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RESUMEN

Durante el desarrollo del cancer se llevan a calitiiptes cambios en las células que
involucran la alteracidn de rutas esenciales pdaneionamiento adecuado de las mismas.
Como consecuencia, existe un descontrol en lasgasétlel tejido lo que finaliza en la
adquisicion de un fenotipo tumoral, la célula eotmndesarrolla una serie de ventajas que
le permiten la formacion del tumor, entre las csi@e encuentra la capacidad de invadir y
metastatizar, para ello las células necesitan dagriacalmente la membrana basal y la
matriz extracelular (MEC). Esta degradacion seallacabo mediante la accion de enzimas
llamadas metaloproteasas, su accion degradadonaegmportante ya que puede alterar
los contactos célula-célula y célula-MEC. Las Ue®mstrechas (UE) se localizan en la
parte mas apical de las células epiteliales. Losbazs en la expresion de proteinas que
conforman a las UE como las claudinas durante sdrdallo del tumor concuerda con la
idea de que este proceso se acompafa por el deddeasde las UE y la pérdida de la
adhesion célula-célula. Actualmente se ha sugepgolas claudinas juegan un papel muy
importante en la invasividad y la metastasis. Lstsdos apuntan a que el aumento en la
expresion de estas claudinas en algunos tipos micde asocia con un aumento en la
capacidad invasiva de dichos carcinomas, comotaeguldel aumento en la actividad de
MMPs. En este sentido, existen reportes que seftplarias claudinas -1, -2 -3, -4 y -5
reclutan y promueven la activacion de MMP-2. Lardigicion de claudina-10, disminuye
la invasividad celular a través de la “down-regatdt de MMP-2 y MT1-MMP en el
carcinoma hepatocelular y la sobreexpresion dalolas 6, 7 y 9 aumentan la proliferacion
y el potencial invasivo de células del adenocarmm@éstrico. De acuerdo con lo anterior,
el objetivo del presente estudio radica en detamnsnla sobreexpresiéon de claudinas 6, 7 y
9 conlleva a la activacion de MMPs y si esta activaes directa o indirecta. Para abordar
los objetivos planteados, se realizaron transfeesccon vectores especificos para cada
claudina en células de adenocarcinoma gastrico JAGIe cancer de mama (MCF-7) y se
corrobord la sobreexpresion de dichas proteinaspsayos de RT-PCR, western blot e
inmunofluorescencias. Para determinar la interacd las claudinas con las MMPs y la
activacion de las mismas, se realizaron ensayasnagnoprecipitacion y zimografia. Los

resultados utilizando células AGS muestran una ghigbinteraccion de claudina-9 con
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MMP-2 y MMP-9 y una correlacion entre la sobreespre de claudina-7 y -9 con una
disminucion en la actividad de MMP-2. Por otro la@gm células MCF-7 se observo
colocalizacion de claudina-2 y -7 con MMP-2 y clexad6 con MMP-9 y una correlacion
entre la sobreexpresion de claudina-2 y un aumentda actividad de MMP-2. Los
resultados sugieren que, independientemente dgérorile la linea celular, claudina-9
parece encontrarse en cercania con la MMP-9 y idlauticon la MMP-2. Se requiere de
mas experimentos para determinar el mecanismo pau@ estas claudinas pueden
promover la activacion de las MMPs, sin embargsiggere que las claudinas tienen un
papel muy importante en este evento.

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celulary Tisular 10



Maestria en Ciencias Bioldgicas, UNAM-2011

ABSTRACT

Tight junctions (TJ) are the most typical structuid epithelial and endothelial cells.
Claudins belong to the integral transmembrane protthat are responsible for correct
assembly of the TJ structure. Changes in the esijoresof claudins during tumor
development promote TJ disassembly and the los®lbtell adhesion playing a role in
invasiveness and metastasis. Expression of clauilissme types of cancer is associated
with increased invasive capacity as a result ofeased activity of metaloproteinases
(MMPs). Claudins -1, -2, -3 and -4 can recruit ggrdmote the activation of MMP-2.
Decrease in claudin 10 expression diminishes pe#isiveness through down-regulation of
MMP-2 and MT1-MMP in hepatocellular carcinoma. Eegsion of claudin-6, -7 or -9 in
human gastric adenocarcinomas has a role as agatogmarker of poor survival. To
evaluate the mechanism by these claudins can pecimadsiveness; we determine whether
overexpression of claudins-6, -7 or -9 leads tavaston of MMPs. Human gastric
adenocarcinoma cells (AGS) and breast cancer @a(¥-7) were transfected with these
claudins and immunoprecipitation and zymographyayssvere performed. The results
show a probable interaction of claudin-9 with MMPa@d MMP-9 in AGS cells and a
correlation between overexpression of claudin-7 #hdith a decrease in the activity of
MMP-2. Similarly colocalization of claudin-6 and with MMP-2 and claudin -6, -7 and -9
with MMP-9 was observed in MCF-7 cells. These rsssliggest an important role for
claudin-7 and - 9 in the activation of these metaibteinases.
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INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas delidadaeconocida a nivel mundial. Desde
hace algunas décadas la investigacion biomédictat@do de ampliar la informacién
acerca de los mecanismos Y las vias de sefalizacilucradas en la carcinogénesis asi
como las etapas iniciales de la progresion tumdal.general, durante este proceso se
originan mutaciones en genes que regulan rutagiatEsnde funcion celular permitiendo
un descontrol en las células del tejido y como eonsncia la adquisicion de un fenotipo
tumoral. De esta forma la célula desarrolla uni sy capacidades como: a) insensibilidad
a sefiales que regulan el crecimiento celular, Enoaal replicativo ilimitado, ¢) evasion
de mecanismos normales de apoptosis, d) pérdidifetenciacion y polaridad celular, €)
autosuficiencia de factores de crecimiento, f)vacibn continua de angiogénesis, Q)
invasion, infiltracion y metastasis; siendo estiBnas algunas caracteristicas distintivas
que definen la malignidad del tumobn tumor que todavia no ha llegado a un fenotipo
invasivo a menudo se refiere como carcinorira situ’. La metastasis se refiere a la
capacidad que tiene un tumor primario de salir eifeulacion, viajar a través de ella e
instalarse en un tejido distante y formar un tussmundario. Este proceso se compone de 5

pasos que son denominados cominmente como la easeaastasics™

1) Invasion y migracion.
2) Angiogénesis.
3) Intravasacion.
4) Extravasacion
5) Colonizacion.

