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Resumen.

El cancer gastrico es un problema relevante de salud publica en México y a nivel
mundial. En 2020 hubo mas de 1, 000, 000 de nuevos casos de este cancer y se
estima que provoco la muerte de 769, 000 personas ese mismo afio. A menudo los
pacientes tratados recaen localmente o con metastasis a distancia. La subpoblacion
tumoral de células troncales de cancer (CTC) se renuevan a si mismas e impulsan
el inicio, la progresion del cancer, adquieren resistencia a multiples farmacos, al
estrés oxidativo, poseen capacidad metastasica y evaden al sistema inmune.
Debido a lo anterior, se piensa que son responsables de la recurrencia del cancer

después del tratamiento.

Las claudinas que son proteinas de uniones estrechas (UEs) a menudo se han
relacionado con distintos tipos de cancer, en particular la sobreexpresion de las
claudinas 6 y 9 se ha relacionado con mayor capacidad migratoria, invasiva y de
proliferacion en células de adenocarcinoma gastrico humano (AGS). Cabe destacar
que la expresion de dichas claudinas, se restringe a tejidos durante el desarrollo

embrionario, siendo su expresion deébil o ausente en tejidos adultos.

En este estudio, nuestra pregunta de investigacion fue si la sobreexpresién de la
Cldn6 y CIdn9 induce la formacion de CTC. Pare responder esta pregunta, se
generd un modelo en las células AGS que sobreexpresan a estas proteinas de UEs
y se evaluaron distintos aspectos en las CTC. Se determiné el enriquecimiento de
la poblacion de CTC CD44%/CD24-, los marcadores de troncalidad NANOG y SOX2
y de Transicion epitelio mesénquima (TEM) SNAIL, TWIST, E-Cadherina y N-
Cadherina al sobreexpresar las claudinas. Todos estos marcadores aumentaron a
nivel poblacional y en su expresiéon en las sublineas recombinantes AGS-Cldn6 y
AGS-Cldn9. Ademas, se observd un aumento en los procesos de migracién e
invasividad para las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9, respectivamente. De los
resultados obtenidos se concluye que la sobreexpresion de Cldn6 y 9 genera
fenotipos relacionados a las CTC, al encontrar marcadores de autorenovacion y

TEM que se expresan simultaneamente. Mas aun, en muestras de pacientes se
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observo que Cldn6 esta relacionada con la remision local y Cldn9 con la metastasis

en cancer gastrico.

Introduccion.

En 2020 hubo mas de 1, 000, 000 de nuevos casos de cancer gastrico a nivel
mundial y se estima que provoco la muerte de 769, 000 personas ese mismo afio.
El cancer gastrico representa el quinto tipo de cancer mas diagnosticado, la tercera
causa principal de muerte por cancer en México y la cuarta a nivel mundial'?.
Algunas areas geogréficas de la Republica Mexicana tienen mayores tasas de
mortalidad por cancer gastrico como Chiapas, cuya tasa es de 6.4 por cada 100,000
habitantes en comparacion con la Ciudad de México con 4.5 y el Estado de México
con 2.5 por cada 100,000 habitantes®. Esto puede ser debido a las condiciones
socioeconémicas y a factores ambientales como la alimentacion, el consumo de
alcohol y tabaco e infeccion por Helicobacter pylori, entre otros. Estos hechos,
convierten al estudio de esta enfermedad en uno de suma importancia para nuestro

pais.

De acuerdo a la clasificacion histolégica de Lauren del cancer gastrico que es la
mas ampliamente utilizada en clinica este se divide en dos tipos histologicos, el
intestinal y el difuso (Figura 1). El tipo intestinal est4 asociado con gastritis atréfica
cronica, metaplasia intestinal y se presenta mas a menudo en el estbmago distal. El
tipo difuso se origina normalmente en la mucosa gastrica, presenta células de anillo
de sello (células con una gran vacuola llena de mucosa); es comun en personas
menores de 45 afios y es el tipo de cancer gastrico con peor pronéstico debido a su
capacidad de remision.

RO
A A

INTESTINAL B DIFUSO

»
-



Pagina |12
Figura 1. Tipos de cancer gastrico segun la clasificacion de Lauren. A la izquierda se
observan las glandulas diferenciadas caracteristicas en la histologia del tipo intestinal. A la
derecha las células tumorales con grandes nudcleos y las células de anillo de sello
presentando una gran vacuola llena de mucosa.

Cerca del 3% del cancer gastrico difuso es hereditario debido a una mutacion en el
gen CDHI que codifica para la E-cadherina una proteina importante en la adherencia
celular y cuya pérdida provoca poca cohesion en el epitelio gastrico*°. La prognosis
pobre de este cdncer se debe en cierta medida a la falta de tratamientos dirigidos.
En ambos tipos histolégicos encontramos tratamientos generales, siendo la cirugia
la dnica terapia curativa. La quimioterapia perioperatoria y adyuvante, asi como la
quimioradiacion y la diseccién de los ganglios linfaticos adyacentes pueden mejorar
el resultado de la reseccién de este cancer. Sin embargo, mas de la mitad de los
pacientes con cancer gastrico operado recaen localmente o con metastasis a
distancia o reciben el diagndstico de cancer gastrico cuando el tumor se disemina;
por lo tanto, la media de supervivencia rara vez supera los 12 meses y la
supervivencia a los 5 afios es inferior al 10%°. Encontrar marcadores moleculares
tempranos e informacion que conduzca al disefio de tratamientos dirigidos contra la
recaida o metéstasis es de especial importancia para mejorar el prondstico de este

tipo de cancer.

Mas del 90% de los casos de cancer gastrico corresponden a adenocarcinomas
(cancer que se forma en el tejido glandular) 7. Los epitelios estan mantenidos por
complejos de uniones intercelulares, entre los que se encuentran las Uniones
Estrechas (UEs) las cuales estan conformadas por diversas proteinas entre las que
destacan las claudinas. En mamiferos existen 27 miembros de claudinas
provenientes de un gen ancestral y son componentes integrales de la membrana
celular que ayudan a regular el flujo paracelular y a mantener la polaridad celular®.
La expresidn de las claudinas se modifica a la alta o a |la baja en diversas neoplasias
dependiendo del tejido, favoreciendo un fenotipo tumoral y metastatico o actuando
como supresoras de tumor. La comprension de la funcién de estas proteinas
contribuira a establecer los mecanismos moleculares que actuan en el desarrollo
del cancer y permitira evaluar la posibilidad de considerarlas como biomarcadores

utiles para la deteccion y diagndstico de diversos tipos de cancer °.
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Las células troncales de cancer (CTC) representan una subpoblacion de células
oncogeénicas que se renuevan a si mismas e impulsan el inicio y la progresion del
cancer. Las CTC a menudo adquieren resistencia a multiples farmacos, al estrés
oxidativo, poseen capacidad metastasica y evaden al sistema inmune, por lo que se
piensa que son responsables de la recurrencia del cancer después del tratamiento
510 Recientemente, los factores de transcripcion asociados a troncalidad y
autorrenovacion, NANOG y SOX2, se han relacionado con las CTC en cancer
gastrico ya que son fundamentales en la oncogénesis, en la transicion epitelio-
mesenquima (TEM), la progresién tumoral y la metastasis, manteniendo un fenotipo
indiferenciado . En los tumores primarios, las células cancerosas a menudo deben
someterse a una TEM durante el proceso de metastasis, lo cual es necesario para

entrar en circulacion a sitios secundarios.

Para establecer un nuevo tumor los genes responsables de mantener un estado
celular mesenquimatoso deben desactivarse pasando a un estado epitelial, esta
capacidad de las células que pasan por un proceso de TEM tiene paralelos con las
CTC en las cuales una de sus caracteristicas es recrear la heterogeneidad tumoral.
Se ha observado experimentalmente en células de cancer de mama circulantes,
que expresan marcadores de CTC como CD44, marcadores de autorenovacion
como SOX2 y marcadores de TEM como SNAIL y TWIST'. Esto nos habla de
poblaciones celulares capaces de llevar a cabo TEM y dar origen a un nuevo tumor

en otros tejidos debido a su fenotipo indiferenciado de CTC.

Antecedentes.

Uniones Estrechas.

Las uniones estrechas (UEs) se localizan en la parte mas apical de las células
epiteliales y endoteliales permitiendo que los tejidos interactien directamente con
el ambiente exterior y con compartimentos internos contiguos al exterior; estos estan

revestidos por superficies mucosas, donde las células epiteliales actian como
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aislamiento del 6rgano interno. Estas estructuras no solo proporcionan una capa

protectora, también actian como una barrera selectiva restringiendo el libre
intercambio a través del espacio paracelular'?!3, Las proteinas de las UEs son
diversas e incluyen ocludinas, claudinas, tricelulinas, cingulinas y moléculas de
union/adhesién (JAM por sus siglas en inglés), se caracterizan porque interactian
entre si y con el citoesqueleto para formar una arquitectura compleja. Entre estas
proteinas de UEs, las claudinas son clave ya que interaccionan dinamicamente para

formar poros o barreras y ayudan al flujo paracelular de las células epiteliales!?.

Claudinas.

Las claudinas (Cldn) tienen las siguientes funciones: (1) Funcién de valla,
responsable de mantener la polaridad de los epitelios diferenciando los dominios
celulares apical y basolateral; (2) Moléculas de sefalizacion, involucradas en el
crecimiento, supervivencia, proliferacién y diferenciacion celular y (3) Funcion de
compuerta, separando en compartimentos los fluidos con solutos para evitar que se
mezclen'4. Se han identificado 27 genes de claudinas en mamiferos®®. Las
claudinas clasicas (como se les llama por homologia) incluyen a las claudinas 1-10,
14, 15, 17, y 19, y claudinas no clasicas son las 11-13, 16, 18 y 20-27, que son

menos homologas?'?.

La estructura de las claudinas se compone de cuatro dominios transmembranales
involucrados en la formacién de poros (~50 a.a.), las regiones intracelulares N
terminal (7 a.a.) y C terminal (25-55 a.a.) que interactuan con otras proteinas a
travéz de un dominio PDZ1¢ y las asas extracelulares (AEC) dénde la AEC1 consta
de ~50 a.a. con dos cisteinas conservadas implicadas en la funcion de barrera
(Figura 2). Ademas, las cargas negativas y positivas en la AEC1 contribuyen a la
formacién de poros. La AEC2 de ~25 a.a es responsable de las interacciones homo
y heterotipicas y esta involucrada en la union de la enterotoxina (CpE) de
Clostridium perfringens a las células infectadas por este patégeno'?.
Estructuralmente, en 2014 se describio la estructura cristalogréafica de la claudina-

15 (que forma parte de las claudinas clasicas) y se mostré que contiene hojas B-
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plegadas para los dos segmentos extracelulares que estan anclados a una regién

transmembrana de cuatro a-hélices unidas por motivos consenso?!’ (Figura 3).

Asa Extracelular 1
Espacio Extracelular 1
Asa Extracelular 2

[ceesee
IRIRIN:
-
N-Terminal C-Terminal

Asa Intracelul 3o .

