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1. RESUMEN

El cdncer de estdbmago o adenocarcinoma gdstrico causa cerca de un milldn de muertes en
el mundo anualmente. En las formas metastasicas de cualquier tipo de cancer las
células tumorales pueden infiltrar los vasos linfaticos de los tejidos, diseminarse a
los ganglios linfaticos y penetrar en la circulacién sanguinea, después de lo cual queda
abierto virtualmente el camino a cualquier drgano del cuerpo.

Durante el desarrollo del cancer, se llevan a cabo multiples cambios en las células
normales que alteran la expresién de ciertas proteinas, enzimas y rutas esenciales que
alteran la homeostasis general y dan origen a un fenotipo tumoral. Las células adquieren
ventajas que le permitan desarrollar el tumor, asi como aumentar su capacidad de invadir
y metastatizar, para lo cual requieren de la degradacion de la matriz extracelular (MEC),
proceso que se lleva a cabo por medio de enzimas llamadas metaloproteasas (MMPs). Las
MMPs tienen la capacidad de alterar los contactos célula-célula o célula-MEC, con ayuda
de proteinas que las asisten en su activacion.

En el cancer, existe una estrecha relacién entre las metaloproteasas y las proteinas de
choque térmico (Hsp’s). Estas Gltimas juegan un papel importante en la migracién de las
células cancerigenas ya que participan en la pérdida de adhesidon célula-célula, la
activacion de las MMPs y la migracién e invasividad de las células malignas en el cuerpo.

Se ha reportado que en el adenocarcinoma gastrico la sobreexpresién de proteinas de las
uniones estrechas como las claudinas-6 y -9, correlaciona con el aumento en Ia
proliferacién, migracion, invasividad celular y la expresién de MMP-2 y MMP-9. Debido a
gue las Hsp’s estan involucradas con la activacion de MMP-2 y MMP-9, en este proyecto
se evaluod si la sobreexpresion de las claudinas-6, -7 y -9 correlaciona con cambios en la
expresion de las proteinas de choque térmico, (principalmente Hsp27, Hsp40, Hsp70 vy
Hsp90ap) y si estas claudinas colocalizan con las Hsp's.

Los resultados obtenidos mostraron un aumento en la expresidon de la Hsp40 y Hsp90 en
las células AGS transfectadas con claudina-9. De la misma manera se observd una
probable co-localizaciéon de la Hsp90 con la claudina-6 Y -9. Los resultados en conjunto
sugieren que la sobreexpresién de claudina-9 podria estar promoviendo la activacion de
MMP-2 y el aumento en la expresiéon de Hsp90 que, junto con el aumento en la
permeabilidad celular, promoveria la secrecion de MMPs y Hsp’s a través de vias
paracelulares dafiadas. Las Hsp’s podrian participar manteniendo un ambiente
proinflamatorio (con la induccidn y secrecién de citocinas y la expresién de marcadores de
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superficie) propicio para la proliferacidn e invasion de las células cancerosas y favorable
para la degradacion de la matriz extracelular por las MMPs.

2. INTRODUCCION

El cancer gastrico es la cuarta enfermedad mas diagnosticada y la segunda causa de
muerte relacionada con cancer en el mundo? y se sabe que presenta tasas de mortalidad
excepcionalmente altas?.

De acuerdo a la “Clasificacion de Lauren” en este tipo cdncer existen dos subtipos
histomorfoldgicos: intestinal y difuso, los cuales difieren entre si en su morfologia en
general, rasgos histoldgicos y en su composicion molecular, ademas de su epidemiologia,
patogénesis, perfil genético y avance clinico3. El tipo intestinal tiende a formar masas con
glandulas columnares o tubulares que se infiltran a través de un estroma desmoplasico
(tejido formado alrededor de los tumores primarios que ayuda a la progresién e
invasividad de las células cancerosas hacia otros tejidos mediante la metastasis). Por el
contrario, el tipo difuso puede no presentarse como un tumor discreto pero si como
racimos de células poco cohesivas distribuidas a través del tejido del estdmago, las cuales
pierden la caracteristica de poder expresar una de las principales moléculas de adhesion
celular (E-cadherina)®.

Los patrones de metastasis tienden a diferir entre las dos clases de cancer antes
mencionadas, en donde el cdncer de tipo intestinal favorece las rutas hematdgena
(circulacién sanguinea) y linfatica (vasos linfaticos); mientras que el tipo difuso se propaga
por la via transcelémica (peritoneal) y diseminacion linfégena con ocasional propagacion
por sangre®.

La invasividad, progresiéon y metastasis por cualquiera de las rutas metastasicas de este y
otros tipos de cancer se ha relacionado directamente con el desensamble de los contactos
célula-célula (principalmente de las uniones estrechas) que se dan en los tejidos cuando se
presenta un proceso canceroso, promoviendo con ello la invasidn hacia otros tejidos.

Prueba de lo anteriormente citado son los estudios que han demostrado que el epitelio
gastrico exhibe una serie de cambios en la expresiéon de las claudinas (proteinas
transmembranales de las uniones estrechas) durante la progresidon hacia carcinoma
metastdsico. La alta o baja regulacién de claudinas estd involucrada en el proceso de
progresion de cancer; la sobre-expresion de claudinas en el tracto intestinal se ha visto
relacionado con la proliferacion celular y la adquisicién de fenotipos displasicos;
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generalmente se presenta la reduccién de la expresiéon de estas proteinas con la
progresion del cancer y la adquisicién de nuevas caracteristicas mas agresivas®.

2.1 Uniones intercelulares

Las células epiteliales y endoteliales de los tejidos forman barreras para separar y
mantener a los 6rganos en subcompartimentos funcionales. Este aislamiento y
compartamentalizacion del ambiente externo es crucial para la funcion de los érganos en
los organismos multicelulares. Las células controlan estas barreras selectivas mediante la
regulacion del movimiento del agua, iones y proteinas a través de las monocapas,
generando asi la polaridad y funcién de la estructura celular. EIl movimiento de iones y
moléculas entre las células se conoce como “permeablidad celular” y es regulado por
sitios de contacto célula-célula®.

Los contactos célula-célula estan lejos de ser estructuras estaticas que mantienen las
barreras simplemente por la unién de las células, de hecho estos contactos se someten a
constante remodelacidon para permitir la extrusion de células apoptdticas, asi como la
incorporacion de nuevas células epiteliales diferenciadas derivadas de células
progenitoras sin la pérdida de funcién de barrera®. Estos contactos célula-célula en los
epitelios consisten de cuatro principales estructuras de adhesidn y comunicacion celular:
desmosomas, uniones Gap, uniones adherentes (UA) y uniones estrechas (UE) (Fig. 1)

Uniones estrechas

Uniones adherentes

Fig. 1. Complejo multimolecular de uniones intercelulares (Wiley et. al. 1999)
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2.1.1 Desmosomas

Son puntos adherentes que forman una red continua de células que se extiende a todo el
tejido a través de la unién de sus proteinas integrales de membrana (desmocolina y
desmogleina) mediante desmoplaquinas (placofilina y placoglobina) a filamentos
intermedios’. Los desmosomas son cruciales para la integridad del tejido debido a su alta
capacidad de adherencia con lo cual proporcionan cierta rigidez a la célula, ademas de que
pueden ser reguladas por la proteina cinasa C cuando se requiere la remodelacién
dinamica de la adhesién célula-célula’®.

2.1.2 Uniones Gap

Las uniones Gap (UG) son los canales Unicos que permiten la difusion de pequefios
metabolitos, mensajeros secundarios, iones y otras moléculas entre las células vecinas. La
comunicacion a través de estas uniones es esencial para la transduccién eléctrica,
sefializacién y nutricion®.

Estdn formadas por hemicanales llamados conexones que se encuentran insertos en la
membrana de dos células contiguas los cuales, a su vez, estdn formados por proteinas
integrales de membrana llamadas conexinas. La apertura o cierre de estos canales es un
proceso dindmico altamente regulado a diferentes niveles?©.

2.1.3 Uniones adherentes

Las uniones adherentes (UA) son microdominios que proporcionan fuerza de adhesion y
mecanica a las uniones célula-célula del epitelio. Realizan multiples funciones, incluyendo
la iniciacidn y estabilizacidon de la adhesién célula-célula, regulacién del citoesqueleto de
actina, sefializacidn intracelular y regulacién de la transcripcidn. El centro de las uniones
adherentes incluye interacciones entre glicoproteinas transmembranales de Ia
superfamilia de las cadherinas, como la E-cadherina, y de la familia de las cateninas
incluyendo p120-catenina, B-catenina y a-catenina; juntas, estas proteinas controlan la
formacién, mantenimiento y funcién de las uniones adherentes*.

2.1.4 Uniones estrechas

Las uniones estrechas (UE) son las uniones intercelulares mas apicales de las células
endoteliales y epiteliales y crean la principal barrera de regulacion del movimiento
paracelular del agua y solutos a través del epitelio. Esta barrera es variable y regulada
fisioldgicamente, por lo que su desensamble y/o desorganizacion pueden contribuir a
enfermedades en los humanos?®?.

Dentro de una célula, las uniones estrechas actian como una barrera que bloquea el
movimiento de proteinas entre las superficies apical y basolateral, con lo cual contribuyen
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al mantenimiento de la polaridad de la célula'®*. Entre células adyacentes, las UE llevan
a cabo una funcién de “compuerta” la cual regula el movimiento paracelular de iones y
moléculas pequenas entre ambas superficies. La funcion de compuerta de las UE actua
como una barrera dindmica entre el ambiente exterior e interior que puede ser alterada
en respuesta a sefiales ambientales, fisioldgicas o farmacoldgicas?®.

La regulacién de la difusion de iones, solutos y agua a través del espacio paracelular por
las uniones estrechas (funcidon de compuerta) junto con la funcién de barrera, mantienen
y regulan la compartamentalizacion celular (Fig. 2), por lo tanto, estas uniones establecen
compartimentos separados en los organismos multicelulares y son cruciales para el
intercambio de substancias entre el ambiente celular externo e interno mediante la
expresion de proteinas de transporte tejido-especificas!’.

Fig. 2. Funcion de barrera y compuerta de las uniones estrechas. (A) Las UE (representadas por
rectangulos morados) actian como barrera para prevenir la mezcla de componentes de la membrana
apical y basolateral. (B) En su funcién de “compuerta” las UE pueden formar un sello entre las células
epiteliales que bloquea el movimiento de iones a través del espacio paracelular. (C) Alternativamente,
algunas UE son “permisivas” o “de fuga” y permiten el movimiento de agua y iones a través del espacio
paracelular (Gupta IR Y Ryan AK, 2010%9)

Las uniones estrechas pertenecen a un complejo multimolecular que comprende mas de
40 proteinas tanto citosélicas como transmembranales y que puede ser dividido en cuatro
principales grupos: 1) proteinas de placa o andamiaje (scaffolding proteins) que sirven
como enlace entre las proteinas integrales de membrana vy el citoesqueleto de actina y
como adaptadores para el reclutamiento de moléculas citosdlicas implicadas en Ia
sefializacion celular; 2) proteinas nucleares y citosélicas que incluyen proteinas
reguladoras, supresores tumorales, y factores transcripcionales y post-transcripcionales
gue interactian directa o indirectamente con las proteinas de placa de las UE para
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coordinar funciones como la regulacion de la permeabilidad paracelular de solutos,
proliferacion y polaridad celular; 3) proteinas que regulan el tréfico vesicular y 4) proteinas
transmembranales que median el contacto directo entre células y forman barreras que
regulan la permeabilidad, tales como las proteinas JAM (junction adhesion molecule),
tricelulina, ocludina y claudinas®>*° que se describen a continuacién (Fig. 3).

ESPACIO
MEMBRANA PLASMATICA INTERCELULAR

CITOPLASMA

CLAUDINAS

XV

NV UT—

ACTINA

Fig. 3. Estructura molecular de las uniones estrechas. Las UE estan conformadas por proteinas que pueden
permanecer en la membrana plasmatica (como claudinas, ocludinas y JAM), participar en la fijacién de las UE al
citoesqueleto (tales como: ZO-1, Z0-2, ZO-3, ZONAB o cingulina), participar en trafico vesicular (por ejemplo:
VAP-33, SEC 6/8, Rab 3b, Rab13), aquellas involucradas en la sefializaciéon (como: ASIP, ZAK, sAfadina), otras que
residen temporalmente en las UE (PILT, JACOB) y aquellas que son importantes para la formacion de las UE (por
ejemplo: 7H6). Estas proteinas poseen dominios que les permiten adherirse a otras especies de proteinas tales
como: PDZ, SH3, el homdlogo de GUK, etc. (Cerejido et. al, 2007)

2.2 JAM (Junctional Adhesion Molecule)
Las JAM’s son proteinas glicosiladas que han sido localizadas junto con las ocludinas y

claudinas en las UE. A diferencia de ellas, las JAM’s tienen un sdlo dominio
transmembranal, una porcion extracelular que esta plegado a dos dominios similares a las
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Ig tipo V y una cola citoplasmatica carboxilo-terminal corta con un sitio de unién a PDZ**
20

Estas proteinas son miembros de una superfamilia de inmunoglobulinas y son expresadas
en células epiteliales y otros tipos celulares tales como los leucocitos, endotelio y
plaquetas. Se han identificado cuatro miembros en esta familia: JAM-A, JAM-B, JAM-C y
JAM4/JAM-L (JAM4 se refiere a la proteina en ratdn, mientras que la JAM-L se refiere al
homdlogo de JAM-4 en humano) (Mandelland Parkos, 2005). En los epitelios, JAM-A y
JAM-C se localizan en las UE, mientras que JAM-B se ubica a lo largo de la membrana
lateral?®.

Las proteinas JAM estdn involucradas en la transmigracion celular y en el ensamble de las
uniones celulares, asi como en los mecanismos de adhesién de células epiteliales y
endoteliales.

2.3 Tricelulina

La tricelulina es una proteina formada por 4 dominios transmembranales y tiene una
secuencia similar a la ocludina en el dominio citoplasmatico C-terminal de
aproximadamente 130 aminodcidos uniéndose, al igual que la ocludina, a ZO-1 por medio
de ésta regiéon?l.

