutado actúa como regulador. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  15.  Inducción por Tamoxifeno del  sistema Cre‐loxP. En  la  célula  sin  tamoxifeno Cre  se  encuentra unida  al 
receptor de estrógeno mutado y a Hsp90, que los recluta en el citoplasma. Al difundir el tamoxifeno al interior celular 
se rompe la unión entre Hsp90 y el receptor y el complejo se transloca al núcleo iniciándose la recombinación.  
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En el normal  funcionamiento de un 

tejido  es  fundamental  la  comunicación 

entre  las  células  que  lo  forman  y  su 

entorno.  Los  cambios  que  afecten  a  esta 

comunicación  pueden,  por  tanto,    tener 

consecuencias  importantes.  La  quinasa 

ligada  a  integrinas  (ILK)  es  un  mediador 

clave en  la comunicación entre  las células y 

el  medio  extracelular  regulando  procesos 

como  crecimiento,  proliferación, 

supervivencia,  diferenciación,  migración, 

invasión y angiogénesis. Las consecuencias 

de su déficit han sido estudiadas in vitro en 

diversos  tipos  celulares  y  en  situaciones 

patológicas, sobre todo en el contexto de la 

organogénesis.  Sin  embargo,  las 

alteraciones  estructurales  y  funcionales 

inducidas  por  su  deleción  en  el  animal 

adulto  no  han  sido  estudiadas  hasta  el 

momento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La presente Tesis Doctoral propone 

que  ILK  tiene  un  papel  clave  en  la 

regulación de la estructura y función tisular 

en  animales  adultos,  actuando  a  través de 

diferentes  vías  intracelulares  que  son 

fundamentales  para  el  correcto 

funcionamiento  de  los  tejidos  y  su 

capacidad  de  respuesta  ante  un  daño.  La 

deleción  condicional  de  ILK  en  un modelo 

murino  producirá  cambios  estructurales  y 

fisiológicos importantes en diversos tejidos, 

que  repercutirán  en  cambios  en  su 

funcionalidad  y  en  su  capacidad  de 

respuesta ante un daño. 
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1.‐ Generar un modelo experimental de knock‐out condicional para ILK en ratón, 

   

‐ Estableciendo  las  pautas  de  administración  del  tamoxifeno  para  conseguir  la 

deleción del gen de  ILK y  la reducción significativa de sus niveles proteicos en  los 

tejidos de interés.  

‐ Analizando  el  comportamiento  de  los  animales  controles  en  las  mismas 

condiciones de tratamiento. 

 

 

2.‐ Estudiar la implicación de la deleción de ILK en la función vascular, 

   

‐ Evaluando las consecuencias del déficit de ILK en el contenido arterial de proteínas 

relacionadas con la respuesta al óxido nítrico. 

‐ Estudiando el efecto biológico de estos cambios. 

‐ Analizando su importancia en situaciones fisiopatológicas. 

    

 

3.‐ Estudiar  las consecuencias de  la deleción de ILK en  los procesos de reparación de tejidos, 

utilizando el modelo de herida cutánea, 

 

‐ Estableciendo  las consecuencias del déficit de ILK en  la reparación del tejido de  la 

piel. 

‐ Analizando los mecanismos celulares implicados.  
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1.  ESTUDIOS IN VIVO 

 

1.1.  Animales de experimentación 

 

Todos  los  experimentos  in  vivo  se 

realizaron  en  un mutante  condicional para 

ILK  obtenido mediante  el  sistema  Cre‐lox. 

La generación de este modelo experimental 

constituye  el  primer  bloque  de  resultados 

de  la  presente  tesis  y  se  ha  incluído,  por 

tanto,  en  la  sección  de  resultados.  Todos 

los  animales  utilizados  fueron  machos  de 

unos  tres  meses  de  edad  que  fueron 

tratados  con  300μL  de  aceite  de  maíz 

(vehículo,  Sigma‐Aldrich  C8267)  o  1,5 

mg/día/ratón  de  4‐OH‐tamoxifeno 

(tamoxifeno,  Sigma‐Aldrich  H6278)  para 

producir la deleción de ILK. Los animales se 

trataron durante cinco días consecutivos y, 

tras  comprobar  su  deleción,  se  utilizaron 

tres semanas después de la última inyección 

para los distintos modelos experimentales.  

 

Para  los  experimentos  controles  se 

utilizaron  ratones  con  genotipo  Cre  (ILK, 

Cre) y Lox (ILK+/+) para estudiar el efecto del 

tamoxifeno,  siguiendo  las  mismas  pautas 

de administración. 

 

 

 

 

 

1.2.  Diseño experimental 

 

1.2.1.  Medida de presión arterial y respuesta 

a la estimulación de la sGC y la PKG 

 

La  presión  arterial  sistólica  fue 

medida  en  ratones  conscientes  con  un 

esfigmomanómetro  de  cola  (LE  5007 

automatic blood pressure computer; Leica) 

(Figura 16). 

Se  tomaron  medidas  basales 

durante  15 minutos y se calculó el valor de 

la presión  sistólica media de  cada  ratón,  a 

continuación  se procedió a  la  inyección de 

los  distintos  hipotensores,  el  nitroprusiato 

sódico  (SNP,  Sodium  Nitroprusside;  Sigma 

 
Figura  16. Equipo medida presión arterial.  Imagen 
superior  ratones  en  cepo  con  el 
esfigmomanómetro  en  la  cola.  Abajo  aparato  de 
registro de medidas. 
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Aldrich  S0501,  0.5  μg/kg),  agonista  de  la 

sGC,  y  de  8‐Bromo‐GMP  cíclico  (8‐Br,  8‐

Bromoguanosine  salt  3´5´‐sodium 

monophosphate;  Fluka  17110,  1  μg/Kg), 

análogo del  cGMP y  como  tal, estimulador 

de  la  PKG.  Una  vez  inyectados  los 

compuestos  se  registraron,  durante  los  15 

minutos siguientes,  las medidas de presión 

arterial sistólica. Se calculó el promedio de 

las medidas registradas cada cinco minutos 

desde  la  administración  intraperitoneal  de 

los compuestos. 

 
1.2.1.1.  Inducción de taquifilaxia. 

 

La  taquifilaxia  se  indujo  por 

administración  de  dinitrato  de  isosorbide 

(IDN,  Isosorbide  Dinitrate;  Sigma‐Aldrich 

I1759, 300 mg/kg/día) en el agua de bebida 

durante  una  semana  (Ruiz‐Torres  et  al., 

2008).  Tras  este  periodo,  se  registró  la 

presión  arterial  basal  y  los  cambios  en  la 

presión arterial en  respuesta a  la  inyección 

de  SNP  (2  μg/Kg)  en  los  15  minutos 

siguientes  a  la  administración 

intraperitoneal del compuesto (Figura 17). 

 

Medidas

IDN (300mg/Kg/día) 
1 semana/HO bebida2

Medidas 

SNP 
i.p (2ug/Kg)

Medidas Sacrificio
Basales

  

1.2.1.2.  Modelo  experimental  de 

hipertensión aguda con Angiotensina II 

  

Tras  registrar  la  presión  arterial 

basal,  los  animales  fueron  tratados  con 

angiotensina II (AII; Fluka 10383, 0.8 μg/Kg) 

intraperitoneal.  El  tiempo  máximo  de 

respuesta  se  encontró  entre  los  cinco 

primeros minutos y tuvo una duración de 17 

minutos. Se evaluó, por tanto,  la respuesta 

a SNP dentro de este periodo. La  inyección 

de  SNP  (2  μg/Kg)  se  realizó  cinco minutos 

después  de  la  administración  de  AII  y  se 

estudiaron  los  cambios  producidos  en  los 

cinco minutos siguientes, que es también su 

tiempo de  respuesta máxima. Se calculó el 

promedio  de  las  medidas  registradas  los 

cinco minutos siguientes a la administración 

intraperitoneal  de  los  compuestos  y  se 

representó  como  el  incremento  de  la 

presión  sistólica  con  respecto  a  la  basal 

(Figura 18). 

 

Medidas Sacrificio

A I I
i.p (8ug/Kg)

Medidas Medidas 

SNP 
i.p (2ug/Kg)

P.Arterial P.ArterialBasales

 

 

 

 
Figura 17. Diseño experimental respuesta durante la 
taquifilaxia.  El  gráfico  muestra  los  diferentes 
momentos de tratamientos y registro de medidas de 
presión arterial. 

 
Figura 18. Diseño experimental respuesta durante la 
hipertensión.  El  gráfico  muestra  los  diferentes 
momentos de tratamientos y registro de medidas de 
presión arterial. 
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1.2.2.   Modelo experimental de herida  

 

Los  animales  fueron  anestesiados 

por  inhalación  de  isofluorano  (Esteve 

Veterinaria) y la piel dorsal fue afeitada con 

máquina eléctrica en primer lugar y después 

con  ayuda  de  crema  depilatoria  (Veet). 

Después  de  desinfectar  con  etanol  al  70%, 

se  realizaron cuatro heridas bilaterales con 

un  punch  para  biopsias  de  4  mm  de 

diámetro  (Miltex  Inc.)  (Figura  19)  (Kapoor 

et al., 2008). 

 

 

 

 

Las  heridas  fueron  fotografiadas 

(PowerShot  Pro1,  Canon)  y  dibujados  sus 

contornos  para  posterior  escaneado  y 

medida del área con Motic  Images Plus 2.0 

Software (Motic China Group Co., Ltd). Este 

proceso  se  repitió  cada  día  desde  el  día  0 

(día  de  la  herida)  hasta  los  10  días 

posteriores  y  el  porcentaje  de  cierre  para 

cada  día  se  estableció  con  la  siguiente 

fórmula  (1‐[área  actual  herida/área  inicial 

herida])  x  100.  Los  animales  fueron 

sacrificados  en  distintos  días  para  la 

obtención  de  las  biopsias  de  piel  y 

someterlas  a  los  distintos  estudios,  PCR, 

inmunohistoquímica y western blot.  

 

 
Figura 19. Realización de heridas en ratones. Cada  imagen va describiendo el proceso de realización de  la herida, 
desde la anestesia, el depilado, la realización de la herida y el dibujo del área. 
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1.2.3.  Modelo experimental de electroporación 

de HGF 

 

Se  utilizó  el  plásmido  pCMV/hHGF 

(Riera  et  al.,  2004),  que  fue  amplificado 

(Escherichia  coli  JM‐109)  y  purificado  (kit 

Endofree plasmid Giga; Quiagen). El ADN fue 

disuelto en agua libre de endotoxinas a una 

concentración  de  4  μg/μL.  En  algunos 

animales  de  experimentación  se  procedió, 

dos días antes de la realización de la herida, 

a  la  transfección  intramuscular  del  gen  de 

HGF mediante electroporación. Para ello,  1 

hora  antes,  15  μL  de  hialorunidasa  fueron 

inyectados  a  cada  ratón  para  optimizar  la 

electroporación.  Se  inyectaron  50  μL  de 

igual volumen del portador no iónico SP1017 

(0.02  %)  y  hHGF  (4 mg/mL)  en  el músculo 

tibial  anterior  seguido  de  electroporación 

(6  pulsos  de  100  ms  cada  uno  a  una 

potencia de 50 V  y  frecuencia de  1 Hz). La 

técnica fue  llevada a cabo por el grupo del 

Dr.  Joseph  M.  Grinyó  (Laboratorio  de 

Nefrología  del  Hospital  Universitario 

Bellvitge, Universidad de Barcelona).  

 

1.2.4.  Organización de recogida de muestras 

 

  En todos los diseños experimentales 

expuestos,  tras  el  sacrificio del  animal por 

anestesia  (isofluorano)  y  posterior 

dislocación  cervical,  o  en  otros  casos, 

sangrado  del  corazón  si  se  precisaba  la 

sangre para estudio, se extrajeron muestras 

de pulmón, hígado, corazón, aorta,  riñón y 

herida  (en  su  caso),  para  posteriores 

estudios.  Las  muestras  se  recogieron  en 

nitrógeno  líquido y  fueron almacenadas a  ‐

80 ºC hasta su uso.  

 

 

1.3.  Técnicas empleadas 

 

1.3.1.  Histología 

 

Los  tejidos,  aortas  o  heridas 

cutáneas  fueron  incluídos  en  parafina, 

cortados en láminas de 3 μm y montados en 

cristales  de  poly‐L‐lisina  (Polysine®;  Fisher 

Scientific).   Después se desparafinaron con 

xileno (Panreac 211769.2711) y se hidrataron 

mediante  un  gradiente  decreciente  de 

etanol.  En  el  caso  de  las  heridas,  la 

morfología  se  evaluó  por  tinción  con 

hematoxilina  /  eosina  (Sigma‐Aldrich 

GHS1128/HT110280),  llevada  a  cabo  en 

colaboración con el grupo del Dr. Raimundo 

García  del  Moral  (Departamento  de 

Anatomía  Patológica,  Universidad  de 

Granada).  Se  realizó  una  valoración 

cuantitativa  de  acuerdo  a  la  puntuación 

propuesta  por  Greenhalgh  et  al.,  1990 

(Tabla 2). 
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1.3.2. Extracción y medida de ADN 

 

Porciones  de  piel,  cola  o  aorta 

fueron  procesadas  para  la  extracción  de 

ADN con  la  intención de genotipar (cola de 

ratón), o de  comprobar  la deleción de  ILK 

(corazón, hígado, riñón, piel, aorta). 

 

Una pequeña cantidad de tejido (0,5 

g  aproximadamente)  se  homogeneizó  en 

0,5  mL  de  tampón  de  lisis  (Tris  100  mM, 

EDTA  5 mM,  NaCl  200 mM,  SDS  2  %)  con 

proteinasa  K  (0,5  mg/mL;  Sigma‐Aldrich 

P6556). Se  incubó  toda  la noche  (o/n, over 

night) a 55  ºC en un baño con agitación. Al 

día  siguiente  se  añadió  una  mezcla  de 

fenol:cloroformo  5:1  (Sigma‐Aldrich  P1944) 

y  tras  1  hora  de  agitación  en  orbital  se 

centrifugaron  las  muestras.  Tras  la 

separación de fases, se pipeteó la superior a 

un  tubo  nuevo  y  se  precipitó  el  ADN  con 

etanol  100  %  (por  inversión  a  los  pocos 

segundos). Se centrifugó, el pellet,  se  lavó 

con  etanol  al  70  %  frío  y  tras  secado  del 

pellet  se  resuspendió  en  agua  estéril.  La 

cuantificación  y  pureza  del  ADN  se 

determinó por la medida en Nanodrop®. 