13 aminoicidos PDZ binding domain
Claudinas 1-10,14,15,17 y 19 Claudinas 11-13,16,18 y 20-27
Claudinas Clasicas, Homdlogas Claudinas no Clasicas, no Homdlogas

Figura 2. Organizacion estructural de las claudinas y su clasificacion basada en homologia.
Dominios transmembranales (verde), membrana lipidica (naranja) y asas extracelulares y
regiones terminales N y C (azul) (Gowrikumar, Singh and Dhawan, 2020).

Figura 3. Cristalografia de la Cldn-15. A y B) Cristalografia de la Cldn-15 representada en
la membrana celular desde distintos angulos hojas B-plegadas para las regiones
extracelulares ancladas a una regién transmembranal de cuatro a-hélices (Modificada de

Suzuki et al., 2014).
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Claudinas y Cancer.

La expresion de las claudinas varia entre los tejidos'® y se modifica a la alta o a la
baja en diversas neoplasias, favoreciendo un fenotipo tumoral y metastatico o
actuando como supresoras de tumor'21920_ Se sabe que las claudinas Cldn-1, -3, -
4 y -7°! estan desreguladas con frecuencia en los canceres. En la Tabla 1 se
muestran diversas claudinas que pueden tener funciones de promotoras y/o
supresoras de tumor en distintos canceres, lo que ejemplifica el relevante papel de

las claudinas en el cancer.

Claudins Subtype Cancer Type Proto-Oncogene

Claudin-6 Gastric cancer Tumour promotor
Claudin-1 Colon cancer Tumour promotor
Claudin-3 Ovarian cancer Tumour promotor
Claudin-4 Ovarian cancer Tumour promotor
Claudin-6 Breast cancer, Gastric Tumour promotor
cancer
Claudin-7 Colon cancer Tumour promotor
Claudin-2 Lung cancer Tumour promotor
Claudin-1 Gastric cancer Tumour suppressor
Claudin-1 Lung cancer Tumour suppressor
Claudin-3 Ovarian cancer Tumour suppressor
Claudin-4 Owvarian cancer Tumour suppressor
Claudin-7 Lung cancer Tumour suppressor
Claudin-11 Gastric cancer Tumour suppressor
Claudin-2 Osteosarcoma Tumour suppressor

Tabla 1. Claudinas como promotoras y supresoras de tumor en distintos canceres
(modificada de Gowrikumar, Singh and Dhawan, 2020).

A continuacion se describird brevemente la relevancia de las claudinas en el cancer.

En un estudio reciente de Chang et al, se muestra evidencia de hiperplasia intestinal
y adenomas en ratones K.O. para claudina-7%2. De acuerdo con esto, la Cldn-7 fue
regulada a la baja en muestras de pacientes con cancer de colon en comparacion
con tejido normal. Por el contrario, claudina-7 y su asociacion con la molécula de
adhesion de células epiteliales (EPCAM) induce la proliferacion, la regulacion
positiva de proteinas antiapoptéticas y la resistencia a farmacos en células humanas

embrionarias de rifion HEK2932%.
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Por otro lado, los ratones K.O. para claudina-18 desarrollan espontaneamente

adenocarcinomas de pulmon. Por su parte, se determind que la disminucion de la
claudina-3 indujo tumores mediante el incremento de la actividad de B-catenina a
través de la sefalizacion de IL-6/STAT3 en el cancer de colon?*. De manera
contraria, la claudina-4 acelera la migracion celular y la invasion en lineas célulares

tumorales de ovario?°.

Por otro lado, Se demostré que claudina-6 es un supresor de tumor a través de
estudios de manipulaciéon genética en células de carcinoma de cuello uterino?®. Sin
embargo, en la linea celular de adenocarcinoma gastrico humano (AGS), se
demostrd que se incrementaba su potencial invasivo, de migracion y su tasa de
proliferacion al sobreexpresar a Cldn-6 y -9%7. Dichos hallazgos muestran la
diversidad de efectos que puede tener la claudina-6 en distintos tejidos en el

desarrollo del cancer.

Una serie de articulos de Dhawan et al. han demostrado un papel importante de
claudina-1 como promotor tumoral en el cancer de colon?®, el aumento de esta
proteina se asocié causalmente con la metastasis. De manera similar, la claudina-
2 esta regulada a la alza en el cancer de colon y participa en la progresion del

cancer.

En contraste al cancer de colon, la claudina-1 es frecuentemente regulada a la baja
en el cancer de mama 2°. Los estudios demuestran la interaccion de SNAIL (factor
de transcripcién asociado a la autorenovacion) con la regién E-box del promotor de
claudina-1 causando la inhibicién de claudina-1. Se sabe que SNAIL actia como
factor de transcripcion causando la represion de E-Cadherina (una proteina
importante en la adherencia celular y cuya pérdida provoca poca cohesién en el
epitelio) y tiene un papel potencial en la promocién de la tumorigénesis®C.
Considerando la evidencia antes mencionada en conjunto, se concluye que la
desregulacion de las claudinas en los epitelios puede generar cambios en la

sefalizacion celular que promueven la oncogénesis de manera tejido dependiente.
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Células Troncales de Cancer (CTC) y Claudinas.

Las células troncales son cruciales para el desarrollo y la homeostasis de muchos
tejidos®' y han sido utilizadas en terapias de reemplazo celular en el caso de dafio o
degeneracion®. La pluripotencia de las células troncales se define como el potencial
de autorrenovacion y diferenciacion en las tres capas gérminales!?. Son capaces
de diferenciarce en una amplia variedad de células bajo la influencia de diversas
moléculas de sefializacion, factores de crecimiento y factores de transcripciéns3. Por
otro lado, las células troncales también son un factor importante para muchos
canceres generando tumores mas agresivos y teniendo el potencial de reformar

todo el tumori2:34,

Las células troncales de cancer representan un grupo de células en tumores
heterogéneos, que poseen propiedades de iniciacion tumoral y autorrenovacion,
dando lugar a una progenie tumorigénica. Las CTC se enriguecen regularmente
después de la quimioterapia y conducen a la recurrencia del cancer*?. Alinque existe

polémica respecto a este modelo.

Como se menciona anteriormente, antes del proceso de metastasis, regularmente
las células deben pasar por la TEM, lo que implica que las poblaciones celulares
puedan dar origen a un nuevo tumor en otros tejidos (metastasis) debido a su
fenotipo indiferenciado. Cabe mencionar que se conocen otros procesos por los
cuales la células de cancer pueden migrar sin embargo, no seran evaluados en este
trabajo. La deteccion de las CTC se basa en diversos marcadores que se relacionan
con sus caracteristicas antes mencionadas, estos marcadores seran discutidos mas

adelante.

Durante la deteccién de una proteina altamente particular para las celulas troncales
pluripotentes humanas (hPSC por sus siglas en inglés), Uri Ben-David et al.36
encontraron que la claudina-6 es muy especifica para estas. La expresién de
claudina-6 calculada por microarreglos fue 90 veces mayor en hPSC que en células
diferenciadas. Robusteciendo lo anterior, Sugimoto et al.3” observaron el potencial
de claudina-6 para desencadenar la morfogénesis epitelial en células madre de

ratén ya que reguldé a otras moléculas de UEs como claudina-7, ocludina, Zonula
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occludens (ZO-1a+), y al complejo ezrina/radixina/moesina (ERM) que regulan la

organizacion y funcidon de estructuras corticales en las células epiteliales
polarizadas uniendo a los filamentos de F-actina hacia las proteinas de la membrana
plasmatica®®. Esto fue respaldado por otros estudios, que también mostraron que la
expresion de claudina-6 es un marcador temprano en las células troncales

embrionarias de raton39:40,

Durante la diferenciacion de células troncales embrionarias a células similares a
hepatocitos hubo una disminucion en los marcadores de células troncales y de
autorrenovacion Oct3/4 y NANOG como era esperado. Junto con los marcadores
de células trocales, la claudina-1 disminuyé eventualmente, mientras que la
claudina-4 aument6 y fue mayor en la etapa final de la diferenciaciéon®'. Esto
muestra la participacidon de algunas claudinas en etapas embrionarias y el
establecimiento de otras en células diferenciadas, lo que puede relacionarse con el
desarrollo del cancer y la pobre prognosis al sobreexpresar claudinas embrionarias,
como claudina-6, en distintos tipos de cancer y de especial importancia para este

trabajo, en el cancer gastrico?’.

La via Wnt proporciona las sefiales clave para lograr el fenotipo de CTC, asi como
para el desarrollo de celulas troncales normales. Articulos recientes han destacado
el vinculo entre las claudinas, la via Wnt/B-catenina y el papel de las CTC en el
desarrollo tumoral. Un ejemplo es la pérdida de claudina-3, que induce la activaciéon
Whnt/ - catenina, via relacionada con troncalidad contribuyendo asi al desarrollo del
cancer de colon?. Darido et al. proporcioné evidencia de que Sox-9 (marcador de
troncalidad) regula la expresion de claudina-74%. Ademas, se sabe que la claudina-
3 juega un papel oncogénico en el cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC por sus siglas en inglés) promoviendo la troncalidad y la quimiorresistencia.
El silenciamiento de claudina-3 en estas celulas fue capaz de combatir la formacion
de esferoides y la formacién de tumores, asi como un aumento de sensibilidad al
cisplatino en este cancer®. Estas evidencias nos hablan de la importancia de las
claudinas en el inicio y progreso del cancér y sobre como pueden inducir el fenotipo
de CTC.
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Marcadores de CTC.

CD44.

CD44 es una molécula de adhesion a la superficie celular involucrada en
interacciones célula-célula, adhesion celular y migracién#4. El principal ligando de
CD44 es el acido hialurénico (AH), un polisacarido presente en la matriz extracelular
de los mamiferos*>46, Se compone de un dominio amino terminal extracelular distal
(ECD por sus siglas en inglés), una region de tallo, un dominio transmembrana (TM)
y un dominio carboxilo terminal citopldsmico intracelular (ICD por sus siglas en

inglés).

El gen CD44 codifica para 20 exones, de los cuales los exones 6 al 15 corresponden
a exones variables (v1-v10). EI ECD corresponde estructuralmente a una proteina
globular estabilizada por puentes disulfuro entre tres pares de residuos de cisteina®
(Figura 4). Las cadenas de carbohidratos, generalmente glicoaminoglicanos (GAG),
se unen a este dominio, lo que confiere a CD44 una carga eléctrica negativa y
rigidez#78, La region del tallo es donde se insertan los exones variables en las
isoformas de CD44v. El dominio TM tiene un papel importante en la localizacién de
CD44 en la superficie celular*®, ya que un residuo de cisteina conservado en esta
region (cisteina 286) promueve su homodimerizaciéon y unién al AH5L, El ICD
interactda con los filamentos de actina a través de las proteinas ERM#’, que se unen
a CD44 a través de su dominio FERM amino-terminal y al citoesqueleto de actina a
través de su dominio carboxilo terminal®®>. La asociacion entre CD44 vy el
citoesqueleto permite la modulacién de la forma y la motilidad celular®®. La
asociacion entre el ICD de CD44 y las proteinas ERM induce cambios en la
arquitectura del citoesqueleto y permite la transducciéon de algunas vias de
sefalizacion, ya que CD44 también interactia como correceptor para una gran
cantidad de receptores® (Modificado de Medrano-Gonzéalez et al. 2021). Esta

demostrado que CD44 y sus isoformas son marcadores fiables de CTC que se
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pueden utilizar tanto solos como en combinacién con otros marcadores de superficie

para identificar CTC3L,

Dominio
Amino
Terminal

Isoformas
Variantes

Regién Transmembranal

CD44S C D44V _J Cola Citoplasmatica

Figura 4. Estructura de CD44. Esta compuesta por un dominio extracelular (ECD)
estabilizada por puentes disulfuro, una region del tallo donde se unen los exones variables
en CD44v, un dominio transmembranal (TM) importante para la localizacion de la molécula
y un dominio intracelular (ICD) que interactta con los filamentos de activa a través de tres
proteinas: ERM (Modificada de Yan et al. 2015).