El primer paso en el proceso de metastasis esiabeante la invasion tumoral. Hasta el
momento se han realizado diversos estudios sobse m@canismos moleculares
involucrados en la invasion de las células tumesrakd como la relacion que tienen éstas
con el estroma circundante con el cual interactlrarasion no solo se relaciona con la
capacidad que tienen las células para empujarjidb tadyacente, si no también, la

capacidad que tienen para invadir de forma actjyaryo tanto, destruir estos tejidfos.

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celulary Tisular 12
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El crecimiento invasivo en condiciones normales,uasprograma morfogenético muy
complejo en el cual la respuesta proliferativa e@stagrada por una serie de eventos
aparentemente independientes tales como la migrasbbrevivencia, degradacion de
matriz y la induccion de la polaridad celular. Epmer paso de esta secuencia una célula
dentro de una colonia o tejido solido es instryidaa ejercer dafio sobre las uniones
intercelulares y adquirir un fenotipo motil fibralstoide iniciando el desprendimiento del
sitio primario de crecimiento. Esta dramatica reatacion es acompafiada por rearreglos
del citoesqueleto y el incremento de proteasas aleizarextracelular las cuales degradan
componentes de la lamina basal permitiendo el mewito celular a través del ambiente
circundantd®. Durante esta fase, las células que invaden puedenir una remodelacion
constante y dinAmica de los contactos de adhesethanos por integrinas con la matriz
extracelular, el cual provee un soporte mecanica f@ migracion celular y previene la

induccién de apoptosis.

En tejidos transformados existe una implementaalfgrrante de estas interacciones entre
las células tumorales y el tejido blanco, que ssponsables de la progresion del cancer y
la metastasis, un proceso en el cual las céluleplésicas debilitan al tejido e invaden
compartimentos foraneos donde puedan migrar, pralify sobrevivir (figura 1) .
Clasicamente este proceso involucra una serie despaterrelacionados los cuales
incluyen disociacion de las células malignas dehau primario, invasion local,
angiogénesis, intravasacion al sistema linfaticoprevivencia en la circulacion,

extravasacion y proliferacién en un sitio u 6rgdistanté.

Durante el proceso de invasion tumoral las célatas capaces de activar enzimas para
degradar localmente la membrana basal y la maxtiacelular de los epitelios las cuales
representan una barrera fisica y continua queripgle invadir al tejido circundante. Estas
células malignas pueden disociarse del tumor piocnmediante la pérdida de su capacidad
de adhesion célula-célula y asi invadir el estreimaundante. De esta forma el potencial
invasivo de las células tumorales depende dedrgmienos: a) alteraciones en la adhesion
celular b) degradacion proteolitica de la matriraelular y ¢) movilidad de las células

tumoraleg?®.
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| Crecimiento normal invasivo: morfogénesis
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Células Migracién, o . o
el Gomacli Proliferacion Polarizacion

Sobrevivencia

Crecimiento invasivo neoplasico: infiltracion del tumor y metastasis.

Células epiteliales

Migracion, invasion

Vasos sanguineos Proliferacion Metastasis

Figura 1.Crecimiento invasivo en condiciones fisgptas y patoldgicas.
(Comoglio, M. Trusolino, L. 2002)

ADHESION CELULAR Y PROCESOS INVASIVOS

El mantenimiento de la arquitectura normal deldtejes de suma importancia para el
adecuado funcionamiento del mismo. En la invasignotal inicialmente se encuentran
desregulados los mecanismos de adhesion celulardlgvan a cabo diversas alteraciones
en estos sistemas los cuales pueden jugar un gage} aparentemente contradictorio ya
qgue, por una parte las células tumorales necegddhilitar las uniones que estabilizan su
localizacién normal (anclajes) pero al mismo tienmgeesitan mantener y/o desarrollar
mecanismos de adhesion al sustrato que les gamantis puntos de apoyo necesarios para
avanzar a través del tejido circundante y que tepgscionen sefales de supervivencia y
proliferacion. Como consecuencia, diferentes mdéscde adhesion pueden actuar como

promotores o supresores de la invasién cetllar

Entre las moléculas de adhesién que pueden achnaw supresoras de la invasividad se
encuentran las cadherinas, proteinas de membraeadientes de calcio que participan en
la formacién de uniones adherentes. La E-cadhd¢iéna un papel como supresora de la
invasividad, el cual se ha demostrado por diveestgdios en donde se ha observado una

reduccidn de su expresion en tumores invasivosmisho el incremento o la reduccion en
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Su expresion provocan respectivamente la inhibiad@stimulacién de la invasividad en
células tumoralés Finalmente se ha observado que los factoresatscripcion de la

familia Snail, que reprimen fuertemente la expresiel gen de la E-cadherina, estan
implicados en la diferenciacion de células epitetisa mesenquimatosas y confieren un

fenotipo invasor a las células epiteliales queekqzresan®®

Por otro lado, existen moléculas de adhesién gaendgefian un papel como promotoras
de invasion y metéastasis. Por ejemplo la protel#eM-1 (intercelular adhesion molecule-
I) facilita la invasividad de células de melanomas lintegrinas desempefian también un
papel fundamental en el comportamiento invasoradecElulas tumorales a través de la
regulacion de diversos fenbmenos. Su papel en dgrgsion de tipos especificos de
canceres humanos y en la metastasis esta bientdescestudios recientes. Por ejemplo,
se ha demostrado que el patrén de expresion dgrimde se ve alterado por la
transformacion neoplésica y que tales cambiosaiexta regulacion de diversas cascadas
proteoliticas. También se ha comprobado que algimtagrinas pueden actuar como
supresoras de tumorogenesis como es el caso deinate,p; en células de carcinoma de