 

1.3.2.1   Análisis por PCR 

 

Un  μg de ADN  fue  sometido  a  una 

amplificación  por  PCR  (Promega  A1250) 

usando para el transgen Cre una multiplex, 

RNA3:  5´GTCAGTACACATACAGACTT3´, 

ERT2:  5´TCCATGGAGCACCCAGTGAA  y  Pol3: 

5´TGAGCGAACAGGGCGAA3´, obteniendo un 

fragmento  de  780  pb  para  el  alelo 

transgénico  y  450  pb  para  el  salvaje  (WT, 

wild type).  

 

Para monitorizar  la deleción de  ILK, 

los  cebadores  usados  fueron 

5’CCAGGTGGCAGAGGTAAGTA3´  y 

5´CAAGGAATAAGGTGAGCTTCAGAA3',  los 

Tabla 2. Valoración histológica 

Puntuación  Criterios 

1‐3                   Ninguna o mínima acumulación celular.  
                                                                       Ausencia de tejido de granulación o de desplazamiento epitelial. 

4‐6                                                                           Tejido de granulación fino, inmaduro, dominado por las células inflamatorias, 
con pocos fibroblastos, capilares o depósito de colágeno. Mínima migración 
epitelial. 

  7‐9                                                                         Tejido de granulación moderadamente grueso, oscilando entre el predominio de 
células inflamatorias hasta el de fibroblastos con depósito de colágeno. Extensa 
neovascularización. Migración epitelial que oscila desde mínima a moderada. 

10‐12    Tejido de granulación grueso, vascularizado, dominado por la presencia de 
fibroblastos y extenso depósito de colágeno. Epitelio de parcial a completamente 
presente recubriendo la gran mayoría o la totalidad de la superficie de la herida. 

Materiales y Métodos 
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cuales  amplifican  tres  fragmentos,  uno  de 

2.1kb para ILK +/+, otro de 1.9kb para ILK +/‐ 

ó  ‐/‐  y  de  230  pb  para  el  fragmento 

escindido por Cre. La PCR se llevó a cabo en 

un termociclador (PTC‐100TM Programmable 

Thermal Controller; MJ Research Inc) con el 

programa  mostrado  en  la  Tabla  3.  Los 

productos de la PCR se separaron en gel de 

agarosa  al  1  %  (Pronadisa  8034)  con 

bromuro de  etidio.  El  gel  fue  fotografiado 

en  exposición  a  luz  ultravioleta  (Lumi‐

Imager F1; Roche). 

 

1.3.3.  Determinación de niveles proteicos 

 

1.3.3.1.  Análisis por Western Blot 

 

Los  tejidos,  piel  y  aorta,  se 

congelaron  rápidamente  tras  el  sacrificio 

del  animal  en  nitrógeno  líquido, 

posteriormente se colocaron en un mortero 

sobre el nitrógeno para que se conservaran 

en  este  estado  y  conseguir  su 

homogeneización  por  pulverización, 

recogiendo  este  polvo  sobre  tampón  de 

lisis  (Tris  10 mM,  EDTA  1 mM,  deoxicolato 

sódico 0.1 %, tritón x‐100 1 % y pH=7.6) al que 

se  añade  un  cóctel  de  inhibidores  de 

proteasas  (Roche  11836153001).  En  el  caso 

de las células, tras realizar los experimentos 

correspondientes,  se  lavaron  con PBS  y  se 

recogieron  en  el  tampón  de  lisis  descrito 

anteriormente.  Tejidos  o  células  se 

incubaron  con  este  tampón  durante  30 

minutos  a  4  ºC  y  se  centrifugaron  a  11000 

rpm  durante  30  minutos  a  4  ºC.  Los 

precipitados se desecharon, conservándose 

únicamente  los  sobrenadantes  de  los 

lisados  celulares.  Para  la  cuantificación  de 

proteínas totales se utilizó el kit Dc Protein 

Assay (BIO‐RAD 500‐0113/4/5). 

 

Las  proteínas  se  separaron  por 

electroforesis  según  la  técnica de Western 

Blot (Towbin et al., 1992) para cuantificar la 

expresión  de  distintas  proteínas,  en  geles 

de  poliacrilamida  al  7.5  %  (BIO‐RAD  161‐

0156).  Después,  las  proteínas  se 

transfirieron a membranas de PVDF (Perkin 

Elmer  NEF1002001).  Las  membranas  se 

94ºC  ‐  3 minutos                                         
94ºC  ‐  30 segundos 
55ºC  ‐  30 segundos     29 ciclos 
68ºC  ‐  1 minutos 
68ºC  ‐  5 minutos                                         

 

94ºC  ‐  3 minutos                                         
94ºC  ‐  45 segundos 
58ºC  ‐  45 segundos     35 ciclos 
68ºC  ‐  2 minutos 
68ºC  ‐  7 minutos                                         

 

Programa  CRE  Programa LOX 

Tabla 3. Programas para PCR 
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bloquearon  para  evitar  uniones 

inespecíficas  en  tampón  TBS  con  0.1  %  de 

Tween  20  (Sigma‐Aldrich  P1379)  al  5  %  de 

leche  (leche  en  polvo  desnatada;  Central 

Lechera  Asturiana)  durante  una  hora  a 

temperatura  ambiente.  A  continuación  se 

incubaron  o/n  con  los  correspondientes 

anticuerpos primarios  (Tabla 4) diluídos en 

TBS con 0.1 % de Tween 20 y al 3 % de BSA 

(Sigma‐Aldrich  A9647).  Seguidamente  se 

incubó  con  el  correspondiente  anticuerpo 

secundario  y  se  reveló  con  ECL  (Thermo 

Scientific 32106). 

 

 

 

 

 

 

 

                  AT‐ILK (1:1000)                                                R&D Systems (MAB4266)                                AT‐Mouse (1:3000; DAKO: P0260) 
  
 
             AT‐ sGC β1 (1:1000)                                             Sigma‐Aldrich (G4405)                                   AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
 
 
               AT‐PKG (1:1000)                                                Stressgen (KAP‐PK002)                                   AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
 
       
          AT‐PVASP (Ser 239) (1:1000)                               Cell Signaling (3114)                                       AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
  
 
            AT‐HGFα (1:1000)                                                 Santa Cruz (sc‐1357)                                        AT‐Goat (1:3000; Santa Cruz: sc‐2020) 
  
 
        AT‐PAKT (Ser 473) (1:1000)                                    Cell Signaling (9271)                                      AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
 
 
         AT‐PGSK (Ser 9) (1:1000)                  Cell Signaling (9396)             AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
 
 
             AT‐GAPDH (1:5000)                                            Sigma‐Aldrich (G8795)                                       AT‐Mouse (1:3000; DAKO: P0260)                                                          
   
 
              AT‐α‐Actin (1:1000)                                            Sigma‐Aldrich (A2066)                                   AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
 
  
               AT‐AKT (1:1000)                                                  Cell signaling (9272)                                     AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
  
            
               AT‐GSK (1:1000)                   Cell Signaling (9332)              AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P) 
 
            
              AT‐VASP (1:1000)                                                 Cell Signaling (3112)                                        AT‐Rabbit (1:5000; Chemicon: AP132P)  

  
 

 

 

   

Tabla 4. Relación de Anticuerpos utilizados para Western Blot 

ANTICUERPO 
PRIMARIO 

CASA COMERCIAL  
REFERENCIA 

ANTICUERPO 
SECUNDARIO 

Materiales y Métodos 
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1.3.3.2. Ensayo de ELISA 

 

La  cantidad  de  HGF  humano 

existente en  la circulación del ratón tras  la 

transfección  del  plásmido  por  el 

tratamiento  de  electroporación  fue 

evaluada mediante ELISA (Quantikine® kit; 

R&D  Systems  DHG00)  siguiendo  las 

especificaciones  del  fabricante.  Para  ello 

las muestras  de  sangre  se  extrajeron  del 

corazón  y  fueron  recogidas  en  tubos  con 

heparina,  centrifugadas  a  3000  rpm 

durante  15  minutos  a  4  ºC,  para  la 

obtención  de  los  plasmas,  y  congeladas 

hasta posterior uso.  

 

1.3.3.3. Inmunohistoquímica 

 

  El tejido incluído en parafina (aorta, 

piel) se cortó en secciones de 3 μm usando 

un microtomo  (Microm).  Las  secciones  se 

recogieron  sobre  portaobjetos  de 

Polysine®  (Fisher Scientific). Las secciones 

se  desparafinaron  en  xileno  y  se 

rehidrataron  por  inmersión  en 

concentraciones decrecientes de alcohol. 

 

El  desenmascaramiento  antigénico 

se  realizó  manteniendo  las  muestras 

durante 2 minutos en una olla a presión. A 

continuación  se  bloqueó  la  peroxidasa 

endógena  incubando  con  H2O2  (Panreac 

141077.1211)  al  3  %  durante  5  minutos 

quedando  cada  muestra  cubierta  por  la 

solución pintando un círculo a su alrededor 

con  rotulador  (DAKOpen  S2002).  Tras  un 

lavado  con  PBS,  se  incubaron  o/n  las 

muestras  con  el  anticuerpo  primario 

correspondiente  (Tabla 5) diluído  con PBS 

al 0.1 % de BSA. Como control negativo se 

utilizaron secciones a  las que no se añadió 

el  anticuerpo primario. Al día  siguiente  se 

incubó  con  el  secundario  durante  1  hora, 

tras un lavado con PBS, y después se reveló 

con el cromógeno diaminobencidina (DAB; 

DAKO  K3466)  hasta  que  el  color  fue 

suficiente  (aproximadamente  5  minutos). 

Las  secciones  se  contrastaron  con 

hematoxilina de Mayer y se montaron con 

DPX (Panreac 255254). 
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                 AT‐ILK (1:100)                                               R&D Systems (MAB4266)                                           AT‐Mouse (1:100; DAKO: P0260) 
                                                                                                                  
 
                 AT‐ sGC β1 (1:200)                                          Sigma‐Aldrich (G4405)                                          AT‐Rabbit (1:100; Chemicon: AP132P) 
 
 
                 AT‐PKG (1:500)                                              Stressgen (KAP‐PK002)                                         AT‐Rabbit (1:100; Chemicon: AP132P)  
 
  
                 AT‐HGFα (1:300)                                               Santa Cruz (sc‐1357)                                            AT‐Goat (1:200; Santa Cruz: sc‐2020) 
 
 
                 AT‐Ki67 (1:100)                                           Thermo Scientific (RM9106‐S0)                              AT‐Rabbit (1:100; Chemicon: AP132P) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Relación de Anticuerpos utilizados para Inmunohistoquímica 

ANTICUERPO 
PRIMARIO 

CASA COMERCIAL  
REFERENCIA 

ANTICUERPO 
SECUNDARIO 

Materiales y Métodos 
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2.  ESTUDIOS EX VIVO 

 

2.1.  Diseño experimental 

 

Los estudios ex vivo se realizaron en 

anillos de  la aorta  torácica extraída de  los 

ratones  Cre‐lox  tres  semanas  después  del 

tratamiento  con  vehículo  o  tamoxifeno 

para producir la deleción de ILK.  

 

La aorta se cortó con ayuda de unas 

tijeras  en  finos  anillos  y  fueron  tratados, 

para estudiar  la respuesta de  la sGC (en su 

caso), con SNP (10‐6 M durante 15 minutos) 

en  la presencia o ausencia de  su  inhibidor 

ODQ  (1H‐(1,2,4)Oxadiazolo(4,3‐a)quinoxalin‐

1‐one; Sigma‐Aldrich O3636, 10‐6 M durante 

30 minutos),  y  para  estudiar  la  respuesta 

de  la  PKG  (en  su  caso),  con  el  dibutiril‐

cGMP  (N2,2´‐O‐Dibutyrylguanosine  3´,5´‐

cyclic monophosphate  sodium  salt  hydrate 

(1); Sigma Aldrich D3510,  10‐6 M durante  15 

minutos) en  la presencia o ausencia de  su 

inhibidor  DT3  (Peptide‐based  inhibitor  of 

protein  kinase  G,  10‐6  M  durante  30 

minutos).   

 

 

 

 

 

 

 

2.2.  Técnicas empleadas 

 

2.2.1.  Análisis por Western Blot 

   

Tras el tratamiento de  los anillos se 

procedió  a  la  extracción  y  determinación 

de  los niveles proteicos de P‐VASP y VASP 

total, proteínas  sustrato de  la vía NO‐sGC‐

PKG,  por  western  blot  como  ya  se  ha 

explicado  anteriormente  en  el  apartado 

1.3.3.1. 

 

2.2.2.  Radioinmunoensayo (RIA) 

 

  Los  anillos,  antes  del  tratamiento, 

fueron  lavados  con  medio  de  incubación 

(Tris  20  mM,  NaCl  130  mM,  KCl  5  mM, 

acetato sódico 10 mM, glucosa 5 mM y pH 

7.45), e incubados en 1.5 mL de este medio 

con  isobutylmethylxanthine  1  M  (IBMX, 

inhibidor  fosfodiesterasas)  durante  15 

minutos  a  37  ºC.  Posteriormente  se 

incubaron  (en  su caso) con el donador de 

NO,  el  SNP,  en  presencia  y  ausencia  del 

ODQ,  como  se  ha  explicado  en  el  diseño 

experimental. 

   

Una  vez  finalizada  la  incubación  se 

aspiró el medio de incubación y se añadió 1 

mL  de  etanol  al  65  %,  a  4  ºC,  durante  30 

min. De esta manera el  cGMP difunde del 

anillo  al  etanol.  Los  anillos  de  aorta  se 

secaron  y  pesaron  para  corregir  los 
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resultados  en  función  de  la  cantidad  de 

tejido.  El  sobrenadante  fue  centrifugado 

durante  20  minutos  a  3000  g  y  los 

extractos etanólicos se evaporaron en una 

centrifuga  de  vacío  (Speed  Vac).  Los 

extractos secos se guardaron a ‐20 ºC hasta 

el momento de realizar el RIA (Ruiz‐Torres 

et al., 2008).  

 

  Los  niveles  de  cGMP  se 

determinaron a través de un RIA comercial 

de  ([125I]‐cGMP  radioimmunoassay; 

Amersham). Los extractos secos obtenidos 

se  resuspendieron  por  agitación  en 

tampón  acetato  (5  mM,  pH  4.8).  Las 

muestras  y  las  soluciones  patrones  se 

distribuyeron  en  tubos  (volumen  final  150 

μl) y se acetilaron añadiendo trietilamina (5 

μl / 100 μl muestra) y anhídrido acético (2,5 

μl  /  100  μl de muestra),  agitando después 

de  cada  adición.  Seguidamente  en  cada 

tubo  se  añadieron  50  μl  de  [125I]‐cGMP  y 

posteriormente  50  μl  del  anticuerpo  de 

cGMP (antiserum complex).  