CD24.

CD24 es una proteina de superficie celular altamente glicosilada compuesta de una
proteina central pequefia. Presenta patrones altamente variables de N- y O-
glicosilacion dependientes del contexto celular; asi, su peso molecular puede variar
de 25 a 75 kDa. Esta unida a la membrana a través de un anclaje de glucosil-
fosfatidil-inositol (GPI)*® que es unida durante su procesamiento en el reticulo
endoplasmico °. Durante las modificaciones postraduccionales, se remueven dos
terceras partes de los aminodcidos originales, resultando en un péptido maduro de

32 residuos °7.
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Los diferentes patrones de glicosilacion exhiben un potencial Unico de unién a

receptores de superficie celular. Por ejemplo, los &cidos sialicos « 2,6 y a 2,3
pueden unirse a Siglec-G de otra célula en procesos de sepsis; de manera
interesante, L1CAM solo puede unirse a la forma a 2,3, mientras que los

carbohidratos LewisX se unen a contactina y TAG-1 durante la neurogenesis. Por
otro lado, los carbohidratos sulfatados de NK-1 (HNK-1) se unen a P-selectina
durante la adhesion celular (Figura 5), presentando asi diferentes posibilidades de

unién dependiente de modificacione post-traduccionales y el contexto celular®g.

Glil que es un componente de la via de sefalizacion Sonic Hedgehog funciona
como factor de transcripcion para el gen de CD245%". Se ha reportado como marcador
de CTC de pancreas, intestino, mama, gastrico y sistema nervioso %%, Se ha visto
una fuerte expresion de CD24 en meduloblastomas, neurocitomas vy
neuroblastomas indiferenciados®'. En cancer de pancreas, células CD44+/CD24*
fueron capaces de generar tumores en ratones inmunodeficientes, mostraron
capacidad de autorrenovacion, daban lugar a una progenie diferenciada vy
generaban una morfologia similar al cancer primario del paciente. En cancer
gastrico, CD24 est4 involucrado en procesos de proliferacién, migracion y quimio
sensibilidad®?, asi como a un incremento en la invasividad y un peor prondéstico®?
(Modificado de Medrano-Gonzalez, 2018).
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Figura 5. Estructura de CD24. CD24 es una proteina pequefia a la cual estan unidas
diferentes cadenas de carbohidratos. Esta unida a la membrana por un anclaje de glucosil-
fosfatidil-inositol. Las glicosilaciones estan representadas como cadenas de monomeros de
carbohidratos (cuadros azules) (Maodificada de Ayre et al. 2016).
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Poblacion CD44%/CD24 - en CTC.

Las células troncales de cancer de mama se identificaron por primera vez segun los
niveles de expresion de antigenos de superficie celular, con fenotipo CD44*/CD24-
que conducen a una alta capacidad de invasién, migraciéon y proliferaciéon® Se
demostré que las células de cancer de mama con fenotipo CD44*/CD24-, que
componen solo una pequefa parte del tejido tumoral, podrian generar un tumor en
un modelo de xenoinjerto mientras que las demas células cancerosas que

constituyen la mayor parte del tumor no eran capaces de esto.5465

Por otro lado, en la linea celular de cancer gastrico positivo al virus de Epstein-Barr
(VEB) SNU-719, se aislaron CTC y se encontré6 que CD44*/CD24 (low) podria ser
la combinacién potencial de marcadores de superficie para CTC en CG VEB™*,
Ademas, la presencia de células CD44*/CD24-(low) en tejidos cancerosos predijo
una peor supervivencia libre de enfermedad, en comparacion con pacientes con
mas células cancerosas que no presentaban estas caracteristicas®®. En
comparaciéon con SNU-719 las células CD44*/CD24-(low) mostraron mayor
actividad inmunosupresora al inhibir la proliferacion de células mononucleares de

sangre periférica (PBMC por sus siglas en inglés) y la activacion de células T*®®.

Marcadores de Autorrenovacion.

Las vias de sefalizacion que normalmente estan activas durante la embriogénesis
y la homeostasis se vuelven aberrantes durante la formacién de tumores regulada
por CTC. Wnt, Hedgehog y Notch son las principales vias de sefializacion
responsables de la troncalidad y la capacidad de diferenciacion de las CTC3,

Para que las CTC tengan capacidad de autorenovacién al maximo requieren
expresar factores de transcripcion como SOX2, NANOG, OCT4, KLF4 y c-MYC;

estos se han propuesto como dianas potenciales para la terapia del cancert5.67.68,

Recientemente, NANOG y SOX2 se han relacionado con las CTC en cancer gastrico
ya que son fundamentales en la oncogénesis, la TEM y la metastasis, manteniendo

un fenotipo indiferenciado y una progresion sostenida del cancer™.
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NANOG.

La proteina NANOG consiste de 280 residuos de aa. Estructuralmente, contiene un
dominio N-terminal rico en residuos de serina, un homeodominio y un dominio C-
terminal que contiene repeticiones de triptéfano altamente conservado® (Figura 6).
Participa en el mantenimiento de la pluripotencia durante el desarrollo embrionario

del epiblasto y evita la diferenciacion al endodermo primitivo®°.
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Figura 6. Estructura de Nanog. Est4 compuesto por un extremo N-terminal rico en residuos
de serina, un homeodominio central y un dominio C-terminal en el cual se encuentra una
region de union CD1, repeticiones de 10 pentapéptidos (WR) que funciona como activador
y una region de 58 aminoacidos (CD2) que funciona como trans-activador (Modificada de
Pan et a. 2007).

SOX2.

SOX2 es un miembro de la familia de factores de transcripcion Sox. Consiste en
una proteina de 317 residuos compuesto por 3 dominios principales un dominio
HMG (High mobility group por sus siglas en inglés) en el extremo N-terminal que
se une a secuencias especificas de DNA, un dominio central de dimerizacion y un
dominio C-terminal que reconoce y se une a promotores de genes blanco activando

o reprimiendo su expresion’®-"2 (Figura 7).

La expresion de SOX2 es inicialmente detectada en la etapa de morula para
posteriomente localizarse en la masa interna celular del blastocisto, por lo que SOX2

tiene un papel importante en la formacion temprana de las células troncales
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pluripotentes embrionarias’®, ademas juega un rol importante en el mantenimiento

de las células troncales adultas’.
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Figura 7. Estructura de Sox2 y sitios de modificacion post traduccional. Sox2 contiene tres
dominios funcionales: un grupo de alta movilidad (HMG), un dominio de dimerizacion (DIM)
y un dominio de transactivacion (TAD). Algunos residuos pueden ser modificados por
acetilacion, fosforilacion, sumoilacién, ubiquitinacion, metilacién u O-glicosilaciéon (Grimm et
al.2020).

Marcadores de TEM.

La transicién epitelio mesenquima es un proceso que cambia las caracteristicas de
las células epiteliales y las convierte en fenotipos similares a células mesenquimales
durante el desarrollo. Ademas del desarrollo embrionario, la activacién de la TEM
es crucial para procesos que implican la formacion de células troncales, la
cicatrizacion de heridas y la progresion del carcinoma, ya que las células que pasan

por TEM ganan capacidad de migracién e invasividad’>76.

Durante la progresion de la TEM, las células epiteliales pierden sus moléculas de
adhesion como UEs, desmosomas y hemidesmosomas que conducen a una

pérdida de polaridad apical-basolateral”>7”.
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Ademas, se ha demostrado que los marcadores de células epiteliales como la E-

cadherina se regulan a la baja mientras que los marcadores mesenquimales como

la N-cadherina y la vimentina se regulan a la alza durante la TEM3175,

Los reguladores de la TEM pueden ser factores de transcripcion o impulsores del

proceso.

SNAIL.

Snail es una familia de factores de transcripcion tipo “dedos de zinc” en el que se
encuentran agrupados Snail (SNAIL), Snai2 (slug) y Snai3 (smuc), las cuales tienen
una region C-terminal que contiene de cuatro a seis dedos de zinc tipo C2H2. El
extremo N-terminal contiene un dominio SNAG esencial para la represion
transcripcional’®. SNAIL estd compuesto por 264 residuos de a.a. y generalmente
actla como un represor transcripcional3®7%8 (Figura 8), un dominio de
transactivacion SNAG relacionado con la TEM (circulo rosa) seguido por el dominio
de interaccion CtBP. En el centro, se encuentra el dominio especifico de las
proteinas Snai1, Slug (naranja), la caja de destruccién DB (verde) y la senal de
exportacién nuclear NES (amarillo). Durante el desarrollo embrionario, regula el
movimiento y la adhesién celular pero no en el establecimiento de linajes
relacionados con el mesodermo ya que las células de ratones mutantes a esta
proteina son capaces de formar el mesodermo, pero no de migrar. Ademas, ha sido
descrita su participacion en procesos de TEM?'. Se ha demostrado que SNAIL, otro
factor de transcripcibn maestro de la TEM, mejora la capacidad de iniciacion de

tumores de las células en modelos humanos de cancer de mamas3?.
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Figura 8. Estructura de los factores de transcripcion Snai1 y Snai2. En el extremo N-
terminal, se encuentra un dominio de transactivacion SNAG (circulo rosa) seguido por el
dominio de interaccion CtBP. En el centro, se encuentra el dominio especifico de las
proteinas Snai1, Slug (naranja), la caja de destruccién DB (verde) y la sefal de exportacién
nuclear NES (amarillo). En el extremo c-terminal se encuentran los dominios de union a
DNA (azul) (Amparo et al. 2011).

TWIST.

El gen de Twist contiene dos exones y un intron. El primer intron contiene un marco
abierto de lectura con 202 residuos de a.a. mientras que el segundo exén no se
traduce®?. La proteina TWIST es un factor de transcripciéon expresado durante el
desarrollo temprano®3. Se expresa en tejidos derivados del mesodermo durante el
desarrollo embrionario y en células troncales del mesénquima en individuos
adultos®. En su estructura se distinguen los siguientes dominios: (1) la region
bésica, necesaria para su unién a DNA, (2) el dominio HLH (hélice-loop-hélice)
necesario para la dimerizacion de la proteina y (3) un motivo WR que le permite
interactuar con otros factores de transcripcion y actuar como un dominio de
activacion o represion®*8® (Figura 9). TWIST es un factor de transcripcion maestro
en la TEM3L. TWIST, factor de transcripcion maestro de TEM, que regula las

propiedades de CTC, puede reprimir a E-Cadherina indirectamente.