mam&°
DEGRADACION DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (MEC) es una entidad estmadtnente compleja que rodea y soporta
a las células que se encuentran en los tejidoglenamiferos, también cominmente
conocida como tejido conectivo. Esta formada pocamunto de macromoléculas que se
localizan entre las células de un determinadodgjden el lado externo de la membrana
plasmatica de cualquier céltlaEstos componentes son en general producidosagor |
mismas células o los aporta el torrente sanguiBe@mbos casos forman el medio donde

las células sobreviven, se multiplican y desempsiiarfunciones.

Las macromoléculas que constituyen la matriz egtudar son: (1) colagena (2) elastina (3)
proteoglicanos y (4) glicoproteinas multifunciosal@aminina, fibronectina, tenascina,
trombospondina y otras). Cada una desempefia flegide manera integrada con las

demas; esto hace que la matriz sea considerada aomerdadero complejo funciohal
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Las colagenas y el sistema elastico constituyandaitectura de la matriz extracelular. Las
glicoproteinas actian como moléculas de adhesidsudiato intercelular, importantes en
las interacciones célula-célula y célula-matrizs lglicosaminoglicanos y proteoglicanos

tienen un papel fundamental en el equilibrio hitkroiolitico y 4cido basidd 3

La matriz extracelular requiere reorganizarse patesfacer las necesidades fisioldgicas de
los tejidos, ademas de una regeneracion constantudl lleva a cabo mediante la
degradacién de algunos componentes y la produat@ltros nuevos por parte de la
célula. En diferentes procesos como el desarnoifogénesis, remodelacion y reparacion
de tejidos se lleva a cabo la degradacion de laizrettracelular (MEC). Este evento es
perfectamente regulado bajo condiciones fisiol&ginarmales, sin embargo, cuando se
encuentra desregulado puede ser la causa de nuetieésgias, tales como artritis, cancer,

encefalomielitis, ulceras cronicas, fibrosis 1&te.

Durante el véneto neoplasico los tumores permanegefinados en los tejidos debido a
gue las membranas basales y la matriz extraceleléos epitelios constituyen una barrera
fisica, lo que impide eficazmente su diseminacaoall y sistémica. La superacion de esta
barrera por las células invasoras implica la degpi@d localizada de los distintos
componentes de la MEC. Las macromoléculas de laizmaktracelular son muy
importantes para crear el ambiente celular reqoatidante el desarrollo, morfogénesis y

degradacién. Varios tipos de proteinasas estaridagas en la degradacion de la MEC

Las proteasas pueden clasificarse en cinco grup@ugerdo con el elemento esencial de
Su centro activo: aspartilproteasas, cisteinpratgaserinproteasas, treoninproteasas y
metaloproteasas conteniendo un residuo de acidrtasp cisteina, serina, treonina o un
cation como Zfi respectivamente. En la degradacién proteoliticideatriz extracelular
participan fundamentalmente las metaloproteasasscproductos facilitan la progresion

tumoraf?®.
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Metaloproteasas de Matriz Extracelular

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMB8) endopeptidasas dependientes de
zinc. Son sintetizadas como precursores inactpas NIMPs) que requieren la eliminacion
proteolitica de un propéptido para su activaciGnpH optimo es neutro y son inhibibles
por agentes quelantes, asi como, por un grupo ateipas denominadas TIMPgs§ue

inhibitors of metalloproteas§s™’.

Las MMPs son secretadas por la célula o se anclda amembrana plasmatica.
Estructuralmente estan constituidas por un péf@l, un propéptido de alrededor de 80
aminoacidos, un dominio catalitico de alrededor 1d® aminoacidos y un dominio
hemopexina (Hpx) de alrededor de 200 aminoacidtzginas excepciones son la MMP-7,
MMP-26 y MMP-23, que carecen del dominio Hpx, yMMP-23 que tiene un dominio
anico rico en cisteina y un dominio parecido a immaunoglobulina después del dominio
catalitico. Las MMPs de membrana tienen un domtrémsmembranal y un dominio

carboxilo terminal citoplasmatico(figura 2).
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Figura 2. Estructura bésica y variantes de metatepsas de matriz extracelular (Lopez-Otin CaleR004).
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Las MMPs se secretan inicialmente en un estadométizamente inactivo el cual se
mantiene gracias a la formacion de un enlace emtreesiduo de cisteina (Cys 73) en el
propéptido y un ion Zii en el dominio catalitico, este enlace le da eitaki a la proteina
para mantenerse en su forma inactiva. La activatgolas MMPs involucra una ruptura del
enlace ZA™-Cys'®, mecanismo al que se le llama “cysteine switchtual es mediado por
la remocién proteolitica del propéptido o modifiéacquimica del residuo de cisteina. Esta
alteracion causa una reduccion en la masa molegidanera una enzima completamente

activa?®.