   

Después de  18 horas de  incubación 

a 4  ºC,  se  adicionó  a  cada  tubo  500  μl de 

tampón acetato. Al cabo de  15 minutos se 

centrifugaron  los  tubos  a  4000  g  durante 

10 minutos y se eliminó el sobrenadante, se 

realizó el contaje de radiactividad presente 

en  el  pellet  en  un  contador  γ  de  la 

instalación  radiactiva.  Todas  las 

determinaciones  se  realizaron  por 

duplicado. 

 

  Los  valores  de  radiactividad 

obtenidos  se  transformaron  en moles  de 

cGMP  por  interpolación  en  la  curva 

estándar,  ajustada mediante  un programa 

de  regresión  no  lineal  a  la  ecuación,  y 

corregido cada valor por el peso del anillo 

de aorta (Ruiz‐Torres et al., 2008). 

 

2.2.3.  Reactividad vascular 

 

Los  anillos,  antes  del  tratamiento, 

se  introdujeron  en  solución  de  Krebs‐

Ringer  bicarbonato  (4.2 mM KCl,  1.18 mM 

KH2PO4,  120 mM NaCl,  1.2 mM MgSO4,  1.3 

mM CaCl2, 5 mM C6H12O6, 25 mM NaHCO3, 

pH  7,4)  y  se  dispusieron  en  una  cámara 

entre  dos  soportes  de  acero,  fijados  a  un 

bastón  de  vidrio  y  con  un  hilo  atado  al 

transductor  de  tensión  (Automatic  Organ 

Bath;  Panlab  S.L.).  Las  cámaras  contenían 

10  mL  de  solución  Krebs  a  37  ºC, 

burbujeada con 5 % de CO2 en 95 % de O2 y 

pH  7.4.  La  calibración  fue  realizada 

utilizando una pesa de 1 g ajustando de esa 

manera  la  tensión  basal  a  1  g.  Los 

transductores  fueron  conectados  a 

amplificadores  Panlab  y  la  tensión  fue 

registrada  mediante  un  sistema  de 

adquisición de datos (Figura 20). 
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Los  anillos  fueron  estabilizados 

durante  40  minutos,  tras  los  cuales  se 

contrajeron  con KCl 80 mM  como  control 

interno  de  respuesta,  se  lavaron  3  veces 

con Krebs, y se dejaron estabilizar otros 30 

minutos. Pasado este tiempo se realizó un 

nuevo  ajuste  de  tensión  (1  g)  y 

seguidamente  se  contrajeron  los  anillos 

con  noradrenalina  3x10‐8  M,  la  relajación 

fue inducida con dosis crecientes de SNP (3 

x  10‐8  ‐  10‐5 M)  en  el  caso de  la  sGC  y  con 

dibutiril‐cGMP,  también  con  dosis 

crecientes (10‐6 ‐ 10‐3 M), para estudiar la vía 

de  PKG  (Ruiz‐Torres  et  al.,  2008).

 

 

 

 

 
Figura 20. Aparato Reactividad Vascular. Los anillos de aorta se colocan entre ambos ganchos metálicos 
dentro del bastón de vidrio y con un hilo se ajusta  la tensión. La señal es recogida por el transductor y 
enviada a un ordenador para su registro.  
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3.  ESTUDIOS IN VITRO 

 

3.1.  Cultivo  primario  de  fibroblastos 

embrionarios de ratón 

 

Los  fibroblastos  embrionarios  de 

ratón  (MEF)  fueron  obtenidos  de  los 

embriones  de  ratones  Cre‐lox,  Cre  y  Lox. 

Las  hembras  tras  14  días  de  gestación 

fueron sacrificadas por dislocación cervical, 

realizándose una laparotomía media ventral 

y extrayéndose los cuernos uterinos.  

 

En  condiciones  de  esterilidad 

(campana de flujo  laminar) se procedió a  la 

extracción  de  los  embriones  del  saco 

embrionario.  Cada  embrión  se  llevó  a  una 

placa  Petri  de  35  mm,  donde  se 

homogeneizó  con  una  pipeta  en  1 mL  de 

tripsina  (200  mg/L;  Lonza  BE17‐161E)  y  se 

incubó durante  15 minutos a 37  ºC. Pasado 

este  tiempo,  la  reacción  se  detuvo 

añadiendo medio de cultivo DMEM  (Lonza 

BE12‐604F)  suplementado  con 

peniestreptomicina  (10000 U/mL  penicilina 

– 10000 μg/mL estreptomicina; Gibco 15140‐

122),  anfotericina  B  (250  μg/mL;  Lonza  17‐

836E)  y  10  %  de  suero  fetal  bovino  (FBS, 

Foetal  Bovine  Serum;  Gibco  10270‐106) 

previamente  descomplementado  por  calor 

(40 minutos  a 60ºC).  Los homogeneizados 

se pasaron por filtros de 70mm (BD352350), 

se  centrifugaron durante 5 minutos a  1200 

rpm, y el pellet obtenido se resuspendió en 

medio de cultivo y fue sembrado en placas 

de 100 mm. Las células permanecieron a 37 

ºC  en  un  incubador  humidificado  y  con 

atmósfera de 5 % de CO2 (Martínez‐Salgado 

et  al.,  2006).  Al  llegar  a  confluencia,  las 

células  se  tripsinizaron  y  se  amplificaron 

para  los distintos  experimentos.  Todos  los 

experimentos se realizaron entre los pases 1 

y 4.  

 

La  caracterización  de  los 

fibroblastos  se  realizó  por  microscopía, 

observándose  la  morfología  característica 

de  estas  células,  con  prolongaciones 

citoplasmáticas y núcleos irregulares. No se 

apreciaron  formas  características  de  otros 

tipos  celulares.  Además,  mediante 

inmunofluorescencia  (Figura  21)  y western 

blot, las células presentaron tinción positiva 

para  α‐actina  (FITC  conjugated;  Sigma‐

Aldrich F3777) y colágeno IV (Santa Cruz SC‐

18177)  y  negativa  para  eNOS  (BD 

Transductions  610269)  y  desmina  (Sigma‐

 
Figura  21.  Inmunofluorescencia  fibroblastos.  Se 
muestra  tinción  positiva  para  α‐actina  (verde)  y 
colágeno IV (rojo). 
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Aldrich  D8281).  Estas  proteínas  también 

fueron  evaluadas  por  western  blot.  Los 

análisis  se  realizaron  en  comparación  con 

homogeneizados  de  células  endoteliales 

bovinas  y  células musculares  lisas  de  rata 

para descartar su contaminación  (datos no 

mostrados). 

 

 

3.2. Diseño experimental 

   

3.2.1.  Obtención de MEF knock‐out para ILK 

 

Los  MEF  fueron  tratados  con 

vehículo o con  tamoxifeno para obtener  la 

deleción  de  ILK  (MEF  procedentes  de 

ratones Cre‐lox) o para descartar el impacto 

del tamoxifeno en los resultados obtenidos 

(MEF  obtenidos  de  los  animales  Cre  y  de 

animales  Lox).  Se  pesaron  4  mg  de 

tamoxifeno  (Sigma‐Aldrich  H6278)  y  se 

resuspendieron  en  1  mL  de  etanol  100  % 

(1000  μM)  con  ayuda  de  un  sonicador 

(Model  250/450  Sonifier®,  Branson 

Ultrasonics).  El  tratamiento  consistió  en  la 

incubación de los MEF con tamoxifeno 1 μM 

o con vehículo (etanol 10 μL/mL) (Feil et al., 

1996)  durante  24  horas.  Pasado  este 

tiempo,  se  retiró  el  medio  y  se  añadió 

medio  fresco  48  horas más,  para  evitar  la 

interferencia  del  tamoxifeno  y  para  dar 

tiempo a la degradación de la proteína.  

 

3.3.  Técnicas empleadas 

 

3.3.1.  Ensayo de inmunofluorescencia 

 

Las  células  se  sembraron  en  placas 

de 24 pocillos  sobre cubreobjetos estériles 

de  cristal  (Microscope  Cover  Glass  12mm; 

ANAME 72231‐01). Tras  tratamiento con VH 

y  TX  durante  24  horas  y  periodo  de 

recuperación  de  48  horas,  las  células  se 

lavaron  2  veces  con  PBS  y  fueron 

permeabilizadas y fijadas con metanol 100 % 

durante  10 minutos  a  ‐20  ºC.  Pasado  este 

tiempo,  se  realizaron  dos  lavados  de  5 

minutos con PBS y se incubó durante 1 hora 

con la solución de bloqueo (PBS con BSA al 

3 %). Después se lavaron dos veces con PBS 

y  se  incubó  1  hora  con  el  anticuerpo 

primario  ILK  (1:100; Cell Signaling 3862) en 

solución de bloqueo. Tras dos  lavados  con 

PBS, se incubó con el anticuerpo secundario 

(Rabbit  Hilyte  FluorTM  647‐labeled,  1:1000; 

AnaSpec  Inc).  Para  el  montaje  de  las 

preparaciones  se  utilizó  ProLong®  (Gold 

antifade  Reagent  with  DAPI,  Invitrogen 

P36931), que lleva incorporado DAPI para la 

tinción de núcleos, se esperó a su secado y 

se almacenó a 4ºC.  
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3.3.2.  Herida in vitro y análisis del cierre 

 

Para  realizar  estos  experimentos  se 

sembraron  los MEF  (Cre, Lox y Cre‐lox) en 

placas de 6 pocillos. La mitad de la placa se 

trató  con VH  y  la otra  con  TX. Pasadas 48 

horas  del  tratamiento,  se  incubaron  con 

medio DMEM sin suero de ternera durante 

24  horas  y  después  la monocapa  se  dañó 

artificialmente  con  una  aguja 

(aproximadamente  0,6  mm  de  diámetro), 

seguido  de  dos  lavados  para  retirar  las 

células  levantadas. Para ello,  se dibujó por 

la parte posterior de  la placa una  cruz por 

pocillo y la herida se realizó a la derecha en 

paralelo  al  aspa  vertical  de  la  cruz  (Figura 

22). Las células se dejaron con medio al 0 % 

de suero y se estudió el cierre en ausencia o 

presencia  de  mitomicina  C  (10  μg/mL; 

Sigma‐Aldrich  M0503)  que  evita  la 

proliferación. Para cuantificar el cierre de la 

herida se realizaron fotografías con cámara 

Moticam  480  (Motic®  Microscopes)  a 

distintos tiempos (2, 4, 6, 8, 24, 28, 32 horas 

después).  Se midieron  las  áreas  sobre  las 

fotografías realizadas (Motic Image Plus 2.0 

Software)  y  el  porcentaje  de  cierre  se 

calculó  con  la  siguiente  fórmula  (1‐[área 

actual herida/área inicial herida]) x 100.  

   

Para  los  experimentos  de  cierre  de 

herida  en  presencia  de  HGF  humano  (40 

ng/mL;  Miltenyi  Biotec  130‐093‐871)  se 

trataron  las  células en el mismo momento 

de la realización de la herida. En el caso del 

inhibidor  LY294002  (30  μM;  Cell  Signaling 

9901)  fue  añadido  24  horas  previas  a  la 

herida  y  de  nuevo  tras  realizarla  para  que 

estuviera  presente  durante  el  cierre  de  la 

misma. 

1 2 3

4 5 6

VH

TX

CAMPO FOTOGRAFIADO

 

3.3.3.  Determinación  de  la  proliferación 

celular: ensayo WST1 

 

Para  estos  experimentos  se 

sembraron  5x104  células  /  100  μL medio  / 

pocillo en placas de 96 pocillos. Pasadas las 

48 horas del  tratamiento  con VH o  TX,  las 

células fueron deprivadas de suero durante 

24 horas y transcurrido ese tiempo se retiró 

el medio  y  se  dividió  la  placa  en dos. A  la 

primera mitad se añadió medio sin suero y a 

la  segunda medio  con  suero  al  10  %  y  se 

incubaron 24 horas. Pasado ese  tiempo, se 

retiró  el  medio  y  se  añadió  nuevo  medio 

 
Figura  22.  Realización  de  heridas  en  MEF.  Se  
muestra una placa de 6 pocillos con  la cruz dibujada 
y el campo fotografiado. 
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conteniendo  10  μL  /  pocillo  del  reactivo 

WST‐1  (Roche  05015944001)  y  se  incubó 

durante 4 horas,  tras  las cuales  la placa  se 

agitó  intensamente  durante  1 minuto  y  se 

leyó en un espectrofotómetro de placas de 

ELISA a una longitud de onda de 450nm. La 

cuantificación de la proliferación se basa en 

la detección del color  rojo oscuro  formado 

por  la  transformación  del  reactivo  WST‐1 

(sal  de  tetrazolio)  en  formazan,  lo  que 

directamente se correlaciona con el número 

de  células  metabólicamente  activas  en 

cultivo. 

 

Para  los  experimentos  de 

proliferación en presencia de HGF humano 

(Miltenyi Biotec 130‐093‐871) se trabajó con 

una  concentración  de  40  ng/mL  y  el 

tratamiento se añadió durante  las 24 horas 

de crecimiento con y sin suero. El análisis de 

resultados se realizó (Figura 23) calculando 

el promedio de  las absorbancias por grupo 

experimental  y  se  calculó  la  proliferación 

por  la  fórmula:  [promedio  con  suero  – 

promedio sin suero] ó [promedio con suero 

con  HGF  –  promedio  sin  suero  con  HGF], 

estableciéndose la comparación entre el VH 

y el tamoxifeno, con valor 1 para el primero 

y  reflejando el TX  como número de  veces. 

Después se realizó la media sobre una n=3. 
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Figura  23.  Diseño  experimento  proliferación.  Se  
muestra una placa de 96 pocillos con  la  leyenda de 
los distintos tratamientos. 
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4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los  resultados se expresan como  la 

media ± el error estándar de la media (EEM) 

de  un  número  variable  de  experimentos 

(ver  pies  de  figuras).  En  el  caso  de  los 

ensayos de proliferación celular, cada valor 

aislado  corresponde  a  la  media  de  un 

sextuplicado  y  se  muestra  como  el 

incremento  de  n‐veces  respecto  al  control 

(VH).  Los  cambios  porcentuales  se 

obtuvieron  en  cada  experimento  con 

respecto a su propio valor basal. En el caso 

de  las  tinciones  de  inmunohistoquímica  e 

inmunofluorescencia,  se  muestran  una 

imagen  como  resultado  representativo  de 

varios experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para los análisis paramétricos de dos 

grupos de  resultados  se utilizó el  test de  t 

de  Student  para  datos  pareados  o  no 

pareados, según el caso; para el análisis de 

múltiples grupos se utilizó el ANOVA de una 

o    doble  vía,    seguido  del  test  de  rangos. 

