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INTRODUCCION

Ademas de los tres tipos de RNA que se conocen comunmente, el RNA
ribosomal, el RNA de transferencia y el RNA mensajero, existen otros tipos de
RNA que regulan la expresion genética a nivel postranscripcional, estos se
denominan RNAs de interferencia (iRNA) y son un grupo de moléculas de RNA
de ~20 — 30 nucledtidos (nt) de longitud que estan conservadas evolutivamente y

ampliamente distribuidas en eucariontes.(Wilson and Doudna 2013).

Los iRNAs regulan la expresion de genes codificantes para proteina, en
mamiferos, participan en la regulacion de genes involucrados en el desarrollo
embrionario y también participan como supresores o promotores de tumores en
procesos cancerigenos. En humanos los miRNAs representan el 5% del genoma y
estan encargados de regular el 30% de los genes que lo conforman (Wilson and
Doudna 2013). y 60% de los genes codificantes de proteinas (Bartel DP 2009).
Ademas, protegen el genoma, impidiendo la expresion de material genético
extrafio como transposones y material genético viral, los cuales pueden originar
RNA aberrante 0 RNA de doble cadena (dsRNA). La manera en que los iRNAs
llevan a cabo esto es por medio de su uniéon a un mRNA homologo inhibiendo que
este se traduzca a proteina; o reconociendo y uniéndose a moléculas de RNA viral

o transposones impidiendo su expresion.

Existen varios tipos de iRNAs y de acuerdo a su origen y funcion se
agrupan en small interference RNA (siRNAs) y microRNAs (miRNAs). Dentro del
grupo de los siRNAs, existe un subtipo de iRNAs llamados small hairpin RNAs
(shRNASs). Los microRNAs son iRNAs endogenos y se originan de un RNA de
cadena sencilla, mientras que los siRNAs y shRNAs, son exdgenos a la célulay se

originan a partir de un RNA de doble cadena.
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El estudio de estas moléculas comienza con el descubrimiento de miRNAs
involucrados en el desarrollo de Caenorrabditis elegans. Victor Ambros y sus
colaboradores, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum describen el gen lin-4, implicado
en la regulacién del desarrollo larval de C. elegans, observando que este gen no
codifica para una proteina si no que genera un par de RNAs pequefios. Uno de
ellos de ~22 nt y otro de ~61 nt de longitud. Estos investigadores, determinaron
gue el RNA de 61 nt forma una estructura tallo-asa y que es precursor de la
molécula de RNA 22 nt. Posteriormente, tanto en el laboratorio de Ambros como
en el de Gary Ruvkun (otro investigador del tema) observan que estos RNAs
ademas, son complementarios a multiples sitios del extremo 3’ UTR del gen lin-14,

el cual también esté implicado en el desarrollo de C.elegans.

El grupo de investigacion de Ruvkun buscé la importancia de este hecho,
descubriendo que el gen lin-14 estaba regulado por el lin-4, al observar una
notable disminucion del mRNA del gen lin-14, asi como del producto proteico, para
gue las divisiones celulares de la primera etapa del desarrollo larval cesen y se de
paso a la segunda etapa del desarrollo de C.elegans. Ademas de ello, describen la
manera en que lin-4 regula la expresion de lin-14: lin-4 se une a la region 3’ UTR
del RNA mensajero del gen lin-14 para reprimir la traducciéon de tal

mensajero.(Bartel, 2004).

Posterior al descubrimiento y descripcién del miRNA lin-4, se identificé un
segundo miRNA llamado let-7, el cual promueve la transiciébn de estadio larval
tardio a estadio adulto de C. elegans (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000).
Este miRNA no solo es expresado en C. elegans, es un miRNA homodlogo en
todos los animales con simetria bilateral y también tiene un papel importante en el

desarrollo. Para 2001, decenas de miRNAs fueron descubiertos empleando
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técnicas de clonaciéon (Lagos-Quintana et al. 2001, Lau et al. 2001, Lee & Ambros
2001). Actualmente, se tienen bases de datos con informacion sobre la actividad
de una gran cantidad de miRNAs en animales y diversas especies de plantas, con

el fin de investigar los procesos fisiologicos especificos.

Los miRNAs, siRNAs y shRNAs tienen un origen y mecanismo de accion
especifico. Los miRNAs provienen directamente del genoma del organismo y son
sintetizados a partir de un precursor de RNA de cadena sencilla, que forma
estructuras tallo-asa. Tanto los sSiRNAs y los shRNAs tienen su origen a partir de
precursores de RNA de doble cadena. Los siRNAs pueden ser enddgenos o
exdgenos a la célula, provenientes de material genético viral u originados por
técnicas de Biologia Molecular. Los shRNAs son iRNAs sintéticos y exdgenos a la
célula que se acoplan a un vector de clonacién para lograr su expresion

constitutiva en las células. (Fig. 1)

La sintesis de un miRNA comienza con la transcripcion de un pre-miRNA, el
cual tiene una longitud de hasta 1,000 nt, presentando varias estructuras tallo-asa
a lo largo de su estructura, ademas de prolongaciones (overhangs) en sus
extremos 5’ y 3'. Posteriormente, este pre-miRNA es cortado por DROSHA, una
enzima que pertenece a la familia de las RNAsas tipo Ill. En este corte también
interviene una proteina llamada Region Critica del Gen 8 del Sindrome de
DiGeorge (DGCRS8), la cual contiene dos dominios de union a RNA de doble
cadena (dsRBDs). DGCRS8 se une al tallo del pre-miRNA y asi DROSHA puede
posicionarse y llevar a cabo el corte de ~11 pb a partir de donde se unio la enzima,
resultando un miRNA precursor (pre-miRNA) de ~65 - 70 nt que es transportado
hacia el citoplasma por medio de una proteina acoplada a la membrana nuclear,

llamada Exportina 5.
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Los shRNAs, se encuentran acoplados a un vector de clonacién y son
introducidos a la célula mediante técnicas de transfeccion. Una vez que llega al
ndcleo se integra al material genético y es procesado para obtener un RNA de
doble cadena (dsRNA por sus siglas en inglés) que al igual que el pre-miRNA es
transportado al citoplasma, siendo en este punto donde convergen ambas vias de
procesamiento de estos iRNAS.

Tanto el pre-miRNA como el dsRNA son escindidos por DICER, una enzima
endoribonucleasa que presenta un dominio con actividad de helicasa y un par de
dominios con actividad de RNasa tipo lll. Con este corte se obtienen fragmentos
de 21 — 25 nt que se uniran al mRNA blanco, inhibiendo su traduccion con ayuda
de una proteina llamada Argonauta. DICER y Argonauta forman parte de un
complejo proteico llamado: complejo de silenciamiento de RNA o RISC (por sus
siglas en inglés) que como su nombre lo indica efectia el proceso de

silenciamiento del mMRNA blanco (Fig. 1).

é L.
RISC s
5" Loading -

S Cleavage and degradation

Translation Inhibition

Fig. 1. Biosintesis y mecanismo de accion de miRNAs, siRNAs y shRNAs. Los shRNAs se acoplan a un vector de clonacién que se integra al genoma
de la célula para expresar un dsRNA. Los miRNAs son moléculas enddégenas vy, al igual que los shRNA, tienen precursores de doble cadena de RNA
llamados pri-miRNA, los cuales son cortados por DROSHA para generar un pre-miRNA. Este pre-miRNA y el dsRNA migran al citoplasma a través de una
proteina Exportina 5, donde son cortados por Dicer, adquiriendo un tamafio de 20-30 nt. Posteriormente se unen al Complejo de Silenciamiento de RNA
(RISC), conformado por la proteina Argonauta (AGO) la cual reconoce los siRNAs y estos reconocen su mRNA homoélogo inhibiendo su expresion, ya sea

directamente por AGO o siendo liberado y degradado por la maquinaria celular. (Singh, Narang, and Mahato 2011)
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Los dsRNAs originados del corte efectuado por DICER presentan una
prolongacion (overhang) ubicada en cada extremo 3’, y un grupo fosfato ubicado
hacia los extremos &' que sirven como sitios de reconocimiento para el dominio
PAZ de las proteinas Argonautas. El nombre de este dominio deriva de su
presencia en las proteinas, PIWI, Argonauta y Zwille, representantes de diferentes

subfamilias de las proteinas Argonautas (Figura 2).
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Fig.2. Procesamiento de un siRNA y/o shRNA y un miRNA. Estos iRNAs son reconocidos por DICER y unidos a ella por medio de
una proteina de reconocimiento de RNA de doble cadena (dsRBD). DICER corta el iRNA y lo transfiere a una proteina Argonauta, la
cual forma parte de RISC y es en este complejo proteico donde se lleva a cabo la unién al mMRNA correspondiente, proceso llamado
“slicing” para finalmente reprimir su traduccién. (Wilson and Doudna 2013)
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La actividad de silenciamiento es llevada a cabo solamente por una de las
cadenas del dsRNA, la cual se denomina cadena guia, mientras que la que no
lleva a cabo actividad interferente se llama cadena pasajera, misma que es
escindida del complejo de silenciamiento y degradada por la maquinaria de la
célula. En el caso de los miRNAs, la cadena que lleva a cabo el silenciamiento del

MRNA blanco se denomina miRNA y la cadena opuesta miRNA*.