3740 7317 109-163 180-202
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Figura 9. Estructura de Twist. Constituido por secuencias se sefializacion nuclear NLS1 y
NLS2, un dominio bHLH, hélice-asa, hélice, y un motivo de arginina y triptéfano (WR). Los
ndimeros muestran el nimero de residuos de aminoacidos contenidos en cada dominio
(Modificada de Qin et al. 2012).
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E-Cadherina.

El gen de E-cadherina (CDH1) contiene 16 exones cuyo tamafio varian de 115 a
2,245 pb. Codifica para una proteina de 120 kDa. Contiene un dominio extracelular,
un solo segmento transmembranal y un dominio citoplasmico corto a través del cual
interactia con las cateninas alfa, beta y gamma y pl120 que le permiten su
asociacion con el citoesqueleto de actina (Figura 10)%y un dominio extracelular
compuesto por 5 dominios en tdndem, C1-C5, donde se unen las moléculas de Ca*?,
region indispensable para su estabilidad (Liu et al. 2014).

Cumple un papel importante en el desarrollo de los tejidos, organogénesis y el
mantenimiento de los epitelios. Su asociacion con diferentes cateninas es esencial
para el establecimiento de las uniones adherentes en procesos de TEM vy
mesénquima-epitelio, necesarios para mantener la plasticidad del tejido durante el
desarrollo embrionario®:87. Cerca del 3% del cancer gastrico difuso es hereditario

debido a una mutacién en el gen CDHI*®,
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Figura 10. Estructura de E-cadherina. Estd compuesta por 3 dominios principales: un
dominio intracelular, un solo segmento transmembranal y un dominio extracelular
compuesto por 5 dominios en tandem, (Modificada de Liu et al. 2014).
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N-Cadherina.

N-Cadherina es un miembro de la familia de moléculas de adhesion dependientes
de calcio. Consiste de 5 dominios extracelulares (residuos 1 a 542 de la proteina
madura) unidos a un dominio intracelular funcional. La union entre mondmeros de
N-cadherina de células opuestas ocurre por la insercion reciproca de un residuo de
triptéfano en el primer dominio extracelular®. La expresion mas temprana de N-
Cadherina ocurre durante la neurulacién, en la separacion del tubo neural del

ectodermo embrionario®®.

La funcién de N-Cadherina depende del contexto celular. Ademas de mediar las
interacciones célula-célula, esta involucrada en vias de sefalizacion al interactuar
con B-catenina y la catenina p120, asi como de estabilizar al receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGFR) en la membrana®. Ademas, regula la motilidad
celular al interactuar con los filamentos de actina a través de su union a cateninas®'
(Figura 11).

Su expresion aberrante ha sido un marcador de TEM y comUunmente se encuentra
presente en tumores con un fenotipo agresivo®?. N-Cadherina promueve procesos
de invasion y motilidad celular aun en condiciones donde se induce la expresion de

marcadores epiteliales®.

P120 (ctn) isoforma
corta

Figura 11. Estructura de N-cadherina. Posee un dominio intracelular, un dominio
transmembranal y un dominio extracelular al que se le afiaden moléculas de Ca?" para su
estabilidad. Aunque las cateninas a y B son cruciales para la unién de las cadherinas a la
actina, se requiere de adaptadores adicionales como vinculina (Modificada de Loh et al.
2019).
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Planteamiento del problema.

En la linea celular de adenocarcinoma gastrico humano AGS, se demostré un
incremento en su potencial invasivo, de migracion y su tasa de proliferacion al
sobreexpresar a Cldn-6 y -9%5. Por otro lado, se ha observado en cancer de mama
que la desregulacién de Cldn-3, -4 y -7 enriquece las caracteristicas asociadas a
CSC y de TEM* vy en células de cancer de mama circulantes se expresan
marcadores de CTC como CD44, marcadores de autorenovacion como SOX2 y
marcadores de TEM como SNAILy TWIST '°. Con base en las funciones que tienen
claudina-6 y -9 en células AGS se podria especular que la sobreexpresion de estas
claudinas podria favorecer un fenotipo de CTC y por ende, una poblacién celular

con caracteristicas que le permitan entrar en TEM y colonizar sitios secundarios.

Justificacion.

El cancer gastrico es un problema de importancia médica en nuestro pais y a nivel
mundial®3. A pesar de que ya se han identificado algunos marcadores de células
troncales de cancer gastrico como CD44 y CD24%, poco se sabe sobre el efecto
que tiene la expresién de ciertas claudinas en la adquisicion de un fenotipo

desdiferenciado o troncal y en las caracteristicas de esta subpoblacion.

Considerando la relacién que existe entre las claudinas y las CTC, el hecho de que
claudina -6 y 9 se encontraron sobreexpresadas en tumores de cancer gastrico del
tipo difuso?’ y destacando la alta homologia entre ellas, localizandose a 200 pb de
distancia gendmica entre sus genes y estando ambas relacionadas con la
troncalidad, migracion e invasion 279, este estudio pretende obtener evidencia de
si la sobreexpresion de Cldn -6 o -9 modifica la expresion de marcadores de CTC
(CD44 y CD24), de autorrenovacion (SOX2 y NANOG) y de TEM (TWIST, SNAIL,
E-Cadherina y N-Cadherina) robusteciendo la idea de que estas proteinas generan

CTC con capacidad metastasica.
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Esto ampliaria el conocimiento sobre la relevancia de estas claudinas en el

desarrollo de una subpoblacién celular que tiene un papel fundamental en la
remision del cancer gastrico y su metastasis, estableciendo las bases para el

desarrollo de terapias enfocadas a estas subpoblaciones.

Hipotesis.

La sobreexpresion de Cldn-6 o -9 modificara la expresion de marcadores de CTC,
autorenovacion y TEM, el porcentaje de su expresidn poblacional y la capacidad de

migracion e invasividad en la linea celular AGS.

Objetivo principal.

Determinar el efecto de las Cldn-6 0 —9 en las caracteristicas asociadas a CTC tales
como la expresion de marcadores de CSC, de autorenovacién y de TEM, su
porcentaje poblacional y la capacidad de migracion e invasividad en la linea celular
AGS.

Objetivos particulares.

1.-Evaluar la expresion y localizacién de las siguientes moléculas en células AGS
que sobreexpresan a Cldn-6 o -9:

1) Marcadores de CTC: CD44 y CD24.

2) Factores de transcripcion asociados a autorenovacion: SOX2 y NANOG

3) Marcadores de TEM: TWIST, SNAIL, E-Cadherina y N-Cadherina.

2.-Determinar el porcentaje poblacional en células AGS que sobreexpresan a Cldn-

6 0 -9 de los siguientes marcadores:

1) Marcadores de CSC: CD44 y CD24
2) Factores de transcripcion asociados a autorenovacion: SOX2 y NANOG
3) Marcadores de TEM: TWIST, SNAIL, E-Cadherina y N-Cadherina.
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3.- Investigar la capacidad de migracion e invasion de células AGS que

sobreexpresan a Cldn-6 o -9.

Materiales y Métodos.

1. Modelo.

Se utilizaron las sublineas celulares estables derivadas de adenocarcinoma
gastrico humano AGS que sobreexpresan Cldn-6 y Cldn-9. Estas se generaron
empleando los vectores pmaxGFP que contenia los genes de Cldn-6 y Cldn-9

(sistema Amaxa).

2. Cultivo de células AGS.

Para esta investigacion se utilizaron las cuatro lineas celulares siguientes. La linea
celular AGS (AGS-WT) se mantuvo en cultivo con medio esencial minimo DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Biowest), 2 mM de L-glutamina
(Biowest), 100 U/mL de penicilina-estreptomicina (Biowest), y 2 mM de piruvato de
sodio (Corning). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37°C y 5% COo2. El
mantenimiento se realiz6 cambiando el medio de cultivo cada 2 dias y lavando con
PBS 1x antes de colocar medio nuevo. Las las sublineas celulares estables que
sobreexpresaban Cldn-6 o -9 (AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9) y su control (células que
contienen al vector vacio AGS-GFP), se seleccionaron y mantuvieron con 500 pg/ml

de Geneticina (G-418, Goldbio) en medio de cultivo.

3. Citometria de Flujo.

Arreglo celular sistematico activada por fluorescencia y Citometria de flujo (FACS).

Una vez que las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 alcanzaron
el 80% de confluencia se disgregaron del cultivo utilizando verseno (EDTA 0.05 mM
en PBS) durante 5 min y se contaron utilizando un hemocitometro. La suspension

celular (4x10° células) se centrifugé dos veces durante 5 min a 1,500 rpm en
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amortiguador de FACS (PBS con azida de sodio al 0.09% y SFB al 1%).

Posteriormente, las células se fijaron y se permeabilizaron con el amortiguador de
fijacion | y el amortiguador de permeabilizacion Il (BD BioSciencies Phosflow),
respectivamente, para marcar proteinas nucleares. Para el marcaje de proteinas de
membrana, las células se fijaron y permeabilizaron con el Kit Cytofix/Cytoperm (BD
BioSciencies). En ambos casos se siguieron las instrucciones del fabricante. Los
anticuerpos primarios y secundarios fueron utilizados a diluciones determinadas

previamente por titulacion.

Proteinas de Membrana.

Las cuatro lineas celulares se fijaron y permeabilizaron como se describid
anteriormente para evaluar a las proteinas de membrana. Se incubaron durante 30
minutos con los anticuerpos anti-Cldn-6 (Santa Cruz cabra/humano 1:100), anti
Cldn-9 (Santa Cruz cabra/humano 1:100) y se marcaron con los isotipos de conejo:
IgG-APC (R&D Systems, 1:800) e IgG-PE (Novus Biologicals, 1:4000). De manera
independiente, también se realiz6 un marcaje con los anticuerpos Anti-CD24 Alexa
Fluor 405 (Novus Biologicals, 1:200, rata/humano), anti-CD44 APC (Biolegend,
1:100, raton/humano), y con los controles de isotipo IgG2bk Alexa Fluor 405 (Novus
Biologicals, 1:200), IgG1,k APC (Biolegend 1:100), respectivamente, en este caso
se realiz6 un doble marcaje que permiti6 generar cuadrantes para analizar las
subpoblaciones CD44*/CD24*, CD44*/CD24-, CD44-/CD24* y CD44/CD24" en las
cuatro sublineas (Figura 13). De la misma forma se fijaron y permeabilizaron las
cuatro sublineas y se marcaron con los anticuerpos anti-E-Cadherina (Santa Cruz
Biotechnology, 1:200, ratén) y anti-N-Cadherina (Santa Cruz Biotechnology, 1:200,
ratbn) durante 30 minutos y finalmente se les agrego el anticuerpo secundario
AlexaFluor-680 (Abcam, 1:3000, cabra-anti-ratén) durante 1 hy se lavaron 2 veces
con amortiguador FACS. Se utilizaron células AGS-WT tefiidas con el anticuerpo
secundario como control de isotipo, asi como una muestra de células sin marcajes
para determinar la poblacién estudiada. Todos los experimentos se realizaron a 4°C

en la oscuridad.
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Proteinas nucleares.