Para  los  análisis  no  paramétricos  se 

utilizaron U Mann‐Whitney; para el análisis 

de múltiples grupos  se utilizaron Friedman 

o Kruskal Wallis, para datos pareados o no 

pareados  respectivamente.  Una  p  <  0.05 

fue  considerada  estadísticamente 

significativa en todos los casos.  Los análisis 

estadísticos  se  realizaron  con  el  Software 

Statgraphics Plus (Statgraphics®). 
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1.  GENERACIÓN  DEL  MODELO 

EXPERIMENTAL  KNOCK‐OUT  CONDICIONAL 

DE ILK EN RATONES CRE‐LOX 

 

La  deleción  de  ILK  en  el  ratón 

resulta  letal  durante  la  embriogénesis 

(Sakai et al., 2003), por lo que para estudiar 

su papel en el  ratón adulto es necesaria  la 

realización  de  deleciones  condicionales.  El 

Dr.  Shoukat  Dedhar  (British  Columbia 

University,  Vancouver,  Canada)  generó  un 

ratón con el gen de  ILK flanqueado por  las 

secuencias  Lox  (ILK+/+)  que  nos  ha  cedido 

(Terpstra et al., 2003). El ratón transgénico 

Cre  fue  cedido  por  el  Dr.  Miguel  Torres 

(CNIC,  Centro  Nacional  de  Investigaciones 

Cardiovasculares,  Madrid).  Estos  ratones 

portan  el  gen  para  la  recombinasa  (Cre)  

unido  al  receptor  de  estrógenos  mutado 

(Cre‐RE). 

 

Se  cruzaron  estos  ratones 

obteniendo  un  genotipo  ILK  +/‐  y  Cre  +/‐  y 

posteriormente  se  realizó  un 

retrocruzamiento con  los parentales  ILK  +/+ 

obteniendo el genotipo ILK +/+ y Cre +/‐. Para 

mayor  facilidad  de  manipulación  y  mayor 

aprovechamiento  de  recursos  se  buscó  la 

homocigosis  también para Cre, de manera 

que estos últimos ratones se cruzaron entre 

sí hasta obtener el ratón   Cre‐lox (ILK+/+, Cre 

+/+) adecuado para la deleción de ILK (Figura 24).  

 
Figura 24. Esquema obtención ratones con genotipo Cre‐lox. (A) Los ratones Lox se cruzan con los Cre. Se obtienen 
los  ILK +/‐, Cre +/‐ que se (B) retrocruzan con  los Lox parenterales para obtener  la homocigosis de Lox. (C) De este 
nuevo cruce se cruzan entre sí hasta obtener también la homocigosis para Cre. 
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El  genotipo  de  cada  ratón  fue 

controlado mediante PCR del ADN extraído 

de  la cola una semana después del destete 

(Figura 25). 

 

1.1.  Pautas  de  administración  del  4‐OH‐

tamoxifeno. 

 

El  transgen  Cre  está  fusionado  con 

una  forma  mutada  del  receptor  de 

estrógenos (ER, Estrogen Receptor). De esta 

manera el receptor no se unirá a su ligando 

natural, el beta estradiol, sino a un  ligando 

sintético el 4‐OH‐tamoxifeno  (TX)  (Indra et 

al., 1999). En ausencia de ligando, Cre‐ER se 

localiza  en  el  citoplasma  y  se  encuentra 

unido  a  la  proteína  de  choque  térmico 

Hsp90  (Heat Shock Protein); de este modo 

Cre  es  inactivo.  Tras  la  administración  de 

tamoxifeno, Hsp90 es desplazado por el TX, 

uniéndose  al ER en  su  lugar. Esto  causa  la 

translocación de esta proteína de  fusión al 

núcleo,  induciéndose  la  actividad  de  Cre 

(Tian et al., 2006).  

 

Para  la preparación del  tamoxifeno, 

se resuspendió el contenido del vial (50 mg) 

en  aceite de maíz: etanol  (1:9)  y  se  sonicó 

hasta  obtener  la  total  transparencia, 

obteniendo una concentración de 5 mg/mL 

(solución stock). Se realizaron alícuotas de 2 

mL que se guardaron a  ‐20 ºC hasta su uso. 

La administración del TX al ratón se hizo por 

inyección intraperitoneal.  

 

Los animales se comenzaron a tratar 

con  1  mg  diario  de  TX  durante  5  días 

consecutivos  (Indra  et  al.,  1999).  Los 

animales se sacrificaron en el último día de 

tratamiento  (5  días)  y  cinco  días  después 

(10  días).  Se  extrajeron  proteínas  de 

distintos  tejidos,  aorta,  corazón  y  corteza 

renal, para el estudio de  la expresión de  la 

proteína  mediante  western  blot  y  se 

comprobó  la  deleción  del  gen  de  ILK  por 

PCR de Lox. Se observó de esta manera que 

la  deleción  del  gen  en  tejidos  como  el 

corazón  no  era  completa  (Figura  26A). 

Además, se encontró una ligera disminución 

de  la proteína en el caso de  la aorta, pero 

en  otros  tejidos  no  hubo  modificaciones 

(Figura 26B).  

 

 

 

 
Figura  25.  Genotipado  ratones.  Izquierda  genotipado 
ratones  Cre:  carril  1  y  3  homocigotos,  carril  2 
heterocigoto. Derecha genotipado ratones Lox: carril 1 
y 2 heterocigoto, carril 3 homocigoto.  
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Esto  nos  llevó  a  pensar  que  la 

concentración  de  TX  no  era  la  suficiente 

para  la  completa  deleción.  Por  lo  que  se 

iniciaron nuevos grupos en  los que por un 

lado  se  aumentó  el  tiempo  a  7  días  sin 

cambios  significativos  (datos  no 

mostrados) y por otro, la dosis a 1.5 mg.  

 

El aumento de la dosis se acompañó 

con el sacrificio de animales a tiempos más 

prolongados  barajando  la  idea  de  que  la 

proteína  necesitase  más  tiempo  para  ser 

degradada  y  ver,  de  ese modo,  una  clara 

disminución  en  sus  niveles.  En  estos 

experimentos  se  analizó,  de  nuevo,  la 

presencia del gen por PCR en  los distintos 

tejidos  y  a  distintas  fechas  de  sacrificio 

desde  el  quinto  día  hasta  completado  el 

mes para analizar de manera progresiva  la 

evolución  de  la  proteína.  La  deleción  fue 

completa en los distintos tejidos estudiados 

(Figura 27A) y en el análisis de  la proteína, 

se  encontraron  diferencias  significativas  a 

los  30  días  desde  el  inicio  del  tratamiento 

(Figura 27B).  

 

A la vista de los resultados se fijaron, 

por  tanto,  como  condiciones  1.5 mg de TX 

(300  μL  del  stock)  al  día  durante  5  días 

consecutivos  y  se  esperaron  3  semanas 

para  trabajar  con  el  ratón.  En  el  vehículo 

(VH)  se administraron 300  μL de aceite de 

maíz:etanol (9:1). 

 

 
Figura 26. Expresión de ILK tras tratamiento con 1 mg/día de tamoxifeno, durante 5 días consecutivos y sacrificio a 
los 5días (5D) y 10 días (10D) tras el inicio del tratamiento. (A) Análisis de la deleción de ILK por PCR en los distintos 
tejidos. La banda de 2.21 Kb se corresponde con ILK intacta y la de 230 pb con el fragmento que queda tras la escisión 
de  ILK. (B) Expresión de  la proteína  ILK por western blot en  los distintos tejidos y días de sacrificio. Se muestra α‐
actina como control de carga. No existen diferencias siginificativas, n=6 por grupo experimental. 

Resultados 



 

 77

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Expresión de ILK tras tratamiento con 1.5 mg/día de tamoxifeno, durante 5 días consecutivos y sacrificio a 
los 5días (5D), 15 días (15D) y 30 días (30D) tras el inicio del tratamiento. (A) Análisis de la deleción de ILK por PCR en 
los distintos tejidos. La banda de 2.21 Kb se corresponde con ILK intacta y la de 230 pb con el fragmento que queda 
tras la escisión de ILK. (B) Expresión de la proteína ILK por western blot en los distintos tejidos y días de sacrificio. Se 
muestra α‐actina como control de carga. Disminución significativa en todos  los tejidos estudiados a  los 30 días del 
sacrificio vs VH, n=6 por grupo experimental. 
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2.     DÉFICIT DE ILK Y FUNCIÓN VASCULAR 

 

2.1.  Expresión de ILK en aorta de ratones 

Cre‐lox tratados con tamoxifeno 

 

Los  ratones Cre‐lox  fueron  tratados 

con  VH  o  TX  según  la  pauta  de 

administración  previamente  fijada.  Como 

control, ratones de las cepas parentales Cre 

y  Lox  fueron  sometidos  al  mismo 

tratamiento. La deleción del gen de  ILK en 

aorta se comprobó en todos los ratones por 

PCR  (Figura  28A).  Además,  por 

inmunohistoquímica,  se  observó  una 

marcada disminución de  la proteína (Figura 

28B). 

 

2.2.  Consecuencias del déficit de ILK  

 

En primer  lugar  se midió  la presión 

arterial  en  animales  deficientes  en  ILK,  no 

observándose diferencias  significativas con 

respecto a los controles (Figura 29). 

 

 

 
Figura 28. Deleción condicional de ILK en aorta. (A) Deleción de ILK en aorta analizada por PCR tras tratamiento con 
vehículo (VH) o tamoxifeno (TX). Carriles 1‐2: ratones Cre‐lox; carriles 3‐4: ratones Lox; carriles 5‐6: ratones Cre. (B) 
Inmunohistoquímica de ILK en la aorta de animales Cre‐lox tratados con VH (ILK intacta) y TX (deficientes en ILK). CT 
representa el control negativo de la técnica. 
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Figura  29.  Medidas  presión  arterial  sistólica.  La 
presión arterial se analizó por esfigmomanómetro de 
cola. Los resultados son la media ± error estándar de 
la media de 12 animales por grupo. 
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La consecuencia más  importante de 

la  deficiencia  de  ILK  en  aorta  fue  un 

aumento en dos proteínas relacionadas con 

la  reactividad  vascular  al  NO,  la  guanilato 

ciclasa soluble (sGC, soluble Guanilyl Cyclase) 

y la proteína quinasa G (PKG, Protein Kinase 

G). Ambos aumentos  fueron  comprobados 

por  western  blot  e  inmunohistoquímica. 

Los animales Cre y Lox tratados con TX no 

presentaron  estos  aumentos,  excluyendo 

así  un  posible  efecto  intrínseco  del 

tamoxifeno (Figura 30). 

 

2.3.  Respuesta  al  óxido  nítrico  y  a 

análogos del cGMP in vivo y ex vivo 

 

Para  estudiar  las  consecuencias 

funcionales de estos cambios, se analizó el 

efecto  sobre  la  tensión  arterial  de  la 

administración de agonistas de  la sGC y de 

la PKG. Para ello se tomaron las medidas de 

presión sistólica de ratones Cre‐lox tratados 

con VH o TX antes y durante los 15 minutos 

siguientes  a  la  administración 

intraperitoneal de dosis no hipotensoras de 

un donador de NO, el SNP, para explorar  la 

 
Figura 30. Consecuencias de la deleción condicional de ILK en aorta. (A y B) Expresión de sGC (A) y PKG (B) analizada 
por western blot en aortas aisladas de ratones Cre‐lox, Cre y Lox tratados con vehículo (VH) o tamoxifeno (TX). Los 
valores  que  aparecen  bajo  las  bandas  son  la media  ±  error  estándar  de  la media  de  los  valores  densitométricos 
corregidos para el control de carga (α‐actina) de 8 animales por grupo. *p<0.05 vs VH. (C) Expresión de las proteínas 
sGC y PKG por inmunohistoquímica en aortas extraídas de animales Cre‐lox tratados con VH o TX.  
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vía de  la sGC (Figura 31A), o de un análogo 

de  GMP  cíclico,  8‐Br‐GMP  cíclico,  para 

explorar  la  de  PKG  (Figura  31B).  Los 

resultados mostraron que, en ambos casos, 

a  las  dosis  utilizadas,  no  existe 

prácticamente  descenso  en  la  presión 

sistólica  de  los  animales  tratados  con  VH 

mientras  que  sí  lo  hay  en  los  animales 

tratados  con  TX,  por  tanto  deficientes  en 

ILK. 

 

A  continuación,  para  realizar  un 

estudio  en  profundidad  de  la  estimulación 

de ambas vías, se utilizaron anillos de aorta 

extraídos de  animales Cre‐lox previamente 

tratados con VH o TX.  

 

Los  anillos  fueron  incubados  en  un 

medio  que  contenía  SNP  analizándose  la 

producción  de  cGMP  mediante  RIA. 

Algunos  de  estos  anillos  fueron 

previamente tratados con el  inhibidor de  la 

sGC, el ODQ. Los resultados mostraron que 

los animales tratados con TX producían una 

mayor cantidad de cGMP, tanto basalmente 

como  en  respuesta  al  SNP  respecto  a  los 

tratados con VH, quedando esta producción 

inhibida al usar ODQ (Figura 32A). 

 

En  estos mismos  anillos,  se  analizó 

por western blot  la fosforilación de uno de 

los  sustratos  de  PKG,  VASP  (Vasodilator‐

stimulated  Phosphoprotein),  observándose 

que SNP aumenta  la  fosforilación de VASP 

en  ambos  grupos  experimentales,  siendo 

mayor  en  las  aortas  procedentes  de 

animales tratados con TX. Ya incluso a nivel 

basal  la  fosforilación  en  este  grupo  es 

mayor.  El  aumento  queda  bloqueado  en 

presencia de ODQ (Figura 32B).  

 

 

 

 

 
Figura  31.  Medidas  de  presión  sistólica  tras  la 
inyección de dosis no hipotensoras de nitroprusiato 
sódico (0.5 μg/Kg, SNP) y 8‐bromo cGMP (1 μg/kg, 8‐
Br).  La  presión  sistólica  se  analizó  mediante  un 
esfigmomanómetro  de  cola  en  animales  Cre‐lox 
tratados con vehículo (VH) o tamoxifeno (TX). (A y B) 
Medida  de  la  presión  sistólica  en  intervalos  de  5 
minutos tras la administración de SNP (A) o 8‐Br (B). 
Los  resultados  son  la media  ±  error  estándar  de  la 
media de 6 animales por grupo. *p<0.05 vs basales.  
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La  fosforilación  de  VASP  fue 

analizada también en presencia de dibutiril‐

cGMP, un agonista de  la PKG, para estudiar 

la  respuesta debida  a esta proteína. Como 

antagonista  se  usó  el  DT3,  añadido  a 

algunos  anillos  30  minutos  antes  del 

dibutiril‐cGMP. De nuevo  la fosforilación de 

VASP  fue mayor  en  los  animales  tratados 

con TX (Figura 33).  