Es la uUnica proteina conocida que se encuentra muy concentrada en las UE orientada
verticalmente en las hebras de las mismas en los contactos tricelulares. Estas uniones
estrechas tricelulares se encuentran perpendicularmente al plano del epitelio e involucran
hebras adicionales de particulas intramembranales. Al punto de contacto de tres células,
las hebras superiores de las uniones estrechas bicelulares giran en direccién basal,
mientras las hebras de las uniones estrechas orientadas verticalmente forman el

II’

“elemento central” de las uniones tricelulares. El centro de la union estrecha tricelular es

un tubo estrecho que esta implicado en el control del flujo paracelular de macromoléculas
22

El silenciamiento de esta proteina en células epiteliales resulta en una organizacién
anormal de las UE tricelulares, lo que ocasiona dafios en la funcion de barrera epitelial. Se
ha visto también, que la disminucion de ocludina en cultivos de células epiteliales causa la
localizacion de la tricelulina hacia los contactos bicelulares de las UE, indicando la
importancia de la ocludina para la concentracién de tricelulina en las uniones estrechas
tricelulares®.
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2.4 Ocludina

Fue la primera proteina en ser identificada como proteina integral de membrana
localizada en las UE, contando con un peso molecular de aproximadamente 60 kDa. Tiene
4 dominios transmembranales y tres regiones intracitoplasmaticas: 1)dominio carboxilo
terminal largo; 2)dominio amino terminal corto y 3)una asa intracelular corta. El dominio
carboxilo terminal es rico en residuos de serina, treonina y tirosina, los cuales sirven de
blancos de un gran nimero de proteinas y tirosinas cinasas. Una de las asas extracelulares
consta de un alto contenido (~61%) de residuos de tirosina y glicina, mientras que la
segunda asa es rica (~18%) en residuos de tirosina?%?4. Esta proteina puede ser fosforilada
en residuos de serina/treonina y la forma fosforilada parece ser preferencialmente
expresada en las UE, mientras que la forma no fosforilada es detectada a lo largo de la
membrana basolateral?>.

La ocludina interactia directamente con las ZO-1, ZO-2 y ZO-3 en las uniones estrechas y
estas interacciones son requeridas para la localizacidn de la proteina dentro de las UE. Se
ha demostrado que la mitad del dominio C-terminal que consiste en ~250 aminoacidos, es
responsable de la interaccion con ZO-1 y ZO-2. Ademas, la ocludina interactda con el
citoesqueleto de actina y con las proteinas JAM indirectamente mediante su interaccion
con las proteinas ZO (Gonzalez-Mariscal et al. 2000, Mandell & Parkos 2005).

Diversos estudios han demostrado la participacidon de la ocludina en funciones de barrera
de las uniones estrechas, por ejemplo, la sobre-expresion de ocludina en cultivo de células
MDKC (células epiteliales derivadas de rindn canino) incrementa el nimero de UE, lo que
resulta en la elevacidn de su resistencia transepitelial (McCarthy, K. et al, Cell Sci. 1996).
Ademas, se ha visto que la introduccion del dominio C-terminal truncado en células MDKC
o en embriones de Xenopus resultan en un incremento de fugas en el transporte
paracelular que se da en las UE, lo que indica la importancia que tiene esta proteina para
un correcto y selectivo movimiento de iones a través de las UE (Balda, M. et al. J. Cell Biol.
1996)2%.

Una funcién mas que se le ha atribuido a la ocludina es su capacidad de unirse a moléculas
relacionadas con la transducciéon de sefiales como TGF-B y participar en el proceso de
apoptosis mediante las vias de las MAPK y Akt?’, sin embargo, a pesar de las multiples
funciones que lleva a cabo, también se ha demostrado que las UE estrechas pueden
formarse sin esta proteina, tal es el caso de las células endoteliales, tejidos no neuronales
y en algunas células de Sertoli®®.
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2.5 Claudinas

En mamiferos, las claudinas pertenecen a una familia multigénica constituida por 24
isorformas (y tres mas recientemente descritas que aun estan a discusion en cuanto a su
clasificacién) con un peso que varia entre 24-34kDa. En humano se han identificado 23 de
las 24 isoformas a excepcion de la Claudina 13, la cual se encuentra presente sélo en
roedores?>30 (Tabla 1).

Son proteinas integrales de membrana con cuatro dominios transmembranales, un
extremo amino terminal, que a excepcion de Claudina-5, -16 y -25 es muy corto (2- 6
aminodcidos), una secuencia carboxilo terminal larga (la cual varia segun las isoformas),
dos asas extracelulares (AE1 que es larga (52 residuos) y AE2 que es corta (16-33
residuos)) y una asa intracelular de ~15 aminodcidos3! (Fig. 4).
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Frotemn (Gene Human

Hname I:!|:|-'I'.|1.'I.'I'--'.|'.|l.'lI.1.'I MaImes name chrmmosome

Clandin 1 SEMPI senescence- CLDN q2H-29
amociated epithelial
membrane protein 1)
Clandin 2 LN 2 Mg2d -2
Clandin 3 RVP1 (rat ventral prostate 1 CLDMN3 Tgl1.23
p1 OIEL )
CRPETEZ2 (Clostridium
!J?prn'r{g?rl.ﬁ COTCRFLOELD
receptor I)
Clandin 4 CPE-R, CPER [ Clostridium 1IN 4
perfringens cntermtoxin
recepior)
CPETH (Crstrioim
I.l'.’[f-ﬁ'u__i;PrJ.'. COLERFTOXLN
receptor 1)
WHSCHE S ("Willams-B euren
synidrome chromaosomal
region B protein)
Cladin 5 MMVCE | rarsmembrane
protein deleted in velo-
cardio-Ecial syndrome)
MBEC imouse brain
endothelial cell 1)
Clandin CLIDDMNG 16pl133
Clandin 7 CEPTIL2 { Clos tridia CLIDMNT 17pl1il
perfringens entermtoxdn
receptor-like 2
Clandin 8 CLDNE 21g22.1
Clandin * CLOMNS 16p133
Clandin 1 CPETELY ( Closendium CLIDDNTO 139321
perfringens cntertoxdn
receptor-like 3
O5P-L (oligodendrocyte-
specific protein-like)
Clmdin 11 OSF (oligodendrocyre- CLDMNTT
specific protein)
Cladin 12 CLDMNTZ
Clandin 13 Cldn 13
Clandin 1 CIDMN14
Clandin 1° CILDN1S
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Continuacion...

Protein

namc

Claudin
Claudin
Claudin
Claudin
Claudin
Claudin

SYNONymous names

16  PCLN1 (Paracellin-1)

17
18
15
20

21

Gene

namc

ADN16
ADNTT
ADNTS
ADNTS
LN 20
AON2T

Human
chromosome

3928
21q22.1
3q22.
1p34.

4935

3

2

6q25.3

N

Claudin 22 N
Claudin 23

*Cldn 13 sélo en roedores

A DN22 4q35
ADN23 dp23l

.
;
;
;
;
;
;
;

Tabla 1. Familia de las claudinas (Elkouby-
Naor L. & Ben-Yosef T. 2010)

La AE1 de ~52 residuos de aminoacidos es responsable de la permeabilidad selectiva de
las UE. Contiene una secuencia altamente conservada [Gly-Leu-Trp-x-x-Cys-(8-10aa)-Cys],
la cual determina el flujo de iones y pequefas moléculas a través de la via paracelular.
Contiene dos cisteinas altamente conservadas que ayudan a estabilizar la estructura
secundaria de esta asa mediante un puente disulfuro; ademads, estos aminoacidos
cargados juegan un papel critico en la determinacién de la selectividad de iones en las
UE3233, Se ha demostrado que al mutar una o ambas cisteinas disminuye la capacidad de
Cldn-5 para formar uniones estrechas con una alta resistencia3’. Esta asa contiene el
receptor de entrada para el virus de la hepatitis C.

La AE2 consta de 16-33 residuos de aminoacidos y se ha propuesto un modelo de hélice-
giro-hélice para ella®>. Participa en la oligomerizacion de las claudinas requerida para la
formacion de las hebras de las UE dentro de la célula, asi como también en la interaccién
cabeza-cabeza de las claudinas entre células adyacentes. En algunos miembros de la
familia (cldn-3 y 4) cuenta con un sitio de unién a la enterotoxina de Clostridium
perfringens (CPE)3¢. Ambas asas extracelulares son necesarias para la regulacion de las
interacciones claudina-claudina.
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Selectividad de iones Oligomerizacion

Puente disulfuro Unién de CPE

Entrada

b .

j Intracelular
-

Palmitoilacién

Membrana celular

AE2
Extracelular

Asa
intracelular FOSfOfilaCién 1 ICOOH

Dominio de unién a PDZ

Fig. 4. Estructura de las claudinas. Se muestran los cuatro dominios transmembranales (TM1-TM4), dos
asas extracelulares (AE1 y AE2), los extremos C- terminal y N-terminal citoplasmicos y una asa intracelular.
En la AE1 se puede observar la regidon de entrada para el Virus de Hepatitis C (VHC), los residuos de
aminodcidos bdsicos (azul) y acidos (rosa) que regulan la selectividad de iones de las UE y los puentes
disulfuro formados por dos cisteinas conservadas (verde). En la AE2 se observa el sitio de unién para la
enterotoxina de Clostridium perfringens (CPE)* y los residuos de aminodcidos basicos y acidos. El extremo
C-terminal presenta sitios de fosforilacion (circulo rojo) y un dominio de unién a PDZ. Los sitios de
palmitoilacién se muestran en el asa intracelular y el extremo C-terminal inmediatamente seguidos de los
dominios transmembranales 2 y 4. (Gupta IR Y Ryan AK, 2010%8)

*Presente sélo en algunos miembros de la familia

La cola citoplasmdtica de las claudinas muestra una variacidon considerable entre los
miembros de la familia. Es el sitio donde se dan las modificaciones post-traduccionales
gue tienen que ver con qué tan estrechas sean las uniones y con la localizacidon de las
claudinas, ademas de que contienen residuos que regulan su estabilidad. Los ultimos dos
aminodcidos del extremo carboxilo terminal interactian con el dominio PDZ que sirve
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como anclaje a proteinas citoplasmicas entre las que se encuentran las ZO-1, -1 y -3,
MUPP1y PALS-1%7.

Las claudinas son el componente clave de la estructura y funcién de las uniones estrechas
y su funcidn mas sobresaliente y obvia es la de formar las hebras de las UE, de hecho, se
sabe que las asas extracelulares de estas proteinas son las que ocupan el espacio presente
entre las células adyacentes, dando origen a las diferentes uniones que se dan entre
miembros de la familia. Un ejemplo de la importancia de las hebras de las UE en los
contactos entre células, es aquél en el que, al sobre-expresarse las claudinas en
fibroblastos de ratdn carentes de UE enddgenas, las claudinas exdgenas se concentran en
los contactos célula-célula entre células adyacentes y forman hebras de UE32,

2.5.1 Interacciones entre claudinas

Las interacciones cabeza-cabeza que se dan en las claudinas a través de las asas
extracelulares entre membranas celulares opuestas se conocen como homotipicas y
heterotipicas dependiendo de si se dan entre el mismo tipo de Claudina o si es entre
diferentes productos génicos. En general, la mayoria de las claudinas parecen intraccionar
homotipicamente, lo cual se basa en su colocalizacién en los sitios de contacto célula-
célula cuando son expresadas por fibroblastos (Fig. 5) 3°.

Las interacciones heterotipicas son menos frecuentes y de hecho se ha encontrado que
muchas combinaciones de claudinas son incompatibles heterotipicamente, mientras que
son heteroméricamente (interaccion lateral en la membrana) compatibles cuando son
expresadas por la misma célula, por ejemplo: cldn-3 y -4 o cldn-16 y -19.

Ademas de la interaccidon cabeza-cabeza, las claudinas también pueden interactuar de
lado a lado (lateralmente) en el plano de la membrana, a lo cual se le llama interaccién
homomérica y heteromérica. Al contrario de las interacciones heterotipicas, las
homoméricas son mas frecuentes, formandose incluso entre claudinas que sean
incompatibles heterotipicamente, tal es el caso de cldn-3 y -4 y cldn-16 y -19. De hecho, se
sabe que tal vez las interacciones heteroméricas sean requeridas para que los pares de
claudinas puedan formar hebras de uniones estrechas funcionales?.

Las diferentes interacciones entre claudinas dan lugar a la formacién de poros
paracelulares de diferentes diametros que pueden ir desde 4 hasta los 50 A. Ademads, las
cargas presentes en los dominios extracelulares de estas proteinas permiten discriminar
entre aniones y cationes.
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apical

A

Célula A Célula B
-} 3 Homomérica/

homotipica
gy
15

ﬁ Heterotipica/
. heteromérica

Y

[ - -

(b)

Homomeérica Heterotipica Heteromérica

Fig. 5. Interacciones entre UE. a) Muestra la vista lateral ampliada de las UE y el transporte
paracelular indicado por la flecha. Se muestran las interacciones homoméricas-homotipicas
(misma isoforma) en las primeras dos hebras y las interaciones heterotipcas-heteroméricas
entre dos diferentes miembros de las familia de las claudinas. b) Interacciones entre las
hebras de las wuniones estrechas: homomeéricas, heterotipicas y heteroméricas.
(Gupta IR Y Ryan AK, 201018).

2.6 Claudinas y cdncer

Desde hace mas de 30 afios se ha tenido evidencia acerca de la alteracidén de las uniones
estrechas en epitelios cancerosos. Observaciones realizadas en tumores demostraron que,
estos procesos cancerosos atenuan o eliminan las UE, incrementan la permeabilidad
paracelular de moléculas traza, disminuyen la TER (resistencia eléctrica transepitelial) y
provocan discontinuidades y reducciones en el nimero de hebras de UE, lo cual ha sido
detectado por microscopia por criofractura. Tomando en cuenta los resultados anteriores
en conjunto, éstos muestran un decremento en la funcién de barrera epitelial de las
células cancerosas, por lo tanto, la pérdida de las uniones estrechas constituye un paso
esencial en el desarrollo del cdncer**3. En general, las células de cancer pierden sus
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funciones especificas y polaridad con una disminucién en el desarrollo de uniones
estrechas, lo cual muestra que las células de cdncer pierden irreversiblemente y
progresivamente UE por medio de cambios genéticos y epigenéticos.