Para tefir las proteinas nucleares, las cuatro sublineas celulares se fijaron y
permeabilizaron como se menciona anteriormente. Se incubaron durante 50 min
con los anticuerpos primarios: anti-Sox2 (R&D Systems, 1:100, raton), anti-Twist
(Santa Cruz Biotechnology, 1:200, ratén), anti-Nanog (Novus, 1:200, conejo), anti-
Snail (Santa Cruz Biotechnology, 1:200, conejo). Posteriormente, se lavaron dos
veces con el amortiguador FACS y se agregaron los anticuerpos secundarios Alexa
Fluor 680 (abcam 1:4000, burro-anti-conejo) o Alexa Fluor 680 (abcam, 1:3000,
cabra-anti-raton) durante 1 h y se lavaron 2 veces con buffer FACS. Se utilizaron
células AGS-WT tefiidas con cada anticuerpo secundario como control de isotipo.

Todos los experimentos se realizaron a 4°C en la oscuridad.

Adquisicion de datos.

Para todos los experimentos se realizé un analisis de citometria de flujo usando el
citometro de enfoque acustico Attune™-NxT. Después de la tincion, se identificé a
la poblacion de interés mediante las propiedades de dispersion frontal y lateral
“Forward y Scatter”, seguido del control con los parametros FSC-A x FSC-H (célula
unica, “single cell”). Los experimentos de citofluorometria incluyeron el control de
isotipo de anticuerpos adecuado (descrito previamente). Para cada muestra, se
adquirié un minimo de 20.000 células de la region R2. Los datos se analizaron en
términos de valores de intensidad media de fluorescencia IMF (Unidades relativas
de fluorescencia, URF) y en términos de porcentaje de células positivas respecto a
los controles de isotipo utilizando el software FlowJO v.10.0.7r2. Los datos
presentados (media = desviacion estandar) son los resultados agrupados de tres

experimentos independientes.

4. Inmunofluorescencias.

Las células se sembraron en portaobjetos y cuando alcanzaron el 80% de
confluencia se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 10 min a temperatura
ambiente. Después de permeabilizar con Tween al 0.05% en PBS durante 30 miny

bloquear con BSA al 2% en PBS durante 30 min, las células se incubaron con los
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anticuerpos primarios: anti-Snail (Santa Cruz Biotechnology, 1:50, conejo), anti-

Nanog (Novus, 1:1000, conejo), anti-Twist (Santa Cruz Biotechnology, 1:1000,
conejo), anti-CD44 (Cell Signaling, 1:1600, ratén) o anti-CD44 (Thermo Fisher,
1:400, conejo) diluido en BSA al 1% en PBS durante la noche. Después de ser
lavadas con PBS, las células se incubaron con los anticuerpos secundarios
AlexaFluor-680 (Abcam, 1:500, cabra-anti-ratén) o Cy3 (Abcam, 1:200, burro-anti-
conejo) diluidos en BSA al 1% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
ndcleos se tifieron con DAPI (Roche). Los portaobjetos se montaron con el medio
de montaje de fluorescencia Dako en portaobjetos de vidrio y se analizaron con el
microscopio confocal Leica System modelo TCSSP5. Las imagenes se analizaron
con el software ImageJ y se calcul6 el nivel de Fluorescencia celular total corregida

(FCTC) seleccionando 30 células de las imagenes obtenidas usando la ecuacion:

FCTC = Densidad integrada - (Area de la célula seleccionada x Fluorescencia media

de las lecturas de fondo).

5. Ensayo de migracion.

La migracion celular se midioé con un ensayo de cicatrizacion o cierre de herida. Las
células se cultivaron hasta un 80% de confluencia y se hizo un campo de herida
usando una punta de pipeta de 200 ul. Después de 24 horas, se tomaron fotos de
las células y se midio el area en umz2 entre las heridas usando el software ImageJ.
Los datos presentados (media = desviacidn estandar) son los resultados agrupados
de tres experimentos independientes.

6. Ensayo de Invasividad.

Para los ensayos de invasividad se sembraron 5x10* células de las 4 sublineas en
los pozos de las camaras de invasividad con matrigel (BD, Biocoat) en medio DMEM
sin SFB y del otro lado del pozo se colocé medio DMEM suplementado con 10% de
SFB como quimio-atrayente. Después de 24 h de incubacion, los insertos del fondo
de los pozos previamente limpiados de las células que no migraron fueron tefidos
con una solucién de azul de toluidina al 1% y Borax al 1% durante 1 minuto y lavados

con agua destilada. Una vez secos, se cortaron y montaron en portaobjetos con
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aceite de inmersién y se analizaron al microscopio éptico para contabilizar el nimero

de células invasivas de las 4 sublineas utilizando el software ImageJ.

7. Analisis estadistico.

Todos los datos de los distintos experimentos se analizaron utilizando GraphPad
Prism 8. Se realiz6 una prueba de ANOVA de una via para evaluar si existian
diferencias significativas entre los grupos experimentales: AGS-WT, AGS-GFP,
AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9. Posteriormente, se realizé la prueba de comparacion
multiple de Dunnet para evaluar el cambio entre las sublineas recombinantes
respecto al control de transfeccion AGS-GFP y la sublinea AGS-WT. Se consider6
un cambio significativo a aquellos valores que obtenian una p<0.5. Los datos
presentados (media + desviacion estandar) son los resultados agrupados de tres

experimentos independientes.
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Resultados.

Establecimiento o de las sublineas de AGS que sobreexpresan a Cldn-6 o -9.

La transfeccion de las células AGS con el vector pmaxGFP y los genes de Cldn -6
0 -9 hace que esas proteinas se sobreexpresen de manera significativa generando
sublineas recombinantes estables que sobreexpresan a Cldn-6 y Cldn-9 respecto al

control AGS-GFP con una p<0.01y 0.05, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Células AGS que sobreexpresan a Cldn -6 0-9. (A) IMF de Cldn-6 en las cuatro
sublineas con una p<0.01 para AGS-Cldn6 respecto al control AGS-GFP. (B) IMF de Cldn-
9 en las cuatro sublineas con una p<0.05 para AGS-Cldn9 respecto al control. Datos
agrupados de tres experimentos independientes obtenidos por citometria.

Deteccidon de marcadores por citometria de flujo.

Para evaluar si las células AGS que sobreexpresan Cldn-6 y Cldn-9 poseen cambios
en la expresion de proteinas asociadas a CTC, se midi6 la expresion de: 1) CD44 y
CD24 como marcadores de CTC; 2) NANOG y SOX2 como factores de transcripcio
n y marcadores de autorenovacion y 3) TWIST, SNAIL, E-Cadherina y N-Cadherina
como factores de transcripcién y proteinas de membrana que son marcadores de la

TEM. Todas ellas fueron estimadas a través de ensayos de citometria de flujo en ¢

élulas AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 considerando dos aspectos
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principales: a nivel poblacional (el porcentaje positivo a la marca respecto al control

de isotipo) y de expresion celular, al comparar la IMF de estos marcadores en las

sublineas con respecto al control de transfeccién AGS-GFP.

Marcadores de CTC.

Los resultados obtenidos muestran la expresion de los marcadores de CTC, CD44
y CD24, en la membrana de las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-
Cldn9. Se cuantificaron los datos positivos a las marcas comparando con la sefal
del control de isotipo de los fluorocromos (Figura 13 Ay B) una pequefa poblacion
CD44*/CD24" que no presentd cambios significativos en las células AGS-Cldn6 y
AGS Cldn-9 (Figura 13 C, cuadrante superior derecho de los diagramas de puntos).
Ademas, se observo un enriquecimiento de la poblacion CD44*/CD24- (Cuadrante
superior izquierdo de los diagramas de puntos). Por otro lado, CD44/CD24" se ve
disminuida en las células AGS-Cldn6 y AGS-CIdn9 (cuadrante inferior derecho de
los diagramas de puntos). Las regiones positivas para las marcas fueron

determinadas con respecto al control de isotipo de cada fluorocromo.

Se observo una tendencia al aumento en CD44*/CD24- con un 58.40% £ 0.02 en
las células AGS-WT, 69.85% £ 0.13 en AGS-GFP, 84.40% * 0.01 en AGS-Cldn6 y
81.45% £ 0.02 en AGS-Cldn9. Este aumento no fué estadisticamente significativo
al realizar el experimento por triplicado y comparando los datos contra el control de
transfeccion AGS-GFP (Figura 14 A). La poblacion CD24*/CD44- esta bien definida
en las células AGS-WT 9.68% = 0.02, sin embargo, esta disminuyo claramente en
las células AGS-GFP con un 5.27% + 0.01, AGS-Cldn6 con 2.16% + 0.01 y AGS-
Cldn9 con 1.08% £ 0.01 (prueba estadistica de Dunnet, p<0.05 para AGS-Cldn6 y
AGS-CIdn9) (Figura 14 B, datos significativos en rojo).

Por otro lado, las células AGS-Cldn6 mostraron cambios significativos para CD44
con una IMF de 2885URF + 315, p <0.05 y con un incremento de 90% en la expresion
de este marcador respecto al control AGS-GFP cuya IMF fue de 1511URF + 192. En
AGS-CIldn9 para CD44 se obtiene una IMF de 3479URF = 509, p <0.07 y un

incremento en la expresion de 130% respecto al control (Figura 14 C).
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En tanto a la IMF para CD24 no se observaron cambios significativos en la expresion
de esta molécula en ninguna de las sublineas aunque existe una ligera tendencia al

aumento en las sublineas recombinantes (Figura 14 D).
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Figura 13. Expresion de CD44 y CD24 en las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9 y
diagramas de puntos asociados a las subpoblaciones CD44*/CD24*, CD44*/CD24-, CD44-
/ICD24" y CD44/CD24- A) Histogramas representativos de la determinacién de CD44
marcada con el fluorocromo APC y B) CD24 marcada con el fluorocromo Alexa-Fluor 405.
C) Diagramas de puntos representativos para las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6
y AGS-Cldn9 mostrando los marcadores de CTC, CD44 (vertical) y CD24 (horizontal). AGS-
WT (azul), AGS-GFP (naranja), AGS-Cldn6 (verde), AGS-Cldn9 (verde oscuro) respecto al
control de isotipo (rojo).
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Figura 14. La sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS incrementa la expresion
de CD44 y disminuye la de CD24. A) Aumento en las poblaciones CD44*/CD24" en las
sublineas recombinantes. B) Disminucién de las poblaciones CD24*/CD44" Se realizo la
prueba estadistica de Dunnet con una p<0.05 en ambos casos (datos en rojo). C)
Incremento significativo de la expresion (IMF) de CD44 en células AGS-Cldn6 p<0.05 Y
AGS-Cldn9 p<0.01. Se realizé la prueba estadistica de Dunnet. D) La expresion (IMF) de
CD24 no se modifica. Los datos presentados (media * desviacion estandar) son los
resultados agrupados de tres experimentos independientes.
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Marcadores de autorenovacion

NANOG.

Para evaluar si la sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 modifica la expresion de NANOG, se midio
la sefial del marcador de autorenovacion NANOG en el nucleo de las células AGS-WT, AGS-
GFP, AGS-Cldn6 y AGS-CIdn9 en los ensayos de citometria (Figura 15. A); para esto se utilizo
un anticuerpo contra NANOG y se marco con un anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo
Alexa-Fluor 680. Se observdé que la sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 enriquece las
poblaciones positivas a NANOG pasando de un 93.60% £ 0.01 en AGS-WT a un 87.50% + 0.02
en AGS-GFP, 98.02% + 0.01 en AGS-Cldn6 y 98.35% + 0.017 en AGS-CIdn9 siendo el
enriquecimiento poblacional estadisticamente significativo en las dos ultimas con una p<0.01
en ambos casos al comparar contra el control de transfeccion AGS-GFP (Figura 15 B datos

significativos en rojo).