A la fecha se conocen 24 MMPs diferentes en veatkls de las cuales 23 son encontradas
en humand$. Estas enzimas se descubrieron originalmente fsareegradaciéon de
sustratos de la matriz extracelular con un papetigminante en la homeostasis de la
misma, pero ahora esta claro que tiene una fundaadamas amplia. Tales funciones
incluyen: efectos opuestos en la angiogénesisvadrde la degradacion de la matriz, asi
como también liberacién de inhibidores de angiog&neegulacion del crecimiento celular
a través de la escision de receptores y factoresref@miento unidos a la superficie;
liberacion de factores de crecimiento secuestradol MEC; regulacion de apoptosis a
través de la liberacion de factores de sobrevieegcmuerte; alteracion de la motilidad
celular a través de la degradacién de moléculaadiesion; efectos sobre el sistema

inmune y defensa del hospedero; modulacién detieidan bioldgica de las quimiocinds

Las metaloproteasas juegan un papel fundamentaliamasion tumoral. La actividad y la
expresion de las MMPs esta regulada a diferenteslesi transcripcion de genes,
activacion de zimogenos, secrecion de enzima, ryirgubidores endégenos llamados
inhibidores tisulares de Metaloproteasas (TIMRss TIMPs son una familia de cuatro
proteinas de secrecidbn que se unen al sitio ¢etalite las MMPs en una relacion
estequiométrica de T4 Los TIMPs inhiben la actividad de las MMPs soashlasociadas

a la membrana celular o que se encuentran unitad&C. Ademas de su capacidad de
inhibir la actividad de las MMPs, los TIMPs panpian en la activacion de estas enzimas al

formar complejos con sus formas latentes.
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Tal es el caso del TIMP-2, que forma un complejo pm-MMP-2 y MT1-MMP (MMP-
14) para la activacion de esta proenzima, y de FIMBue participa en la activacion de
MMP-9 al formar el complejo de activacion pro-MMRYIP-3/TIMP-1 en el espacio
extracelulaf’.

Tradicionalmente la familia de las MMPs se clasifen 5 subfamilias atendiendo a sus
caracteristicas estructurales y a su especificd@dsustrato: colagenasas, gelatinasas,
estromielisinas, matrilisinas y metaloproteasamidmbrana o MT-MM® 72! (Tabla 1)

Subgrupos Metaloproteasas Nombre Sustrato
{MMPs}

Colagenasas MIMP-1 Colagenasa-1 Colagena I, 11, 1, WL VI, Xy
MMP-8 Colagenasa-2 gelatina
MMP-13 Colagenasa-3

Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A Colagena |, IV, V, VI, X, XI, XIV y
MIMP-9 Gelatinasa B gelatina

Estromelisinas MMP-3 Estromelisina-1 Colagena lI, 1V, IX, X, gelatina,
MMP-10 Estromelisina-2 ay P-caseina
MMP-11 Estromelisina-3

Matrilisinas MMP-7 Matrilisina-1 Colagena |, 1L, 11l V, IV, Xy
MMP-26 Matrilisina-2 caseina

MMPs MMP-14 MT1-MMP Gelatina, fibronectina y

tipo-membrana MMP-15 MT2-MMP laminina
MMP-16 MT3-MMP Fibrinégeno vy fibrina
MMP-17 MT4-MMP Gelatina, fibronectina
MIMVIP-24 MT5-MMP Gelatina
MIMP-25 MTG-MMP

Otras MMPs MMP-12 Metaloeslastasa Coldgena IV, elastina
MMP-19 RASI-1 Coldgena |, IV y gelatina
MMP-20 Enamelisina
MMP-23 CA-MMP Gelatina
MM-26 Matrilisina-2, endometasa Colagena IV y gelatina
MMP-28 Epilisina Gelatina

Tabla 1. Tipos de metaloproteasas de matriz extdace/ sus diferentes sustratos.

(Modificado de Snehasikta S. et. al 2011)

Las colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) érnla capacidad de degradar
colagenas intersticiales I, Il y lll en un sitiopesifico del extremo N-terminal. Las

colagenasas principalmente regulan a la alza laodelacién de tejidos incluyendo el
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desarrollo embrionario, la cicatrizacion de herigiadiferentes tipos de tumores malignos.
Las gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9) se incluyeantto de esta categoria. Las
estromelisinas (MMP-3, MMP-10 y MMP-11) tienen uondnio estructural similar a las

colagenasas pero ellas no pueden degradar al nol&gelar nativo.

La MMP-3 puede activar a varias MMPs incluyendor@MMP-1, 3, 7, 8, 9 y 13, y asi
mismas son activadas por plasmina, calicreina, agamy triptasa. El grupo de las
matrilisinas (MMP-7, 27 y 26) carece del dominiadgdminal. MMP-7 es sintetizada por
células epiteliales y se secreta apicalmente. Adaetedos componentes de la matriz, estas
enzimas degradan moléculas de superficie celulmabgmoe defensina, ligando-Fas, TNF-
a y E-cadherina. Finalmente se encuentra el gruptagsid/etaloproteasas de membrana
(MMP-14, 15, 16 y 24), proteinas transmembranay125) y ancladas al fosfolipido
glucosil fosfatidil inositol (GPI). Todas tienertiss de reconocimiento a furina en el C-
terminal del propéptido por lo tanto se activarracelularmente y la enzima activa
probablemente se expresan en la superficie celldaias las MMT-MMPs excepto MMP-
17 pueden activar a proMMpP2%°:2!

Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9)

Las gelatinasas Ay B (MMP-2 y MMP-9), se caraetmi por digerir facilmente colagena
desnaturalizada y gelatina. Estas enzimas tienes $ecuencias peptidicas repetidas
analogas a los motivos de la fibronectina tipandertados en el dominio catalitico el cual
se une a colagena, gelatina y laminina. MMP-2 perMMP-9 digiere colageno tipo I, Il y
Ill. Asi mismo son capaces de degradar el colaggw IV que forma parte de las
membranas basales de los epitelios. Esto sugiertaguelatinasas podrian desempefiar un
papel decisivo en la capacidad de las células ie®ide origen epitelial para atravesar

dichas membranas basales e invadir el estromasdejidos circundantés

La MMP-2 o gelatinasa A es expresada ubicuamemt® ama proenzima de 72 kDa y esta
sujeta a glicosilacion extensa. La activacion deViMP-2 se lleva a cabo en la superficie
celular y esta mediada por MT-MMPs. Se requieréotenacion de un complejo entre

proMMP-2 y TIMP-2 a través de su dominio C-termipatmitiendo al dominio inhibitorio
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N-terminal de TIMP-2 unirse a MT-MMP1 en la supedicelular, es asi como, pro-MMP-
2 unida en la superficie celular es activada par d@ los monémeros de MT-MMP1 que
esta libre de TIMP-2. Por otra parte, el mondmezoMIr-MMP1 inhibido por TIMP-2
puede actuar como un receptor de proMMP-2

La agrupacion de MT-MMPL1 en la superficie celulatravés de interacciones con el
dominio hemopexina facilita el proceso de activadiiigura 3). Jo et. al reportaron que el
maximo incremento en la activacion de proMMP-2Isgeova en un rango de TIMP-2/MT-
MMP1 de 0.05 sugiriendo que un gran niumero de MTHAMibres pueden rodear el
complejo proMMP-2/TIMP-2/MT-MMP1 para una activagitmas eficaZ.