Se ha visto que durante la progresion y desarrollo del cancer, las células epiteliales
cambian de fenotipo (se desdiferencian en términos de atipia estructural) mediante la
transicion epitelio-mesénquima (TEM). Las células epiteliales normales presentan dos
particulares caracteristicas fenotipicas: 1) la formacién de capas integradas por células
que estan unidas mediante UE, y 2) una polarizacidn apical-basolateral (Cerejido et. al.
2004). Por el contrario, las células mesenquimales no forman capas organizadas de
células, no estan polarizadas y los contactos entre células vecinas no estan asociados con
la ldmina basal por lo tanto, la TEM y la pérdida de UE contribuyen en el desarrollo del
cancer.

La pérdida de la compartamentalizacién en los epitelios que conduce a la ruptura de la
barrera epitelial ha sido asociada con cambios en la expresién de las claudinas (principales
componentes de las UE) en muchos tipos de cancer. Se ha demostrado que tanto la
regulacién a la alta como la regulacién a la baja de las claudinas estan involucradas en la
progresion del cancer en gran variedad de cdnceres. De hecho, durante la Ultima década
se ha establecido que las claudinas son anormalmente expresadas en gran variedad de
tumores malignos tales como cancer de mama, cancer gastrico, carcinoma de células
renales, mesotelioma, cancer del tracto biliar y hepatocelular®4¢(Tabla 2).

Se ha mostrado que mientras una isoforma en particular se encuentra silenciada en
ciertos tipos de cancer esa misma proteina se encuentra sobre-expresada en otros
carcinomas, sugiriendo que la funcién de las claudinas puede ser tejido-especifica y puede
depender de un circuito particular de la célula®’.

La mayoria de las claudinas tienden a disminuir en las diferentes variedades de canceres,
sin embargo, la expresiéon de algunas de estas proteinas como la cldn-3, -4 y -7
incrementan en tumores originados del estémago, ovario, Utero, mama, pancreas, vejiga,
colon préstata y tiroides*®. Ademas, por ejemplo, se ha observado que en esferoides de
cancer de mama la re-expresién de cldn-1 induce apoptosis, mientras que estos cambios
no han sido detectados en cultivos celulares de dos dimensiones®.
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Claundin 1

Clandin 2

Claundin 3

Claudin 4

Claudin 5

Claudin 7

Claudin 10

Claudin 16

Claudin 18

Claudin 23

Breast
Cervical
Colorectal
Epidermis
Esophagus

Crastric
Hepatocyte
Prostate

Cervical
Colorectal

Breast
Colorectal
Esophagus
(rastric
Ovary
Pancreas
Prostate
Uterus

Biliary tract
Bladder

Cervical
Colorectal

Epidermis

Esophagus
Mesothelioma
Gastric

Ovary
Pancreas
Prostate
Uterus

Pancreas
Prostate

Breast
Cervical
Colorectal
esophagus

(rastric

Head and neck
Ovary

Uterus

Liver
Breast
Pancreas

(rastric
Crastric

Down
Down
Up
Up

Up
Down

Up
Up
Down
Down
Up
Down
Up
Down
Up
Down
Up
Down
Up
Up
Up
Up

Up
Down

Down
Down
Up
Up
Down
Up
Down

Up
Down

Up
Down
Up

Down
Down

Tabla 2.
Cambios en
la expresion
de algunos
miembros de
la familia de
las claudinas
en distintos
carcinomas
(Modificado
de Tsukita S
et al. 2008)
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La expresién de las claudinas también varia de acuerdo al estado de carcinogénesis. Por
ejemplo, en carcinomas bien diferenciados de pancreas se detectan altos niveles de cldn-4
mientras que en tumores no diferenciados y altamente invasivos cldn-4 es expresada
débilmente. Por otro lado, la expresidon de ciertas claudinas en los carcinomas tiene un
valor predictivo en la evolucidn de la enfermedad; un ejemplo de ello es la cldn-10, ya que
su expresion en carcinomas hepatocelulares predice la recurrencia de la enfermedad
después de una hepatectomia curativa®.

En cuanto al cancer gastrico se sabe que el epitelio exhibe una serie de cambios en la
expresion de diferentes claudinas durante la progresién hacia adenocarcinoma
metastdsico. Durante la metaplasia intestinal, uno de los pasos tentativos hacia la
carcinogénesis gastrica, los patrones de expresién de claudinas difieren de los epitelios
gastricos normales. Se ha visto una pérdida de la cldn-18 (de expresidn normal) junto con
un incremento en la expresion de cldn-1, -3, -4 y -7. Estos cambios se han correlacionado
con la expresidon de marcadores de proliferacion como el Cdx2%°.

Asi mismo, se ha visto que la expresién de cldn-1, -3, -4, -5 y -9 se redujo en cancer
gastrico de tipo difuso comparado con el cancer gastrico de tipo intestinal; sin embargo,
excepciones en el decremento de la expresidn de claudinas en este tipo de cancer gastrico
son la cldn-6 y cldn-7. Johnson et al observaron que en el 70% de displasias y 30% de
metaplasias de estdmago se expresd la cldn-7, ademas encontraron que la mayoria (82%)
de los adenocarcinomas intestinales expresaron esta proteina. Por otro lado, Renddn-
Huerta et al*° reportaron que la expresion de la cldn-6 es alta en ambos adenocarcinomas
gastricos (difuso e intestinal). Diversos estudios han revelado que la expresion de cldn-7 es
un evento temprano de tumorigénesis gastrica que es mantenido a través de la progresiéon
del tumor>?.

Las claudinas también influyen en las diferentes vias de la metastasis en ambos subtipos
de carcinoma. El cancer gastrico de tipo intestinal favorece la metastasis hematégena, una
ruta poco comun en carcinomas de tipo difuso. Este proceso es facilitado por las
metaloproteasas de matriz extracelular (MMP’s) en particular de las MMP-2 Y MMP-9, las
cuales, junto con la cldn-4, -6 y -9, aumentan su expresion en el cancer de tipo intestinal,
mostrando un aumento en la invasividad celular de dicho cancer, sin embargo, aunque no
existe evidencia de la actvacién de MMP’s mediante la sobre-expresién de claudinas, se
ha reportado que esa sobre-expresidon aumenta a su vez la expresion de MMP’s, lo cual
contribuye a la adquisicion de un fenotipo mayormente invasivo°.

Las MMP’s son endopeptidasas dependientes de zinc que se secretan inicialmente en un
estado enzimaticamente inactivo, el cual se mantiene gracias a la formacion de un enlace
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entre un residuo de Cisteina (Cys 73) y un idn Zn?* en el dominio catalitico. Para su
activacion requieren de la ruptura del enlace Zn%*-Cys’3, mecanismo llamado “cysteine
switch”. Estas enzimas llamadas también “gelatinasas” (debido al sustrato que digieren
coldgena desnaturalizada y gelatina) juegan un papel fundamental en la invasién tumoral,
debido a su capacidad de degradar el colageno tipo IV que forma parte de las membranas
basales de los epitelios. Se sugiere que estas gelatinasas podrian desempefiar un papel
decisivo en la capacidad de las células tumorales de origen epitelial para atravesar dichas
membranas basales e invadir el estroma de los tejidos circundantes para que se lleve a
cabo la metdstasis®?°3. Por lo tanto es evidente que durante el desarrollo del cancer la
accion de degradacién de las MMPs sobre la MEC (matriz extracelular) es un proceso
importante capaz de alterar las uniones célula-MEC y célula-célula.

En distintos carcinomas se ha demostrado que las MMPs, ademas de ser activadas por la
sobre-expresion de ciertas claudinas, también se activan mediante las proteinas de
choque térmico (Hsp’s), las cuales juegan numerosos papeles en la célula tanto en un
estado normal como bajo algun tipo de estrés o alteracién a nivel celular. En los procesos
cancerosos, las Hsp’s se encuentran asociadas a la progresién de la enfermedad llebvando
a cabo funciones vitales como: proliferacion ilimitada, evasion de apoptosis, invasion de
tejidos, migracion celular y metdstasis>3.

Por lo anteriormente expuesto, y que se sabe que en procesos cancerosos las MMPs
pueden ser activadas por la sobre-expresion de ciertas claudinas y mediante Hsp’s, es muy
probable que de igual forma exista una relacién directa o indirecta entre cldn’s y Hsp’s de
modo que su interaccidén pueda favorecer la progresion tumoral mediante la activacion de
MMPs pero de una forma conjunta, siendo éste un tema de estudio amplio, innovador e
interesante.

2.7 Proteinas de choque térmico (Hsp's)

Las proteinas del shock o choque térmico constituyen una familia que se encuentra en
forma constitutiva en todas las células procariotas y eucariotas. Fueron descubiertas
inicialmente como un grupo de proteinas estimuladas principalmente por choques de
calor y otros procesos de estrés en una gran cantidad de especies. De hecho, se
encuentran entre las proteinas mejor conservadas filogenéticamente, con respecto a su
funcién y estructura, cumpliendo un papel similar en todos los organismos: bacterias,
levaduras, plantas y células animales.
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Recientemente se sabe que las proteinas de choque térmico funcionan como proteinas
chaperonas que modifican estructuras e interacciones de otras proteinas, ademds de
cumplir roles como la estabilizacion de las proteinas intracelulares, asistencia en la
translocacién y secrecion de proteinas, reparacion o degradacién de proteinas danadas o
anormales y el plegamiento proteico a partir de secuencias lineales de aminoacidos (Fig.
6)°*>8. Por tales motivos y por su marcada participacién en diferentes roles celulares,
estas proteinas representan un determinante esencial en el control de la calidad de las
proteinas en la célula, funcionando como una red de las diferentes familias de Hsp’s en los
diversos compartimentos celulares.

Fig. 6. Plegamiento proteico asistido por Hsp40, Hsp70 y Hsp90. Hsp40 funciona como proteina intermediaria
que forma un complejo con Hsp70 para tranferirle la proteina a plegar, ademds de estimular la actividad de
ATPasa de Hsp70 para poder formar el complejo. Este complejo se une por Hsp70 al complejo Hsp90 y sus co-
chaperonas utilizando a HOP (heat shok organizing protein) como proteina de andamiaje. Por ultimo, con
avuda de ATP la proteina es plegada v los complejos disociados (Sims J. et al. 2011)

Estas proteinas, normalmente responsables de la adaptacion celular a un amplio espectro
de estrés, son también altamente expresadas durante la progresién maligna del céncer,
teniendo roles promotores importantes en las caracteristicas clave del mismo, tales como:
proliferacion ilimitada, evasién de apoptosis, invasién de tejidos, migracién celular y
metastasis. Las Hsp’s son continuamente expresadas en células normales y se sobre-
expresan en las células malignas, incluyendo varios tipos de cancer, siendo las mas

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular 19



“Evaluacion de las proteinas de choque térmico en células de
adenocarcinoma gastrico humano transfectadas con claudinas”

conocidas en cuanto a la etiologia de esta enfermedad (principalmente cancer de mama)
las Hsp 27, Hsp70 y Hsp90°8,

Las Hsp’s se categorizan dentro de diferentes familias cuyos miembros se agrupan con
base en sus pesos moleculares, los cuales varian entre 10.000 y 150.000, y se les puede
encontrar en los compartimentos celulares principales. No obstante su amplia diversidad
en cuanto a rango de masa molecular y localizacién intracelular, su actividad como
chaperonas las unifica (Tabla 3) >0,

Cada familia de Hsp’s estd compuesta por miembros expresados constitutivamente o
regulados por induccién y estdn dirigidos a diferentes compartimentos subcelulares.
Mientras la Hsp90 es expresada constitutiva y abundantemente en las células normales,
las Hsp27 y 70 son altamente inducidas por diferentes tipos de estrés como el calor, estrés
oxidativo o medicamentos contra el cancer. En condiciones normales Hsp27 y Hsp70 son
expresadas a muy bajos niveles. Una vez inducidas, estas proteinas que influencian la
agregacion, transporte, plegamientos de proteinas, etc., también modulan la ejecucién de
la via de sefializacion apoptética. Las Hsp’s pueden actuar en multiples puntos de esta via
para asegurar que el daifio ocasionado por el estrés no desencadene inapropiadamente la
muerte celular. Ademds, se ha demostrado que la Hsp27 interactia e inhibe los
componentes que inducen la apoptosis via estrés o receptor. (Fig. 7)562,

Familia Nombre Localizacion Funcion

Pequefias Hsp p20 citoplasma vasorelajacion
Hsp22 o citoplasma estabilizacion
aB-crystalin ¥ nicleo del citoesqueleto
Hsp 25 (raton) citoplasma/niclen chaperona,

Hsp 27 {humana) citoplasma/niicleo dinamica de la actina

Hsp 40 citoplasma chaperona

Hsp 47 ret. endoplasmico control en sintesis
de coldgeno

Hsp 58 mitocondrias chaperonas

Hsp 60

Hsc 70 (73) citoplasma

Hsp 70 (72) citoplasma/niicleo chaperonas

Hsp 75 mitocondria

Grp 78* ret. endoplasmico

Hsp 90 o (B6) citoplasma unién a receptores

Hsp 90 B (84) citoplasma de hormonas esteroides

Grp 94* ret. endoplasmico chaperona

Hsp 110 Hsp 105 citoplasma chaperonas,
Hsp 110 nucléolo/citoplasma citoprotectoras

Tabla 3. Familias de Hsp's

Los nimeros entre paréntesis comespanden a ofras denominaciones de las mismas proteinas. |
*GAp: proteinas relacionadas con giucosa, inducidas por anoxia y deprivacion de glucosa. (Coronato et. al. 1999)
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Intracelularmente, la contribucidon de las Hsp’s en la tumorigénesis se atribuye a sus
actividades pleiotrdpicas como chaperonas moleculares que proveen a la célula
cancerigena la oportunidad de alterar las actividades de las proteinas, en particular,
componentes de la maquinaria del ciclo celular, cinasas y otras proteinas que influencian
el crecimiento celular tumoral. De hecho, se ha demostrado que el papel tumorigénico de
la Hsp70 y Hsp27 se encuentra asociado a sus propiedades antiapoptdticas®.