La seleccion de la cadena guia o del miRNA, no es una eleccion azarosa,
se sabe que depende de propiedades intrinsecas de la molécula, es decir que
desde su biogénesis ya se sabe cual de las dos cadenas llevara a cabo la funcion
interferente. También depende de la estabilidad del extremo %’, lo cual favorecera
la unidon con el MRNA correspondiente. Se ha observado que la cadena elegida
presenta una base uracilo en la posicion 1 del iRNA. En el caso de los miRNAs es
una cuestion evolutiva, pues si se eligiera el miRNA* silenciaria un mRNA

incorrecto.(Czech & Hannon, 2011)

Para el caso de un shRNA y su mRNA blanco existe una perfecta
complementariedad de bases entre uno y otro, mientras que un miRNA puede no
tener absoluta complementariedad con su mRNA blanco. Una vez que esta union
se origina, RISC lleva a cabo la represion traduccional del mRNA blanco. La
proteina Argonauta 2 (Ago2) es la Unica proteina de esta familia, exclusivamente
expresada en humanos, que tiene actividad catalitica, por lo que puede degradar
directamente el mMRNA blanco. De no expresarse Ago 2, el mRNA blanco se des-
adenila para ser degradado por la célula, sin embargo, hasta ahora no se cuenta
con informacion sobre el proceso desencadenado para la degradacion de este
MRNA.
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Los avances en la descripcion de los procesos celulares en que estan
regulados por los iRNAs han llevado a ser aplicados en la investigacion de las
funciones de diversas proteinas. En el presente trabajo se empled esta técnica
con el fin de observar los cambios que ocurren al silenciar Claudina -1 y -2,
respecto a la participacion de estas en el transporte paracelular de iones en los
epitelios, y si la capacidad invasiva de células cancerosas disminuye al silenciarse
Claudina-1, -2 y -7, dado que es sabido que la funcion de las uniones estrechas,
uniones celulares que participan en mantener la integridad de los epitelios, se ve

alterada al existir una desregulacion de la expresion de claudinas.

Se sabe que la desregulacion en la expresion de claudinas provoca dafios
importantes en la funcionalidad de los epitelios y esto influye en procesos
tumorales. Ademas de otros procesos de regulacion genética, la regulaciéon por
medio de miRNAs también se ha estudiado en la expresion de Claudinas, por
ejemplo, la desregulacion a la baja de miR-874, disminuye la expresion de
Claudina-1, lo que provoca un aumento en la permeabilidad del epitelio intestinal
(Zhi X. et al. 2014). Wenxing Qin et al. demuestran que el incremento de miR-155
induce una desregulacién a la baja de Claudina-1 en células de cancer de ovario
(Quin W. et al. 2013).

Las Caudinas son una de las mas importantes proteinas que conforman las
uniones estrechas, la desregulacion de ellas provoca una total alteracién de estas
uniones lo que conlleva a un gran numero de condiciones patolégicas, como
transtornos renales, enfermedad inflamatoria intestinal, edema pulmonar diarrea y

varios tipos de cancer. De tal manera es que el estudio de las causas de esta
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desregulacion es de vital importancia con el fin de proponer nuevas herramientas

terapéuticas y de diagndstico.

Las patologias relacionadas con alteraciones en la expresion de Claudinas
gue cada vez mas se asocian de igual forma con la desregulacién de miRNAs que
regulan la expresion de estas proteinas. Es por ello que ha habido un auge en el
estudio de iIRNAs como blancos terapéuticos en diversas enfermedades y
respecto a aquellas en que las Claudinas tienen una participacién importante hay

un campo de estudio y aplicacion importante.

Los epitelios son un conjunto de células unidas entre si de manera paralela
formando laminas que recubren cavidades corporales y 6rganos conformando
superficies externas en organismos multicelulares (Ginzel & Yu, 2013). Estos
funcionan como barreras quimicas y fisicas, por ejemplo: el epitelio
gastrointestinal, ademas de regular el paso de agua, iones y solutos (barrera
guimica), bloguea el paso a microrganismos hacia el limen intestinal (barrera
fisica). De esta manera es como se diferencian los distintos microambientes de las

cavidades corporales y los mantienen en homeostasis.

Los endotelios también son una lamina de células unidas paralelamente
pero son encontradas generalmente en la superficie interna de vasos sanguineos
y linfaticos que constituyen el sistema circulatorio. Su funcion es separar la pared

de los vasos de la sangre o linfa circulante en el lumen.

La unién de epitelios y endotelios se da por cuatro tipos de uniones celulares:
uniones estrechas (UEs), uniones adherentes, desmosomas y uniones GAP. Las
uniones estrechas se encargan de sellar el espacio intercelular generando una

barrera semipermeable que restringe el transporte paracelular de iones vy
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moléculas. Las uniones adherentes y los desmosomas permiten la polarizacion de
las células y brindan soporte entre las uniones al interactuar con proteinas de
citoesqueleto. Finalmente, las uniones gap forman canales entre célula y célula
que permiten el paso de moléculas como metabolitos, segundos mensajeros,

iones y otras moléculas menores a 1 kDa (Figura 3).

Las uniones estrechas se ubican generalmente en la parte mas apical de
los epitelios (Figura 3a), ayudando a la diferenciacion apico-basal de estos. Con
ello se modula el intercambio de solutos, iones y agua al generarse un gradiente
electroquimico. Estas uniones se originan con la conexion de una red de
proteinas, que ademas son la encargadas del transporte paracelular. Estas
proteinas pertenecen a la familia de las tetraspaninas, por presentar 4 dominios
transmembranales y entre estas se encuentran: Claudinas, Ocludinas, Tricelulina'y

proteinas de adhesién (JAM, Junction Adhesion Molecules) (Figura 4).
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Fig. 3_Ubicacion de las uniones estrechas (TJ) en los epitelios y endotelios. (a) Las TJs, se ubican
hacia la parte mas apical del epitelio, sobre las uniones adherentes (AJ) y los desmosomas (D). El transporte
de iones por la via paracelular esta regulada por las TJs. (b) Puntos de contacto (kissingpoints) entre
membranas de células adyacentes en los que se muestra la localizacion de las claudinas. (c) Estructura de
las claudinas en la membrana plasmatica—mostrando la localizacion extracelular de las dos asas
extracelulares, sus cuatro dominios transmembranales y sus extremos amino y carboxilo terminal
citoplasmaticos. (Shigeaki, 2012))
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Fig. 4. Proteinas que conforman las uniones estrechas. Las proteinas mas comunes que conforman
las uniones estrechas son las Claudinas, que podemos apreciar en la parte mas apical; posteriormente las
Ocludinas y finalmente las JAM (Junctional Adhesion Molecules) orientadas hacia la parte basal de las
células. Como se ve en la figura, las Claudinas interaccionan con proteinas adaptadoras como ZO (Zonula
Ocludens) y MUPP1; a su vez, estas se unen a actina, participando de esta manera en procesos de
remodelacion del citoesqueleto(Niessen 2007)

Inicialmente, Tsukita y colaboradores, describen en 1993 a las ocludinas
como proteinas asociadas a las uniones estrechas. Las ocludinas, son proteinas
de aproximadamente 65 kDa, presentan cuatro dominios transmembranales, dos
asas extracelulares y un carboxilo terminal orientado hacia el citoplasma de las
células. Se sabe que la sobre-expresibn de estas proteinas afecta
significativamente la resistencia eléctrica transepitelial (TEER), asi como la
permeabilidad paracelular, concluyendo con ello que las ocludinas participan en la
funcion de barrera de las uniones estrechas. Sin embargo, cuando células madre
a las que se les ha bloqueado la expresion de ocludinas, se deferencian a células
epiteliales, son capaces de formar uniones estrechas bien definidas, apoyando
con ello la idea de que las ocludinas no son exclusivamente necesarias para la

formacion de las uniones estrechas (Shigeaki, 2012).

En 1998 Tsukita y colaboradores reportan la identificacion de dos nuevas

proteinas integrales de membrana de 22 kDa, que se localizan en las uniones
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estrechas, las cuales se nombraron como Claudina-1 y -2. Cuando se transfecto
DNA complementario (cDNA) que codifica para estas claudinas en fibroblastos,
los cuales carecen de uniones estrechas, estos fueron capaces de formar estas
uniones. Con esto se concluy6é que las Claudinas son necesarias y suficientes
para la formacion de las uniones estrechas y estan directamente involucradas en
la formacion de la barrera primaria para la difusion de solutos por la via paracelular
(Shigeaki, 2012).