 
Figura  32.  Análisis  de  la  activación  de  la  sGC.  (A) Medida  de  la  síntesis  de  cGMP  por  RIA  en  anillos  de  aorta 
extraídos de ratones Cre‐lox tratados con vehículo (VH) o tamoxifeno (TX) y tratados con nitroprusiato sódico (10‐6 
M durante 15 minutos, SNP) en presencia o ausencia de 1H‐(1,2,4)Oxadiazolo(4,3‐a)quinoxalin‐1‐one (10‐6 M durante 
30 minutos, ODQ).  La  gráfica  representa  la media  ±  error  estándar de  la media de 6  experimentos diferentes. 
*p<0.05 vs CT. #p<0.05 vs VH. (B) Medida de  la  fosforilación de VASP por western blot en proteínas aisladas de 
anillos  de  aortas  de  ratones  Cre‐lox  tratados  con  vehículo  (VH)  o  tamoxifeno  (TX)  y  tratadas  con  SNP  (10‐6 M 
durante 15 minutos, SNP) en presencia o ausencia de ODQ (10‐6 M durante 30 minutos). La gráfica representa  la 
media ± error estándar de la media de los valores densitométricos corregidos para VASP total de 6 experimentos 
diferentes. *p<0.05 vs CT. #p<0.05 vs VH. Se muestra un blot representativo en cada caso. 
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Para analizar el efecto directo de  la 

falta  de  ILK  en  la  pared  vascular  sobre  la 

contracción  vascular  se  aislaron  anillos  de 

aorta de ratones Cre‐lox tratados con VH o 

TX. Los anillos se trataron previamente con 

norepinefrina  (NE)  para  promover  la 

máxima  vasoconstricción  y  se  fueron 

registrando  las  fuerzas  mecánicas  a 

concentraciones crecientes del agonista de 

la  sGC  (Figura  34A)  y del  agonista de PKG 

(Figura 34B). Se observó que  los anillos de 

aorta procedentes de ratones TX tienen una 

mayor  respuesta  vasodilatadora  ante 

ambos agonistas.  

 

 

 
Figura 33. Análisis de  la activación de PKG. Medida 
de  la  fosforilación  de  VASP  por  western  blot  en 
proteínas  de  aortas  procedentes  de  animales  Cre‐
lox  tratados  con  vehículo  (VH)  o  tamoxifeno  (TX), 
tras  el  tratamiento  con  dibutiril‐cGMP  (10‐6  M 
durante  15  minutos,  db‐cGMP)  en  la  presencia  y 
ausencia  de  DT3  (10‐6 M,  30 minutos,  inhibidor  de 
PKG).  La  gráfica  representa  la  media  ±  error 
estándar de la media de los valores densitométricos 
corregidos  para  VASP  total  de  6  experimentos 
diferentes.  *p<0.05  vs  CT.  #p<0.05  vs  VH.  Se 
muestra un blot representativo en cada caso. 

 
Figura 34. Estudio de la respuesta contráctil en anillos de aorta. Las gráficas muestran el porcentaje de contracción 
en anillos de aorta de ratones Cre‐lox tratados con vehículo (VH) o tamoxifeno (TX), considerando el tratamiento con 
norepinefrina (NE, 3x10‐8) como el 100 %. La vasodilatación se induce con concentraciones crecientes de nitroprusiato 
sódico (SNP, panel A) o dibutiril cGMP (db‐cGMP, panel B). Los resultados son la media ± error estándar de la media 
de 6 experimentos diferentes. *p<0.05 vs CT. #p<0.05 vs VH.  
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2.4.  Implicaciones  del  déficit  de  ILK  en 

condiciones fisiopatológicas 

 

Para analizar la importancia del déficit 

de ILK en circunstancias fisiopatológicas, se 

indujo en primer lugar una sensibilización al 

NO  en  los  ratones,  efecto  conocido  como 

taquifilaxia.  

 

Para inducir la tolerancia se administró 

dinitrato de  isosorbide  (IDN)  a  los  ratones 

Cre‐lox, previamente tratados con VH o con 

TX, durante 1 semana en el agua de bebida. 

Tras  el  tratamiento,  se  midió  la  presión 

arterial  de  los  ratones  e,  inmediatamente 

después,  se  inyectó  intraperitonealmente 

SNP  analizándose  los  cambios  producidos 

en  la  presión  arterial  sistólica  del  ratón 

durante  los  siguientes  15  minutos.  En  los 

ratones  deficientes  en  ILK  se  produjo  un 

descenso significativo de  la presión arterial 

en  respuesta a SNP aún habiendo  recibido 

un  tratamiento  crónico  con  donadores  de 

NO,  mientras  que  los  animales  con  ILK 

intacta no  responden a SNP  tras  inducirles 

la tolerancia a los donadores de NO (Figura 

35A).  El  contenido  proteico  de  sGC  en  las 

aortas  de  los  estos  animales  se midió  por 

western  blot  tras  el  sacrificio.  Los  ratones 

Cre‐lox  TX  mantienen  una  expresión 

proteica de  la  sGC elevada  frente a  los VH 

(Figura 35B). 

  

  En otro grupo de ratones, se evaluó 

el  efecto  de  la  deleción  de  ILK  en  un 

modelo  de  hipertensión  aguda  provocada 

por  la  inyección  intraperitoneal de una sola 

dosis de angiotensina II. 

 
Figura 35. Medidas de la presión sistólica tras tratamiento con nitroprusiato sódico (2 μg/Kg, SNP) en animales con 
taquifilaxia. Los animales Cre‐lox tratados con vehículo (VH) o tamoxifeno (TX) se trataron durante una semana con 
dinitrato de  isosorbide (300 mg/Kg/día durante una semana,  IDN) para  inducir tolerancia al NO. Posteriormente se 
trataron con SNP. (A) La presión sistólica se analizó por esfigmomanómetro de cola al inicio del experimento (basal), 
tras  una  semana  de  tratamiento  con  el  donador  de  NO  (IDN)  y  la  obtenida  en  los  15 minutos  siguientes  a  la 
administración  i.p. de SNP  (2  μg/Kg). Los  resultados  son  la media ± error estándar de  la media de 6 animales por 
grupo. *p<0.05 vs basal. (B) El contenido proteico de sGC en  la aorta de estos animales se analizó por western blot 
tras  el  experimento.  Los  valores que  aparecen bajo  las bandas  son  la media  ±  error  estándar de  la media de  los 
valores densitométricos corregidos para el control de carga (α‐actina) de 6 animales por grupo. *p<0.05 vs VH.  
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Se  realizó,  en  primer  lugar,  una 

curva  de  tiempo‐respuesta  analizando  los 

valores de presión  sistólica,  comprobando 

que  la  máxima  respuesta  hipertensora, 

tanto  en  los  animales  tratados  con  VH 

como con TX, tenía lugar en los 2 primeros 

minutos  tras  la  administración  y  que  el 

aumento  en  la  presión  sistólica  se 

mantenía  aproximadamente  unos  17 

minutos más (Figura 36A).  

 

Seguidamente,  en  otro  grupo  de 

animales  se  administró  SNP  5  minutos 

después de la inyección de AII analizándose 

los  valores de presión  sistólica  en  los  seis 

minutos  siguientes.  Los  resultados 

mostrados  en  la  Figura  35B  indican  que 

sólo  los  ratones  deficientes  en  ILK 

mostraron  un  descenso  significativo  de  la 

presión  arterial  en  respuesta  a  los 

donadores  de  NO  en  una  situación  de 

hipertensión aguda (Figura 36B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 36. Medidas presión sistólica tras tratamiento 
con nitroprusiato sódico (2 μg/Kg, SNP) en animales 
con hipertensión  inducida con angiotensina  II  (AII). 
(A)  Medida  de  la  presión  sistólica  analizada  por 
esfigmomanómetro  de  cola  en  los  animales  Cre‐lox 
tratados  con  vehículo  (VH)  o  tamoxifeno  (TX)  tras 
inyección  i.p.  de  0.8  μg/Kg  de  AII  agrupados  en 
bloques de 2 minutos. Los resultados son  la media ± 
error estándar de  la media de 6 animales por grupo. 
*p<0.05 vs t=0 para ambos grupos. (B) Medida de  la 
presión  sistólica  en  los  animales  Cre‐lox  VH  o  TX 
tratados con AII (0‐5 minutos) y posteriormente con 
SNP (6‐12 minutos). Los resultados son  la media ± el 
error  estándar  de  la  media  del  incremento  de  la 
presión arterial sistólica (ΔPAS) con respecto al basal 
de 6 animales por grupo. *p<0.05 vs AII.  

Resultados 



 

 85 

3.  DÉFICIT DE  ILK  Y MECANISMOS DE 

REPARACIÓN TISULAR 

 

Para  estudiar  la  importancia  de  ILK 

en  la  reparación  de  tejidos  se  utilizó  el 

modelo  de  herida  cutánea  dado  su  fácil 

acceso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.   Expresión de  ILK en piel de  ratones 

Cre‐lox tratados con tamoxifeno 

 

Los  ratones  fueron  tratados  con 

vehículo o  tamoxifeno según  las pautas de 

administración  fijadas  previamente.  En 

primer  lugar,  se  comprobó    la  eficacia  del 

tamoxifeno en piel. Se realizó para ello una 

PCR  de  la  piel  en  todos  los  ratones, 

confirmando  la deleción de  ILK en  los Cre‐

lox  tratados  con  TX  (Figura  37A).  Por 

inmunohistoquímica,  con  un  anticuerpo 

específico  para  ILK,  se  observó  una 

reducción  significativa  de  los  niveles 

proteicos en la piel de los Cre‐lox TX (Figura 37B). 

   

 
Figura 37. Deleción condicional de ILK en piel. (A) Expresión de ILK en piel analizada por PCR tras el tratamiento con 
vehículo (VH) o tamoxifeno (TX). Carriles 1‐4: ratones Cre‐lox; carriles 5‐8: ratones Lox; carriles 9‐12: ratones Cre. (B) 
Inmunohistoquímica de ILK en piel de animales Cre‐lox tratados con VH o TX. CT representa el control negativo de la 
técnica. 
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3.2.   Cierre herida in vivo 

 

Las  heridas  se  realizaron  en  los 

animales  Cre‐lox  tratados  con  VH  o  TX 

según  se  describe  en  el  Material  y 

Métodos.  

 

Para  cuantificar  la  velocidad  del 

cierre de la herida se tomaron medidas del 

área  cada  día,  desde  el  día  de  la  herida 

(considerado día 0) hasta  10 días después. 

Se observó que  los  ratones deficientes en 

ILK presentaban un enlentecimiento en el 

cierre  de  la  herida  con  respecto  a  los 

animales con  ILK  intacta  (Figura 38A). Los 

mismos  experimentos  se  realizaron  en 

paralelo  con  los  animales  controles,  los 

animales Cre (Figura 38B) y  los Lox (Figura 

38C) tratados con VH o TX, para descartar 

la  posibilidad  de  que  el  tamoxifeno 

estuviera  influyendo  en  el  proceso  de 

cierre  de  la  herida.  En  ningún  caso  se 

observaron  diferencias  significativas  en 

cuanto  a  la  cinética  del  cierre  de  las 

heridas,  descartándose  así  un  efecto 

intrínseco del tamoxifeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 38. Cinética del cierre de las heridas en piel. (A) Cinética del cierre de herida en animales Cre‐lox tratados con 
vehículo (VH) o tamoxifeno (TX). Los resultados son  la media ± error estándar de  la media del porcentaje del cierre 
monitorizado  durante 10 días de 8 animales por grupo. *p<0.05 vs VH.  
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Figura  38. Cinética del  cierre de  las heridas en piel.  (B  y C) Cinética  cierre herida en  animales Cre    (B)  y  Lox  (C) 
tratados con VH o TX. Los resultados son la media ± error estándar de la media de 8 animales por grupo. En cada caso 
se muestra un experimento representativo. 
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Se  realizaron  tinciones  de 

hematoxilina / eosina en cortes histológicos 

a distintos días de  las heridas realizadas en 

los ratones Cre‐lox VH y TX para estudiar las 

posibles  diferencias  estructurales.  El 

estudio  confirmó  las diferencias existentes 

entre  el  VH  y  el  TX,  observándose  una 

marcada alteración en la cicatrización de los 

ratones  TX muy  ostensible  desde  el  día  3, 

con alteraciones tanto en  la reepitelización 

de  la  herida  como  en  la  aparición  en  su 

fondo de tejido de granulación definido por 

la  presencia  de  vasos  neoformados, 

fibroblastos y un infiltrado inflamatorio que 

rápidamente progresó hacia  su  sustitución 

por tejido conjuntivo fibroso.  

 

En  la  Figura  39A  la  columna 

izquierda  muestra  un  animal  tratado  con 

VH,  donde  se  aprecia  desde  el  tercer  día 

una  reepitelización  casi  total  de  la  herida 

bajo  la  capa  de  células  necróticas 

desprendida  durante  el  procesamiento 

histológico  con  presencia  de  tejido  de 

granulación  (1)  que  rápidamente  progresa 

hacia  tejido conjuntivo denso escasamente 

neovascularizado  con  evidente 

remodelación  colágena  (2  y  3).  En  la 

columna  de  la  derecha,  correspondiente  a 

un animal tratado con TX,  la reepitelización 

se encuentra muy  retrasada, de  forma que 

se  produce  una  persistencia  del 

recubrimiento fibrinoso de la herida (4) que 

al  final  del  seguimiento  contiene  mucha 

mayor proporción de capilares y células que 

en  los  animales  control  y  apenas muestra 

remodelación (5 y 6).  

 

Se realizó un análisis cuantitativo de 

estas  diferencias  con  la  puntuación  de 

Greenhalgh  et  al.  1990.  El  retraso  en  la 

reepitelización fue significativo desde el día 

5 (Figura 39B). 
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Figura 39. Estudio histológico. (A) Tinción hematoxilina  / eosina en secciones de heridas de ratones Cre‐lox 
tratados con vehículo, VH (1‐3), o tamoxifeno, TX (4‐6), a distintos días de cicatrización 3 días (1 y 4), 7 días (2 y 
5) y 10 días (3 y 6). (B) Valoración cuantitativa del proceso de cicatrización de acuerdo a la escala descrita por 
Greenhalgh et al. El gráfico muestra  la media ± error estándar de  la media de  las puntuaciones asignadas a 
heridas de 8 animales por grupo. *p<0.05 vs VH.  
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3.3.     Cierre de herida in vitro 

 

El  estudio  de  los  mecanismos 

implicados en  la  ralentización del cierre de 

la  herida  en  ausencia  de  ILK  se  realizó 

utilizando  fibroblastos  embrionarios  de 

ratón  (MEF,  Mice  Embrionic  Fibroblast) 

aislados  a  partir  de  los  animales    Cre‐Lox, 

Cre  y  Lox.  Una  vez  cultivados  los  MEF  y 

alcanzada la confluencia, se trataron con VH 

o TX para provocar  la deleción de  ILK  (ver 

Materiales  y  Métodos)  consiguiendo  una 

reducción  de  aproximadamente  el  70%  en 

los niveles proteicos de ILK en los MEF Cre‐

lox,  demostrada  por  western  blot  y  por 

inmunofluorescencia (Figura 40 A y B).  