N
vl

Bid «——Casp.8

Fig. 7. Modulacién de la via apoptética mediante las Hsp’s. A nivel mitocondrial, Hsp27 y Hsp70 inhiben la liberacion
mitocondrial de proteinas pro-apoptéticas a través de la inhibicion de Bid y Bax. A un nivel post-mitocondrial, la inhibicidn
de la formacién del apoptosoma y, por lo tanto, la activacion de las caspasas y apoptosis se lleva acabo a través de la
inhibicion del citocromo ¢ por Hsp27 y de Apaf 1 pr Hsp70 y Hsp90. Hsp70 puede también interactuar e inhibir la via
apoptdtica de Daxx a través de su unidn a JNK 1, resultando en la inhibicién de ésta via. Hsp90 puede interactuar con la
cinasa RIP1 o con Akt, resultando en ambos casos en la activacion de NF-KB mediada por la inhibicidon de la apoptosis.
(Schmitt et. al. 2007)

Por lo anterior, se puede decir que las principales funciones de las Hsp’s intracelularmente

son:

e Hsp27 (proteina de supervivencia) que inhibe la apoptosis mediante la
oligomerizacion y la fosforilacion®4%>

e Hsp70 (proteina con alta capacidad antiapoptética), regulador negativo decisivo de
la via apoptdtica mitocondrial, la cual puede inhibir la apoptosis a diferentes
niveles: premitocondrial, mitocondrial y postmitocondrial®®.
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e Hsp90 (proteina con funciones citoprotectoras) la cual responde a diferentes
asociaciones moleculares segun sea el estimulo de muerte celular al que se haya
sometido la célula®’.

Las Hsp’s pueden también localizarse extracelularmente y mediar funciones
inmunoldgicas con las cuales pueden provocar una respuesta inmune modulada, ya sea
mediante el sistema inmune adaptativo o por medio del sistema inmune innato. De
hecho, la proteina Hsp70 se encuentra expresada externamente unida a la membrana
plasmatica®.

Las principales funciones inmunoldgicas de estas proteinas son:

e Acarreadoras de péptidos (presentacion de péptidos al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH))

Principalmente las proteinas de un peso molecular de 70 y 90 kDa han sido identificadas
como reguladores clave del sistema inmune del hospedero. Se ha visto que las Hsp’s son
importantes en el proceso de presentacion de los péptidos antigénicos al CMH-I (tipo |)
para iniciar la respuesta antigénica especifica de las células T o linfocitos T citotdxicos
CD8+, para la cual es utilizada la respuesta inmune adaptativa. De hecho, los complejos
Hsp-péptidos absorbidos por las APC (Células Presentadoras de Antigenos) se ha visto que
son especificos, saturables, y dependientes de concentracidn, por lo cual se han hecho
hipdtesis acerca de la existencia de receptores especificos de Hsp’s®®7? (Fig. 8).

En cuanto a la inmunidad innata, el grupo heterodimérico TLR2/TLR4 en combinacién con
el receptor de lipopolisacdridos (LPS) CD14 han sido identificados como receptores
relevantes mediando la absorcion de Hsp70 (inducible), Hsc 70 (proteina de choque
térmico de la familia de las Hsp70 constitutivamente expresada) y Gp96 (Hsp90B1,
pardlogo de la Hsp90 que se encuentra en el reticulo endopldsmico).

e Inductoras de la secrecidon de citocinas

AUn en la ausencia de péptidos inmunogénicos, los miembros del grupo de Hsp70 y Hsp90
proveen sefiales de peligro para el sistema inmune del hospedero. Las células tumorales
han sido identificadas como una fuente natural para la localizaciédn extracelular de la
Hsp70'°. La interaccion de Hsp70 libre de péptidos con CD14 y TLR2/4 en las APCs inicia la
liberacion de citocinas proinflamatorias, incluyendo TNF-q, IL-1B, IL-12, IL-6 and GM-CSF.
Este proceso se desencadena por la translocacion de NF-kB en el nucleo, ademas de que
estas citocinas resultan en una estimulacion no especifica del sistema inmune
innato’%73(Fig. 9).
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Fig.8 Funcion acarreadora de péptidos de las Hsps. Las Hsp’s como chaperonas de péptidos derivados de
células tumorales son internalizados via endocitosis mediante los receptores de Hsp. Después de la
absorcidn y procesamiento de los péptidos, estos son presentados en el CMH-I del APC, lo cual induce la
respuesta de las células T CD8+ en contra del cancer. (Schmitt et. al, 2007)

Hsp70 también compite con el ligando CD40 para unirse a las APCs. De hecho, se ha
determinado la implicacién de Hsp70 en la estimulacién de la migracion de células
dendriticas (DCs) para el drenaje hacia los nddulos linfaticos y en la maduracién per se de
las DCs. En células dendriticas, después del contacto con Hsp70, el CMH-tipo Il y moléculas
coestimulatorias (incluyendo CD86, CD83 y CD40) estdn altamente regulados’®. Sin
embargo, el papel de las Hsp’s como proteinas semejantes a las citocinas se ha reportado
gue puede ser, al menos en parte, una consecuencia de contaminacion de las
preparaciones de Hsp’s con LPS o lipoproteina bacterial’>.

e Inmunoestimulacion de células NK

Las células NK son células efectoras importantes del sistema inmune innato. Sus funciones
efectoras estan reguladas por un gran numero de células inhibitorias de muerte o
asesinas y por receptores activados; estos receptores pertenecen ya sea al receptor
parecido a las inmunoglobulinas de células asesinas (KIR), al transcripto parecido a
inmunoglobulina (ILT), al receptor de lectina tipo-C o al receptor de citotoxicidad natural
(NCR). Dependiendo de la localizacién intracelular de del inmunoreceptor inhibitorio
basado en tirosina o en motivos activadores, estos receptores median la activacién de
células NK o la tolerancia hacia antigenos propios’®”7.
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Fig. 9 Efectos de induccidn de citocinas por Hsp70. En ausencia antigénica, las Hsp’s se unen a
receptores de sefializacion (como TLR2/4 mas CD14) que desencadenan la activacién de NF-kB. Las
APCs secretan citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a) las cuales conducen a una estimulacion no-
especifica del sistema inmune innato. GPI=glicosilfosfatidilinositol. (Schmitt et. al, 2007)

En estudios realizados con células NK y Hsp’s se observd que la Hsp70 desencadend una
alta expresién membranal de CD94, una glicoproteina de membrana que forma
heterodimeros con miembros de la familia de receptores NKG2. La cantidad de Hsp70
unida a la membrana en las células tumorales se correlaciona positivamente con la
intensidad de lisis mediada por las células NK, por lo que se ha visto que un estrés quimico
como la adicién de farmacos citostaticos aumenta la expresion en la superficie celular de
Hsp70 en células tumorales y, por lo tanto, representan las mejores dianas para las células
NK (Rabinovich et. al. (2 000); Feng et. al. (2001)). La incubacién de células NK purificadas
con proteina Hsp70 recombinante o con péptido TKD aumenta su actividad citolitica
contra las células tumorales que portan en la membrana a Hsp70 y mejora la activacién de
receptores celulares NK, incluyendo al CD947872,

Se ha determinado que Hsp70 y Hsp90 tienen la capacidad de estimular el sistema inmune
innato cuando estan presentes en la superficie de la célula. Estudios realizados en biopsias
de tumores humanos revelaron la presencia de Hsp70 en la membrana plasmatica de
células de colon, pulmén, pancreas, mama y las metdstasis derivadas de los mismos89-82,
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2.7.1 Participacion de las Hsp’s en cdncer.

Se ha reportado que las Hsp’s se encuentran sobre-expresadas en una gran variedad de
tumores humanos, mientras que su expresién ha sido asociada con la diferenciacién de
células tumorales, asi como con su resistencia a la apoptosis y un mal prondstico de
cancer. Mas aun, existe evidencia relativamente reciente de que ciertas Hsp’s (Hsp27, 60 y
90) son sobre-expresadas en cancer gastrico contribuyendo al desarrollo y mal prondstico
de este tipo de cancer®.

La participacion de las Hsp’s conlleva funciones que algunas de ellas pueden compartir y
otras en las que difieren, siendo las siguientes las principales:

Hsp27
Esta proteina se encuentra sobre-expresada en una gran variedad de cdnceres y se ha

sugerido que su papel mas importante en el desarrollo de los tumores es el bloqueo de la
apoptosis mediante proteinas “cliente” que estan involucradas en la via de |la apoptosis
entre las que se incluyen: Akt, p53 y NF-kB. Adicionalmente, Hsp27 puede suprimir el
programa de senescencia, ya que se ha visto que la eliminacién de Hsp27 en células
transformadas causa la activacion de la via de p53, induccidn de p21 y la expresién de los
signos tipicos de senescencia celular®*8>,

Hsp27 juega un papel importante en la migracién celular y metdstasis a través de su
interaccion con el citoesqueleto de actina y la potenciacion de la expresion de MMP-2 y
MMP-9 que son esenciales para la metastasis funcionando como degradadoras de la
MEC8. Ademads se encuentra involucrada también en el control de la proliferacion celular
y en la resistencia a terapias anti-cancer.

Hsp40
En cancer, la regulacién a la baja de las isoformas | y Il entre las que se incluyen DNAJA3,

DNAJB4 y DNAJB6 de Hsp40 estan correlacionadas con un fenotipo altamente agresivo e
invasivo (Mitra A, et al. 2012) y la sobre-expresion de DNAJB8 aumenta la tumorigénesis
en células ce cancer colorectal (Morita R. et al, 2014). Debido al limitado conocimiento en
esta proteina se han realizado principalmente dos enfoques orientados que se encuentran
en etapas tempranas de desarrollo. El primero es un enfoque inmunolégico con una
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vacuna de la isoforma DNAJB8 y la otra es una molécula pequefia que blanquea a Hsp40
(Cassel J et al. 2012- Nishizawa S. et al. 2012).

Hsp70
Los estudios realizados con esta proteina y su participacion en el cancer sefialan que juega

un papel causal de iniciacion de la enfermedad. Especificamente la sobre-expresion de
Hsp70-1 se ha encontrado que confiere tumorigenicidad en las células de fibrosarcoma en
ratén asi como también la capacidad de resitencia de estas células a la muerte por células
T citotdxicas y macréfagos in vitro®’.

Mds recientemente, se encontré que Hsp70-1 es requerida para la transformacién
mediada por el receptor de Her2/neu (Human epidermal growth factor receptor 2) y la
sobre-expresion de Hsp70-2 se encontrd en lineas celulares de cancer de mama. Estos
resultados indican que Hsp70 puede tener una funcién de oncogen?s.

Hsp70 también tiene un papel importante en la presentacién antigénica de p53 para la
respuesta humoral en pacientes con cancer de mama. Controla el crecimiento y la
propagacion del tumor mediante la formacion de un complejo junto con p53 a lo que le
sigue una respuesta inmune en los pacientes con esta enfermedad. Junto con Hsp90,
Hsp70 median la activacion de MMP-2 con lo que dan lugar a la migracién celular e
invasion fuera de las células de cdncer de mama®-°°,

Hsp70 sobre-expresada protege a las células de estimulos como la apoptosis y necrosis,
por lo que le confiere a las células tumorales una ventaja de supervivencia®'. También se
encuentra involucrada en un incremento en la proliferacion celular (cdncer de
mama,cuello uterino y pulmén), metastasis de los nédulos linfaticos (cancer de mama y
colon), incremento del tamafio del tumor (cuello uterino) y presencia de p53 mutado
(cdncer de mama y endometrio)®2.

Hsp90
El cancer es una enfermedad de inestabilidad genética y tal inestabilidad permite que una

célula eventualmente adquiera seis capacidades que caracterizan a las enfermedades
malignas (Hanahan & Weinberg), tales son: angiogénesis sostenida, invasion,
insensibilidad a la sefalizacién anti-crecimiento, potencial replicativo ilimitado,
autosuficiencia en senalizacion de crecimiento y la capacidad de evadir la apoptosis,
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siendo Hsp90 una proteina que desempeiia un papel fundamental en la adquisicion y
mantenimiento de cada una de estas capacidades®3.

Aunque Hsp90 es una chaperona intracelular, recientemente se ha encontrado expresada
en la superficie celular de las células malignas altamente metastasicas como las células de
melanoma y fibrosarcoma. En células de melanoma la expresidon de Hsp90 de superficie
celular se correlaciona positivamente con el potencial metastasico y la migracién celular
es experimentalmente inhibida por anticuerpos contra Hsp90. Esto sugiere que la Hsp90
de superficie celular esta involucrada en la invasién y metdstasis y es un blanco potencial
para el desarrollo de nuevos inhibidores de invasidon y metastdsis®*®>. En cuanto a su
funcién de superficie celular en la invasién de células, Eustace et al. demostraron la
participacién de la Hsp90 en el proceso de activacién de la MMP-2, la cual permite la
diseminacién tumoral®>.

Hsp90 y sus co-factores modulan la apoptosis de las células tumorales. Este proceso lo
lleva a cabo mediante su interaccion con AKT, receptor de TNF y NFkB. Esta proteina esta
involucrada en interacciones dindmicas de baja afinidad con los factores de transcripcién y
cinasas manteniéndolos en un estado latente pero que se activa facilmente. Mutaciones
oncogénicas en dichas proteinas provocan que estén en una conformacioén inestable y
exigen una mayor demanda de la chaperona®®?’.

2.8 Enfoques terapéuticos anticdncer basados en Hsp’s extracelulares e intracelulares

Extracelularmente

La mayoria de los enfoques inmunoterapéuticos contra el cancer basados en Hsp’'s
explotan su funcidn acarreadora de péptidos inmunogénicos®®°°. Estudios utilizando como
vacuna a los complejos formados por Hsp70-Gp96 purificados de pacientes con tumores
como medios para tratar y prevenir el cancer indican, que la inmunogenicidad de estos
complejos es especifica del tumor.