Las Claudinas son expresadas en vertebrados e invertebrados tunicados.
Hasta el momento, se han descrito 27 genes distintos de Claudinas en mamiferos,
26 de las cuales se expresan constitutivamente en humanos y Claudina-13 sdlo es
expresada en roedores. En peces, se expresan 56 isoformas de Claudinas, lo cual
se atribuye a un mecanismo evolutivo desarrollado por estos organismos para

adaptarse a las fluctuaciones de salinidad en su hbitat.

Las diversas isoformas de Claudinas se expresan diferencialmente en todos
los tipos de epitelios contribuyendo de manera integral a la funcion de los mismos
y en general a modular las funciones de los 6rganos. Se sabe que las Claudinas
tienen dos funciones principales, la de formadora de poros y la de barrera y cada
una se atribuye a una isoforma distinta. Claudina-1 funciona como proteina de
barrera, es decir que contribuye a la fuerza de union entre las células que
conforman el epitelio; mientras que Claudina-2 es una proteina capaz de formar
poros, su expresion hace mas o menos labil la union de una célula con otra y

modula el intercambio i6nico.

A pesar de que cada una de las isoformas de Claudinas presenta una
funcién especifica, siempre se debe tener en cuenta que finalmente la
funcionalidad de un tejido estd modulada por la interaccién de varias isoformas.
Esta interaccion puede ser de dos maneras, polimerizando de manera linear a lo

largo de la membrana plasméatica de una misma célula para formar multimeros
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(“side to side”) o uniéndose una Claudina de una célula con la Claudina de la
célula adyacente (‘head to head”) (Susanne & Alan, 2007). Estos multimeros
pueden estar estructurados por la misma isoforma de Claudina, lo que se
denomina interacciones homofilicas o heterofilicas cuando los multimeros estas
constituidos por distintas isoformas de Claudinas. Se ha demostrado por medios
de transferencia de energia de resonancia fluorescente, que puede haber mas de

seis monomeros interactuando para formar dichos multimeros.

Como se mencioné previamente, las Claudinas (Cldn) son una familia de
proteinas integrales de membrana que forman parte de las uniones estrechas de
epitelios y endotelios. Se consideran proteinas formadoras de poros y funcionan
también como barrera selectiva al paso de iones regulando de esta manera, la
permeabilidad de epitelios y endotelios. EI nombre “Claudina” deriva del latin
claudere que significa “cerca” (Shigeaki, 2012) obteniendo este nombre por su

presencia en las uniones estrechas.

Las claudinas expresadas en humanos, poseen de 207 a 305 amino&cidos
adquiriendo aproximadamente un peso molecular de 21-34 kDa. La estructura
general de las Claudinas consiste de un extremo amino intracelular que a
excepcion de las Claudinas-5, -16 y -25, es muy corto; un extremo carboxilo
intracelular que presenta un dominio PDZ, el cual es un motivo de union para
proteinas de andamiaje o adaptadoras, mismas que participan en procesos de
sefalizacion intracelulares. Las Cldn tienen cuatro dominios transmembranales
con configuracion de alfa-hélices, lo cual ayuda a su interaccién con la membrana
celular; dos asas extracelulares, una mas pequefia que la otra, donde la mas
grande se denomina asa extracelular 1 (ECL, por sus siglas en inglés “extracelular
loop” 1) y la mas pequeiia, asa extracelular 2 (ECL 2). El ECL1 es el que da a las

claudinas la propiedad de ser formadoras de poros, presenta un puente disulfuro
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gue interviene en el transporte selectivo de iones. Esta asa, ademas presenta una
secuencia de aminoacidos muy conservada (signature secuence), que da
identidad a las claudinas (Gunzel and Yu 2013). Por otro lado, el ECL2 es el
encargado de que se lleve a cabo la interaccion con otras claudinas, ya sea entre

isoformas iguales o entre isoformas distintas (Figura 5).
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Figura 5. Estructura general de las claudinas. Las Claudinas tienen cuatro dominios transmembranales;
dos asas extracelulares, una mas pequefia que la otra, donde la mas grande se denomina asa extracelular 1
(ECL, por sus siglas en inglés “extracelular loop” 1) y la mas pequefia, asa extracelular 2 (ECL 2). EI ECL1 es
el que da a las claudinas la propiedad de ser formadoras de poros, presenta un puente disulfuro que
interviene en el transporte selectivo de iones. Esta asa, ademas presenta una secuencia de aminoacidos muy
conservada (signature secuence) que da identidad a las claudinas. Por otro lado, el ECL2 es el encargado de
que se lleve a cabo la interaccidn con otras claudinas, ya sea entre isoformas iguales (uniones homotipicas) o
entre isoformas distintas (uniones heterotipicas). Ademas, este loop presenta sitios de reconocimiento que
permiten la entrada de Clostridium perfringens. Las Claudinas presentan también sitios de palmitoilacion
involucrados en el transporte de las claudinas hacia la membrana plasmatica, ademas de un motivo de
fosforilacion y finalmente un dominio PDZ en el extremo carboxilo terminal que sirve como sitio de union para
proteinas de andamiaje o adaptadoras, lo que ayuda a que las claudinas participen en procesos de
sefializacién a nivel intracelular. (Giinzel and Yu 2013).

Las Claudinas en eventos cancerigenos

La desregulacién de la expresion de claudinas, se refiere a una alteracion

respecto al patrén de expresion de estas proteinas. Esto puede ocurrir de

diferentes maneras, ya sea que el nivel de expresién de una Claudina aumente o

disminuya, incluso, estas proteinas pueden deslocalizarse de la membrana
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plasmatica y observarse en citoplasma. Esta desregulacion se observa en
diversas patologias, entre ellas el cancer y es inducida por diferentes causas, por
eventos epigenéticos o alteraciones directas hacia los genes de Claudinas.

Las claudinas son capaces de interaccionar con moléculas adaptadoras
mediante el dominio PDZ localizado en el extremo carboxilo de las claudinas, esta
interaccion induce cascadas de sefalizacion que activan receptores nucleares
involucrados en la expresion de claudinas tales como el receptor de acido retinoico
(RAR) que induce la expresion de Cldn-1, 3 y -4; el receptor de andrégenos que

induce la expresion de Cldn-1y -3 entre otros (Ichikawa, N. et al. 2011)

Otro de los procesos involucrados en la sobre-expresion de claudinas es
mediante su hipermetilacion, vista en diferentes tipos de Cancer, por ejemplo en
tumores de cancer de vesicula, existe una hipermetilacion de motivos CpG, que al
ser tratados con inhibidor de metil-transferasa, se restaura la expresion de Cldn-4.
Esto ejemplifica la diversidad de procesos que regulan la expresion de claudias y

cOdmo estas participan en procesos cancerigenos.

En la linea celular de adenocarcinoma gastrico humano (AGS), la sobre-
expresion de Cldn-6, -7 y -9 incrementa el potencial de migracién e invasividad,
asi como la capacidad de proliferacion de estas células cancerosas (Zavala-
Zendejas, VE et al. 2006). Dicha capacidad de migracidon esta inducida por la
activacion de metaloproteasas de matriz (MMP) que al haber una sobre-expresion
de Claudinas estas enzimas son activadas. En células AGS, Cldn-4, la cual
participa en procesos de metastasis de cancer gastrico, se encuentra sobre-
expresada y ademas esta relacionada con la sobre-expresion de MMP-2 y -9
(Hwang TL. et al. 2013), y en estudios previos del laboratorio, se ha observado
algo similar, la sobre- expresién de Cldn-6 y 9, esta correlacionada con la sobre-

expresion de MMP-2 y -9, en estudios hechos en esta misma linea celular.

La manera en que las claudinas intervienen en el proceso de invasividad es
de igual manera a como lo hacen durante el desarrollo embrionario, donde hay

una pérdida de la adhesion celular y la adquisicion de la capacidad de migracion


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hwang%20TL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25120725
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de las células, ello ocurre mediante la activacion de Snail que se une de manera
directa a los promotores de claudina-1, -3 y -4 y reprime la activacion del gen
induciendo la transicion epitelio- mesénquimo que en cancer se denomina

metastasis.

Otra de las claudinas asociadas a cancer gastrico, es Cldn-1, ésta se ve
sobre-regulada en este tipo de cancer y estad asociada a un mal prondstico en
pacientes con esta enfermedad (Eftang et al. 2013). La sobre-regulacién de Cldn-3
y -4 esta implicada en cancer de ovario, de pancreas, mamario, gastrico,

prostatico y uterino. (Kwon 2013).