En el caso de la IMF para NANOG en AGS-Cldn6 se obtuvo un valor de 332631URF + 13541,
p<0.01 y un incremento de expresion de 40% respecto al control AGS-GFP con una IMF de
236341URF £ 2720. En AGS-CIdn9 la IMF fue de 325410URF £ 23753, p<0.01 y un incremento

de expresion de 37% respecto al control. (Figura 15 C).

En general los cambios poblacionales y la expresién de NANOG en las células AGS-Cldn6 y

AGS-CIdn9 son equivalentes.
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Figura 15. La sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS enriquece las poblaciones positivas a
NANOG e incrementa su expresion. A) Histogramas representativos de la expresion de la proteina
NANOG marcada con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en células AGS-WT (azul), AGS-GFP (naranja),
AGS-Cldn6 (verde) y AGS-Cldn9 (verde oscuro) respecto al control de isotipo (rojo). B) Aumento de la
poblacion NANOG™ en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 con una p<0.01 en ambos casos (datos en
rojo). C) Aumento en la IMF de NANOG en células AGS-Cldn6: IMF 332631URF + 13541, p<0.01 y un
incremento de expresion de 40% respecto al control AGS-GFP y AGS-Cldn9: IMF 325410URF + 23753,
p<0.01y un incremento de expresion de 37% respecto al control. Evaluando las diferencias con la prueba
estadistica de Dunnet. Los datos presentados (media + desviacidon estandar) son resultados agrupados

de tres experimentos independientes.
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SOX2.

Los ensayos de citometria mostraron que la sefal del marcador de troncalidad SOX2 fue
positiva en el nucleo de las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 (Figura 16 A);
para esto se utilizé un anticuerpo contra SOX2 y se marcé con un anticuerpo secundario

acoplado al fluorocromo Alexa-Fluor 680.

Los resultados mostraron que la sobreexpresién de Cldn-6 y Cldn-9 enriquece las poblaciones
positivas a SOX2 pasando de un 70.58% £ 0.70 en AGS-WT a un 74.78% + 0.18 en AGS-GFP,
956.53% + 0.03 en AGS-Cldn6 y 97.88 £ 0.02 en AGS-CIdn9. Cabe resaltar que el
enriquecimiento poblacional es estadisticamente significativo en AGS-Cldn6 con una p<0.05y
en AGS-CIdn9 con una p<0.01 al comparar contra el control de transfeccion AGS-GFP (Figura
16 B datos significativos en rojo). Ademas, la IMF para SOX2 incrementé significativamente
para AGS-Cldn6 a 46731URF + 10205, p<0.001 y se observé un incremento de expresion de
80% respecto al control AGS-GFP con una IMF de 24788URF = 5727. Para AGS-CIldn9 la IMF
fue de 37740URF = 6761 con una p<0.05 y un incremento de expresién de 50% respecto al
control (Figura 16 C).

Estos resultados en conjunto muestran diferencias entre los cambios generados por la
sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en las células AGS siendo mayor la expresion de SOX2 en
las células AGS-Cldn6 que en las AGS-Cldn9; sin embargo, ambos datos son estadisticamente
significativos. Por otro lado, poblacionalmente los porcentajes de células SOX2* son

equivalentes en las sublineas recombinantes.
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Figura 16. La sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS enriquece las poblaciones positivas a
SOX2 e incrementa su expresion. A) Histogramas representativos de la expresion de SOX2 marcada
con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en células AGS-WT (azul), AGS-GFP (naranja), AGS-Cldn6 (verde),
AGS-Cldn-9 (verde oscuro) respecto al control de isotipo (rojo). B) Poblaciones SOX2* y SOX2 en las
sublineas celulares. Se observa un aumento significativo de la poblacion SOX2* en las células AGS-
Cldn6 p<0.05 y AGS-CIdn9 p<0.01 (datos en rojo). C) Incremento significativo en la expresion (IMF) de
SOX2 en células AGS-Cldn6 46731URF + 10205, p<0.001 y una expresién 80% mayor respecto al
control AGS-GFP y en AGS-Cldn9 una IMF de 37740URF £ 6761, p<0.05 y un incremento de expresion
de 50% respecto al control. Evaluando las diferencias con la prueba estadistica de Dunnet. Los datos
presentados (media * desviacion estandar) son resultados agrupados de tres experimentos
independientes.
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Marcadores de TEM.

SNAIL

Uno de los marcadores de TEM que se evalué por citometria de flujo fue SNAIL. Los resultados
mostraron una expresion positiva de SNAIL en el nucleo de las células AGS-WT, AGS-GFP,
AGS-Cldn6 y AGS-CIdn9 utilizando la misma estrategia de marcaje que se menciona
anteriormente (Figura 17 A). Se observo que la sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 enriquece
las poblaciones positivas a SNAIL, pasando de un 64.756% £ 0.14 en AGS-WT a un 59.20% +*
0.01 en AGS-GFP, 93.40% + 0.04 en AGS-Cldn6 y 96.00 + 0.01 en AGS-CIdn9 siendo el
enriquecimiento poblacional estadisticamente significativo en las dos ultimas con una p<0.05

(Figura 17 B datos significativos en rojo).

Ademas, AGS-CIldn6 tuvo una IMF para SNAIL de 25728URF + 6000, p<0.05 y una expresion
26% mayor respecto al control AGS-GFP con una IMF de 20397URF + 5783. AGS-Cldn9
presentd una IMF de 26235URF + 5800, p<0.05 y una expresion 28% mayor al control (Figura
17 C)

Estos resultados no muestran diferencias entre los cambios generados por la sobreexpresion
de Cldn-6 o Cldn-9 en las células AGS dado que el comportamiento observado en la expresion
de SNAIL parece ser equivalente para ambas sublineas recombinantes. Aun cuando se observé
un ligero enriquecimiento de la poblacion SNAIL+ (Figura 17 B), en las células AGS-Cldn9

respecto a las células AGS-Cldn6, esta diferencia no es significativa.
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Figura 17. La sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS enriquece las poblaciones positivas a
SNAIL e incrementa su expresion. A) Histogramas representativos de la determinacion de la expresion
de SNAIL marcada con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en células AGS. AGS-WT (azul), AGS-GFP
(naranja), AGS-Cldn6 (verde), AGS-Cldn-9 (verde oscuro) respecto al control de isotipo (rojo). B)
Poblaciones SNAIL* y SNAIL en las sublineas celulares. Se observa un aumento significativo de la
poblacién SNAIL* en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 con una p<0.05 en ambos casos (datos en
rojo). C) Incremento significativo de la expresién (IMF) de SNAIL en células AGS-Cldn6 con 25728URF
+ 6000 y con una expresion 26% mayor respecto al control AGS-GFP y AGS-Cldn9 con una IMF de
26235URF + 5800y expresando 28% mas SNAIL respecto al control. Presentando una p<0.05 en ambas
sublineas recombinantes. Evaluando las diferencias con la prueba estadistica de Dunnet. Los datos
presentados (media * desviacion estandar) son resultados agrupados de tres experimentos
independientes.
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N-Cadherina

Los ensayos de citometria mostraron que la sefial del marcador de TEM N-Cadherina fue
positiva en la membrana de las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 utilizando

el marcaje con fluorocromos descrito anteriormente (Figura 18 A).

La sobreexpresién de Cldn-6 y Cldn-9 enriquecié las poblaciones positivas a N-Cadherina
pasando de un 29.90% £ 0.01 en AGS-WT a un 67.60% % 0.02 en AGS-GFP, 83.35% £ 0.03 en
AGS-Cldn6 y 94.75 £ 0.01 en AGS-Cldn9, siendo el enriquecimiento poblacional
estadisticamente significativo en AGS-Cldn6 y AGS-CIldn9 con una p<0.0071 en ambos casos al
comparar contra el control de transfeccion AGS-GFP y mayor en el caso de AGS-Cldn9 (Figura

18 B, datos significativos en rojo).

Ademas, la sublinea AGS-Cldn9 mostré un aumento significativo en la IMF 2673URF + 598,
p<0.001 y una expresion 97% mayor que el control AGS-GFP con una IMF para N-Cadherina
de 1353URF = 309. En cambio, aunque se registro un ligero aumento en la IMF de N-Cadherina

en las células AGS-Cldn6, este no fue estadisticamente significativo (Figura 18 C).
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Figura 18. La sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS enriquece las poblaciones positivas a
N-Cadherina y Cldn-9 incrementa su expresion. A) Histogramas representativos de la expresion de N-
Cadherina marcada con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en células AGS. AGS-WT (azul), AGS-GFP
(naranja), AGS-Cldn6 (verde) y AGS-Cldn9 (verde oscuro) respecto al control de isotipo (rojo). B)
Poblaciones N-Cadherina* y N-Cadherina” en donde se observa un aumento significativo de la poblacién
N-Cadherina® en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 con una p<0.001 en ambos casos (datos en rojo).
C) La sobreexpresion de Cldn-9 incrementa significativamente la expresion (IMF) de N-Cadherina en
células AGS-Cldn9 2673URF * 598, p<0.001 y una expresion 97% mayor que el control AGS-GFP. En
AGS-Cldn6 no hay cambios significativos en la IMF. Estos andlisis se realizaron haciendo comparaciones
respecto a la IMF de AGS-GFP con la prueba estadistica de Dunnet. Los datos presentados (media +
desviacion estandar) son resultados agrupados de tres experimentos independientes.
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TWIST y E-Cadherina.

La sefal de los marcadores de TEM, TWIST y E-Cadherina no se distinguié del control de isotipo
del anticuerpo con el que fueron detectadas estas proteinas en el nucleo y en la membrana de
las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 respectivamente (Figura 19 Ay B).
Aunque los experimentos se repitieron en tres ocasiones y se probaron diferentes
concentraciones de los anticuerpos primarios y del secundario acoplado al fluorocromo AF-680,

no fue posible encontrar senales positivas para todas las sublineas celulares.
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Figura 19. Expresion basal de TWIST y E-Cadherina en las cuatro sublineas celulares. A) Histogramas
representativos que no muestran diferencias entre TWIST y B) E-Cadherina con respecto al control de isotipo de
Alexa-Fluor 680 en células AGS-WT (azul), AGS-GFP (naranja), AGS-Cldn6 (verde), AGS-Cldn9 (verde oscuro) y
el control de isotipo (rojo).



Las células AGS expresan simultaneamente marcadores de CTC, troncalidad y TIIE)I\;IC s
De acuerdo a los marcadores evaluados se puede afirmar que las células AGS expresan
marcadores de CTC, troncalidad y TEM de manera simultanea. Esto se apoya en la
observacion de que los porcentajes poblacionales que se enriquecen en las sublineas
recombinantes son siempre altos. Por ejemplo, en las células AGS-Cldn6, CD44 tiene una
poblacion positiva del 84.40%, NANOG™* del 98.2%, SOX2+ del 95.53%, SNAIL+ del 93.40% y
N-Cadherina+ del 83.35% por lo tanto estos deben estar presentes al mismo tiempo en estas

células (Tabla 2.).