Ademads de su actividad de chaperonas, los complejos péptido-Hsp son internalizados en
las células presentadoras de antigenos mediante endocitosis mediada por receptores.
Dentro de los compartimentos celulares los péptidos “chaperoneados” son liberados,
procesados y presentados con las moléculas del CMH clase I. Al mismo tiempo, la entrada
de estos péptidos inicia la maduracion de las células presentadoras de antigenos, lo cual
es de vital importancia por el hecho de que estas células son esenciales para inducir una
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reaccion inmune frente a antigenos tumorales y, ya que se encuentran defectuosas en los
pacientes con cancer, promover su maduracién mediante péptidos podria ser un método
prometedor para vencer la inmunosupresion inducida por el tumor.

Debido a que la Hsp70 es frecuentemente presentada en la membrana plasmatica de las
células tumorales y no en tejidos normales, ésta ha sido utilizada como blanco de
tumores. En ensayos realizados por E. Schmitt y col. se explord el efecto del péptido TDK
derivado de Hsp70 en la estimulacion de células NK en reposo contra tumores positivos a
Hsp70 en la membrana. En un modelo de ratéon con un xenoinjerto de tumor, la
incubacién de linfocitos de sangre periférica con el péptido TDK mas una dosis baja de
Interleucina 2 (IL-2) promovieron la capacidad citolitica y migratoria de las células NK
hacia las células tumorales in vitro positivas a Hsp70 en la membranal®. Gracias a estos
resultados, se inicid un ensayo clinico de fase | en pacientes con terapia refractaria
(aquéllos cuya respuesta al cancer se ha interrumpido al primer o segundo tratamiento),
metastasis colorectal y carcinoma de pulmdn para estudiar la tolerancia y viabilidad de las
células NK activadas por TDK. Después de una estimulacién in vivo del producto de una
leucaféresis (separacion de leucocitos a partir de una muestra de sangre) con IL-2/TDK, el
péptido fue removido y las células autdlogas activadas se introdujeron nuevamente a la
circulacién via intravenosa. El procedimiento se repitid por seis ciclos mostrandose que la
reinfusion de células NK activadas por TDK resulté una técnica tolerable, factible y segura.
De hecho, diez de los doce pacientes mostraron respuestas inmunolégicas significativas
incluyendo una alta en la regulacion de la actividad citolitica en contra de los tumores
positivos a Hsp70 en membrana y un incremento en la densidad de receptores activadores
de células NK en la superficie de la célula, incluyendo al receptor de lectina tipo-C, el cual
sirve como marcador sustituto para la reactividad de Hsp70. Ademads, dos de cinco
pacientes tratados con mds de cuatro ciclos mostraron respuestas clinicas, lo cual no se
esperaba ya que todos los pacientes presentaban enfermedad tumoral progresiva durante
su ultima quimioterapia estandar'®l. Finalmente, la ventaja de este enfoque es el gran
perfil de seguridad y la disponibilidad ilimitada del péptido Hsp70 y TDK sintético, el cual
estimula a las células NK.

En conclusion, los pacientes fueron inyectados con preparaciones de Hsp’s con el fin de
inducir una respuesta inmune antitumoral especifica capaz de rechazar al tumor, por lo
tanto las Hsp’s (principalmente Hsp70 y Gp96 (Hsp90B1)) tienen un rol positivo en la
terapia contra el cancer.
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Intracelularmente

La alta expresidn constitutiva de Hsp’s es una propiedad esencial para la supervivencia de
la mayoria de las células tumorales, por lo tanto, la neutralizaciéon de estas proteinas ha
sido una estrategia atractiva como terapia anticdncer. Hasta ahora, sélo los inhibidores de
Hsp90 han estado disponibles para probarlos clinicamente, tal es el caso de la
geldanamicina y su analogo 17-AAG, drogas que se han sometido a ensayos clinicos de
fase 1y Il para la actividad anti-cancer. El uso de Hsp90 como “blanco” farmacoldgico con
inhibidores quimicos especificos permite la degradacién de proteinas cliente y la
inhibicidn del crecimiento del tumor a través del arresto de la fase G1 y la activacién de la
apoptosist®?103, E| hecho de que la geldanamicina y la 17-AAG promuevan la muerte
selectiva de células cancerosas, sugiere que estas células pueden exhibir un fenotipo
estresado con una alta dependencia de la accion citoprotectora de la Hsp90. En los
tumores, la Hsp90 esta presente enteramente en complejos de multichaperonas con una
alta actividad de ATPasa, mientras que en tejidos normales estd presente en un estado sin
complejos'®. Las drogas inhibitorias de Hsp90 usan como “blanco” indirecto a diversas
proteinas requeridas para el crecimiento de las células malignas, lo cual ha demostrado
ser muy prometedor en los ensayos terapéuticos®1%, Sin embargo, esta clase nueva de
farmacos induce en alta proporcién a Hsp70, proteina  protectora que reduce
fuertemente el efecto de muerte celular provocado por los inhibidores de Hsp90.

La combinacién de inhibidores de Hsp70 y Hsp90 podria ser muy util en la terapia contra
el cancer, de hecho, se han realizado estudios de los cuales se ha reportado que las
construcciones antisentido de Hsp70 tienen propiedades quimiosensitivas que incluso
pueden matar lineas celulares en ausencia de estimulos adicionales!?”1%, Estudios en
células de leucemia humana (Bcr-Abl) muestran que la Hsp70 es un blanco terapéutico
prometedor para revertir la resistencia a drogas por las células cancerosas,
probablemente por su capacidad de inhibir la apoptosis rio arriba y rio abajo de la
mitocondria. Sin embargo, a la fecha no existen moléculas que puedan inhibir
selectivamente a la Hsp70 citosdlica.

Se ha demostrado recientemente que la creacién de blancos de Hsp70 derivados del
factor de induccién de apoptosis (AIF por sus siglas en inglés) pueden sensibilizar a las
células cancerigenas para la induccién de apoptosis neutralizando la funcién de Hsp70.
Todos esos péptidos derivados de AIF contienen la regién 150-228 de aminoacidos, la cual
se sabe que es necesaria para la unién de la Hsp70. Experimentos realizados utilizando
diferentes lineas celulares de cancer (leucemia, cancer de colon, cancer de mama y cancer
cervical) demuestran que algunos de estos inhibidores de Hsp70 derivados de AIF
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incrementan fuertemente la sensibilidad de las células a la quimioterapia in vitro. Este
resultado esta meramente relacionado con la capacidad de neutralizar a la Hsp70
enddgena ya que ésta actividad pro-apoptética se perdid en las células negativas a
HSp70109-110.

En cuanto a Hsp27, se ha demostrado que, en cdncer de prostata, la utilizacion de
oligonucledtidos antisentido de Hsp27-fosforotioato (variante del ADN en la que uno de
los O, se encuentra reemplazado por un S) mejora la apoptosis y el retraso de la
progresién del tumor. Esta terapia toma como células diana a aquellas con una alta
expresion de Hsp27 por ser independientes de la concentracidén de andrdgenos, ya que en
terapias contra este tipo de cancer en las cuales se incluia la eliminacién de andrdgenos,
se inducia una apoptosis no completa, por lo que se establecia progresion de células
tumorales supervivientes independientes de andrdégenos. Ya que esta progresion es el
obstaculo principal para mejorar la supervivencia y la calidad de vida, se han realizado
estudios focalizados en terapias no hormonales en los que se establecen como dianas
estas células independientes de andrdgenos, es decir, células con alta expresidon de
Hsp27111,

Las estrategias antisentido también han demostrado que el mieloma multiple y distintos
tipos de linfomas pueden ser sensibilizados a los farmacos terapéuticos como la
dexametasona y el inhibidor de proteosoma “Velcade”. En lineas celulares resistentes a
dexametasona, la Hsp27 se sobreexpresa. Su baja regulacion por siRNA sensibiliza a la

célula a la dexametasona promoviendo la apoptosis mediante la activacion de caspasas!*®.

3. JUSTIFICACION

Todos los estudios anteriormente citados muestran la gran importancia e interés de
desarrollar nuevas y novedosas drogas terapéuticas dirigidas a las Hsp’s para aumentar la
supervivencia y calidad de vida de los pacientes con cdncer y, preferentemente, eliminar
del todo este padecimiento. Para lograr estos objetivos es de vital importancia conocer
detalladamente a cada una de estas proteinas (principalmente las que se sabe estdn mas
relacionadas con esta enfermedad), su funcién, sus implicaciones en los procesos
cancerosos y su relaciéon con proteinas que contribuyen a la invasividad de tejidos,
mediante la inhibicidn de la apoptosis y la supervivencia y propagacidon de las células
cancerosas. De hecho, gracias a numerosos estudios realizados en pacientes con
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diferentes tipos de cancer, se sabe que las proteinas de choque térmico que estan
mayormente implicadas en el desarrollo y progresién de esta enfermedad son: Hsp90,
Hsp70, Hsp40 y Hsp27 por lo tanto, el presente trabajo estd enfocado a determinar los
niveles de expresidn de estas proteinas en células de cancer gdstrico que sobreexpresan a
claudinas-6, -7 o -9 promoviendo la activacién de MMPs, la migracién e invasividad
celular, ya que se ha demostrado una relacidn directa entre Hsp’s y activacion de MMP’s
por un lado y Cldn’s-MMP’s por el otro sin embargo, no se tienen estudios en los que se
demuestre una co-relacién entre Hsp’s y sobre-expresion de claudinas que pueda estar
participando en dichos procesos celulares en los que se propaguen las células malignas
hacia otros tejidos, por lo que esta investigacion podria ser considerada novedosa en ese
aspecto.

4. HIPOTESIS

e Dado que la sobre-expresiéon de las claudinas-6, -7 o -9 correlaciona con un
aumento en los niveles de proliferacion, migracidon e invasividad de células de
adenocarcinoma gastrico humano, entonces se espera que los niveles de expresién
de las Hsp-90, -70, -40 o -27 sea mayor comparada con la que se observaria en
células control.

e Asimismo, si la sobreexpresién de dichas claudinas promueve la activacién de las
MMP-2 o MMP-9 y se ha reportado que éstas pueden ser activadas por las Hsp’s,
entonces se espera detectar co-localizacién de las Hsp’s con las MMPs o de las
claudinas con las Hsp’s.

5. OBJETIVOS

General:

e Analizar la expresién de las proteinas de choque térmico o Hsp’s (Hsp 27, Hsp 40,
Hsp 70 y Hsp90) en células de origen gastrico AGS control y en células AGS que
sobre-expresen claudina-6, -7 0 -9 por transfeccién.
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Particulares:

e Medir la expresiéon de Hsp27, Hsp40, Hsp70 y Hsp90 en células AGS control y en
células AGS que sobre-expresen claudinas -6, -7 o -9.

e Medir la secrecién de Hsp27, Hsp40, Hsp70 y Hsp90 en sobrenadantes de células
AGS control y en células AGS que sobre-expresen claudinas -6, -7 o0 -9

e Evaluar la posible interaccion entre Hsp’s, MMP’s y claudinas en células AGS
control y en células AGS que sobre-expresen claudinas -6, -7 0 -9 mediante ensayos
de co-inmunoprecipitacion.

6. METODOLOGIA

6.1 Linea celular

Para la realizacién de este proyecto se utilizé una linea celular epitelial AGS derivada de
adenocarcinoma gastrico humano, la cual fue cultivada y propagada en medio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (D-MEM de GIBCO) suplementado con 5% de suero fetal bovino
(FBS), 2 mM de L-glutamina (GIBCO), 1mg/mL de insulina de (SIGMA), 2 mM de piruvato
de sodio (GIBCO) y 10,000 U/mL/10,000 pg/mL de penicilina/estreptomicina (GIBCO).
También se utilizaron células AGS que fueron previamente transfectadas con el vector
pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO para sobreexpresar a claudinas-6, -7 o -9 de forma estable. Al
medio de estas células se le acondiciond 60 pl de geneticina para mantener la expresién
constitutiva de las claudinas. El proceso de cultivo y propagacion se realizdé a 37 ° C, 5% de
CO2y 95% de Oa.

6.2 Cultivo y manejo de lineas celulares
= Descongelamiento de células

Las células AGS mantenidas en crioviales a -70°C se descongelaron paulatinamente
colocandolas en hielo. Una vez descongeladas, se colocaron en tubos cénicos de 15mL
adicionando 3 mL de medio (D-MEM) suplementado. Esta mezcla se centrifugd a 150 rpm
durante 5 minutos para obtener el botdn celular que seria utilizado para fines de cultivo y
propagacion. Por ultimo, se elimind el sobrenadante de los tubos cénicos (dejando sélo el
botén celular) y se le agregd 1mL de medio suplementado para poder resuspender el
botén celular. Una vez obtenida la suspension celular, ésta se agregd en una caja de Petri
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(p-100) junto con 7mL de D-MEM vy se guardaron en la incubadora con la temperatura,
CO; y Oz correspondientes.

* Propagacion de células

Para poder llevar a cabo la propagacién de las lineas celulares, se permitié que las células
llegaran a un minimo de 90% de confluencia. Posteriormente, se retird el medio de cultivo
y se realizaron tres lavados con 5 mL de PBS 1X estéril. Una vez retirado el PBS, se
prosiguié a aplicar 400ul de tripsina (enzima que elimina las uniones célula-célula o célula-
matriz extracelular) incubando por aproximadamente 3-5min para promover el
desprendimiento de las células contenidas en la caja. Después del desprendimiento
celular, se inactivd la Tripsina agregando 2mL de medio de cultivo, se resuspendid y se
paso a tubos cénicos para centrifugar a 150 rpm durante 5 min. Por ultimo, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié el botén celular adiciondndole 2 mL de medio de cultivo,
agregando esta suspension celular a cajas Petri con 7mL de medio suplementado D-MEM.
En el caso de las células tranfectadas con claudinas -6, -7 y -9 se les agregaron 60 ul de
geneticina.