Como estas, existen innumerables evidencias de la participacion de
Claudinas en procesos cancerigenos, lo cual da una pauta a la importancia de
seguir investigando estas proteinas y, en el futuro, poder utilizarlas como blancos

terapéuticos y de diagnostico en cancer y otras enfermedades.

Una de las claudinas mas estudiadas, debido a que es
expresada practicamente en todos los tejidos del cuerpo. Es considerada como
una Claudina de barrera, pues su sobre-expresion provoca un incremento de la
TEER. Cldn-1 es expresada en la piel, donde pueden ser destacadas sus
propiedades al contribuir de manera significativa a la protecciéon en cuanto a la
pérdida de agua de la piel. Al ser una claudina formadora de barrera, impide la
pérdida de humedad de la piel y la protege de la resequedad (Ginzel and Yu
2013). Existen varios padecimientos en humanos relacionados con mutaciones o
pérdida de la funcion de Cldn -1 como lo son: colangitis esclerosante neonatal
asociada a ictiosis, en donde la produccion de bilis disminuye o es ausente. En
cancer, Cldn-1 funciona como supresor de tumores o promotor, de acuerdo al tipo
de céancer (por ejemplo, en carcinoma gastrico) y esta correlacionada con la
diferenciacion, invasividad y metastasis (Wu, YL et al, 2008).
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Esta isoforma de Claudina se encuentra en aquellos epilelios
con multiples poros mediante los cuales se lleva a cabo el intercambio de iones y
moléculas a través de las uniones estrechas de los epitelios, tales como el tibulo
proximal del rifidn y el que se encuentra en las criptas intestinales. Se ha
demostrado que en las lineas celulares epiteliales MDCK | (Mardin-Darby canine
kidney), MDCK C-7 y LLC-PK; (porcine kidney proximal tubule cell line), Claudina-
2 disminuye la TEER aumentando la permeabilidad a iones Na* y CI (Furuse et al.
1998; Van ltallie et al. 2008; Hou et al. 2006). La sobre-regulacion de Cldn-2 esta
implicada en el cancer esofagico, de colon, pulmén, mama y préstata (Ding et al.
2013).

Esta isoforma se expresa en una amplia variedad de tejidos
epiteliales. Dado que se ha reportado tanto como proteina que transporta cationes
como de trasporte de aniones, hasta el momento su funcion es controversial
respecto a la selectividad de iones, sin embargo, se sabe que la expresion de esta
proteina incrementa la TEER en los tejidos que la expresan (Giinzel and Yu 2013).
La sobre-expresion de Cldn-7 esta implicada en diversos tipos de cancer como

cancer gastrico, de mama, de ovario, entre muchos otros (Ding et al. 2013).

Desde el descubrimiento de los iRNAs, ademas de estudiar los procesos
celulares que regulan, se han empleado para investigar la funcién de distintas
proteinas. En este aspecto, los iRNAs han cobrado un papel muy importante, dado
gue ayudan a complementar este tipo de estudios que antes se realizaban usando
técnicas de sobre-expresion de proteinas. El estudio de las Claudinas mediante
iRNAs de interferencia, ha traido importantes avances en la investigacion de estas
proteinas, pues como lo hace la sobre-expresibn de estas proteinas, la
desregulacion a la baja conlleva al desarrollo de diversas patologias. Un ejemplo
es el cancer de mama invasivo, prostata y cancer esofagico, donde Cldn-1 y Cldn-
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7, estan desreguladas a la baja (Kwon 2013). Ademas de existir estudios donde

onservan que tal regulacién a la baja se encuentra inducida por miRNAs

Existen una gran cantidad de microRNAs que participan en procesos
cancerigenos, funcionando como supresores 0 como promotores de tumores. El
miR-1303 se encuentra sobre-expresado en tejidos con cancer gastrico y en lineas
celulares derivadas de este tipo de cancer. Esta sobre-expresion promueve una
disminucién de la expresion de Claudina-18, asociandose esto a un aumento de la
proliferacion celular, asi como a un aumento de la capacidad de migracion e

invasividad de estas células cancerigenas (Zhang, SJ et al, 2014).

Con base en lo anterior y debido a que se ha identificado que la
sobreexpresion de algunas claudinas promueve el potencial invasivo de las
células, resulta importante encontrar o generar miRNAs especificos contra estas
claudinas, que ayuden a la identificacién de blancos moleculares para su posterior

utilizacién en los métodos de diagndstico.

OBJETIVO

e Generar iRNAs especificos para claudinas y evaluar sus efectos en una

linea epitelial normal y una tumoral.

e Generar shRNAs para las claudinas-1, -2, -6, -7, -9 y -10.

e Identificar los efectos del silenciamiento de las claudinas -1 y -2, mediante
la utilizacion de shRNAs, sobre la funcidén de barrera en células de epitelio
de rifién de cerdo (LLC-PKj).

e Identificar los efectos del silenciamiento de las claudinas -1, -2 y -7,
mediante la utilizacion de shRNAs, sobre la capacidad invasiva de células

de adenocarcinoma gastrico humano (AGS).
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HIPOTESIS

Si disminuye la expresion de las claudinas en los epitelios, entonces se
alterara la funcién de barrera de los mismos, provocando una desregulacion del
flujo paracelular de iones, asi como una disminucién en la capacidad invasiva de

células cancerigenas.

MATERIALES Y METODOS

Debido a que los ensayos de funcion epitelial estdn basados en las
caracteristicas morfologicas de las células, las lineas celulares utilizadas en este
estudio fueron: células epiteliales de rifion de cerdo (LLC-PK,), las cuales forman
monocapas con uniones estrechas bien establecidas, y células de
adenocarcinoma gastrico humano (AGS), las cuales forman monocapas pero se
ha reportado que no forman uniones estrechas funcionales. Ambas lineas
celulares se mantuvieron en cajas Petri (p-100) a 37°C de temperatura, en
atmosfera humeda con 5% de CO,, utilizando medio liquido a-MEM para las
células LLC-PK; y D-MEM para las células AGS. El medio de cultivo a-MEM fue
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de glutamina y 100
U/ml de penicilina-estreptomicina El medio de cultivo D-MEM fue suplementado
con 10% de SFB, 2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina

1mg/ml de insulina y 2 mM de piruvato de sodio.

Las secuencias de cDNA empleadas para la expresion de los shRNAs de
claudinas de origen porcino y humano fueron obtenidas del banco de genes de

PubMed para posteriormente obtener las secuencias de shRNA por medio del



Efecto de iRNAs especificos para Claudinas en células epiteliales. | %3

programa: CLONTECH shRNA Secuence Designer. Se disefiaron las secuencias

correspondientes para Claudina -1, -2, -6, -7, -9 y -10 de humano (Homo sapiens)

y cerdo (Sus scrofa). Dichas secuencias se presentan en la siguiente tabla:

Secuencias Sus scrofa
Cldn-la 5'-gatccGCTTCGACTCCTTGCTGAATTTCAAGAGAATTCAGCAAGGAGTCGAAGTTTTTTACGCGTg-—-3'
Cldn-1b 5-aattcACGCGTAAAAAACTTCGACTCCTTGCTGAATTCTCTTGAAATTCAGCAAGGAGTCGAAGCY-—---3'
Cldn-2a 5'-gatccGCTCCAACTTGTAGGCTACATTCAAGAGATGTAGCCTACAAGTTGGAGTTTTTTACGCGTg-—--3'
Cldn-2b 5-aattcACGCGTAAAAAACTCCAACTTGTAGGCTACATCTCTTGAATGTAGCCTACAAGTTGGAGCg-——3'
Cldn-6a 5'-gatccGCCATCATCCAGGACTTCTATTCAAGAGATAGAAGTCCTGGATGATGGTTTTTTACGCGTg-—-3'
Cldn-6b 5-aattctACGCGTAAAAAACCATCATCCAGGACTTCTATCTCTTGAATAGAAGTCCTGGATGATGGCg-—---3'
Cldn-7a 5'-gatccGTCCCCACAAACGTGAAGTATTCAAGAGATACTTCACGTTTGTGGGGATTTTTTACGCGTg—--3'
Cldn-7b 5-aattcACGCGTAAAAAATCCCCACAAACGTGAAGTATCTCTTGAATACTTCACGTTTGTGGGGACY-—---3'
Cldn-9a 5'-gatccGTGGACAAGAGGGACTATGTTTCAAGAGAACATAGTCCCTCTTGTCCATTTTTTACGCGTg—--3'
Cldn-9b 5-aattctACGCGTAAAAAATGGACAAGAGGGACTATGTTCTCTTGAAACATAGTCCCTCTTGTCCACY-—--3'
Cldn-10a 5'-gatccGACTTATGATTGCCGCTGTTTCAAGAGAACAGCGGCAATCATAAGTCTTTTTTACGCGTg-——-3'
Cldn-10b 5-aattctACGCGTAAAAAAGACTTATGATTGCCGCTGTTCTCTTGAAACAGCGGCAATCATAAGTCg-—-3'
Homo sapiens