Claves
-Ctermimal-TIM P-2
D Netermina FTIMP-2
U dominio catalitico
Dominio
hemopexina @ f i

‘%** 0. .

Extracellular

Intracellular
Dimerizacion Uniéna TIMP-2 Unién a Activacion de

de MT I-MMP = proMMP-2 proMMP-2

Figura 3. Modelo de activacion de proMMP-2 por MWIMP y TIMP-2. La forma activa de MT1-MMP
(MT-1) sobre la membrana se une a una moléculali#-R (T-2) inhibiendo su actividad. MT1-MMP
puede formar dimeros o multimeros en la superfieikilar. Pro-MMP-2 (pM-2) se une al C-terminal de
TIMP-2 a través de su dominio tipo hemopexina. Bindmero activo de MT1-MMP se une al dominio

catalitico de proMMP-2 activdndola parcialmentdaséé, R. 2009)

La MMP-9 o gelatinasa B se expresa como una proenzie 92 kDa, la cual una vez
activa se convierte en una enzima madura de 83 EDaran tamafio de MMP-9 en
relacion con MMP-2 se puede atribuir a la insercitin una colagena tipo V que es
fuertementeD-glicosilada y que enlaza al dominio de metalo@sdecon el dominio tipo
hemopexin&'. La activaciéon de MMP-9 es mediada por la remo@iéhpro-dominio por
una serinproteasa u otras MMPs o puede serlo @oraspuesta directa al estrés oxidante

que altera al “switch de cisteina”. Mientas existasobrelapamiento considerable en los
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sustratos degradados por MMP-2 y MMP-9, MMP-9 esjaz de dirigir la protedlisis de

colagena?.

MOVILIDAD DE LAS CELULAS TUMORALES

Como ya se ha discutido anteriormente varias psateaxtracelulares degradan la MEC vy,
por tanto, establecen una base para la invasi@@ldi&s tumorales. El fenotipo invasor de
las células implica la capacidad de moverse actwaen lo cual se correlaciona
directamente con su potencial metastasico. Laslaselmvasivas pueden moverse en
respuesta a factores extracelulares solubles demameera direccional o aleatoria o0 en
respuesta a componentes inmovilizados en la mattiacelular. Este movimiento es de
tipo ameboide, e implica reordenamientos constadtdscitoesqueleto y alteraciones
continuas de los complejos de adhesion. La despoliation de los flamentos de actina
en la parte posterior de la célula en movimiensuyensamblaje en la region anterior da
lugar a tres tipos de protuberancias: filipodianélipodios y pseuddpodos. En estas
protuberancias se establecen uniones focales medianinteraccion de las integrinas
presentes en la membrana plasmatica de las célmtasales con sus ligandos de la matriz
extracelular, uniones que proporcionan el anclaeesario para el desplazamiento de la
célula, al tiempo que este tipo de uniones locakesdebilita en la parte posterior,

permitiendo su retraccién

Es claro que durante el desarrollo del cancerct@a de degradacion de las MMPs sobre
la MEC es muy importante porque es capaz de allasauniones célula-MEC y célula-

célula.
UNIONES INTERCELULARES

Las células epiteliales y endoteliales de los esjitbrman barreras para mantener a los
organos en subcompartimentos funcionales. Estanaishto y compartamentalizacion es
crucial para la funcion de los 6rganos en todootganismos multicelulares. Las células
controlan estas barreras selectivas regulando @hmiento de agua, iones y otras proteinas

a través de las monocapas, generando asi la @alayi€uncion celular. EI movimiento de
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iones y moléculas es conocido como permeabilidaaicptular y es regulada por los sitios

de contactos célula-céldfa

Los contactos célula-célula estan lejos de seudsihas estaticas que mantienen la barrera
simplemente por la union de las células, de heshmsecontactos se someten a constante
remodelacién para permitir la extrusion de célalagptoticas asi como la incorporaciéon de
nuevas células epiteliales diferenciadas derivdéaselulas progenitoras sin la perdida de
la funcion de barrera. Durante la cicatrizacionhéeidas, las células epiteliales pueden
experimentar movimientos coordinados y proliferarapcerrar la herida y establecer

nuevos contactos célula-céltfla

Los contactos célula-célula en los epitelios caesisde tres principales estructuras
adhesivas: uniones estrechas (UE), uniones adberébtd), y desmosomas, asi como

también las uniones Gap para la comunicacion eéffimura 4).
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Figura 4. Complejo multimolecular de uniones intdutares. (Lodish et al. 2003)

Desmosomas, Uniones GAP y Uniones adherentes

Los desmosomas son puntos adherentes que formardinantinua que se extiende a todo

el tejido a través de la unién de sus proteinasgiates de membrana (desmocolina y
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desmogleina) mediante desmoplaquinas (placoglobingplacofilina) a filamentos
intermedios. Los desmosomas son cruciales parantiegridad del tejido ya que
proporcionan cierta rigidez, y pueden regularselp@roteina cinasa C cuando se requiere

la remodelacién dinamica de la adhesion célulala®dl@®

Las uniones Gap (UG) son conexiones 0 nexos quaiteer la difusion de metabolitos
pequefios, segundos mensajeros, iones y otras nadéemtre células vecinas. La
comunicacion a través de las uniones Gap es ebguana la transduccion eléctrica,
sefalizacion y nutricion. Estan formadas por dasib@nales, llamados conexones que se
encuentran insertos en la membrana de dos célutdiggas, la apertura o el cierre de estos

canales es un proceso dinamico altamente reguldiferantes nivel&é§*

Las uniones adherentes (UA) son microdominios gu@dporcionan la fuerza mecanica al
epitelio. Las proteinas integrales de membranaabéaadantes pertenecen a la familia de
las cadherinas principalmente la E-cadherina. hteyacciones homotipicas dependientes
de calcio entre las cadherinas y el espacio extdaceconducen a fuertes interacciones

célula-céluld.