= Congelamiento celular (para preservacion de células)

Este proceso se llevd a cabo a partir de cajas confluentes, las cuales se lavaron con PBS 1X
estéril, se tripsinizaron, centrifugaron y contaron las células con ayuda de la cdmara de
Newbauer para obtener cantidades exactas de células a congelar. El botén de células
obtenidas por centrifugacion, se resuspendido con nuevo medio al cual se le adiciond
glicerol al 10%, homogenizandolos perfectamente. Posteriormente, se colocaron 1X10°
células por criovial y se congelaron a -70°C.

=  Medio condicionado

Este proceso se llevd a cabo con células confluentes al 90-100% a las cuales se les retird el
medio de cultivo con el que se encontraban creciendo (D-MEM suplementado), se les
realizaron 3 lavados con PBS 1X estéril y posteriormente se les aplicé medio de cultivo D-
MEM libre de Suero Fetal Bovino (SFB) para someterlas a un “estrés” durante 24 hrs y con
ello, promover la secrecién de moléculas al medio. Se recuperé este medio condicionado
después de haber dejado en incubacidn las células por 24 hrs., se depositd en tubos
conicos y se almacené a -70°C.
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6.3 Obtencion de proteinas

» [isados totales (extraccion total de proteina)

Se descongelaron células contenidas en cajas Petri, se les agregd 1mL de amortiguador de
lisis 1 con inhibidores de fosfatasas y proteasas (ver anexo) a cada caja y se rasparon de la
caja para desprenderlas. La suspension celular obtenida del raspado fue depositada en
tubos de polipropileno de 1.5ml mantenidos en hielo. Posteriormente, se prosiguié a
sonicar cada lisado para romper las membranas durante 1 minuto a 25 % de amplitud en
un sonicador SONICS Vibra Cell.

Por ultimo, los lisados se centrifugaron los lisados a 39,000rpm durante 30 minutos a 4 °C
utilizando un rotor 70 Ti, se recuperaron los sobrenadantes en tubos tipo eppendorf, se
les agregé solucién de Laemmli 4X y se guardaron a -20° C.

= Determinacion de proteina

La concentracién de proteinas se determind por medio del método de Bradford (Bio-Rad),
el cual se basa en el cambio de color del colorante de Coomassie (Brilliant blue G-250)
después de ser afiadido a una solucién de proteinas. Este compuesto interacciona con
aminodacidos basicos (especialmente arginina) y aromdticos, y una vez que se han unido, la
uniéon del colorante con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcién
(absorbancia) del colorante desde 465 a 595 nm.

Para poder realizar la cuantificacion de proteinas se realizéd una curva patrén de albiamina,
utilizando un stock de albumina de 1mg/mL, llevando a cabo las siguientes diluciones:

Volumen de Albumina a 1 mg/ml Volumen de ddH,0 (pL) Concentracién final (pg/mL)
({T18)
0 1000 0

10 990 10
20 980 20
30 970 30
40 960 40
50 950 50
60 940 60
70 930 70
80 920 80
90 910 90
100 900 100

Las muestras problema se tomaron de los lisados totales antes realizados y se diluyeron
1:50 con ddH>0. En una placa de 96 pozos e colocaron por triplicado 80ul de las muestras
problema y de las diluciones de la curva patréon. Posteriormente se agregé 20ul de
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reactivo de BIO-RAD. Se mezclaron las diluciones por aproximadamente 15 min y se
leyeron las absorbancias a 595nm en el equipo Vicor 1420 Multilabel Counter de Wallac a
595nm en el equipo Vicor 1420 Multilabel Counter de Wallac. Por ultimo, una vez
obtenidas las absorbancias y con base en éstas, se calcularon las concentraciones
especificas totales de proteinas y las cantidades a cargar en pl de muestra en los geles de
poliacrilamida.

6.4 Ensayos de Western Blot

Es una técnica analitica utilizada para detectar proteinas especificas en una muestra
determinada, por lo que fue utilizado para la deteccién de proteinas derivadas de los
lisados totales.

Para comenzar esta técnica se realizaron geles de poliacrilamida del 10% y 12.5% de
acuerdo a los diferentes pesos moleculares de las proteinas de estudio. Se agregd PB-
mercaptoetanol a una concentracion final del 5% y se dejaron en ebullicidn durante 5 min.
Se prosiguio a cargar 35ug de proteina (obtenida de los lisados totales) en cada carril y se
llevd a cabo la electroforesis aplicando una corriente de 50 mA por gel durante
aproximadamente 30min-1h a temperatura ambiente. Posteriormente se llevd a cabo la
electrotransferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa. Esta se realizé a 120
mA y 250 V durante 1h. Para verificar la eficiencia de este proceso, se tifieron las
membranas con rojo de Ponceau. Se bloqued posteriormente con 5% de leche
descremada (BIO-RAD) en Tris-Buffered saline (TBS) durante 1h en agitacidn suave para
bloquear los sitios inespecificos y evitar que los anticuerpos se unieran a ellos. A
continuacion, se retird la leche blogqueadora, se hizo un lavado con TBS1x para eliminar los
excesos de la misma y se aplicaron los anticuerpos primarios correspondientes (Hsp27,
Hsp40, Hsp70 y Hsp90a) dejandolos en agitacion suave durante toda la noche a 4°C. Al
siguiente dia se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con TTBS 1x (Tween 20-Tris Buffer
saline) y se prosigui6 a afadir a las membranas los anticuerpos secundarios
correspondientes: goat anti-mouse y rabbit anti goat (tabla 2) manteniéndolos en
agitacion durante una hora y media a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron 3
lavados de 10 min con TTBS 1X y un lavado de 10 min con TBS 1X quedando en las
condiciones éptimas para la deteccidn de las proteinas por medio del revelado. La unién
de los anticuerpos fue detectada por quimioluminiscencia con el kit Super Signal® West
Dura Extended Duration Substrate de Thermo Scientific /Pierce Protein Research Products.
Para ello se elimind el exceso de TBS 1X de las membranas y se colocaron durante 5
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minutos en la mezcla de los reactivos. Las membranas se expusieron a placas radiograficas
KODAK.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Goat polyclonal anti Hsp27 Rabbit anti goat
Mouse monoclonal anti Hsp40 Goat anti mouse
Mouse monoclonal anti Hsp70 Goat anti mouse
Mouse monoclonal anti Hsp90 Goat anti mouse

Tabla 4. Anticuerpos especificos para las proteinas de choque térmico

6.5 Co-Inmunoprecipitacion

Para conocer la posible interaccion entre proteinas de choque térmico con
metaloproteasas y claudinas se realizé la técnica de co-inmunoprecipitacién. Para ello, se
utilizaron anticuerpos especificos dirigidos contra las claudinas o las MMPs de interés para
asi revelar, a través de un ensayo de western blot, la sefal obtenida para las Hsp’s de
interés.

Se requirieron células cultivadas hasta al 90-100% de confluencia las cuales, para iniciar la
técnica, se lavaron con PBS frio dos veces. Se prepard el Amortiguador 1 (NaCl 150mM)
con los inhibidores necesarios (ver anexo) y se agregd 1mL del mismo a cada caja
incubando durante 30 min a 4°C. Posteriormente, se realizd el raspado de las células de
cada caja y se colectaron los lisados en tubos tipo eppendorf, se resuspendieron y
centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min a 4°C para posteriormente recuperar los
sobrenadantes en tubos nuevos. Se realizé la cuantificacion de proteina de los lisados
totales y posteriormente se preclared, es decir, se incubé 1mg/mL de proteina obtenida
de los lisados con 10ul de suero pre-inmune y 10 ul de proteina G sefarosa durante al
menos 1 h a 4°C con agitacion suave. Posterior a la incubacidn, se centrifugd a 9000 rpm
por 3 min., se recuperd sobrenadante y se colocd en tubos nuevos. Se agregd la cantidad
apropiada de anticuerpo primario para cada Claudina y metaloproteasa (proteinas a
inmunoprecipitar) y se incubd durante toda la noche a 4°C en agitacién suave.
Posteriormente se agregaron 25ul de proteina G sefarosa a cada muestra y se incubd
durante 2 h maximo a 4°C. Se centrifugd el inmunoprecipitado a 9000 rpm durante 2 min
a 4°C, se recuperaron las perlas y se realizaron dos lavados con Amortiguador 2 (NaCl
600mM (ver anexo)) y un lavado con Amortiguador 1, ambos sélo con inhibidores de
fosfatasas y proteasas. Finalmente se agregaron 25 pul de la solucién de Laemmli 4X y se

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular 36



“Evaluacion de las proteinas de choque térmico en células de
adenocarcinoma gastrico humano transfectadas con claudinas”

realiz6 western blot revelando contra las Hsp’s con las que podrian interaccionar las
claudinas y las MMP’s

Proteina Suero preinmune
Cldn 6 Anti goat
Cldn 7 Anti rabbit
Cldn9 Anti goat
MMP-2 Anti mouse
MMP-9 Anti mouse

Tabla 5. Sueros pre-inmunes utilizados
para cada proteina inmunoprecipitada.

7. RESULTADOS

7.1 Sobre-expresion de las diferentes claudinas en células AGS

En primera instancia se realizaron ensayos de western blot para confirmar que las
claudinas de estudio se encuentran sobre-expresadas en las células AGS. En la figura 10 se
muestran los niveles de proteina de las claudinas -6, -7 y -9 utilizando anticuerpos
especificos para dichas claudinas y en la figura 11 utilizando un anticuerpo contra la GFP
acoplada a cada una de las claudinas.

AG S Cldn?
AGS GFP
AGS

AGS Cldn9

AGS G

AG

AGS Qdn6
AGS GFP

Cldn6 Cldn7 Cldn9

a-Actin a-Actin -

Fig. 10. Western blot de extractos totales de células AGS en el que se muestra la sobre-expresidn de las
claudinas-6, -7 y -9. La proteina sobre-expresada tiene un peso aproximado de 50 kDa debido a que se
encuentra fusionada a la GFP. En las células AGS control y con el vector vacio sélo se observa la proteina
endodgena de aprox. 25 kDa. Se muestra a-Actina como control de carga.
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Fig. 11. Western blot realizado a partir de lisados totales de células AGS que muestra la sobre-expresion de
las claudinas de estudio la cual es evidenciada con un anticuerpo especifico para la proteina verde
fluorescente (GFP). Las proteinas sobre-expresadas tienen un peso de aprox. 50kDa que corresponde a cada
Claudina fusionada a la GFP. En el caso de las muestras de AGS con el vector vacié se observa solo la banda

correspndiente a la GFP de aroximadamente 20-25kDa. Se muestra a-Actina como control de carga.

7.2 Expresion de Hsp’s en células AGS control y células AGS que sobre-expresen
claudinas-6, -7 y -9.

Para evaluar si las proteinas de choque térmico (Hsp27, Hsp40, Hsp70 y Hsp90) se
expresan en células AGS control y AGS transfectadas con las diferentes claudinas (cldn -6, -
7 y -9), se hicieron extracciones totales de proteina para posteriormente realizar ensayos
de Western blot y corroborar la presencia/ausencia de las proteinas de interés.

En la figura 12 se muestran los resultados obtenidos de los ensayos de Western blot en los
gue se puede observar que la expresion de Hsp27 aumenta en las células transfectadas
con claudina-6. Las células transfectadas con claudinas-7 y -9 muestran niveles de
expresion similares a las de las células AGS control. Con respecto a la expresién de Hsp70,
similar a Hsp27, se observod un ligero aumento en células transfectadas con claudina-6
con niveles de expresion similares entre las células AGS control y las transfectadas con
cldn-7y -9.

En cuanto a la expresion de Hsp40, no se pudo detectar sefal en las células AGS control.
Contrario a lo que sucede con éstas, la expresion fue evidente en las células AGS que
sobre-expresan claudinas-6, -7 y -9. Cabe mencionar que la Hsp40 mostré un aumento
considerable en las células AGS transfectadas con Claudina-9. La expresién de Hsp40 fue
similar en las células transfectadas para claudina-6 y -7.

La Hsp90, al igual que Hsp40, se detectd sélo en las células transfectadas. Su expresion fue
menor comparada con la de la Hsp40, similar entre las células transfectadas con claudina-
6 y -7 y aumentada para las células que sobre-expresan claudina-9.
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Se llevéd a cabo una densitometria de cada una de las proteinas para demostrar su
expresidon cuantitativamente en la cual se demuestra el aumento de la expresién de Hsp40
y Hsp90 principalmente en relacidon con las células transfectadas con Claudina 9. En
cuanto a Hsp27 y Hsp70, se puede observar un ligero aumento en cldn-6, sin embargo no
es significativo (Fig. 13).
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Fig. 12. Expresidn de las diferentes Hsp’s en células AGS control y transfectadas con
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cldn-6, -7 y -9. Como control de carga se muestra a a-Actina.
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Figura 13. Estudio cuantitativo realizado por densitometria de la expresion las
proteinas de choque térmico observadas por western blot.

Con los resultados anteriores se puede sugerir que la sobre-expresién de cldn-9 parece
jugar un papel importante en la expresion de dos proteinas de choque térmico: Hsp40 y
Hsp90, siendo la Hsp40 en la que se muestra una mayor regulacidn positiva.

7.3 Secrecion de Hsp’s en sobrenadantes de células AGS control y células AGS que sobre-

expresen claudinas

Para determinar si la secrecion de las Hsp’s es diferente en las células AGS control y en las
transfectadas, se realizaron ensayos de Western blot a partir de sobrenadantes de las

células cultivadas durante 24 h sin SFB.
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Fig. 13. Secrecion de Hsp27 en el medio condicionado de
células AGS control y AGS transfectadas con claudinas.

Los resultados a partir del andlisis de los medios condicionados fueron escasos, ya que
esta técnica sélo permitio la deteccidén de la Hsp27. Como se muestra en la figura 13 se
reveld una banda muy tenue en el peso molecular correspondiente a esta proteina la cual
no muestra un aumento significativo en ninguno de los tipos de células utilizados (control
y transfectadas). El hecho de no detectar a las otras Hsp’s no significa que estas no sean
secretadas al medio, por lo que serd necesario realizar modificaciones a la técnica para
medir exitosamente dicha secrecidn e implementar otra técnica como la de
inmunoprecipitacion, la cual podria detectar con mayor facilidad las cantidades minimas
de proteina que se secreta en los medios condicionados.