Cldn-1la 5'-gatccGCTGGGAGTGATAGCAATCTTTCAAGAGAAGATTGCTATCACTCCCAGTTTTTTACGCGTg-3'
Cldn-1b 5-aattcACGCGTAAAAAACTGGGAGTGATAGCAATCTTCTCTTGAAAGATTGCTATCACTCCCAGCG-3'
Cldn-2a 5'-gatccGTGACATCCAGTGCAATCTTTCAAGAGAAGATTGCACTGGATGTCACTTTTTTACGCGTg-3'
Cldn-2b 5-aattcACGCGTAAAAAAGTGACATCCAGTGCAATCTTCTCTTGAAAGATTGCACTGGATGTCACG-3'
Cldn-6a 5'-gatccGCTGGGATTGTCTTTGTCATTTCAAGAGAATGACAAAGACAATCCCAGTTTTTTACGCGTg-3'
Cldn-6b 5-aattcACGCGTAAAAAACTGGGATTGTCTTTGTCATTCTCTTGAAATGACAAAGACAATCCCAGCY-3'
Cldn-7a 5'-gatccAGTGAAGAAGGCCCGTATATTCAAGAGATATACGGGCCTTCTTCACTTTTTTTACGCGTg-3'
Cldn-7b 5-aattcACGCGTAAAAAAAGTGAAGAAGGCCCGTATATCTCTTGAATATACGGGCCTTCTTCACTg-3'
Cldn-9a 5'-gatccGCCATCATCCAGGACTTCTATTCAAGAGATAGAAGTCCTGGATGATGGTTTTTTACGCGTg-3'
Cldn-9b 5-aattcACGCGTAAAAAACCATCATCCAGGACTTCTATCTCTTGAATAGAAGTCCTGGATGATGGCg-3'
Cldn-10a 5'-gatccGTGCTCAATGACTGGATGTTTTCAAGAGAAACATCCAGTCATTGAGCATTTTTTACGCGTg-3'
Cldn-10b 5-aattcACGCGTAAAAAATGCTCAATGACTGGATGTTTCTCTTGAAAACATCCAGTCATTGAGCACY-3'

El vector pSIREN-RetroQ, es un vector retroviral que cuenta con

caracteristicas que lo hacen idoneo para la expresion de shRNAs. Ademas de
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presentar el promotor U6 humano, que promueve la expresion constitutiva de
shRNAs, cuenta con el promotor para la enzima fosfogliceratocinasa (PGK), que
se utiliza con frecuencia en la construccion de vectores, pues tal enzima es vital en
el metabolismo de la levaduras y se ha usado en vectores de clonacion para
aumentar la cantidad de copias del plasmido de forma significativa. El vector tiene
un sitio de origen de replicacion para bacterias llamado ColE1 ori el cual se origina
de un plasmido de bacterias llamado ColE 1 que expresa el gen de la colicina, una
bacteriotoxina producida por algunas cepas de E. coli y txica para otras cepas de
esta misma bacteria, de tal manera que el plasmido pSIREN-RetroQ provee de
inmunidad a esta toxina y cuando es clonado en bacterias no se interfiere con su
replicacion. Dicho vector también presenta el sitio de replicacién SV40 (Simian
Virus 40) y su respectivo promotor Psys €l cual mantiene a la célula en una
infeccion latente por tal virus y con ello expresa constitutivamente el gen acoplado
al vector pSIREN-RetroQ.

Una vez disefiadas las secuencias de oligonucleétidos, se enviaron para su
sintesis. Las secuencias forward y reverse (a y b, respectivamente, segun la tabla
anterior) de cada claudina se diluyeron por separado a una concentracion de 100
UM para después mezclarlos en proporcion 1:1, obteniendo tedricamente una
concentracion de 50 puM de cada una en solucion. Con el fin de eliminar
estructuras secundarias que pudieran afectar la expresién del shRNA, la mezcla
de oligonucledtidos se sometid a los siguientes ciclos de temperatura: 95°C
durante 30 s, 72°C durante 2 min. 37°C durante 2 min. y 25°C durante 2 min.

Una vez obtenidos los oligos, se alinearon y se ligaron al vector de
clonacion pSIREN-RetroQ (Figura 6), por medio de la enzima ligasa T4
(Kappabiosystems).



Efecto de iRNAs especificos para Claudinas en células epiteliales.

CMV/MSV
5 LTR

r

Amp

ColE1 ori

SV40 ori

Psvaa 3
LTR

EcoR 1 (2)

Fig. 6. Mapa de restriccion y clonacién del vector retroviral
pPSIREN-RetroQ. Los sitios de restriccion BamH | y EcoR | son
los sitios en los que se introdujeron las secuencias especificas
para la expresion de los shRNAs de cada claudina, mismas que
también cuentan con estos sitios especificos de unién al vector.
El vector cuenta con el gen de resistencia a la Ampicilina para la

RNAi-Ready seleccion de bacterias; y a la Puromicina, para efectuar la
seleccion de transfectantes estables. Para llevarse a acabo la

pS'REN-REtI‘DQ expresion de los shRNAs el vector presenta el promotor de origen
6.4 kb BamH 1(6441) | humano U6 (P); el promotor P__., que es el promotor de la

enzima fosfogliceratocinasa (PGK) en levaduras y el promotor

Py LOS sitios de origen de replicacion ColEL ori y SV40 ori

para bacterias y células humanas respectivamente promueven la
expresion constitutiva de la informacion genética acoplada en el
vector.

Para realizar la ligacion se mezclaron los siguientes reactivos: 2 ul vector
linearizado (25 ng/ ul), 1 ul del oligo alineado diluido (0.5 uM), 0.5 ul de BSA (10
mg/ml), 9.5 ul de agua inyectable y 1 ul de T4 DNA ligasa (5 U/ ul). La mezcla se

incubd durante 3 h a temperatura ambiente.

La cepa DH5a deEscherichia coli fue tratada para hacerla competente y
transformarla para la expresion de los shRNA de claudinas -1, -2, -6, -7, -9 y -10
de cerdo y humano. De la mezcla de ligacién (vector con el inserto) se tomaron 2
ul y se agregaron a 48 pl de una suspension de DHS5 a E. coli contenidos en un
microtubo. Se incubd por 5 min en hielo, después de lo cual se calenté en bafio
maria a 42°C durante 30 segundos y posteriormente se incub6 de nuevo en hielo
por 2 min. Se agregaron 250 ul de medio de cultivo SOB (Super Optimal Broth) y
se incubd a 37° durante 1 hr. a 250 rpm. De esta solucion se tomaron 30 ul y se
plaguearon en cajas de petri con medio LB (Luria-Bertani medium) y ampicilina a
100 pg/ml. Después de incubarse durante 48 h a 37°C se seleccionaron de 3-5
colonias que se resembraron en 5 ml de medio liquido LB-ampicilina (100 pg/ml)
para obtener suficiente cantidad de copias de DNA. Para la obtenciéon de los
plasmidos, se utilizo el kit de extraccion de

plasmidos mini-prep
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(Kappabiosystems). Se cuantificé la cantidad de DNA extraido y se verifico la

presencia de la secuencia insertada usando la enzima de restriccion Mlu-Il.

Para evaluar el efecto de cada uno de los shRNAs, cada vector se
transfectd en las lineas celulares LLC-PK; y AGS. Para eso, se sembraron2x10°
células AGS y 4x10° células LLC-PK; en placas de seis pozos con 3 ml de medio
de cultivo D-MEM para las células AGS y a-MEM para las células LLC-PK; con los
suplementos especificos antes mencionados y se incubaron hasta obtener un 80%

de confluencia.

La transfeccion se llevo a cabo utilizando Lipofectamina 2000, modificando
algunas de las especificaciones del fabricante (Invitrogen) dado que se observé
que las condiciones sugeridas sensibilizaban a las células y morian a los pocos

dias de ser transfectadas.

Para determinar las condiciones especificas de transfeccion de cada tipo
celular, se realizaron transfecciones con diferentes concentraciones de DNA
plasmidico, empleando 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5 y 1.75 ug e incubando 6 horas a
37°C y 5% de CO,. Posteriormente las células se crecieron en medios de
seleccién (medio con 1 pug/ml de puromicina para las células LLC-PK; y 0.3 pug/ml
para las células AGS) y las células obtenidas se lisaron para analizar, mediante
Western blot, con qué concentracion del vector se obtenia una mayor disminucion
en la expresion de cada claudina. Las concentraciones Optimas de DNA
plasmidico para obtener transfectantes fueron de 0.5 y 1.0 ug de DNA para las
células LLC-PK;y de 1.25y 1.5 pg de DNA para las células AGS.