 

 

 

Una  vez  conseguida  la  deleción  de 

ILK,  la  monocapa  celular  se  dañó 

artificialmente con una aguja  recreando de 

esta  forma el modelo de herida  in vitro. El 

cierre  de  la  herida  in  vitro  se  monitorizó 

durante  las  32  horas  siguientes 

cuantificando  la distancia  entre  los bordes 

de la herida a distintos tiempos. Se observó 

que,  del  mismo  modo  que  ocurría  en 

animales,  la  deleción  de  ILK  estaba 

provocando el enlentecimiento en el cierre 

de  la  herida  in  vitro  (Figura  41A).  Se 

comprobó  que  el  TX  no  tenía  ninguna 

participación  en  este proceso  al  realizar  el 

experimento  en  MEF  obtenidos  de  los 

animales Cre (Figura 41B) y Lox (Figura 41C).  

 

 

 

 

 
Figura 40. Deleción  condicional de  ILK en MEF.  (A) Expresión de  ILK por western blot en proteínas extraídas de 
fibroblastos  embrionarios  de  ratón  (MEF)  Cre‐lox,  Cre  y  Lox  tratados  con  vehículo  (VH)  o  tamoxifeno  (TX).  Los 
valores  que  aparecen  bajo  las  bandas  son media  ±  error  estándar  de  la media  de  los  valores  densitométricos 
corregidos para el control de carga (GAPDH) de 8 experimentos diferentes. *p<0.05 vs VH. (B) Expresión de ILK por 
inmunofluorescencia en MEF Cre‐lox tratados con VH o TX. 
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Los experimentos de herida  in vitro 

se  repitieron en presencia de Mitomicina C 

(Mit),  un  inhibidor  de  la  proliferación.  Se 

pudo  comprobar  que,  en  presencia  del 

inhibidor,  las  diferencias  en  la  cinética  de 

cierre  desaparecían  (Figura  42A)  lo  que 

 
Figura 41. Cinética del cierre de la herida in vitro. (A) Cinética cierre herida en MEF Cre‐lox tratados con vehículo (VH) 
o tamoxifeno (TX). La gráfica representa la media ± error estándar de la media del porcentaje del cierre monitorizado  
durante 32 horas de 6 experimentos diferentes. *p<o.05 vs VH. (B y C) Cinética cierre herida en MEF Cre (B) y Lox (C) 
tratados  con  VH  o  TX.  La  gráfica  representa  la  media  ±  error  estándar  de  la  media  del  porcentaje  del  cierre 
monitorizado durante 32 horas de 6 experimentos diferentes. Las microfotografías muestran un experimento típico. 
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sugería  que  el  causante  del  retardo  en  el 

cierre podía  ser una  reducida proliferación 

de  los MEF  deficientes  en  ILK.  Se  realizó 

entonces un ensayo de proliferación  (WST‐

1) con estas células, incubándolas con un 10 

%  de  suero  de  ternera  fetal,  y  se  observó 

que  la  tasa  de  proliferación  de  los  MEF 

tratados con TX estaba reducida en un 50 % 

respecto a los tratados con VH (Figura 42B). 

Este  dato  se  confirmó  también  en  tejido 

cutáneo,  realizando  una  tinción  con  un 

anticuerpo  anti‐ki‐67,  proteína  nuclear  que 

se  expresa  en  células  en  proliferación.  La 

tinción fue significativamente menor en  los 

tejidos procedentes de animales deficientes 

en  ILK  encontrando  la mayor  diferencia  al 

día 5 tras la realización de la herida (Figura 42C). 

 

 

 

 
Figura 42. Ensayo de proliferación. (A) Cinética 
cierre  herida  en  MEF  Cre‐lox  tratados  con 
vehículo (VH) o tamoxifeno (TX) en presencia de 
Mitomicina  C  (Mit,  10  μg/mL).  La  gráfica 
representa la media ± error estándar de la media 
del porcentaje del  cierre monitorizado durante 
32  horas  de  6  experimentos  diferentes.  Las 
microfotografías  muestran  un  experimento 
típico.  (B)  Ensayo  proliferación  WST‐1.  MEF 
procedentes de ratones Cre‐lox fueron tratados 
con VH o TX  y  cultivados en presencia de  10 % 
suero de  ternera  fetal. La gráfica  representa  la 
media  ±  error  estándar  de  la  media  del 
incremento  de  proliferación  considerando  VH 
como  unidad  de  3  experimentos  diferentes. 
*p<0.05  vs  VH.  (C)  Expresión  de  Ki‐67  por 
inmunohistoquímica en piel de ratones Cre‐lox 5 
días  después  de  la  herida.  CT  representa  el 
control negativo de la técnica. 
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3.4.  Expresión de HGF en heridas y MEF 

 

  Buscando un mecanismo por el cual 

los  animales  deficientes  en  ILK mostraban 

un cierre de herida retardado, se analizó el 

contenido  en  HGF  en  cortes  de  heridas  y 

extractos  proteicos  extraídos  de  heridas  a 

diferentes días.  En  los  animales  con  la  ILK 

intacta  (Cre‐lox  tratados  con  VH)  se 

encontró un aumento en los niveles de HGF 

desde  el  día  5, manteniéndose  hasta  el  10 

después  de  la  herida.  Sin  embargo,  en  los 

animales  deficientes  en  ILK  (TX),  la  herida 

no  promovió  el  incremento  esperado  de 

HGF  (Figura  43A).  Estos  datos  fueron 

confirmados  por  inmunohistoquímica  de 

tejidos  a  los  5 días de herida  (Figura 43B). 

En  los animales Cre y Lox  la herida promovió 

el mismo  incremento de  los niveles de HGF 

en los tratados con VH o TX (Figura 43 C y D). 

 
Figura 43. Expresión de HGF in vivo. (A) Expresión de HGF en piel analizada por western blot a 5 y 10 días después de la 
herida  en  animales  Cre‐lox  tratados  con  vehículo  (VH)  o  tamoxifeno  (TX).  La  gráfica  representa  la media  ±  error 
estándar de la media de los valores densitométricos de corregidos para el control de carga (α‐Actina) de 6 animales por 
grupo. *p<0.05 TX vs VH. (B) Expresión de HGF por inmunohistoquímica en piel de ratones Cre‐lox tratados con VH o TX 
tomada cinco días después de la herida. CT representa el control negativo de la técnica. (C y D) Western blot de HGF en 
piel de ratones Cre (C) y Lox (D) tratados con VH o TX a los 5 y 10 días después de la herida. Los valores bajo las bandas 
son la media ±  error estándar de la media de los análisis densitométricos corregidos para el control de carga (α‐Actina) 
de 6 animales por grupo. p<0.05 vs día 0 en su mismo grupo. 
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La  expresión  de  HGF  tras  la 

inducción  de  la  herida  fue  cuantificada 

también en el modelo de herida  in vitro. Se 

observó  que  24  horas  tras  la  herida  se 

producía  un  aumento  de  HGF  en  los MEF 

tratados con VH, mientras que en el caso de 

los MEF  tratados  con TX este  aumento no 

se  alcanzaba,  produciéndose  incluso  una 

disminución (Figura 44A). 

 

 

3.5.  El  retardo  en  el  cierre  de  la  herida  es 

debido al descenso en la expresión de HGF 

 

Para  comprobar  si  el  defecto  en  la 

producción  de  HGF  inducido  por  la 

deficiencia  en  ILK  está  implicado  en  el 

enlentecimiento  del  cierre  de  la  herida,  se 

repitieron  los  experimentos  de  herida  in 

vitro en presencia de HGF humano durante 

la  herida,  observándose  que  la  adición  de 

HGF  revertía  las  diferencias  entre  los MEF 

 
Figura 44. Expresión de HGF en el modelo de herida  in vitro. (A) Expresión de ILK y HGF por western blot en MEF, 
tratados con vehículo (VH) o tamoxifeno (TX), antes y 24 horas después de producir una herida  in vitro. La gráfica 
representa la media ± error estándar de la media de los valores densitométricos corregidos para el control de carga 
(GAPDH) de 3 experimentos diferentes. *p<0.05 vs sin herida. #p<0.05 TX vs VH con herida.  (B) Cinética cierre de 
herida en MEF Cre‐lox tratados con VH o TX en presencia o ausencia de 40 ng/mL de HGF. La gráfica representa  la 
media  ±  error  estándar  de  la media    del  porcentaje  de  cierre monitorizado  durante  32  horas  de  3  experimentos 
diferentes. *p<0.05 vs los demás grupos experimentales. (C) Ensayo proliferación WST‐1. MEF de los ratones Cre‐lox 
se trataron con VH o TX y se incubaron en presencia o ausencia (CT) de HGF (40 ng/mL) durante 24 horas. La gráfica 
muestra la media ± error estándar de la media del incremento de proliferación considerando VH como unidad en cada 
condición experimental de 3 experimentos diferentes. *p<0.05 vs VH. 
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tratados con VH o TX (Figura 44B). Además 

la  proliferación  de  los MEF  deficientes  en 

ILK  tratados  con  HGF  fue  comparable  a 

aquellos con la ILK intacta (Figura 44C).  

   

Con  el  propósito  de  confirmar  si  el 

defecto en  la expresión de HGF es  la causa 

del retado en el cierre de  la herida también 

in  vivo,  se  realizó  una  transfección  del 

plásmido de HGF humano en los ratones VH 

y  TX  mediante  electroporación  (ver 

Materiales y métodos) y teniendo en cuenta 

la cinética de  incorporación (Cruzado et al., 

2004),  se  realizaron  las  heridas  dos  días 

después de la transfección. De esta manera 

se alcanzarían  los niveles máximos de HGF 

circulante  durante  los  primeros  días  de 

herida y se mantendrían durante el estudio 

del cierre. En primer  lugar se confirmó que 

la  transfección  había  resultado  exitosa 

cuantificando en plasma  los niveles de HGF 

humano mediante un ELISA (VH: 190 ± 103.3 

pg/mL  y  TX:  113.5  ±  54.1  pg/mL).  Los 

resultados mostraron  que  en  los  animales 

deficientes  en  ILK  transfectados  con  HGF 

humano el cierre de las heridas fue similar a 

los animales con ILK intacta (Figura 45). 

 

3.6.  Análisis  de  los  mecanismos 

moleculares implicados 

 

  Con el objeto de profundizar en  los 

mecanismos  moleculares  implicados  en  la 

regulación del proceso de reparación de las 

heridas  por  ILK  se  utilizaron  los  MEF 

aislados  de  los  ratones  Cre‐lox  y  se 

sometieron al modelo de herida  in vitro. En 

primer  lugar  se  observó  cómo  la  herida 

produjo  un  incremento  en  la  actividad  de 

ILK,  mostrada  como  un  aumento  en  la 

fosforilación de GSK 3β en  la serina 9 y de 

Akt  en  la  serina  473  (Figura  46A).  La 

actividad de  ILK  fue  inhibida  al  incubar  las 

células  con  LY294002  (LY)  por  lo  que 

parece  ser  que  la  inducción  de  ILK  tras  la 

herida  es  dependiente  de  PI3Kinasa.  LY 

también inhibió el aumento en la expresión 

 
Figura  45.  Cinética  del  cierre  de  la 
herida en animales  transfectados con 
HGF  humano.  Los  ratones  Cre‐lox 
tratados  con  vehículo  (VH)  o 
tamoxifeno  (TX)  se  tranfectaron  con 
un plásmido conteniendo HGF humano 
o un plásmido vacío  (SHAM) dos días 
antes  de  hacer  las  heridas.  La  gráfica 
muestra  la media ± error estándar de 
la  media  del  porcentaje  de  cierre 
monitorizado  durante  10  días  de  6 
animales  por  grupo.  Se muestran  los 
ratones Cre‐lox VH y TX con HGF y  los 
SHAM  (animales  transfectados  con 
plásmido vacío). *p<0.05 vs el resto de 
grupos experimentales. 
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de  HGF  (Figura  46B)  indicando  que  la 

inducción de HGF en la herida es dependiente 

de  la activación de  ILK mediada por PI3K. Se 

realizó además un estudio de  la  cinética del 

cierre de la herida en presencia del inhibidor y 

se  observó  que  al  inhibir  la  PI3K  las  células  se 

comportan  como  si  estuvieran  tratadas  con  TX, 

presentando una cinética de cierre retardada (Figura 

46C); sugiriendo que el mecanismo molecular por el 

que está implicada ILK y consecuentemente HGF en 

la herida es PI3K dependiente. 

 

 
Figura 46. Mecanismos moleculares implicados en la herida. (A) Medida activación ILK por western blot de P‐AKT y 
P‐GSK  3β  en MEF  tras  la  realización  de  la  herida  in  vitro.  Los  valores  debajo  de  las  bandas  son  la media  ±  error 
estándar de  la media del análisis densitométrico corregido por AKT y GSK total respectivamente de 3 experimentos 
diferentes. *p<0.05 vs MEF sin herida (CT). (B) Expresión de ILK y HGF por western blot tras la herida en presencia del 
inhibidor de la PI3K, LY294002 (LY 30μM). Los valores bajo las bandas son la media ± error estándar de la media de 
los  análisis  densitométricos  de  3  experimentos  diferentes.  En  negrita  para  el  HGF.  (C)  Cinética  cierre  herida  en 
presencia de LY294002. La gráfica muestra  la media ± error estándar de  la media de  los porcentajes de cierre de 3 
experimentos  diferentes. *p<0.o5 vs MEF sin herida (CT). 
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El  desarrollo  de  los  organismos 

multicelulares requiere de  las  interacciones 

entre  las  células y  su entorno extracelular. 