Uniones estrechas

Las uniones estrechas (UE) son las uniones intdéaces mas apicales de las células
epiteliales y endoteliales. Dos principales funemdefinidas por las UE son la regulacion
de la permeabilidad paracelular mediante la funciérbarrera, regulando la difusion de
iones, agua y moléculas de tamafio mediano (< 1A);mantenimiento de la polaridad
celular mediante la funcién de cerca, restringieetidibre movimiento de proteinas y
lipidos entre las superficies apical y basolatéra® Por tanto, las UE establecen
compartimentos separados en los organismos multécet y también son cruciales para el
intercambio de sustancias entre el ambiente celnl@rno y externo. Las proteinas
transmembranales que constituyen a las UE se danaoeconectadas al citoesqueleto

vinculando asf los sitios de adhesién matriz-cgutélula-céluld’.
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Las UE pertenecen a un complejo multimolecular agesf® por aproximadamente 40
proteinas diferentes, entre las cuales se encuenidaproteinas placa o de anclaje
(scaffolding proteinsque constituyen un andamiaje para el ensamblasd&E, reclutan
proteinas citosolicas para el ensamble con el sfioEleto o estan involucradas en la
regulaciéon de procesos como la transcripcion, miadr proliferacion y diferenciacion
celular; 2) proteinas que regulan el trafico vdsicy 3) proteinas transmembranales como
la proteina JAM j{nctional alhesién roleculd, ocludina, tricelulina y claudinds®=°
(Figura 5).
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Figura 5. Estructura molecular de las Uniones Elfre(Groschwitz and Hogan, J. Allergy, 2009)
JAM

La JAM es una proteina glicosilada que ha sidalianda junto con la ocludina y claudinas
en las UE. Pertenece a una superfamilia de inmabalihas y tiene un solo dominio
transmembranal. Su porcion extracelular esta pkegaatro de dos dominios similares a

inmunoglobulinas tipo V, y posee un dominio carb@minal intracelular corto. Las
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proteinas JAM estan involucradas en la transmigracelular y en el ensamble de las
uniones celulares, asi como, en los mecanismosdtes@én de células epiteliales y
endoteliale®

Ocludina

Esta proteina se identific6 como la primera praténtegral de membrana localizada en las
uniones estrechas. Su peso molecular aproximadte 80 kDa, tiene cuatro dominios
transmembranales y tres regiones intracitoplasagticn dominio carboxilo terminal
largo, un dominio amino terminal corto y una asteaicelular corta). El dominio carboxilo
terminal es rico en residuos de serina, treonirtrogina los cuales son blancos para
diferentes tipos de proteinas de anclaje y prasetivasa® ***’ Esta regi6n de ocludina
es responsable de la asociacion con ZO-l. En estudié microscopia electronica por
inmunoréplica se ha podido medir la presencia deUg utilizando anticuerpos contra
ocludina indicando que esta proteina se incorpimectdmente en estas uniones. La
ocludina puede ser fosforilada en residuos de a&émr@onina y la forma fosforilada parece
ser preferencialmente expresada en las UE, mientrasla ocludina no fosforilada se
detecta a lo largo de la membrana basolaterale/@lmargo, se ha demostrado también que
las UE pueden formarse sin ocludina, como es el dadas células endoteliales, en tejidos

no neuronales y en algunas especies las célulsertidf> >’

Diversos estudios muestran que la ocludina pa#ieip las funciones de barrera de las
uniones estrechas. Por ejemplo, la sobreexpreséactlidina en monocapas de células
MDCK (células epiteliales derivadas de rifion capiimcrementa el nimero de UE

aumentando los valores de resistencia transepitelia
Tricelulina

Es la Unica proteina conocida que se encuentra congentrada en las UE orientada
verticalmente en las hebras de la UE en los cmdaticelulares. La tricelulina esta
formada por 4 dominios transmembranales y tienesenaencia similar a la ocludina en el
dominio citoplasmético C-terminal de aproximadareeb80 aminoécidos. Al igual que

ocludina, tricelulina también une a ZO-I por medeesta regidh.
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El silenciamiento de la tricelulina en células ejmies resulta en una organizacion anormal
de las UE tricelulares y hay un dafio en la fundémarrera epitelidl Interesantemente la
disminucion de ocludina en cultivos de células edjgites causa la localizacion de la
tricelulina hacia los contactos bicelulares deU&s indicando la importancia de ocludina
para la concentracién de tricelulina en las UEettlare$’. Cuando la tricelulina se
expresa en células L (fibroblastos de ratén) qbeesxpresan a claudina-1, se observa que
las hebras de UE incrementan su nimero de entesoreatos comparadas con las que se
forman en las células L que solo expresan clautljna- que sugiere que la tricelulina

influye en la morfologia de las hebras de la UE

Claudinas

Las claudinas pertenecen a una familia multigémioastituida hasta la fecha de 24
isoformas en mamiferos, son proteinas de 20 a 27 &@mparten la misma topologia con