Efecto de iRNAs especificos para Claudinas en células epiteliales.

Dado que a bajas concentraciones de puromicina las células wild type (WT)
podian crecer, se realizaron pruebas de transfeccién utilizando diferentes
concentraciones de puromicina, usando de 0.1 pg/ul - 2 pg/pl. La concentracion de
puromicina que causo la muerte de las células WT a los cinco dias fue la que se
us6 para seleccionarlas después de ser transfectadas. Asi, se determind que la
concentracion de puromicina 6ptima para la seleccion de las células LLC-PK; fue
de 1.0 pg/ul y para seleccionar las células AGS de 0.3 pg/pl. La seleccion de las
células transfectadas se llevé a cabo por cuatro pasajes y las células se guardaron

a -70°C para su procesamiento posterior.

El pardmetro fisiologico de resistencia transepitelial fue evaluado en las
células LLC-PK; ya que éstas forman uniones estrechas estables. Para las
mediciones de TEER se utilizaron insertos transwell (Corning) de 0.4 um de
tamafo de poro que se colocan en cajas de 6 pozos las cuales permiten la
diferenciacion entre un ambiente basal y uno apical, tal como se encuentra un
epitelio en condiciones fisiolégicas. Para ello, se sembraron 7X10° células LLC-
PK; transfectadas y no transfectadas y 24 horas después se cambio el medio
realizando 2 lavados con PBS en los insertos que contenian a las células
confluentes. Para esto, primero se succioné el medio del pozo y posteriormente el
del inserto, agregando el PBS primero en el inserto y después en el pozo. Esto es
con el fin de que la presién del liquido en el pozo no desprenda las células en el
inserto. Posteriormente se agregaron 2.6 ml de medio de cultivo en el pozoy 1.5

ml en el inserto y se incubaron durante 5 dias a 37°C y 5% de CO..
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Fig. 7.Voltimetro EVOM, World Precision Fig. 8. El voltimetro cuenta con un par de electrodos, uno
Instruments, Inc. que se introduce en el inserto (donde se encuentran las
células) y otro en el pozo de la placa, lo cual permite
medir el potencial o voltaje que hay en ambos lados
generado por el intercambio de iones. Al aplicar una
corriente eléctrica se obtiene el valor de resistencia
transepitelial dado por el epitelio, evaluando su integridad
y su capacidad para regular el paso de iones.

El dia de la medicion (quinto dia), se cambié el medio de cultivo y se incubd
durante 1 h para permitir que el cultivo se estabilizara y no hubiera ninguna
variacion en las mediciones. Para obtener los valores de TEER se utilizo el
Voltimetro EVOM (WorldPrecision Instruments, Inc.) (Fig.7), del cual se introdujo
un electrodo en el inserto y el otro electrodo en la placa (como se muestra en la
Fig.8) y se aplicé la corriente correspondiente para obtener los valores de
Resistencia Transepitelial dada en Ohms. Se tomaron cuatro mediciones de cada
pozo y se realizaron triplicados. Los valores de resistencia obtenidos se reportan

como resistencia x area (Q cm?).

Extraccion de proteina e Inmunoréplicas tipo Western.

Después de cuatro pasajes de las células transfectadas, lo cual se realizé

para asegurar la expresion estable de los shRNAs, y una vez que las células
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alcanzaron una confluencia del 90-100% fueron lavadas dos veces con PBS,
posteriormente se agregé 1mL de amortiguador de Lisis, el cual ademas contiene
inhibidores de proteasas (leupeptina 20 pug/ml e inhibidor de tripsina 1mg/ml) y
cocteles de inhibidores de fosfatasas Il y 1ll (SIGMA). Con ayuda de un scrapper,
se rasparon las células de la superficie de la caja Petri. La suspension se retiré de
la caja y se coloc6 en un tubo, se sonico a 20 unidades de amplitud y se centrifugé
a 39,000 rpm durante 30 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se separaron 100
ul para determinar la concentracion de proteina. Al volumen restante se le agrego
amortiguador de Laemliy B-mercaptoetanol (al 50% y 5% concentracion final

respectivamente).

La cuantificacion de proteina se realiz6 mediante el kit de determinacion de
proteina de BioRad, el cual se basa en el método de Bradford. Para ello se realizo

una curva patrén de albimina con las siguientes diluciones:

Albumina (Img/ml) Agua bidestilada Concentracion final

(H1) (H) (Hg/ml)

0 1000 0

1 999 1

2 998 2

4 996 4

6 994 6

8 992 8

10 990 10
20 980 20
30 970 30
40 960 40
60 940 60
80 920 80

De las alicuotas de proteina se realiz6 una dilucién 1:50. En una placa de

96 pozos se colocaron 80 pl por triplicado de cada muestra, asi como también de
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las diluciones de la curva patrén, mezclandose con 20 ul de reactivo de Bradford.
La determinacion de proteina se realizd6 en un lector de ELISA a 595 nm de

longitud de onda, realizando el andlisis con el programa GEN 5.

Para el analisis de la expresion de las claudinas correspondientes, se
realizaron inmunoréplicas tipo Western. Se cargaron 20 pg de proteina en geles
SDS-PAGE al 15 %, a los cuales se les aplico 50 mA de corriente por
aproximadamente 1 h. Los geles se lavaron con amortiguador de transferencia y
se pusieron en contacto con membranas de nitrocelulosa (Bio- Rad) durante 1 h a
120 mA para promover la transferencia de las proteinas. Para verificar la
transferencia completa de las proteinas, las membranas se tifieron con Rojo de
Ponceau. Una vez corroborada la transferencia, se lavaron con agua destilada y/o
Tris-Buffered saline (TBS). Se bloquearon las membranas en una solucién al 5%
de leche descremada (Bio-Rad) en TBS incubando durante 1 h con agitacién
suave. Posteriormente se incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios
disueltos en Tween 20-Buffered-Saline (TTBS) a 4°C con agitacion suave. Las

concentraciones de anticuerpos primarios usadas se muestran en la Tabla 2.

Anticuerpo Concentracion Marca
Mouse anti- Claudina-1 1 pg/ml Invitrogen
Rabbit anti- Claudina-2 2 ug/mi Invitrogen
Mouse anti- Claudina-7 1 pg/ml Invitrogen
Mouse anti-Actina 2 ug/mi -

Al dia siguiente se hicieron tres lavados con TTBS durante 10 min con
agitacion suave y se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados a
peroxidasa y diluidos en TTBS a las concentraciones mostradas durante 1h (Tabla
3).
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Anticuerpo Concentracion Marca
Goat anti- mouse Ig-G 1:5000 Invitrogen
HRP p/Cldn-1
Goat anti- mouse Ig-G 1:1000 Invitrogen
HRP p/Cldn-7
Goat anti- mouse Ig-G 1:2000 Invitrogen

HRP p/Actina

Goat anti- rabbit 1g-G 1:500 Invitrogen
HRP

Se realizaron tres lavados de 10 min cada uno con TTBS y uno con TBS.
Las membranas se incubaron con el kit de quimioluminiscencia SuperSignal West
dura extended duration substrate (Thermo Scientific/Pierce Protein Research

Products) y se expusieron a placas fotograficas (KODAK).

Los insertos de matrigel (Becton Dickinson) se rehidrataron con 500 pl de
medio de cultivo D-MEM dejando incubar por 2 h a 37°C y 5% de CO..
Posteriormente se agregaron 750 pl de medio D-MEM suplementado con SFB al
5% en cada pozo de la placa, el cual sirve como quimioatrayente. En estos
experimentos solo se utilizé las células AGS ya que las LLC-PK; no tienen
capacidad invasiva. Para esto, en cada inserto se sembraron 2.5x10° células AGS
y las placas se incubaron durante 36 h a 37°C y 5% de CO,, tiempo en el cual las
células migran a traves del inserto de matrigel. Las células que no migraron y el
matrigel se retiraron suavemente con un hisopo y las células que si migraron se
observaron en la membrana del inserto tifiendo con azul de toluidina al 1% y
fijandolas con metanol. Se contaron las células de tres campos distintos de cada

inserto y se realizaron triplicados.
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Los datos se presentan como el promedio + error estdndar. Para evaluar si
las diferencias entre los grupos de estudio fueron significativas se empled el
andlisis de T- de Student, con el Software Graph Pad Prism 5.01 considerando
una P < 0.05.