7.4 Interaccion entre Hsp’s, MMP’s y Cldn’s en células AGS control y células AGS
transfectadas con claudinas.

Para analizar la posibilidad de que las Hsp’s interactien o colocalicen tanto con
metaloproteasas como con claudinas, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacién en los
gue se precipité a cada una de las claudinas (-6, -7 y -9) y metaloproteasas (MMP-2 Y
MMP-9) tanto en células AGS control como en células AGS transfectadas. Cada
inmunoprecipitado se analizé6 mediante ensayos de western blot utilizando anticuerpos
especificos contra cada una de las proteinas de choque térmico (Hsp27, 40. 70 y 90).

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular 41



“Evaluacion de las proteinas de choque térmico en células de
adenocarcinoma gastrico humano transfectadas con claudinas”

Co-IPs de claudinas y MMPs reveladas con anticuerpo

anti-Hsp70
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Fig.14. Co-Inmunoprecipitados de claudinas -6, -7 y -9 y metaloproteasas -2 Y -9 para
Hsp70. Se muestran las células AGS sin tranfectar (wt) como control y el “Input” como
control para cada inmunoprecipitado.
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Fig.15. Co-Inmunoprecipitados de claudinas -6, -7 y -9 y metaloproteasas -2 Y -9 para
Hsp27. Se muestran las células AGS sin tranfectar (wt) como control y el “Input” como
control para cada inmunoprecipitado.
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Co-IPs de claudinas y MMPs reveladas con anticuerpo
anti-Hsp90
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Fig.16. Co-Inmunoprecipitados de claudinas -6, -7 y -9 y metaloproteasas -2 Y -9
para Hsp90. Se muestra el “Input” como control para cada inmunoprecipitado.
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Fig.17. Co-Inmunoprecipitados de claudinas -6, -7 y -9 y metaloproteasas -2 Y -9
para Hsp40. Se muestra el “Input” como control para cada inmunoprecipitado.
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En la figura 14 se muestran los resultados de la posible interaccién entre las claudinas o
las MMPs en estudio, con la Hsp70. Como puede observarse, para el caso de las células
AGS control y transfectadas con claudinas-6 y -7, no se obtuvo ninguna sefal positiva.
Para el caso de las células transfectadas con claudina-9 y aquellas en las que se
inmunoprecipitd a MMP-2 y -9, se observé una banda cercana a los 70 KDa Unicamente en
las muestras del “input” utilizadas como control. En las muestras de los
inmunoprecipitados solo se detectd una banda cercana a los 50 KDa que pudiera tratarse
de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas.

En cuanto a la posible interaccién con la Hsp27 (Fig.15), se observa una sefial
correspondiente a peso molecular en todas las muestras analizadas excepto para el
inmunoprecipitado de la MMP-2. Comparando todos los carriles de los
inmunoprecipitados con sus “input” controles, se observa que la banda correspondiente a
27 KDa es mas fuerte en estas muestras, lo que pudiera indicar una interaccién entre la
Hsp27 con las claudinas-6 y -7 y con la MMP-9.

En las Fig. 16 y 17 se muestran los resultados de las inmunoprecipitaciones de las
claudinas y las MMP’s para determinar colocalizacién con la Hsp90 y Hsp40. Aunque es
evidente que se requieren otros experimentos para corroborar estos resultados, se
sugiere una posible interaccidon en aquellos en los que se inmunoprecipitod a las claudina-6
y -9 y se reveld contra Hsp90, ya que se observa una sefial correspondiente a un peso
molecular cercano a 90 KDa. Utilizando el anticuerpo contra Hsp40 se podria sugerir una
interaccion entre esta proteina y la Claudina-6.

Tomando en conjunto los resultados obtenidos en este trabajo se sugiere que la
sobreexpresién de las claudinas-6, -7 o -9 promueven la expresiéon de proteinas como las
Hsp’s. Parece que este efecto es mas evidente para la claudina-6 y la claudina-9 en las
cuales se promovi6 la expresion de las Hsp40 y Hsp90. De la misma manera, al realizar los
ensayos de inmunoprecipitacidn, se observd que estas mismas claudinas podrian estar co-
localizando con la Hsp-90 y muy probablemente con la Hsp27 y Hsp40.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

Las claudinas son los componentes mas importantes de las UE ya que son responsables
del mantenimiento de la polaridad y permeabilidad de los epitelios, ademds de estar
involucradas de una manera importante en la arquitectura y regulacion de la homeostasis
de los tejidos, en los que actian como barreras de la via paracelular. Existen diversos
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reportes en los que se muestran variaciones en la expresion de claudinas tejido-
especificas en tumores malignos, por lo que el estudio del patrdn de distribucion de éstas
proteinas ha sido de gran interés, ya que tanto su aumento como su disminucién podrian
tener un impacto importante en la progresién del tumor13114,

Diversos estudios han demostrado que la sobre-expresién de las claudinas en células de
distintos carcinomas promueve procesos relacionados con la progresion de estos
padecimientos, como lo son la proliferacion, migracién e invasividad celular. Dentro de
estos procesos se ven involucradas diversas proteinas como MMPs, supresores de
tumores (a través de ZO-1Y Z0-2), la activacion de complejos de factores de transcripcion
como B-catenina/TCF-LEF, entre otros. Estos procesos conllevan a la supervivencia celular,
inhibicidn de apoptosis, induccién de la expresién de oncogenes, degradacion de la matriz
extracelular y una gran variedad de procesos que aseguran el desarrollo de la enfermedad
y la diseminacién de la mismat?>16,

Existen reportes en los cuales se ha demostrado que la sobre-expresion de las claudinas
promueve la activacion de MMP-2 y -9, lo que podria explicar el papel que juegan las
claudinas en la migracién e invasividad celular'!’. Dentro de estos procesos, proteinas
como las proteinas de choque térmico o Hsp’s participan de manera importante, ya que
éstas se expresan constitutivamente en células normales pero, en distintos tipos de
carcinomas, se han visto sobre-expresadas. A la fecha no se sabe si existe alguna relacion
entre la sobreexpresion de claudinas, la activacién de metaloproteasas y la activacion y/o
aumento en la expresion de Hsp’s, por lo que este proyecto se desarrolld con la finalidad
de analizar la expresién y posible activacién de las Hsp’s en células que sobre-expresan
claudinas-6, -7 0 -9 y relacionarlo con los efectos ejercidos por dichas claudinas.

Las proteinas de choque térmico que se evaluaron en este estudio fueron: Hsp27, Hsp40,
Hsp70 y Hsp90, ya que en diversos estudios se ha demostrado que estan principalmente
implicadas en procesos cancerosos®8. En primera instancia se analizo la expresién, a nivel
de proteina de las Hsp’s. Los resultados obtenidos mostraron un aumento en los niveles
de expresién de la Hsp27 en las células transfectadas con claudina-6, de Hsp40 y Hsp90 en
células tranfectadas con claudina-9. El efecto mas sobresaliente es el del aumento en la
expresion de Hsp40 por la sobreexpresiéon de claudina-9, de la cual se sabe que su sobre-
expresiéon incrementa la proliferacion e invasividad de células de cancer y, ahunado a
esto, se ha demostrado que Hsp40 y Hsp90 se sobre-expresan en distintos carcinomas
junto con distintas proteinas co-chaperonas y participando también en la migracion e
invasividad celular lo cual, de acuerdo a los resultados obtenidos, podria estar sucediendo
en la linea celular del cdncer gastrico, particularmente en este estudio®.
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Aun cuando no fue posible medir la secrecidn de todas las Hsp’s evaluadas, se observo
que (por lo menos para el caso de la Hsp27) éstas son secretadas al medio. Serd
indispensable determinar, por otras técnicas, si esta secrecidon es mayor cuando las células
sobreexpresan claudinas, ya que para el caso de aquellas que sobre-expresan a claudina-9
en donde se vié aumentada la expresion de Hsp40 y Hsp90, se espera que haya una
correlacién entre los niveles de expresidn de estas Hsp’s y sus niveles de secrecion.

Se sabe que la sobre-expresiéon de ciertas claudinas en este tipo de enfermedades estd
relacionada con la pérdida o atenuacién de las UE, aumento en la permeabilidad celular,
disminucion de la TER, etc., lo que da lugar a una disminucién de la funciéon de barrera
epitelial. Estos cambios celulares pueden facilitar el paso de las Hsp’s a través de los
epitelios contribuyendo a la migracién e invasién de otros tejidos, y a la inhibicién de
apoptosis para la supervivencia celular, funciones que se sabe llevan a cabo las proteinas
de choque térmico cuando son sobre-expresadas en procesos cancerosos*.

El cdncer por si solo, es un proceso que le ocasiona estrés a la célula, sin embargo estudios
recientes han demostrado que células de cancer de mama sometidas a estrés presentan
una alta expresion de Hsp90 (y sus co-chaperonas, Hsp70 y Hsp40), un aumento en su
secrecién y que su capacidad de migraciéon e invasidon se ve aumentada®'®11® En este
trabajo se midi6 la presencia de Hsp’s en medios de células que fueron crecidas durante
24 h sin SFB como una via para evaluar la secrecién de las Hsp’s. Sorprendentemente,
solo la Hsp27 y no las demas, fue detectada en los medios condicionados, a una baja
intensidad y sin cambios visibles en su expresidn entre cada una de las células utilizadas
(AGS control y AGS transfectadas). Estos resultados coinciden con el hecho de que Hsp27
es altamente inducible bajo condiciones de estrés, ademds de que se sabe que su sobre-
expresidon y secrecion en distintos carcinomas podria servir de diagndstico temprano y una
posterior terapia contra el carcinoma en cuestion®®-12°, En cuanto al resto de las proteinas
se ha reportado, principalmente con células de cancer de mama, que la Hsp90 asi como
las Hsp40 y Hsp70 (que funcionan como co-chaperonas de la primera) son secretadas
conjuntamente en medio condicionado ya que forman complejos proteinicos que asisten
en la activacién de ciertas “proteinas cliente” entre ellas la MMP-2, contribuyendo a la
invasion y metastasis®?, sin embrago, en nuestro estudio no fue posible detectarlas por lo
gue se requiere hacer mas estudios con los que se pueda corroborar su secrecién, para
comprobar el comportamiento de estas proteinas en medios condicionados y si son
excretadas en estos proceso cancerosos. Dado lo anterior, resulta entonces de vital
importancia, estudiar las proteinas de choque térmico en medios condicionados por el
hecho de que su participacién, principalmente Hsp90, es necesaria para la activacion de
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ciertas proteasas requeridas para la invasién (como las MMP’s) que son secretadas de
forma inactiva al medio extracelular.

Numerosos estudios han mostrado que la remodelacion de los tejidos depende en gran
escala de la reestructuracién de la matriz extracelular (MEC) la cual, en procesos de
tumorigénesis, se ve afectada promoviendo la migracién e invasiéon de las células
cancerosas para colonizar érganos distantes. Referente a este proceso, se han identificado
diferentes proteasas extracelulares que son de gran importancia en el mismo, entre ellas
las metaloproteasas (MMPs), las cuales son endopeptidasas dependientes de zinc capaces
de degradar gelatina y el coldgeno de las membranas basales®?>*21, Con lo anterior, se
vuelve mds evidente que uno de los primeros procesos de invasion es el desprendimiento
de la célula tumoral para atravesar el tejido e invadir los érganos contiguos degradando la
matriz extracelular mediante éstas MMPs.

Recientemente se ha reportado que las MMPs, ademas de degradar proteinas de matriz
extracelular, también pueden hacerlo con proteinas que no pertenecen a la matriz, tales
como las de adhesion célula-célula. Aunado a esto, se ha reportado que la sobre-
expresion de algunas claudinas, como cldn-3 y cldn-4, estd asociada con el incremento en
la actividad de la MMP-2, o también que la baja expresién de cldn-10 se relaciona con una
reduccion en la actividad de las MMPs en células de hepatocarcinoma. Estos reportes,
indican que existe una estrecha relacién entre la actividad de las MMPs, la sobre-
expresion de cldn’s y la metdastasis en células cancerosas'??1?3, Por otra parte, existen
diversos estudios en los que se muestra que la sobre-expresion de las proteinas de choque
térmico en diferentes carcinomas se encuentra involucrada en procesos de migracion,
invasidon y metastasis hacia otros tejidos a través de la la activacion de las MMPs.

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que en células AGS la sobre-
expresion de claudina-9 induce un aumento en la expresiéon de MMP-2 y la sobre-
expresion de claudinas-6 y -7 de  MMP-9, sugiriendo que el aumento en la capacidad
invasiva de éstas células podria deberse al aumento en la expresidn de estas
metaloproteasas.

De acuerdo con lo anterior, evaluamos la posible interaccién entre las claudinas y MMPs
con las Hsp’s. Los resultados que obtuvimos mostraron una co-localizacion entre Hsp90
con cldn-6 y cldn9, asi como también de Hsp27 con cldn-7 y MMP-9. Estos datos
concuerdan con estudios previos en los que se mostré que Hsp27 juega un papel
importante en la invasidon y metdstasis hacia otros tejidos, siendo una proteina con un
papel critico para la expresidon de metaloproteasas-2 y -9'%4. Con lo anterior se podria
proponer que la sobre-expresion de cldn-7 potencia la expresion de Hsp27 y que la
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cercania entre ésta y MMP-9 podria inducir el inicio del proceso de invasién, en el que la
MMP-9 llevara a cabo su papel de degradacion de la matriz mientras que Hsp27 llevara a
cabo su papel en la migracion celular y metdstasis mediante su interaccién con el
citoesqueleto de actina y la potenciacion de la expresion de MMP-926,

En cuanto a Hsp40 y Hsp90, de igual forma se mostrd un incremento en la expresion de
éstas en relacién con cldn-6 para Hsp40 y de las cldn-6 y -9 para Hsp90, las cuales al igual
que con Hsp27 podrian estar promoviendo el aumento en la actividad de la proteina de
choque térmico por su sobre-expresion. En este caso, se puede sugerir que el aumento en
la expresion de Hsp40 y Hsp90 podria estar dado por una via indirecta mediante un
intermediario, como las MMPs. En estudios previos de nuestro laboratorio se mostrd una
interaccion entre claudina-6 con MMP-9 y Claudina-9 con MMP-2, por lo que una posible
interaccidn a través de la formacion de complejos entre MMPs y claudinas incrementaria
la expresion de las Hsp’s indirectamente. Otra posibilidad es que, ademas de que las
claudinas y metaloproteasas pudieran aumentar la expresion de Hsp90 y Hsp40, se
indujera la formacion de co-chaperonas que interactien con esta proteina e incluso
ayuden en la activacién de MMP-2 principalmente!?’, por lo que un complejo formado
entre las proteinas mencionadas podria estar jugando un papel importante en la sobre-
expresion de las Hsp’s mencionadas. Posteriormente, seria sugerible realizar ensayos de
inmunofluorescencia o de FRET para corroborar la interaccidn directa entre las proteinas
gue mostraron una posible co-localizacién.