CD44+ 84.40%z0.01 81.45%+0.02
NANOG+ 98.02%z0.01 98.35%z0.01
SOX2+ 95.53%+0.03 97.88%+0.02
SNAIL+ 93.40%=0.04 96.00%z0.01
N-Cadherina+ 83.35%+0.03 94.75%0.01

Tabla 2. Porcentajes de las poblaciones positivas a CD44, NANOG, SOX2, SNAIL y N-Cadherina en las
células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9. Se observan porcentajes siempre superiores al 80% sugiriendo que la
mayoria de las células recombinantes comparten marcadores de CTC, autorenovacion y TEM.

Microscopia Confocal.

Para robustecer la evidencia de que las células AGS presentan marcadores de CTC,
autorenovacién y TEM simultaneamente, se realizaron ensayos de microscopia confocal de
manera pareada con el marcador CD44, el cual se demostrd anteriormente por citometria de
fluo que se sobreexpresa en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9, y un marcador de

autorenovacion o TEM.

Expresion de CD44 y NANOG.

Se marcaron las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 con DAPI para ubicar su
nucleo (Figura 20, columna DAPI en azul. Ejemplos sefalados con flecas blancas). Las

proteinas Cldn-6 y Cldn-9 acopladas a GFP se localizaron principalmente en la membrana
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celular para las sublineas recombinantes y en el nucleo para el caso del control de tranfeccion

AGS-GFP (Figura 20, columna GFP en verde, ver flechas blancas). La expresién de CD44 que
se marco con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 y NANOG marcado con el fluorocromo CY3 se
observo en el citoplasma y en mayor medida en el nucleo (Figura 20, columna CD44 en rojo y

NANOG en amarillo, ver flechas blancas).

De acuerdo con lo esperado se presenta una expresion basal de CD44 y NANOG en las células
AGS-WT y AGS-GFP que se ve aumentada en AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 lo que se mira en las
columnas CD44 y NANOG, en las filas AGS-Cldn6 y AGS-CIldn9 de la Figura 20. Se muestra
cuantitativamente la mayor expresion de CD44 y NANOG en las sublineas recombinantes en la
Figura 11 Ay B, respectivamente, donde se estimo la fluorescencia de las células a partir de las

imagenes obtenidas por microscopia confocal (ver materiales y métodos).

Ademas, en la columna MERGE de la Figura 20, se observa evidencia de que CD44 y NANOG
se expresan de manera simultanea en las células AGS. Siendo estos resultados, consecuentes
con los datos obtenidos por citometria y fortaleciendo la idea de que las CTC también presentan

proteinas que inducen la autorrenovacion como es el caso de NANOG.

Cabe subrayar que los resultados de citometria para el marcador de CTC (CD44) estan
enfocados a la proteina que se localiza en la membrana y en el caso de las imagenes obtenidas
por microscopia confocal como se menciona anteriormente, la sefial de CD44 se localizé
principalmente en el nucleo de las células AGS (ver Figuras 20, 21 y 22 en columna CD44 para
todas las sublineas). Esto podria deberse al tiempo de permeabilizacién con Tritdén a la cual
estuvieron sujetas las células (el cual fue de 30min, ver materiales y métodos) para marcar
factores de transcripcion como es el caso de NANOG, SNAIL y TWIST. Sin embargo, en ambos
experimentos la expresion de CD44 aumenta en las células AGS-Cldn-6 y -9 aun que esta sea

detectada en diferentes regiones celulares (Ver Figura 23 A).
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Figura 20. Las células AGS expresan CD44 y NANOG de manera simultanea y la sobreexpresion de
Cldn-6 y Cldn-9 aumentan la expresién de estos marcadores. Inmunofluorescencias de las células AGS-
WT, AGS-GFP, AGS-Cldn9 y AGS-Cldn6. Columna DAPI: Marcaje nuclear de las cuatro sublineas en
color azul. GFP: Células AGS-GFP, sublineas AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9. CD44: Expresion de CD44
marcada con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en rojo. NANOG: Expresién de NANOG marcada con el
fluorocromo CY3 en amarillo. MERGE: Imagenes que muestran la expresion simultanea de CD44 y
NANOG en las células AGS WT, GFP, Cldn6 y Cldn9. (Ejemplos sehalados por flechas blancas).
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Expresion de CD44 y SNAIL.

CD44 y SNAIL fueron marcadas con los mismos fluorocromos mencionados anteriormente en
las cuatro sublineas y al igual que para la expresién de NANOG, las células AGS-WT y AGS-
GFP expresan de manera basal y simultanea los marcadores CD44 y SNAIL. Estos marcadores
aumentan su expresion en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 (Ver Figura 21 Ay C para
analisis cuantitativo) y se observan principalmente en el nucleo. Lo que se muestra de manera
individual en las columnas CD44 y SNAIL, en las filas AGS-Cldn6 y AGS-CIldn9 de la Figura 21
y en conjunto en la columna MERGE de la misma figura (ver ejemplos sefialados con flechas

blancas). Esta evidencia es congruente con los resultados de citometria y apoya lo antes

mencionado sobre que las CTC también expresan marcadores de TEM como SNAIL.
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Figura 21. Las células AGS expresan CD44 y SNAIL de manera simultaneay la sobreexpre3|on de Cldn-
6 y Cldn-9 aumentan la expresion de estos marcadores. Inmunofluorescencias de las células AGS-WT,
AGS-GFP, AGS-Cldn9 y AGS-Cldn6. Columna DAPI: Marcaje nuclear de las cuatro sublineas en color
azul. GFP: Células AGS-GFP, sublineas AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9. CD44: Expresion de CD44 marcada
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con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en rojo. SNAIL: Expresion de SNAIL marcada con el fluorocromo
CY3 en amarillo. MERGE: Imagenes que muestran la expresién simultanea de CD44 y SNAIL en las
células AGS WT, GFP, Cldn6 y Cldn9. (Ejemplos sefialados por flechas blancas).

Expresion de CD44 y TWIST.

Para evaluar el marcador de CTC (CD44) y el de TEM (TWIST), se utilizé la misma estrategia
de marcaje con los fluorocromos Alexa-Fluor 680 y CY3 respectivamente en las cuatro
sublineas. Al igual que en los resultados anteriores, se observd el aumento esperado en la
expresion de CD44 en las sublineas recombinantes y su ubicacion principalmente nuclear.
Ademas, por primera vez se obtiene evidencia de la expresion de TWIST en el nucleo de las
células AGS (Ver Figura 22, columna CD44 y TWIST) que como se menciona anteriormente no
fue posible detectar en los ensayos de citometria (ver Figura 19). Se observo la expresion basal
de TWIST en las células AGS-WT y AGS-GFP aunado al aumento de su expresion en las
sublineas recombinantes AGS-Cldn6 y AGS-CIdn9, este cambio es significativo con una
p<0.001 en ambos casos y mayor en AGS-Cldn6 (ver Figura 23 D). Por otro lado, la evidencia
robustece la hipétesis de que las células AGS que sobreexpresan Cldn-6 y Cldn-9 ademas de
sobreexpresar CD44, también expresan con mayor intensidad el marcador de TEM TWIST de

manera simultanea (Ver Figura 22, columna MERGE).
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Figura 22. Las células AGS expresan CD44 y TWIST de manera simultanea y la sobreexpresion de
Cldn-6 y Cldn-9 aumentan la expresion de estos marcadores. Inmunofluorescencias de las células AGS-
WT, AGS-GFP, AGS-Cldn9 y AGS Cldn6. Columna DAPI: Marcaje nuclear de las cuatro sublineas en
color azul. GFP: Células AGS-GFP, sublineas AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9. CD44: Expresion de CD44
marcada con el fluorocromo Alexa-Fluor 680 en rojo. TWIST: Expresiéon de TWIST marcada con el

fluorocromo CY3 en amarillo. MERGE: Imagenes que muestran la expresion simultdnea de CD44 y
TWIST en las células AGS WT, GFP, Cldn-6 y Cldn-9. (Ejemplos sefalados por flechas blancas).
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Fluorescencia obtenida por Microscopia Confocal.

Como se menciona anteriormente, se estimd la fluorescencia de las células a partir de las
imagenes obtenidas por microscopia confocal (ver materiales y métodos). Cabe destacar que
al comparar los resultados obtenidos por microscopia confocal para el marcador de CTC, CD44,
el marcador de autorenovacion, NANOG y los marcadores de TEM, SNAIL y TWIST con los
datos de citometria se observo la tendencia general del aumento en la expresion de éstos en
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las células recombinantes AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 (Ver Figura 23). Teniendo asi evidencia del

mismo comportamiento para estas marcadores por dos técnicas experimentales diferentes.
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Figura 23. Fluorescencia de los marcadores de CTC, autorenovacion y TEM obtenida por microscopia.
La sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 aumenta la expresion de CD44 (A), NANOG (B), SNAIL (C)
yTWIST (D), robusteciendo los resultados de citometria y arrojando evidencia de la expresion de TWIST.
Datos obtenidos del analisis de las imagenes de microscopia confocal.

Ensayos funcionales

En conjunto, los ensayos de citometria y microscopia confocal mostraron que la sobreexpresién
de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS aumenta la expresion y el porcentaje poblacional de CD44
como marcador de CTC, de los marcadores de autorenovacion NANOG y SOX2 y de los
marcadores de TEM, SNAIL y N-Cadherina. Ademas, se obtuvo evidencia de que estos



Pagina |57

marcadores se expresan de manera simultanea en las células AGS y que esta expresion
también incremento en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9.

Para evaluar si las variaciones en la expresion de estos marcadores se traducen en cambios
en la capacidad de migracion e invasividad, se realizaron ensayos funcionales de las células
AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9.

Migracion celular.

La capacidad de migracion celular se evaluo a través de ensayos de herida en las células AGS-
WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-CIdn9 las cuales se monitorearon al microscopio a las 24 h
de haber realizado la herida (Figura 24 A). Los resultados mostraron que el area despejada
después de 24 h de haber realizado la herida fue significativamente menor en las células AGS-
Cldn6 en comparacion con las células control AGS-GFP mostrando una mayor capacidad
migratoria cuantificada como una menor area libre con una p<0.05. Aunque existe una tendencia
a una mayor migracion en el caso de las células AGS-Cldn9 esta no fue significativa (Figura 24.
B).

Invasividad celular.

Los ensayos de invasividad realizados con las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn6 y AGS-
Cldn9, mostraron diferencias significativas en la invasividad de las células AGS-Cldn6 y AGS-
Cldn9 en comparacioén con las células control donde las células AGS-Cldn9 mostraron mayor
invasividad con una p<0.001 (Figura 24 C). En el caso de las células AGS-CIldn6 tuvieron una
disminucién en la capacidad de invasividad respecto a las células control AGS-GFP con una
p<0.01 (Figura 10 D). Estos resultados a diferencia de los ensayos de migracion mostraron que
las células AGS-Cldn9 tuvieron un incremento en el ndmero de células invasivas de

aproximadamente el doble con una p<0.001 respecto a las células AGS-GFP (Figura 24 D).