RESULTADOS

De acuerdo a la metodologia previamente descrita para la ligacion del
inserto con el vector correspondiente, se realizaron diferentes pruebas en las
cuales se variaron las concentraciones de vector e inserto. Para cada
combinacion, se obtuvieron shRNAs especificos para las Claudinas-1, -2, -6, -7, -9

y -10, de origen humano y de cerdo

Con el propoésito de generar una herramienta que nos permitiera observar
los efectos del knockdown de claudinas en células epiteliales, se disefiaron
shRNAs especificos para Claudina-1, -2, -6 -7, -9 y -10. Estos se obtuvieron por
medio de la transformacion genética de la cepa DH5ade E.coli, seleccionandose
cinco colonias de cada shRNA para las diferentes claudinas, mismas que fueron
enumeradas del 1-5 y se presentan entre paréntesis. Para verificar que las
colonias expresaran los shRNAs correspondientes, se realizaron ensayos de
restriccion con la enzima Mlu I, la cual corta en 5-AVCGCG T-3'y 3’-T GCGC A -
5',. Las restricciones, tanto para las secuencias de humano como de cerdo, se
verificaron posteriormente mediante diferentes electroforesis. Cabe mencionar que
de las cinco colonias aisladas no todas expresaban los shRNAs, obteniéndose al

menos dos colonias que expresan los shRNAs.En las figuras 9 y 10, se presentan
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dos de las diferentes electroforesis realizadas para la verificacion de los shRNAs, .
La figura 9 es una electroforesis correspondiente a los shRNAs para Claudinas de
humano, donde el control-(1) y los shRNAS de Claudina -7(1) y -2(3), son los que
se emplearon en la transfeccion de las células AGS; los demas shRNAsque se
muestran en la imagen se utilizaran para otros proyectos del laboratorio. En la
figura 10 se presenta una electroforesis de los shRNAs de Claudinas de cerdo, el
shRNA de Claudina 1(1) y 2(3), se utilizaron para la transfeccion de las células
LLC-PK;.

Marcador de peso molecular
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Figura 9. Electroforesis de restricciones de shRNAs de secuencias de humano para Claudinas -2, -7, -9y
-10. En los carriles 2, 4, 6, 8 y 10, se muestran las extracciones de plasmido sin digerir con la enzima Mlu | y en
los carriles 3, 5, 7, 9 y 11 los que fueron cortados con la enzima Mlu |. El control negativo es el vector vacio.
Los numeros entre paréntesis indican el nimero de la colonia bacteriana al que pertenece cada shRNA.

La manera en que se concluyé que el plasmido cuenta con la
secuencia que se le ligd, es porque esta ultima cuenta con sitios especificos

de corte para la enzima MLU |, linearizando el DNA, asi en el gel de
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electroforesis se observara que el plasmido migra a una distancia mayor

respecto al pldsmido que no fue incubado con la enzima MLU 1.

Las claudinas son proteinas de uniones estrechas que regulan el paso de
iones por via paracelular, de tal manera que al ocurrir un evento que desregule la
expresion de las claudinas, se alterard el transporte de iones. La medicion de
TEER nos permite cuantificar las variaciones en el transporte de iones por via
paracelular cuando ocurren cambios en la expresién de las claudinas, en este

caso inducidos por la transfeccion de shRNAs especificos para Claudina-1y -2.

Debido a que la linea celular LLC-PK; forma monocapas con uniones
estrechas funcionales, se utilizo esta linea celular para evaluar la funcionalidad de

la barrera epitelial a través de la medicion de la resistencia transepitelial.,

Para evaluar la eficacia de los shRNAs generados sobre la expresion y la
funcion de estas claudinas, primero se determind mediante Western blot si la
expresion de estas claudinas disminuia en las células LLC-PK; transfectadas con
los shRNAs para claudina-1 y -2, eligiéndose uno de los shRNA obtenidos. En la
figura 11, se observa una disminucién significativa en la expresion de dichas
claudinas en las células LLC-PK; transfectadas con los shRNAs. Cabe mencionar
que, a diferencia de otros estudios reportados en los que se muestra una
disminucion del 60 al 70% de proteina utilizando shRNAs para claudinas, en
nuestro trabajo obtuvimos una disminucién de mas del 80% para cada una de las

claudinas estudiadas.
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Figura 9. Knockdown de la expresion de Claudina-1y -2
en células LLC-PK,. Western-blots de extractos proteicos de

células LLC-PK, que expresan una disminucion de la
expresion de Claudina-1y -2.

Una vez que se observé que los shRNAs generados fueron capaces de
silenciar la expresion de Claudina-1 y -2 en las células LLC-PK;, se evalud el
efecto de este sileciamiento sobre la funcion epitelial dada por la TER. Como se
observa en la figura 11, la transfeccién de células LLC-PK; con el shRNA para
Claudina-1, provoco una disminucion de la TER con respecto a la transfeccion de
estas células con el vector vacio; en contraste y de manera esperada, la
transfeccion de células LLC-PK; con el shRNA para Claudina-2, caus6 un
aumento de la TER con respecto a la transfeccion de estas células con el vector
vacio. Esto demuestra que knockdown de las claudinas-1 y -2 se ve reflejado en

la alteracidon de su funcién con relacion al transporte de iones por via paracelular.

Estas diferencias se deben a las distintas funciones que lleva cabo
Claudina-1 y -2; Claudina-1 predominantemente funciona como una proteina de
barrera dado que incrementa la TEER; mientras que claudina-2 forma poros en
los epitelios, lo que disminuye la TEER, por lo que al silenciarse la expresion de
estas dos proteinas se observa lo contrario a su funcion en condiciones
fisioldgicas.
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Efecto de la transfeccion con shRNAs sobre la funcion de
transporte de iones en células
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Figura 12. Efecto del knockdown de Claudina-1y -2 sobre la TER en células LLC-PK, Mientras que la

transfeccion con shRNA de Claudina-1, provocd una disminucion de la TER con respecto a las células
transfectadas con el vector vacio, la transfeccion con shRNA de Claudina-2 gener¢ un aumento en la TER-

*P < 0.05 de significancia calculada con la prueba t de Student

En las células cancerigenas existe un proceso de desregulacion de la
expresion y localizacion de las claudinas lo que, junto con otros procesos,
confiriere a dichas células la capacidad de migrar e invadir otros tejidos.
Especificamente, se sabe que existe un aumento en la expresion de claudinas
cuando las células tumorales invaden un tejido, dado que ello ayuda a la
consolidacion de uniones estrechas que permitan a estas células establecerse en
un organo especifico. Por otro lado, se ha reportado que la sobreexpresion de
claudina-6, 7 y 9 promueven eventos de proliferacion, migracion e invasividad

(Zavala-Zendejas VE et al. 2011). Para averiguar si el silenciamiento de Claudina-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zavala-Zendejas%20VE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20874001
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1, -2 y -7, mediante shRNAs especificos, disminuia la capacidad invasiva de
células AGS, se evalud el efecto de estos shRNAs sobre la expresion de estas

claudinas a nivel de proteina y sobre la capacidad invasiva de esta linea celular.

Los ensayos de Western blot mostraron una inhibicion significativa de las
tres claudinas evaluadas en las células transfectadas con los shRNAs respectivos
en comparacion con las células que fueron transfectadas con el vector vacio (Fig.
13). Al igual que para la linea celular LLC-PKj, la transfeccion de células AGS con

los shRNAs para estas claudinas mostré una disminucion de mas del 80%.
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Figura 12.Knockdown de la expresion de Claudina-1, -2y -7 en células
AGS. Western-blots de extractos proteicos de células AGS que expresan una
disminucion de la expresion de Claudina-1, -2y -7.

Los resultados obtenidos al evaluar la propiedad de migracién de células
AGS, mostraron una disminucion en distinto grado con cada uno de los shRNAs
para cada Claudina. En la figura 13 se observan fotografias que se tomaron como
parte del ensayo de migracion en la que se observa una clara disminucién de la
capacidad de migracién e invasion de las células AGS al ser transfectadas con
shRNAs para Claudina-1, -2 y -7. El analisis cuantitativo de este ensayo mostro
que para las células en las que se silencié a las claudinas-1 y -2, la migracion

celular disminuy6 un 75 % con respecto al control; sin embargo, para las células



Efecto de iRNAs especificos para Claudinas en células epiteliales. | 46

en las que se silencio la claudina-7 solo se observé una disminucion del 35% en

su capacidad de migracion (Figura 14).
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Figura 13. Efecto de shRNAs para Claudina-1, -2 y —7 en la capacidad de migracion de células
AGS. Células AGS transfectadas con el vector vacio (A); células AGS transfectadas con shRNA para
Claudina-1 (B); para Claudina-2 (C); y para Claudina-7 (D).
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Efecto de la capacidad de migracién en células
AGS transfectadas con shRNAs
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Figural4. Efecto de la expresion de shRNAs para Claudina-1, -2 y -7 en la migracion de células
AGS. La transfeccion de las células AGS con shRNAs de Claudina-1, -2 y-7 provoca una disminucion
diferencial en la capacidad de migracion de tales células.*P < 0.05 de significancia calculada con la
prueba t de Student.