Los resultados anteriores nos pueden sugerir que el aumento en la capacidad invasiva de
las células AGS podria estar relacionado con el aumento en la expresion de las Hsp's
mediante las MMP’s directa o indirectamente reguladas por la sobre-expresiéon de las
claudinas reportadas.

Interesantemente, aunque Hsp40 fue la proteina que elevé mas significativamente sus
niveles de expresidon en células que sobre-expresan claudina-9 y mostré una posible co-
localizacion con Claudina-6, se deberian llevar a cabo mas estudios para corroborarlo. Esto
se podria explicar de manera similar a lo que ocurre con Hsp90, ya que se ha demostrado
gue claudina-9 co-localiza con MMP-2 y MMP-9 principalmente aumentando los niveles
de expresion, asi como Claudina-6 promueve el aumento en la expresion y posible
activacion de MMP-2, por lo que ese gran aumento en la expresidn captado mediante la
técnica de Western blot, podria estar dado de una forma indirecta en la que la claudina-6
y/o -9 interactuen o formen complejos con la MMP-2 y éstas a su vez, influencien un
aumento en la activacidon de la Hsp, la cual se sabe que tiene altos indices de invasividad,
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hecho que concuerda con los estudios que sefialan que las MMPs son los principales
degradadores de matriz para que se dé la invasion hacia los tejidos circundantes.

Hsp70 mostré un aumento en su expresion con respecto a células AGS transfectadas con
cldn-6, sin embargo no mostré co-localizacién con ninguna otra proteina. Estudios previos
con esta proteina han mostrado que es importante para la activacion de MMP-2 en células
de cancer de mama, ya que su inhibicion demostré un decremento en la migracién y, por
lo tanto, de la invasividad celular''®. Ademds, como se mostrd en nuestro laboratorio, la
claudina-6 esta relacionada con un incremento en la actividad de MMP-2 por lo que seria
importante realizar estudios mas profundos acerca de la actividad y expresion de éstas
proteinas y asi saber si laMMP-2 podria ser un intermediario en esta reaccidn.

Tomando todos los datos en conjunto podemos proponer que la sobreexpresion de
claudina-9 podria estar promoviendo el aumento en la expresion y posible activacién de
MMP-2 y de Hsp90 que, junto con el aumento en la permeabilidad celular, promoveria la
secreciéon de MMPs y Hsp’s a través de vias paracelulares dafadas. Las Hsp’s podrian
participar manteniendo un ambiente proinflamatorio (con la induccién y secrecion de
citocinas y la expresion de marcadores de superficie) propicio para la proliferacién e
invasion de las células cancerosas y favorable para la degradacion de la matriz extracelular
por las MMPs.

Finalmente, cabe resaltar, que los estudios mostrados en el presente trabajo son
innovadores por el hecho de que no existen hasta la fecha evidencias de que la expresion
de Hsp’s y claudinas confieran alguna ventaja a las células cancerosas para su
supervivencia, migracién e invasividad. Los estudios a la fecha evalian a cada una de las
proteinas por separado, por lo que los presentes hallazgos ayudarian a establecer el
marco molecular en el cual cada una de las proteinas esta regulada.

9. CONCLUSIONES

e La sobre-expresion de claudina 9 aumenta los niveles de expresion de Hsp40 vy
Hsp90.

e Lasobre-expresion de claudina-6 aumenta la expresion de Hsp27.

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular 49



“Evaluacion de las proteinas de choque térmico en células de
adenocarcinoma gastrico humano transfectadas con claudinas”

e Hsp27 co-localiza con cldn-7, cldn-9 y MMP-9 mostrando un aumento en su
expresion con cada una de ellas.

e Hsp40 co-localiza con cldn-6.

e Hsp90 co-localiza con claudinas-6 y -9.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren una relacién estrecha entre la expresion
de claudinas y la expresidn de las Hsp’s como probables protagonistas de la activacién de
MMPs y, en consecuencia, de la invasividad celular. Estos estudios podrian dar pauta a la
realizacion de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a este grupo de proteinas como
método diagndstico de cdncer géstrico y, posteriormente, otros tipos de cancer.

10. PERSPECTIVAS

Aun faltan estudios por realizar para determinar, de manera mas precisa, los mecanismos
gue estan involucrados en los procesos de invasividad, migracidon y metastasis dados por
el complejo de proteinas antes mencionadas y como es su funcionamiento y regulacién
dentro de las células contribuyendo a la adquisicién de un cambio a nivel celular que
pueda desencadenar alglin tipo de cdncer. Esto podria realizarse mediante distintas
técnicas entre las que se incluyen inmunofluorescencias o FRET para determinar la
localizacion de las proteinas en la célula y si éstas interaccionan entre si; ensayos de
inmunoprecipitacion y western blot de los medios condicionados para detectar con mayor
facilidad a las proteinas, ya que la cantidad secretada mediante un medio condicionado es
muy poca en comparacion con un extracto celular; ensayos de zimografia para observar
actividad de metaloproteasas en presencia de las Hsp's y claudinas sobre-expresadas; uso
de RNAs de interferencia para conocer los efectos que se producen al silenciar una
proteina en especifico, etc. Todos estos estudios seran de gran ayuda en la comprension
de los mecanismos requeridos en una transformacion celular en los cuales se involucra a
las claudinas como elementos importantes en estos procesos.
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11. ANEXO

MEDIO DE CULTIVO
D-MEM solo (ésteril)

-Disolver un sobre del medio en aproximadamente 800 ml de agua tratando de no dejar
nada de medio en el sobre

-Adicionar 2 g de NaHCO3 y disolver
-Ajustar a pH = 7.4 (puede quedar 0.1 0 0.2 abajo)
-Levar a 1 L de volumen con agua

-Esterilizar por filtracion separando en botellas de 500 ml etiquetadas

D-MEM suplementado
Por cada 100 ml de medio D-MEM solo adicionar:

e 0.1 mlde Insulina de SIGMA de 10 mg/mL (10 pg/ml 0 0.1 U/ml)

e 0.2 ml de Piruvato de Sodio de GIBCO 100mM (2mM)

e mlde L-Glutamina de GIBCO 200 mM (2mM)

e ml de Penicilina/Estreptomicina de GIBCO 10,000U/ml/10,000 ug/ml
(100U/ml/100 pg/ml)

e 5.0 ml de Suero Fetal Bovino de GIBCO (5%)

DMEM para congelamiento de células.
D-MEM + GLICEROL 10% Para 10 ml de medio total:

e 1.25 ml de Glicerol al 80%
e 8.75 ml de D-MEM suplementado.
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D-MEM para medio condicionado

Por cada 100 ml de medio D-MEM solo (estéril) adicionar:

0.1 ml de Insulina de SIGMA de 10 mg/mL (10 pg/ml 0 0.1 U/ml)

0.2 ml de Piruvato de Sodio de GIBCO 100mM (2mM)

ml de L-Glutamina de GIBCO 200 mM (2mM)

ml de Penicilina/Estreptomicina de GIBCO 10,000U/ml/10,000 ug/ml
(100U/ml/100 pg/ml)

NOTA: se debe dejar libre de Suero Fetal Bovino (SFB), ya que ésta es la base del

condicionamiento hacia las células

PBS 1X pH = 7.5, para lavado de los cultivos celulares.

Para 1L

-Pesar 9.6 g de PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) de GIBCO

-Disolver en 900 ml de agua

-Ajustar el pH

-Aforar con ddH:O, esterilizar por filtracidon y guardar en refrigeracion.

AMORTIGUADOR DE LISIS (para extraccion de proteinas) pH =7.5.

Para preparar 100 ml:

0.8766 g de NaCl (150 mM)
0.6057 g de Tris base (PM = 121.14 g/mol, C4H11NO3) de SIGMA (50 mM)
0.038 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol, C14H24N2010) de SIGMA (1 mM)
0.029 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol, C10H16N20s) de SIGMA (1 mM)
ml de IGEPAL (1%)
ml de Solucién de Desoxicolato de Sodio al 10% (0.1%)

o g de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (0.1%)
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-Disolver los compuestos y ajustar el pH

-Aforar a 100 ml con agua

-Almacenar en Refrigeracién

*Antes de emplear adicionar los siguientes inhibidores, por cada ml de Buffer a emplear:

e 4 ulde Leupeptina 5 mg/mL (20 pg/ml)

e 10 pl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas | de SIGMA (dil 1:100)
e 10 pl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas Il de SIGMA (dil 1:100)
e 1 mgde Inhibidor de Tripsina de SIGMA (1mg/ml)

Buffer de Laemli 4X
Para 50 ml:

e 20 ml de SDS al 10% (4%)

e 12.5mldeTris0.5M pH =6.8 (0.125M)
e 10 ml de Glicerol (20%)

e 0.02 g de Azul de Bromofenol (0.04%)

-Disolver y aforar a 50 ml
-Alicuotar en tubos de 15 ml
-Almacenar en congelacién

-Usar la mitad del volumen de este buffer en el volumen de la muestra.

*Antes de emplear la muestra para corrimiento electroforético adicionar B&-
Mercaptoetanol para tener una concentracion del 5%.

ACRILAMIDA 30.8%
Para 100 mil:

e 30 gde Acrilamida (BIO-RAD) (30%)
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e 0.8 gde Bis N, N- metilen bis acrilamida (BIO-RAD) (0.8%)

-Disolver poco a poco la acrilamida en 50 ml de ddH,0 y posteriormente disolver la bis -
acrilamida.

-Llevar a 100 ml con ddH,0 y guardar en refrigeracion.

TRIS 1.5M pH=8.8
Para 100 ml: 1
o 8.171gdeTris

-Disolver poco a poco en 50 ml de ddH,0, ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml.

TRIS0.5M pH=6.8
Para 100ml:
e 6.057g de Tris

-Disolver poco a poco en 50 ml de ddH,0, ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml.

Gel Separador al 12.5%

e 8.33 mlde Acrilamida 30.8%

e 5mldeTris1.5MpH=8.8

e 6.4 mlde ddH.0

e 100 pl de SDS al 20%

e 100 pl de Persulfato de Amonio al 10%
e 10 ulde TEMED

Gel Separador al 10%

e 3.35mlde Acrilamida 30.8%
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e 25mldeTris1.5MpH=28.8

e 4 mldeddH0

e 50 pl de SDS al 20%

e 50 pl de Persulfato de Amonio al 10%
e 5ulde TEMED

Gel Concentrador

2.5 ml de Acrilamida 30.8%

3.75mlde Tris 0.5 M pH =6.8

8.55 ml de ddH20

75 ul de SDS al 20%

15 ul de TEMED

150 ul de Persulfato de Amonio al 10%
Amortiguador para Electroforesis, pH = 8.3
Para 4L:

e 12.13 gde Tris (25 mM)
e 57.65 g de Glicina (192 mM)
e 4gdeSDS (0.1%)

-Aforar con ddH,0

Amortiguador de Transferencia, pH = 8.3
ParallL:

e 3.03gde Tris (25 mM)
e 14.4 g de Glicina (192 mM)
e 200 ml de Metanol (20%)
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NOTA: No ajustar pH con 4cidos o bases, el pH de 8.3 se obtiene si se pesan
correctamente los ingredientes.

-Aforar con ddH;0 y guardar en refrigeracion.

Para lavados de membranas se utilizé6 TBS 1X, pH=7.6
Para 1L:

e 2423 gde Tris (20 mM)
e 8gdeNaCl (136 mM)

-Aforar con ddH;0 y guardar en refrigeracion.

Para lavados e incubaciones con anticuerpos de membranas se utilizoé TTBS 1X, pH =7.6
Para 1L:

e 2423 gde Tris (20 mM)
e 8gdeNaCl (136 mM)
e 1 mldeTween 20 (0.1%)

-Aforar con ddH,0 y guardar en refrigeracion.

INMUNOPRECIPITACION
Amortiguador 1 (Para 500 ml de NaCl 150mM)

e 3.0285 de Tris (50mM)
e 4.35g de NaCl (150mM)

-Ajustar Ph a 7.5

*Antes de emplear adicionar los siguientes inhibidores. Por cada ml de amortiguador a
emplear:

¢ Inhibidor de tripsina (1Img/ml)
e Cocktel de fosfatasas y proteasas dil 1:100 (10ul/ml)
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e Leupeptina 20 pg/ml (4 ul de la sol. 5mg/ml)

e Aprotinina 10 pg/ml (10 ul de la sol. Img/ml)

e Tritdn X-100 al 0.5% (en lavados de perlas recuperadas del inmunoprecipitado no
se agrega este detergente)

Amortiguador 2 (Para 500ml de NaCl 600mM)

e 3.0285g de Tris (50mM)
e 17.4g de Na Cl (600mM)

-Ajustar pHa 8.3

Para 500ml de Tris 20Mm
e 1.211gde Tris (20Mm)

-Ajustar pH a 7.5 y de preferencia esterilizar.

Lavado de perlas de proteina G Sefarosa

e Se lavan 3 veces con Tris 20mM pH 7.5, en un volumen 1:1
e Se centrifugan a 9000 rpm
e Se guardan a 4°C hasta utilizarse.
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