la ocludina, sin embargo no tienen ninguna sinul#n cuanto a su secuerféia

Las claudinas son proteinas integrales de membrana cuatro dominios
transmembranales, una secuencia amino terminal cama (de 2 a 6 residuos de
aminoacidos) y una secuencia carboxilo terminabasriocalizadas en el citosol, y dos
asas extracelulares separadas por un dominio éhtitac de ~15 aminoéacidos. Las regiones
citoplasmicas son las mas diversas en secuencaignven longitud de 21 a 63 residuos
de aminoacidd$ *® La primer asa extracelular, constituida de 42 aesiduos, contiene
una secuencia altamente conservada (GLWxxC), laseuba reportado que determina el
flujo de iones y pequefias moléculas a traves dealgaracelular. Diversos estudios han
demostrado que la segunda asa extracelular (agdatippor 16 a 33 residuos de
aminoacidos) de las claudinas 3 y 4 funciona coeweptor para la enterotoxina Qe
perfringens Por dltimo, la secuencia carboxilo terminal fona como anclaje para
proteinas citoplasmicas tales como proteinas ZQ;%t3, proteinas con dominios PDZ
(MUPP) y PALS-1, una proteina asociada a las wsi@strechas (PAT3f* (figura 6).
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Selectividad de iones paracelular
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Figura 6. Estructura de las claudinas. (Morin PLal-Nang M., 2009)

Las claudinas son los componentes clave de lactastauy funcion de las UE. La funcion
mas obvia de las claudinas es generar las hebrdasddE. Cuando las claudinas se
sobreexpresan en fibroblastos de raton carentésEdenddgenas, las claudinas exdgenas
se concentran en los contactos célula-célula edltdas adyacentes y generan hebras de
UE**

Las claudinas pueden formar uniones de manera hohwierotipica, es decir, entre dos
claudinas del mismo tipo o entre claudinas de elifer tipo (Figura 7). Asi mismo, las
claudinas pueden interaccionar con proteinas denilama familia en la membrana
plasmética de la misma célula (interaccion-cis)nyree las membranas de dos células
adyacentes (interaccion-traffs) Por ejemplo, el co-cultivo de células L expresand
claudinas-1, -2 y -3 revelan que la combinaciorcldedinas -1/-3 y claudinas -2/-3 pero
no claudinas -1/-2 pueden formar interaccionesrbigpicas®. Las diferentes interacciones
entre claudinas dan lugar a la formacién de pperacelulares de diferentes didmetros
que pueden ir desde los 4 a los 50 A. Las cargaeptes en los dominios extracelulares de

estas proteinas permiten la discriminacion entienas y cationes.
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Interaccion cis- Interaccion cis-
homofilica heterofilica

Interaccion frans-

. Claudina-1 l
homofilica
Interaccion trans- N ) M
X Claudina-3 J
heterofilica |
Interaccifnfranse Interaccion rrans-
— homofilica 5 heterofilica .
Interaccién cis- Interaccién cis-
homofilica heterofilica

Claudina-1 EHaee

Figura 7. Posibilidades de interaccién de las défeagd Por ejemplo claudina-1 y claudina-3. Parterior:
interacciones homofilicas y heterofilicagis y —trans. Parte superior: esquema de hebras de UE que
consisten en (A) interaccione<is- y —trans homofilicas, (B) interaccionescis homofilica y —-trans
heterofilicas, (C) interaccionescis heterofilicas y-trans homofilica, y (D) interaccién-cis y —trans
heterofilicas. (Krause G. et. al. 2008)

Se ha reportado que las claudinas son los primspabnstituyentes de las uniones
estrechas y reguladores importantes de la perndmbiparacelular. La ausencia en la
expresion normal de claudina-1 en la epidermisatienr resulta en una dramatica pérdida
de agua transepitelial provocando la muerte nebnatajue sugiere que la proteina es
indispensable para crear y mantener la barre@éepicd®. Estudiosin vitro usando
monocapas de diversas células epiteliales (p.e. KIRCLLC-PK;) muestran que la
expresion de claudina-1, -4, -7, -8, -14 y -15 éncenta dramaticamente la resistencia
eléctrica transepitelial (TEF)®® Las claudinas pueden sufrir modificaciones
postraduccionales que pueden influir en sude deiili localizacion e interacciones con
otras proteinas. La fosforilacion de las claudipagde inducir alteraciones en la
permeabilidad paracelular para iones y moléculasangadas, ya que estas son moduladas

por diferentes mecanismos de sefializacion.

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celulary Tisular 29



Maestria en Ciencias Bioldgicas, UNAM-2011

En células de ovario, se ha mostrado que claudinad3on sustratos de la proteina cinasa
A (PKA) y proteina cinasa C (PKC), respectivam&nte

La expresion de claudinas puede ser regulada persdis moléculas como factores de
crecimiento y citocinas, dando una respuestaatifgal dependiendo de la combinacion
del estimulo vy del tipo de claudina analizada.h@&eencontrado por ejemplo, que en
monocapas de células epiteliales renales tratamlaslcfactor de crecimiento epidermal
(EGF) la expresion de claudina-3 y -4 se incremanientras que la de claudina-2
disminuye. Estos cambios fueron mediados por tlaaamidn de proteinas cinasas activadas

por mitégenos (MAPKJ®*2

Expresion de claudinas y cancer

La evidencia de la alteracion de las UE en ep#at@ncerosos se conoce desde hace poco
mas de 30 afios. Observaciones en tumores han dw&rdisminucion o la falta de UE,
aumento en la permeabilidad paracelular de molgéduéza, disminucion en la TER, y
discontinuidades y reducciones en el nimero deakete UE detectado por microscopia
por criofractura. En conjunto, estos resultadosstmae una reduccion de la funciéon de la
barrera epitelial de las células cancerosas. Ptanim, la perdida de las UE constituye un
paso esencial en el desarrollo del catic&ecientemente se reporto la deslocalizacién de
claudinas de la membrana celular y esto parecentmacse comunmente en células

transformadas.