DISCUSION

Existen otros tipos de IRNAs ademas de los shRNAs como son los siRNAs
y miRNAs, en nuestro caso utilizamos shRNAs con el fin de obtener lineas
celulares (AGS y LLC-PK;) que expresen constitutivamente estas moléculas y
mantegan silenciadas las claudinas -1, -2 y -7. El efecto de los siRNAs es
transitorio y se utilizan para ver efectos en el silenciamiento de proteinas a corto
plazo, pues su actividad perdura de 5-7 dias, y ademas se debe probar al menos
tres siRNAs para elegir aguél con mayor capacidad de silenciar la proteina de
interés. En relacion a los miRNAs, dado que son iRNAs endégenos, su estudio
estd enfocado a la descripcion de los procesos celulares que regulan. Es por ello
que de acuerdo a lo que se quiera estudiar es que se elige entre estos tipos de
IRNASs,
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El uso de shRNAs nos permiti6 observar cambios en la funcion de las
células LLC-PK; en relacién al transporte de iones y la capacidad invasiva de las
células AGS, lo cual, nos permitié6 simular una desregulacién en la expresion de
las claudinas en procesos patologicos, la cual altera las funciones de los epitelios
promoviendo el desarrollo de diversas patologias. Esta desregulacion, se puede
dar de dos maneras, aumentando o disminuyendola expresion de las mismas

(desregulacion a la alta o a la baja, respectivamente).

Por mucho tiempo, el estudio de las Claudinas se realizé a través de su
sobre-expresion mediante técnicas in-vitro, que permitieron estudiar lo que ocurre
en una desregulacion a la alta de claudinas. Con el descubrimiento de los iRNAs,
se desarrollaron técnicas moleculares para el silenciamiento especifico de
proteinas en ensayos in vitro, en nuestro caso, de claudinas. Estos estudios han
cobrado importancia ya que pueden complementar los hallazgos que se tienen a la
fecha sobre las funciones especificas de estas proteinas, pero ademas observar
las funciones epiteliales que se ven afectados cuando ocurre una desregulacion a

la baja de claudinas.

Las células LLC-PK;provienen del tibulo ascendente de rifiébn de cerdo,
esta porcion del rifién tiene un papel muy importante en el filtrado de distintas
moléculas, como lo son vitaminas, hormonas y péptidos (Nielsen et al. 1998). Esta
linea celular es ampliamente utilizada como modelo in-vitro, por tratarse de una
linea celular normal capaz de formar una monocapa y poder estudiar con ello la

funcion de las claudinas en las uniones estrechas.

En las células LLC-PK; esta bien documentada la expresién de Claudina-1y
-2. Claudina-1 es una proteina de barrera manteniendo asi la integridad del
epitelio; mientras que Claudina-2 forma poros en el epitelio que regulan el paso de
iones por via paracelular. Con respecto a los efectos funcionales del knockdown
de estas claudinas, en células LLC-PK; se observo que el silenciamiento de
Claudina-1, altera la capacidad de barrera del epitelio. Al disminuir su expresion,

disminuye la selectividad en cuanto al transporte de iones, promoviendo la
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disminucién de la TER. En estas mismas células, se observo que el silenciamiento
de Claudina-2 provoca un aumento de la TER, pues el epitelio se vuelve mas
fuerte y aumenta la capacidad de barrera del mismo, aumentando la TER.

Ahora que se logré la trasfeccion estable de shRNAs para estas dos
claudinas seria interesante ahondar en el efecto del knockdown respecto a la
participacion de Claudina -1 y -2 y otras, en distintos procesos celulares como:
proliferacion, inflamacion, infecciones por baterias, virus y hongos, etc, en células
no transformadas como son las LLC-PK;, MDCK (Madin-Darvy canine kidney) u
otras. Ademas de que resulta ser un buen recurso para el estudio de las
interacciones entre claudinas (homotipicas y heterotipicas) que dan una funcién

especifica al tejido que las expresa.

Dado que una de las funciones de las claudinas en células tumorales es su
participacion en los procesos de migracion e invasion, se evalud la eficacia del
silenciamiento de Claudinas-1, -2 y -7 en la capacidad invasiva de células AGS.
Se logré generarkos—+esultadoes—meostraron—gue la disminucion en la expresion de
estas proteinas en mas del 80% comparada con las células transfectadas con el
control negativo. Sin embargo, esta disminucion de manera homogénea en las tres
claudinas evaluadas no genera, de la misma forma, una disminucién en la
capacidad invasiva de las células AGS, ello se deriva de las distintas funciones de

estas claudinas.

Claudina-2, dado que es formadora de poros en los epitelios, hace que
estos ultimos sean mas permeables; en etapas tempranas del cancer su expresion
favorece el desanclaje de las células y con ello la formacién de tumores. Una vez
gue ello ocurre, de igual manera, la expresion de Claudina-2 favorecera el paso de
factores de crecimiento involucrados en la perpetuaciéon del tumor, asi mismo que

estas células tumorales, puedan migrar e invadir otros tejidos.

En pacientes con carcinoma gastrico, existe una correlacién entre la
sobreexpresion de Claudina-7 y la carcinogénesis de esta patologia (Jun, KH. et
al. 2014), lo cual esta relacionado a la capacidad invasiva de las células propias
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de este cancer. En nuestro trabajo, se observa que al silenciar la expresion de
cladina -1, -2 y -7 disminuye la capacidad de migracién de las células AGS, dado
que estas claudinas confieren a las células cancerosas la capacidad de formar

uniones estrechas que permitan su establecimiento en nuevos érganos.

Contrastantemente en cancer de endometrio, se observa una disminucion
significativa de la expresion de Claudina-7, correlacionada con tumores de estado
tardio.(Li, X. et al. 2013), Sin embargo este contraste, se debe a la fase en que se
encuentre el cancer, es decir, en etapas tempranas de formacién de un tumor,
Claudina-1 y -7 disminuyen desestabilizando las uniones estrechas y las células
del epitelio se desanclan del mismo. Por el contrario, en etapas mas avanzadas
del cancer, en donde ocurren procesos de invasion, el aumento en la expresion de
estas claudinas promueve el establecimiento de las células tumorales en el tejido

invadido.

Ademas, en pacientes con cancer hepético, se observa, que existe una
sobreexpresion de Claudina-1, -4 y -5 y una disminucion de la expresion de
Claudina-7, considerandose como marcadores diagndsticos positivos para este
tipo de cancer (Bouchagier, KA. et al. 2014). Claudina-4 y -5, al igual que Claudina
-1, son proteinas de barrera (Michikawa, H. et al 2008), por tanto, en cancer
hepético, el que disminuya su expresion esta relacionado con que las células
tumorales puedan desanclarse del tejido y poder invadir otros érganos. Claudina-5
se expresa principalmente en endotelio (Morita, K. et al. 1999) por tanto en vasos
sanguineos, al disminuir su expresion en cancer, promueve la intravasacion y

extravasacion de células tumorales, favoreciendo procesos invasivos.

Con todo lo anterior, se resalta la importancia de usar shRNAs para simular
los procesos involucrados en la progresion de diferentes tipos de cancer para
estudiarlos y proponer nuevos blancos terapéuticos y de diagnoéstico, dado que
uno de los principales problemas de este padecimiento es que se detecta en fases

avanzadas, cuando su cura se dificulta.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouchagier%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24815833
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Dado que estos tres shRNAs utilizados fueron capaces de silenciar
significativamente Claudina-1, -2 y -7, seria interesante continuar con el empleo de
los demas shRNAs que se obtuvieron en este trabajo en células LLC-PK; AGS y
otras como MDCK (Madin-Darvy canine kidney), MCF-7 (células de cancer de
mama), entre otras; ademas de medir otras funciones en las que participan las
claudinas, como por ejemplo, en la proliferacion de células cancerosas y observar

lo que ocurre en distintas etapas de la progresion de distintos tipos de cancer.

CONCLUSIONES

e Se lograron obtener shRNAs especificos para Claudina-1, -2, -6, -7, -9 y -
10.

e Se estandariz6 efectivamente la técnica de transfeccion de shRNAs en
células LLC-PK;y AGS, por lo que se puede continuar con la obtencion de
células estables para la expresion de shRNAs de Claudina-6, -9 y -10.

e Se observo que ocurre una disminucion de la TER cuando la Claudina-1 se
silencia y un aumento de la TER cuando Claudina-2 es silenciada por
medio de shRNAs especificos para cada una.

e Se observa una disminucion de la capacidad invasiva de las células AGS al

transfectarse con shRNA especificos para Claudina-1, -2 y -7
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