Tomando los datos funcionales en conjunto cabe destacar que las células AGS-Cldn6 parecen
tener una mayor capacidad migrativa y las AGS-Cldn9 una mayor facultad invasiva y
considerando los datos de los marcadores de CTC, autorenovacion y TEM se podria relacionar
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a la sobreexpresion de Cldn-6 con un fenotipo mayormente de recaida en el cancer gastrico y
a la sobreexpresion de Cldn-9 a un fenotipo cuya capacidad metastasica es mayor, donde puede
ser determinante la sobreexpresion del marcador de TEM N-Cadherina. Sin embargo, aunque
relacionadas con estos aspectos del cancer las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 serian capaces
segun todas las evidencias aqui presentadas, de llevar a cabo la formacién de un tumor de novo
en el tejido gastrico o en algun tejido adyacente con mayor eficiencia que células que no

sobrexpresen a estas proteinas.

Conteo de Células

Figura 24. La sobreexpresion de CLDN-6 aumenta la migracion y CLDN-9 la invasividad celular. A)
Imagenes representativas de los ensayos de herida realizados con las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-
Cldn6 y AGS-CIdn9 a las Oh en la parte superior y a las 24h en la parte inferior. Las heridas fueron
delimitadas con lineas amarillas para resaltar la migracién producida después de 24h. Se observa una
mayor migracion en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9. B) Analisis cuantitativo de la migracion celular.
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Las células AGS-Cldn6 mostraron un mayor cierre de la herida después de 24h con una p<0.05 C)
Imagenes representativas de los ensayos de invasividad a las 24h de ser sembradas. Se observa una
menor invasividad en las células AGS-Cldn6 y una mayor en las AGS-Cldn9 respecto al control de
transfeccion AGS-GFP. D) El numero de células invasivas en las células AGS-Cldn6 es menor con una
p<0.01 y el numero de células invasivas en las AGS-Cldn9 es aproximadamente el doble que las AGS-
GFP con una p<0.001. Los datos se analizaron con la prueba estadistica de Dunnet y los datos que se
presentan son resultados agrupados de tres experimentos independientes

Discusion.

El cancer gastrico es un problema relevante de salud publica en México y a nivel mundial'2. La
media de supervivencia rara vez supera los 12 meses y la supervivencia a los 5 afios es inferior
al 10%. La remocién del tumor es el principal tratamiento de esta enfermedad. Siendo la
guimioterapia, quimioradiacion y diseccion de los ganglios linfaticos adyacentes terapias
adyuvantes®. EIl cancer gastrico del tipo difuso es el mas comuln en personas menores de 45
afios y el que tiene la peor prognosis?. Mas de la mitad de los pacientes con cancer gastrico

presentan remisién del tumor primario o con metastasis a distancia®.

Es ampliamente aceptado que las CTC son las responsables de la remision del cancer después
del tratamiento®C. Para aislarlas tradicionalmente se han utilizado marcadores de superficie
como CD44 y CD24 mediante ensayos de citometria. La definicion de estas células se basa en
sus caracteristicas funcionales y a menudo son inyectadas en ratones inmunodeficientes para
corroborar su habilidad para formar tumores. Estos ensayos in vivo son considerados
fisiologicamente relevantes ya que ademas de la habilidad de formar tumores, demuestran la

capacidad de autorrenovacion dando lugar a una progenie celular heterogenea®’.

En este trabajo se encontré que la sobrexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS favorece
un fenotipo CD44*/CD24- que expresa un 90% mas CD44 en AGS-Cldn6 y un 130% mas en
AGS-CIdn9 y significativamente menos CD24 en ambas sublineas. Este fenotipo es equivalente
al CD44%/CD24  (low) encontrado en células de cancer gastrico positivas a VEB SNU-719 que
fueron capaces de generar tumores a partir de esferoides en un modelo murino®. Tomando en
cuenta ambas evidencias de manera independiente, este fenotipo se puede considerar el de las

CTC. Se debe resaltar, que en este trabajo el fenotipo CD44*/CD24 - es inducido por la
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sobreexpresion de las Cldn-6 y Cldn-9, las cuales se expresan en etapas tempranas del
desarrollo en tejido sano®-37:%8 mostrando evidencia de la importancia de estas proteinas en el

inicio y progreso del cancer gastrico.

Como se ha referido en este trabajo, existe una relacion fundamental entre las CTC y la TEM,
y las moléculas involucradas en las caracteristicas de las CTC van mas alla de los marcadores
de superficie. Durante los procesos celulares normales, la pluripotencia de las células troncales
se define como el potencial de autorrenovacion y diferenciacién en las tres capas gérminales??
y la TEM cambia las caracteristicas de las células epiteliales y las convierte en células
mesenguimales durante el desarrollo, cicatrizacién y generacion de células troncales’®76. Esto
conduce a que ambos procesos van de la mano, en el cancer estas procesos relevantes en el

desarrollo embrionario se vuelven a activar en el inicio de la enfermedad y la metastasis.

Tomando en cuenta lo anterior, cabe destacar que en este estudio el factor de transcripcion
que mantiene la autorenovacion, NANOG, se expreso un 40% mas en AGS-Cldn6 y 37% mas
en AGS-CIdn9 vy el factor de transcripcion SOX2 se expresé 80% y 50% mas en las sublineas
recombinantes. Ademas, los factores de transcripcion de TEM SNAIL se expresé un 26% mas
en AGS-Cldn6 y un 28% mas en AGS-Cldn9 y TWIST aumentd su expresién evidenciada en los
ensayos de microscopia. Estos datos en conjunto dan evidencia de que la sobreexpresion de
la Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS induce la formacion de las CTC y a nivel poblacional las
sublineas recombinantes se enriquecieron en estos marcadores con pequefias diferencias entre
si. Estos hallazgos correlacionan con otros estudios donde se utilizaron estas proteinas para

identificar CTC en cancer gastrico, de mama y de cuello y cabeza-12:9,

En el proceso de TEM, TWIST puede reprimir la expresién de E-Cadherina3! y N-Cadherina
promueve los procesos de invasion y motilidad celular incluso en condiciones donde se induce
la expresion de marcadores epiteliales®®. Ademas, SNAIL mejora las capacidades de iniciacion
tumoral y es un regulador maestro de la TEM3L, En este estudio se observé que la expresion de
TWIST fue mayor en las sublineas AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 sugiriendo que la mayor expresion
de TWIST y SNAIL en las células recombinantes puede inhibir la expresion de E-Cadherina y

favorecer la expresion de N-Cadherina, pero principalmente en AGS-Cldn9 donde su expresion
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es 97% mayor respecto al control. Sin embargo, se requieren de mas experimentos para
corroborar dichos resultados.

Los datos poblacionales y derivados de la microscopia confirman que las células AGS en
general expresan marcadores tanto de CTC, autorenovacion y TEM de manera simultanea pero
lo mas relevante para este trabajo es que la sobreexpresion de Cldn-6 y Cldn-9 exacerban la
expresion de estas proteinas y producen mayor cantidad de células que las contienen. En
general, los datos obtenidos por estos ensayos son bastante equivalentes, sin embargo, los
ensayos funcionales arrojaron luz acerca de las diferencias en los efectos de estas claudinas
en el cancer gastrico. Las células AGS-Cldn6 tienen mayor capacidad migrativa y las células
AGS-CIdn9 tienen mayor capacidad invasiva, aunque esto no quiere decir que alguna no pueda
llevar a cabo ambas tareas considerando la expresion de las proteinas evaluadas, ciertamente

segun los datos existe una predileccion dada por la sobreexpresion de una claudina sobre otra.

Esta observacion podria ser importante para estudios futuros donde se esperaria que si
tomamos a la Cldn-6 como marcador de CTC las células que expresaran esta proteina
provocarian con mayor probabilidad una recaida local y las que expresen Cldn-9 estaran mas
orientadas a un proceso de metastasis, guiando el tipo de tratamiento adecuado para cada
paciente con estos marcadores. Aun hacen falta ensayos para apoyar estas hipotesis, como
ensayos in vivo midiendo la expresion de estas proteinas para confirmar el concepto de las CTC
y comprobando si son capaces de generar un tumor de novo. También, seria deseable explorar
las vias de sefalizacion involucradas con estas moléculas que unan a cada una con estas con
las claudinas 6 y 9. Por ejemplo, la via de Wnt/B-catenina a menudo involucra a CD44, NANOG

y SOX2 con otras proteinas de membrana?+6567,

Como se ha mencionado, las claudinas pueden tener un papel ambivalente en diferentes tipos
de cancer, actuando como supresoras o promotoras de tumor 121920 Esto se puede explicar
con hecho de que existe una regulacién de las claudinas que se expresan en los tejidos

dependiendo de las distintas etapas de desarrollo en la que se encuentren.
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Por ejemplo, la Cldn-6 es considerada una proteina supresora de tumor en carcinoma de cuello
uterino?%19 pero actlia como promotora de tumor en cancer gastrico?’-%6. Esto hace pensar en
gue la necesidad de células con alta capacidad de autorenovacion y motilidad en el cuello
uterino puede ser mayor por lo que las células mantienen estas caracteristicas, llevando a la
patologia cuando esto no ocurre. De manera contraria, en el cancer géstrico, las células con
una capacidad de autorenovacion y motilidad exacerbada conducen al desarrollo del cancer.

Aun hacen falta mas estudios que corroboren estas hipétesis.

Por dltimo, existen algunos esfuerzos para tratar diversos canceres utilizando como dianas a
las claudinas. Por ejemplo, el disefio de anticuerpos monoclonales o farmacos acoplados a CpE
cuyo mecanismo de entrada a las células es a través de las claudinas'®>. Reconocer la
importancia de estas proteinas en el cancer podria impulsar el desarrollo de estas terapias

dirigidas.

Conclusiones.

Las CTC poseen caracteristicas que las implican en el inicio y progreso del cancer. Estas
caracteristicas son criterios de demarcacién para diferenciarlas de otras poblaciones celulares
dentro de la heterogeneidad de los tumores. En este trabajo se encontré que la sobreexpresion
de Cldn-6 y Cldn-9 en células AGS:

1) Enriquece la poblacién de CTC CD44*/CD24-.

2) Aumenta la expresion de CD44 y disminuye la de CD24.

3) Incrementa los factores de transcripcidon asociados a la autorenovacion NANOG y SOX2.

4) Incrementa los factores de transcripcion SNAIL y TWIST y la proteina de membrana N-

Cadherina y en el caso de SNAIL y N-Cadherina se enriquecieron poblacionalmente.
5) Sobreexpresan simultdneamente marcadores de CTC, autorenovacion y TEM.
6) La sublinea AGS-Cldn6 tiene una mayor capacidad migratoria y la sublinea AGS-Cldn9

y posee una mayor capacidad invasiva.

Tomando en cuenta todas estas evidencias se puede afirmar que las células AGS que

sobreexpresan Cldn6 y Cldn9 poseen caracteristicas que las definirian como CTC mostrando
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un papel relevante de estas proteinas relacionando a la Cldn-6 con una posible remisién del

cancer gastrico y a Cldn-9 con la metastasis.

Perspectivas.

1.- Evaluar la resistencia a farmacos y la evasion del sistema inmune en las células AGS-Cldn6
y AGS-Cldn9.

2.- Realizar ensayos in vivo en un modelo murino con las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn9 para

evaluar su capacidad de formacion de tumores y su capacidad metastasica.
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