La unión de  integrinas a  la MEC  cataliza el 

ensamblaje  de  complejos  multiproteicos 

que  transducen  señales  mecánicas  y 

químicas, regulando muchos aspectos de la 

fisiología celular (Hynes 2002, Legate et al., 

2009). La respuesta de  los tejidos, bien sea 

durante  el  desarrollo  normal  o  cómo 

consecuencia del mecanismo de reparación 

tras un daño, depende de manera crucial de 

la  comunicación  entre  el  interior  y  el 

exterior celular  incluyendo  la comunicación 

con  las  células  adyacentes  y  entre  las 

células y la matriz extracelular que generan. 

Para  realizar  un  correcto  acoplamiento 

entre  estas  señales  existen  además  de  los 

propios receptores de membrana, como las 

integrinas,  una  serie  de  proteínas 

intracelulares,  algunas  con  actividad 

quinasa, entre las que se encuentra ILK. 

 

Desde  su descubrimiento  hace más 

de  una  década,  ILK  ha  sido  ampliamente 

estudiada  y  caracterizada  como  una 

proteína  integrada  dentro  de  un  complejo 

multifuncional  que  regula,  de  manera 

dinámica,  las  señales  derivadas  de  las 

interacciones  integrina‐matriz  o  de  las 

estimulaciones provocadas por  factores de 

crecimiento.  Los mecanismos  por  los  que 

regula  estos  procesos  están  siendo 

debatidos en  la actualidad, planteándose si 

la  función mediada por  ILK procede de  su 

actividad  quinasa  o  de  la  asociación  con 

PINCH  y  parvina  y  la  formación  de  un 

complejo  ternario  estable  en  los  sitios  de 

adhesión  célula‐matriz.  Las  evidencias  

experimentales  sugieren  que  ambos 

aspectos de  ILK están  implicados y que, en 

cualquier  caso,  ILK  constituye  un 

importante mediador de  la  señalización de 

integrinas (Legate et al., 2006; Troussard et 

al., 2003; Attwell et al., 2000; Persad et al., 

2000; Wu et al., 2004).  

 

La evaluación de  la función de ILK a 

partir de diferentes estudios con deleciones 

tejido  específicas  ha  demostrado  las 

importantes  contribuciones  de  ILK  a 

muchos  procesos  celulares,  incluyendo 

supervivencia, proliferación, diferenciación, 

adhesión,  migración  y  contractilidad.  Su 

deleción  interrumpe,  por  tanto,  una  parte 

importante  de  la  cascada  de  señalización 

iniciada por  los  componentes  de  la MEC  y 

mediada por  integrinas. El papel específico 

de  ILK en mantener  la función y estructura 

normal de un  tejido en particular depende 

por  completo del  contexto biológico en el 

que  se  encuentra.  Es  por  ello  que  existen 
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datos  discordantes  en  la  literatura  acerca 

del  papel  de  ILK.  Por  ejemplo,  en  células 

musculares  lisas  se  ha  descrito  que  la 

disminución del contenido celular de  ILK o 

de  su actividad produce un aumento de  la 

proliferación y migración de las células, tras 

una  lesión  (Ho  et  al.,  2008),  o  sin  ella 

(Gkretsi  et  al.,  2008),  mientras  que  otros 

estudios  demuestran  que  el  déficit  de  ILK 

disminuye  la  proliferación  celular  (Dwivedi 

et al., 2008). En la adhesión celular también 

se  ha  descrito  un  efecto  dual.  En 

condrocitos,  un  menor  contenido  de  ILK 

conduce  a  una  adhesión  deficiente 

(Grashoff  et  al.,  2003),  mientras  que  en 

células endoteliales su deleción aumenta  la 

adhesión a  las proteínas de matriz (Vouret‐

Craviari  et  al.,  2004).  En  general,  las 

evidencias  más  sólidas  demuestran  que 

cuando  se  deleciona  ILK  ocurren  defectos 

significativos  en  el  desarrollo  normal  y  la 

homeostasis de los tejidos, mientras que su 

expresión  aumenta  en  determinadas 

patologías. 

 

La  manipulación  genética  que 

conduce  al  silenciamiento  o  eliminación 

selectiva  de  un  determinado  gen  ha 

resultado  ser  una  de  las  estrategias  más 

útiles para comprender en profundidad  las 

funciones  biológicas  de  un  determinado 

gen. En el caso de ILK, el knock‐out del gen 

es incompatible con el desarrollo normal de 

los  embriones  y,  si  bien  ha  aportado  una 

información  importante  sobre  el  papel  de 

esta proteína en  la organogénesis (Sakai et 

al., 2003), no permite obtener  información 

válida  sobre  su  importancia  en  individuos 

adultos. Por este motivo, se planteó realizar 

la  deleción  condicional  del  gen  según  la 

estrategia Cre‐lox. 

 

En  nuestro  modelo  se  plantearon 

varios retos. El primero fue estudiar en qué 

concentración  y  por  qué  vía  de 

administración el tamoxifeno sería efectivo 

para  producir  la  activación  de  Cre.  Aún 

sabiendo  que  la  expresión  de  unas  pocas 

moléculas  de  Cre  en  la  célula  podrían  ser 

suficientes para escindir  las secuencias Lox 

y  el  ADN  que  albergan  (Zuo,  2002),  nos 

preocupó  en  gran  medida  el  grado  de 

deleción  del  gen  y  la máxima  disminución 

de  la  proteína  para  poder  realizar  un 

estudio  de  relevancia.  La  administración 

oral de tamoxifeno produjo resultados muy 

variables,  por  lo  que  se  decidió 

administrarlo por vía intraperitoneal. Con la 

primera  dosis  de  tamoxifeno,  1  mg/día 

durante  cinco  días  consecutivos,  no  se 

alcanzaron  unos  niveles  de  deleción 

relevantes, mientras  que  con  un  aumento 

del  50  %  de  la  dosis,  1.5  mg/día,  fue 

suficiente para alcanzar los niveles tisulares 

necesarios  para  la  completa  deleción  del 

gen. El mantenimiento de esta deleción del 
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gen  resultó  además  fundamental  para  dar 

tiempo  a  la  degradación  de  la  proteína 

existente.  Con  tres  semanas  de  espera 

desde el tratamiento de  los animales hasta 

su  utilización,  se  trataba  de  asegurar  la 

completa  eliminación  del  tamoxifeno  del 

organismo, evitando su  interferencia en  los 

experimentos realizados, y proporcionando 

un tiempo suficiente para una degradación 

significativa  de  la  proteína.  Es  importante 

resaltar  que,  si  bien  no  se  realizaron 

experimentos específicos para  la detección 

de  tamoxifeno  a  nivel  tisular,  algo 

teóricamente  posible,  siempre  se 

introdujeron  controles  que  recibieron  el 

fármaco,  para  controlar  sus  posibles 

interferencias. 

 

El  estudio  específico  de  la  deleción 

en diferentes órganos fue obligado, pues el 

modelo  no  implica  una  deleción  tejido 

específica, sino que sucede a nivel sistémico 

y tiene que ver, en parte, con la penetración 

del  tamoxifeno  en  cada  tejido  y  en  cada 

animal. Esto llevó por tanto, aunque la dosis 

y  el  tiempo  de  administración  del 

tamoxifeno  quedaran  definidos  en  la 

primera  parte  del  análisis  experimental,  a 

comprobar siempre la deleción en el animal 

con el que se  iba a trabajar, y valorar así si 

era apto para el estudio. 

 

Los  presentes  resultados 

demuestran  que  es  posible  establecer  un 

modelo viable de animales adultos  sin  ILK. 

El  siguiente  paso,  pues,  era  estudiar  los 

cambios  fenotípicos  que  pudieran  tener 

lugar en estos animales tras  la disminución 

significativa de la proteína. En este sentido, 

nuestro  grupo  de  investigación  ha 

empezado  a  desarrollar  distintos  estudios. 

Los primeros, y a los que se hace referencia 

en  esta  tesis,  se  encuentran  relacionados 

con la función vascular y con el remodelado 

tisular. 

 

Estudios  previos  han  revelado  la 

importancia  de  ILK  en  la  función 

cardiovascular. Se ha descrito cómo puede 

regular la producción de NO  en macrófagos 

a través de  la regulación de  la óxido nítrico 

sintasa inducible (Tan et al., 2002), cómo su 

supresión  en  el  endotelio  conduce  a 

defectos  de  vascularización  y  letalidad 

embrionaria  (Friedrich  et  al.,  2004; Guo  et 

al., 2009), o cómo en corazón esta deleción 

conduce a una insuficiencia cardiaca (White 

et  al.,  2006).  Un  trabajo  previo  del  grupo 

demostró,  en  un  modelo  in  vitro  donde 

células  mesangiales  eran  cultivadas  sobre 

COL I para simular una MEC alterada, que la 

activación de  integrinas y de  ILK,  indujo un 

descenso en la sGC y en el cGMP producido 

(De Frutos et al., 2005). Nuestros datos en 

animales  corroboraron  completamente 
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este  hallazgo,  ya  que  la  deleción 

condicional  de  ILK  condujo  a  un  aumento 

de la sGC y de la PKG en la aorta. En relación 

a  estímulos  que  conduzcan  a  un  aumento 

de  la  sGC,  nuestro  grupo  ha  publicado 

recientemente otros dos artículos, siempre 

en  el  contexto  de  las  interacciones  célula‐

matriz.  Se  ha  descrito,  in  vitro,  cómo  el 

RGDS  (tetrapéptido  Arginina‐Glicina‐

Asparagina‐Serina) incrementa el contenido 

de  sGC  en  células  contráctiles    y  cómo,  a 

consecuencia de ello, las células musculares 

lisas  responden mejor  a  los  donadores  de 

NO  (Díez‐Marqués  et  al.,  2006).  Por  otro 

lado,  in  vivo,  se  ha  demostrado  cómo  la 

administración a ratas de tirofiban, conduce 

a un aumento en  la sGC, demostrando que 

determinadas  estrategias  desarrolladas 

para modificar  el  contenido  vascular  de  la 

sGC  pueden  ser  muy  relevantes  desde  el 

punto  de  vista  terapéutico  (Ruiz‐Torres  et 

al., 2009). 

 

  En nuestro caso,  la deleción de  ILK 

en  aorta  indujo  un  aumento  tanto  en  la 

subunidad β1 de la sGC (sGC β1) como en la 

PKG.   El cGMP sintetizado por  la sGC actúa 

directamente sobre la PKG, y su expresión y 

actividad  están  reguladas  por  múltiples 

factores.  Aunque  no  hay  mucha 

información sobre los estímulos capaces de 

incrementar  su  expresión,  sí  que  se  ha 

encontrado  reducida  en  vasos  aislados  y 

expuestos  a  agentes  generadores  de 

radicales  libres  (Szocs et al., 2007), hipoxia 

(Hassoun  et  al.,  2004),  toma  elevada  de 

sales  (Kagota  et  al.,  2002),  y  algunas 

citoquinas (Takata et al., 2001). 

 

La  sGC  está  formada  por  dos 

subunidades, α y β, siendo  la β1  la principal 

isoforma  a  nivel  vascular.  Aunque  existen 

descripciones previas que demuestran que 

la  regulación de  la  subunidad  α condiciona 

modificaciones significativas de  la actividad 

enzimática,  estudios  previos  de  nuestro 

grupo,  incluyendo  la  demostración de que 

el  RGDS  y  el  tirofiban  incrementaban  sGC 

β1,  han  puesto  de manifiesto  la  relevancia 

de  la  subunidad  β1  en  la  regulación  de  la 

actividad  del  enzima  (Lucas  et  al.,  2000). 

Como  la  función  biológica  principal  de  la 

sGC  es  actuar  como  receptor  intracelular 

del  NO,  produciendo  como  segundo 

mensajero  el  GMP  cíclico  que  activa 

directamente  la PKG, decidimos evaluar  las 

consecuencias  funcionales  del  incremento 

de  estas  proteínas  dependiente  de  ILK, 

estudiando  la  respuesta  vascular  a  la 

administración  de  donadores  de  NO  y 

análogos  del  cGMP.  En  primer  lugar,  se 

examinaron  las  diferencias  en  la  presión 

sanguínea en respuesta a los agonistas de la 

sGC y  la PKG, SNP y 8‐Br  respectivamente, 

en  los  ratones  Cre‐lox  con  y  sin  ILK.  La 

deleción  de  ILK  provocó  que,  incluso  con 
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dosis muy bajas de  los agonistas a  las que 

los  controles no  respondieron,  los  ratones 

deficientes  en  ILK  sufrieron  una  respuesta 

hipotensiva.  Además,  en  anillos  de  aorta 

extraídos  de  animales  deficientes  en  ILK 

también  se  detectó  una mayor  síntesis  de 

cGMP  en  respuesta  a  SNP,  y  una  mayor 

fosforilación  de  VASP,  sustrato  de  la  PKG 

(Hofmann  et  al.,  2006),  en  respuesta  al 

tratamiento  con  SNP  o  8‐Br.  Estos 

resultados  ponen  de  manifiesto  la 

relevancia  funcional  de  los  cambios 

observados  en  sGC  β1  y PKG  en  las  aortas 

procedentes  de  los  ratones  deficientes  en 

ILK.  Además,  el  hecho  de  que  los  efectos 

observados  fueran  totalmente  bloqueados 

por ODQ, un  inhibidor específico de sGC, y 

DT3, un antagonista de la PKG, sostiene con 

mayor firmeza que  los cambios en sGC‐β1 y 

PKG  inducidos  por  la  falta  de  ILK  son 

críticos  en  el  incremento  de  la  respuesta 

vascular observada. 

 

A  partir  de  estos  resultados,  se 

consideró  la  importancia  y  utilidad  de 

inhibir  ILK para  el  tratamiento de  aquellas 

situaciones patológicas que  cursan  con  un 

contenido  vascular  disminuído  de  la  sGC. 

Los  nitratos  orgánicos  ejercen  su  efecto 

vasodilatador  actuando  como  donadores 

de NO dentro de  los vasos sanguíneos. Sin 

embargo, con una administración  repetida, 

la  acción  hemodinámica  del  nitrato  se 

pierde y aparece una tolerancia que limita la 

utilidad de  los nitratos como  terapia única. 

Uno de los mecanismos mejor conocidos de 

este mecanismo  adaptativo  es  que  el  NO 

disminuye la estabilidad del ARN mensajero 

de la sGC (Filippov et al., 1997),  si bien más 

recientemente  se  ha  descrito  que  el  NO 

provoca  la  nitrosilación  de  una  serina 

específica  que  disminuye  la  actividad 

enzimática  (Sayed  et  al.,  2007).  El 

tratamiento  crónico  con  IDN  (Cheng  2006; 

Ruiz‐Torres  et  al.,  2009)  produjo  un 

descenso en el contenido en sGC en la aorta 

de  los  animales  que,  habiendo  sido 

previamente  tratados  con  el  vehículo, 

conservaban intacta la ILK. Por el contrario, 

los  ratones  deficientes  en  ILK  no 

presentaron  esta  disminución, 

consiguiendo  de  esta  manera  hacerse 

resistentes  a  la  desensibilización  y 

desarrollando  una  respuesta  hipotensiva 

tras la administración de nitritos. 

 

Del mismo modo,  se  ha  observado 

una disminución en la actividad de la sGC en 

patologías  como  la  hipertensión 

(Dumitrascu  et  al.,  2006)  y  el 

envejecimiento (Kloss et al., 2000). La falta 

de ILK podría incrementar la actividad de la 

sGC  β1  en  algunas  de  estas  situaciones, 

aumentando así  la  respuesta hipotensiva a 

los  donadores  de  NO.  Para  analizar  esta 

cuestión se  realizaron  los experimentos en 
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un modelo de hipertensión aguda  inducida 

con AII  (Yang  et  al.,  2003). Ambos  grupos 

experimentales respondieron al donador de 

NO, pero fueron los animales con déficit en 

ILK  los  que  revertieron  la  hipertensión  de 

manera significativa. 

 

Estos  resultados  sugieren  que  ILK 

podría  constituir  una  nueva  diana 

terapéutica  en  el  tratamiento  de  las 

enfermedades cardiovasculares, basándose 

en  la  regulación  que  esta  quinasa  tiene 

sobre la expresión y la actividad de la sGC y 

la PKG. En relación a esto, recientemente se 

ha descrito que BAY 41‐2272, un estimulador 

de  la  sGC,  conduce  a  un  aumento  de  los 

niveles  de  cGMP  y  puede  ser  efectivo  en 

reducir  la  fibrosis  durante  la  hipertensión 

(Masuyama  et  al.,  2009).  La  combinación 

del  agonista  con  la  sobre‐expresión 

proteica  podría  constituir  una  asociación 

muy potente para  tratar  las enfermedades 

cardiovasculares. 

 

Después  de  analizar  las 

consecuencias funcionales de la deleción de 

ILK a nivel vascular, en condiciones basales, 

se  planteó  la  posibilidad  de  que  esta 

proteína  fuera  también  importante  en  los 

procesos  de  remodelado  tisular.  Estos 

estudios  eran,  esencialmente,  distintos  de 

los  hasta  aquí  planteados,  dado  que  el 

remodelado tiene lugar, por definición, tras 

la generación de daño tisular. Por ejemplo, 

Shafiei y colaboradores (Shafiei et al., 2006) 

han  analizado  el  papel  de  ILK  en  el 

remodelado  hepático.  Nosotros,  por 

nuestra parte, planteamos  la realización de 

un  modelo  de  herida  cutánea,  por  su 

accesibilidad  y  facilidad  de  seguimiento. 

Existen estudios previos que demuestran la 

relevancia  de    la  actividad  de  ILK  en  la 

fisiología  normal  de  la  piel,  regulando  la 

proliferación de queratinocitos (Yang et al., 

2008),  formando  parte  de  los  contactos 

focales en fibroblastos y siendo importante 

para  su proliferación  (Sakai et al., 2003), o 

en  el desarrollo del  folículo piloso  (Lorenz 

et al., 2007; Nakrieko et al., 2008). Pero no 

se habían analizado antes las consecuencias 

que  una  deleción  de  ILK  generaría  en  la 

reparación  de  una  herida  en  la  piel  del 

animal adulto. 

 

En  nuestro  modelo  animal,  se 

observó una deleción casi completa de  ILK 

en  piel,  que  condujo  a  un  retraso  en  el 

cierre de la herida desde el primer día hasta 

diez  días  después  del  seguimiento  de  la 

misma.  Esta  deceleración  en  el  cierre  es 

debida  estrictamente  a  la  falta  de  ILK, 

descartando  cualquier  influencia  del 

tamoxifeno,  ya  que  en  el  cierre  de  las 

heridas de  los  ratones controles Cre y Lox, 

tratados  con vehículo o  tamoxifeno, no  se 

observaron  diferencias.  Para  realizar  un 
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análisis en profundidad de  los mecanismos 

implicados en esta deceleración, se trasladó 

el  estudio  a  un  cultivo  de  fibroblastos 

embrionarios  (MEF)  de  estos  ratones.  El 

tratamiento  de  los  MEF  con  tamoxifeno 

produjo  una  deleción  del  70  %  de  la 

proteína. Se realizó un modelo de herida  in 

vitro  en  estos  cultivos  celulares,  y  se 

observó  también  un  retraso  en  el  cierre 

debido  a  la  disminución  de  ILK,  ya  que  el 

cierre  fue  comparable  en  los  cultivos 

controles realizados a partir de  los ratones 

Cre  y  Lox,  independientemente  de  que 

fueran tratados o no con tamoxifeno.  

 

Este  resultado  permitió  utilizar  los 

MEF  como  herramienta  para  el  análisis  de 

los  mecanismos  implicados.  Se  analizó  el 

cierre  de  la  herida  en  presencia  de  un 

inhibidor de  la  proliferación,  la Mitomicina 

C, y ya no se observaron diferencias ante la 

presencia  y  ausencia  de  ILK  en  el  proceso 

del  cierre,  descartando  la migración  como 

responsable  del  retraso.  Se  confirmó 

entonces  que  los  MEF  sin  ILK  mostraban 

una disminución en su tasa de proliferación 

del  50  %  y,  trasladando  este  resultado  al 

animal, se observó que en el día 5, como día 

más  representativo,  se observaba  también 

una marcada disminución en la proliferación 

en  el  folículo  piloso  de  la  herida  y  en  la 

epidermis,  que  es  donde  comienza  la 

formación del nuevo tejido. 

Una  importante  cuestión  es  si 

proteínas  involucradas en  la  reparación de 

la  herida  lo  hacen  a  través  de  ILK.  En  la 

búsqueda de posibles dianas alteradas por 

la  deleción  de  ILK,  se  detectó  una 

disminución  en  los  niveles  de  HGF  en  las 

heridas de  los animales deficientes en  ILK. 

HGF es una proteína clave en  la  regulación 

de  la  reparación  de  las  heridas,  y  su 

importancia  en  la  herida  cutánea  quedó 

demostrada al utilizar un modelo animal en 

el que se suprimió su expresión (Yoshida et 

al.,  2003).  Además,  su  expresión  en  las 

heridas  cutáneas  aumenta  (Cowin  et  al., 

2001), hecho que se objetiva también en las 

heridas  realizadas  en  nuestros  animales 

tratados  con  vehículo.  Sin  embargo,  la 

deleción  de  ILK  impidió  el  aumento  en  la 

expresión  de  HGF  que  tiene  lugar 

normalmente  tras  la  generación  de  una 

herida.  Esto  sugirió  que  ya  no  es  sólo  la 

disminución,  sino  la  falta  de  aumento,  lo 

que conduce al retraso en la re‐epitelización 

de  nuestros  animales.  Se  comprobó  que 

ocurría  lo  mismo  en  los  niveles  de  la 

proteína in vitro y se pensó entonces que si 

la  falta  de  ILK  estaba  interfiriendo  en  la 

síntesis  de  HGF  y  esto,  como  última 

consecuencia,  provocaba  el 

enlentecimiento  del  cierre  de  la  herida,  el 

siguiente  paso  sería  añadir  de  manera 

exógena  HGF.  Se  observó  que  la  adición 

exógena  de  HGF  al  cultivo  revertía  las 

Discusión 



 

 105 

diferencias observadas tanto en el cierre de 

la herida como en  la proliferación. También 

la suplementación de HGF  in vivo revirtió el 

retraso en el cierre de  la herida provocado 

por  el  déficit  en  ILK.  La  estrategia  de 

administración  de  HGF  humano  ha  sido 

publicada  (Cruzado  et  al.,  2004)  y  se  basa 

en  la  incorporación  de  un  plásmido  que 

expresa  HGF  al  músculo,  por 

electroporación.  

 

Recientemente se ha publicado que 

la  deleción  de  ILK  en  hígado  conduce  a 

cambios  en  esta  citoquina,  que  son 

responsables de una  respuesta defectuosa 

de  la  regeneración  tisular  tras  una 

hepatectomía  (Apte  et  al.,  2009).  Los 

resultados  sobre  la  disminución  en  los 

niveles  de  HGF  tras  la  deleción  de  ILK  en 

hígado  son  comparables  a  los nuestros  en 

piel.  Otros  estudios  confirman  los 

resultados obtenidos en nuestro trabajo. En 

concreto  Kapoor  y  colaboradores 

demostraron que  la deleción de GSK 3β en 

fibroblastos aumenta  la velocidad de cierre 

de  la herida cutánea  (Kapoor et al., 2008). 

Como  se  ha  explicado  en  la  Introducción, 

GSK  3β es una de  las dianas de  ILK que  la 

fosforila,  inactivándola.  Por  tanto,  si  se 

deleciona ILK se induce la activación de GSK 

3β,  con  la  consecuente  deceleración  en  el 

cierre de la herida. 

 

Los mecanismos moleculares por los 

que  HGF  aumenta  durante  la  herida  y  el 

crítico papel de  ILK en su activación, están 

empezando  a  ser  explorados.  Se  ha 

comprobado  que  tras  la  herida  in  vitro  se 

produce un aumento en  la  fosforilación de 

GSK 3β en la serina 9 y en la fosforilación de 

Akt en la serina 473, sugiriendo un aumento 

en  la  actividad  de  ILK.  La  quinasa 

responsable  fosforilación  de  Akt  en  la 

serina  473  continúa  siendo  controvertida, 

habiéndose  propuesto muchos  candidatos 

incluyendo  la  autofosforilación  (Toker  and 

Newton,  2000),  ILK  (Persad  et  al.,  2001) o 

mTOR  (Sarbassov  et  al.,  2005).  Además, 

muy  recientemente  se ha descrito que  ILK 

interacciona  con  rictor,  componente  de 

mTOR, y que ambos son requeridos para  la 

fosforilación  de  Akt  en  la  serina  473 

(McDonald  et  al.,  2008).  Aunque  la 

activación  de  Akt  en  esta  serina  depende 

del  contexto  biológico  en  el  que    se 

encuentra  la célula, PI3K es el enzima clave 

en  la  generación  del  segundo  mensajero, 

fosfatidilinositol  trifosfato,  que  conduce  a 

la translocación de Akt desde el citoplasma 

a la membrana plasmática. Para determinar 

si  la  activación  de  ILK  durante  la  herida 

cutánea era PI3K dependiente,  se bloqueó 

la  vía  PI3K  con  un  inhibidor,  LY294002 

(Fayard  et  al.,  2005),  observándose  una 

disminución  de  ILK  y  de  HGF.  Cuando  se 

analizó el cierre de la herida en presencia de 
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LY,  se  observó  además  una  reproducción 

exacta  de  lo  que  sucedía  en  presencia  del 

tamoxifeno. Por tanto,  la  inhibición de esta 

vía reproduce  los efectos de  la deleción de 

ILK y el bloqueo de HGF, con la consecuente 

deceleración en el cierre de la herida.  

 

Estos  resultados  son  la  primera 

descripción de un  retraso en  la  reparación 

de  la  herida  cutánea  en  ratones  adultos 

deficientes  en  ILK.  Un  defecto  en  el 

incremento  de  HGF  en  respuesta  al  daño 

podría ser responsable de los cambios en el 

cierre  que  caracterizan  a  los  animales 

deficientes  en  esta  proteína.  Nuestro 

estudio pone, por  tanto, de manifiesto  las 

consecuencias  clínicas  que  supondría  el 

bloqueo de ILK en piel para la regulación de 

las  heridas  cutáneas.  Por  extensión,  se 

podría postular un  importante papel en  los 

procesos  de  remodelado  de  otros  tejidos, 

incluyendo los vasos. 
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1.‐  La  mejor  pauta  de  administración  de 

tamoxifeno  en  los  ratones  Cre‐lox,  con  la 

que  se  consiguió  una máxima  deleción  de 

ILK  en  distintos  tejidos  especialmente  la 

pared  vascular,  consiste  en  la  inyección 

intraperitoneal  durante  cinco  días 

consecutivos  de  1.5 mg/día/ratón  de  4‐OH‐

tamoxifeno. 

 

2.‐  Es  necesario  que  transcurran  tres 

semanas  desde  la  última  inyección  de 

tamoxifeno  para  obtener  una  marcada 

disminución del contenido proteico.  

 

3.‐  La  deleción  condicional  de  ILK  en  la 

pared vascular determina el  incremento de 

dos proteínas relacionadas con la respuesta 

vascular al óxido nítrico, la sGC y la PKG. 

 

 

4.‐ En  los  animales  con deleción de  ILK, el 

aumento  de  estas  proteínas  repercute  en 

un  incremento  en  la  respuesta 

vasodilatadora a agonistas del óxido nítrico, 

como el SNP, y a análogos del cGMP, como 

el 8‐Br.  

 

 

 

 

 

 

 

5.‐  La  deleción  de  ILK  incrementa  además 

esta  respuesta  vasodilatadora  durante 

procesos  patológicos  que  cursan  con  una 

función  vascular  alterada,  como  la 

taquifilaxia o la hipertensión. 

 

 

 

 

6.‐ La deleción condicional de  ILK en  la piel 

induce un  retardo  en  la  cicatrización de  la 

herida,  in vivo e  in vitro, debida en parte a 

un defecto en la proliferación celular. 

  

7.‐ Esta cicatrización defectuosa parece ser 

debida, al menos en parte, a un déficit en la 

síntesis de HGF, y  la administración de esta 

citoquina,  tanto  in  vitro  como  in  vivo, 

revierte el defecto en la cicatrización.  

 

8.‐ El mecanismo molecular que implica a la 

actividad  de  ILK  y  al  incremento  en  la 

síntesis  de  HGF  como  necesarios  para  un 

correcto  cierre  de  la  herida,  parece  ser 

dependiente de PI3K. 
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1.‐  Es  posible  realizar  la  deleción  de  ILK  en  ratones  adultos  a  través  del  sistema  Cre‐lox, 

permitiendo establecer una herramienta de trabajo para el estudio de  la  implicación de esta 

proteína en distintos tejidos. 

 

 

2.‐ La deleción de  ILK a nivel vascular condiciona un  incremento en  los sistemas enzimáticos 

intracelulares implicados en la relajación celular, por lo que el bloqueo de las proteínas podría 

ser  postulado  como  una  herramienta  útil  para  inducir  vasodilatación  tanto  en  condiciones 

normales como en procesos patológicos.  

 

 

3.‐ En un proceso de reparación de tejidos, como es  la herida cutánea,  la activación de  ILK a 

través de la PI3K resulta fundamental para el incremento en la expresión de HGF y la correcta 

cicatrización de la herida.    
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