Asi mismo se ha mostrado que, mientras una claet particular se encuentra silenciada
en ciertos tipos de cancer, la misma proteina smiemra sobreexpresada en otros
carcinomas, lo que sugiere que la funcién de céaladima puede ser tejido-especifica y

puede depender de un circuito molecular en paatiaé la célufd >>>°

Se han observado cambios en la expresion de cksidurante el desarrollo del tumor. Por
ejemplo se ha reportado que claudina-3 y -4 seesmtian frecuentemente sobre-reguladas
en carcinomas de ovario, mama, prostata, cérvigiriga y pancreatico, mientras que

claudina-2 se encuentra sub-regulada en cancer amamy préstatd Claudina-7
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disminuye en carcinomas ductales invasivos en cadeemama metastasréo®® La

expresion y distribucion de claudina-1 se asocia €oestado de disociacion celular en

células de cancer pancreatico a través de la adiivale la proteina cinasa 2 activada por

mitogenos (MAPK-2Y’ (Tabla 2).

Protein Cancer type Expression Referenoe
Claudin 1 Breast Down Hoevel et al. (2002), Kramer et al. (2000),
Tokes et al. (20054, b)
Cervical Down Sobel et al. (2005)
Colon Up de Oliveira et al. (2005), Dhawan et al
(2005)
Epidermus:
Keratimzed (pearl) Up Morita et al (2004)
Esophagus Up Gyorfly et al (2005), Morita et al (2004)
Gastric Up Resmck et al (2005)
Claudmn 2 Cervical Down Sobel et al. (2005)
Colon Up Aung et al. (2006)
Esophagus Up
Claudin 3 Breast Up Kominsky et al. (2004)
Colon Up de Ohvewra et al. (2005)
Esophagus Up Gyorfly et al. (2005), Montpomery et al.
(2006)
Crastric Up Resnick et-al (2005), Montgomery et al.
(2006
Ovary Up Rangel et al. (2003), Santin et al. (2005),
Zhu et al. (2006), Hough ct al (2000)
Pancreas Up Missianglin et al. (2004)
Prostate Up Long ct al. (2001)
Claudin 4 Biliary tract Up Lodi et al. (2006)
Breast Down Tokes et al. (20054, b)
Up Kominsky et al. (2004)
Cervical Down Sobel et al. (2005)
Colon Up de Oliveira et al. (2005)
Claudin 5 Pancreas Up Misstaglia et al (2004)
Claudin 7 Breast Down Kominsky et al. (2003). Tokes et al.
(2005a)
Cervical Down Sobel et al. (2005)
Esophagus Up Montgomery et al. (2006)
Down Usami et al. (2006)
Crastric Up Montgomery et al. (2006)
Head and neck Down Al Moustafi et al. (2002)
Uterus Down Tobioka et al. (2004a)
Claudin 10 Liver Up Cheung ct al (2005)
Claudin 23 Gasiric Down Katoh and Katoh (2003)
Occludin Breast Down Polette et al. (2005)
Cervical Down Sobel et al (2005)
Colon Down Tobioka et al. (2002)
Epidermis:
Keratinized (pearl) Up Monta et al. (2004)
Unkeratinized Down Morita et al. (2004)
Gastrointestmal Down Kimura et al. (1997), Ym et al. (2002

Tabla 2. Cambios en la expresion de proteinas derldgunos carcinomas. (Gonzalez-Mariscal etQl7p
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Los cambios en la expresion de claudinas en lmotepuede permitir el paso de nutrientes
y factores de crecimiento y promover la prolifeéacide células cancerosas. Del mismo
modo se ha relacionado la alteracion en la expresdgclaudinas en etapas tempranas y
tardias de varios tipos de cancer con el increme®tola invasividad, el potencial

metastasico, el mal prondstico y la recurrencigutebr.
Claudinas, invasion tumoral y metastasis

En los carcinomas, el paso inicial en la disemifracnetastasica incluye como ya se ha
mencionado, la separacion de las células epiteliddela matriz extracelular debido a la
desorganizacién del citoesqueleto de actina. Liadasécancerosas sobreviven mediante el
uso de mecanismos autocrinos y paracrinos que nsepria apoptosis, estimulan la
invasion de tejidos y promueven el crecimiento devos vasos sanguineos para asegurar

el suministro de oxigend.

Estudios recientes muestran que la expresion dasieaudinas, especialmente claudina-1
y 4 incrementa durante la metastasis y la inhibiclé su expresion muestra efectos claros
en las capacidades metastasicas de células camee®sna manera tejido-especffica

Recientemente se demostré el significado biolodeola expresion alterada de claudina-1
en células de cancer de colon. Un incremento expeesion de claudina-1 fue observado
en carcinoma de colon primario humano y en muestitastasicas del mismo y en lineas
celulares derivadas de tumores primarios y meiastiscomparados con su contraparte
normaf? Un resultado importante en este estudio fuedalipacion nuclear de claudina-1

en un grupo significativo de muestras de canceotin. Asi mismo, en lineas celulares de
cancer de colon derivadas de tumores primariogafesfeccion con claudina-1 induce el

desarrollo de una morfologia fibroblastoide, ungonandependencia de anclaje asi como

también un incremento en la actividad de MMP-2 y Rif°,
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La estructura y funcion de las UE se encuentratuéetemente alteradas en carcinomas
humanos, donde la pérdida de estas uniones puedeedar, como muchos otros
mecanismos, al progreso del cancer. Los cambida expresion de las claudinas durante
el desarrollo del tumor concuerda con la idea de este proceso se acompafia por el
desensamble de las UE y la pérdida de la adheéidla«élula, proceso que puede jugar
un papel muy importante en la pérdida de la difgeeion, de la cohesion celular, la

proliferacion incontrolada y en la invasividad®

Se ha asociado la alteracion en la expresion delidas (aumento y/o disminucion en la
expresion), asi como los cambios en la localizagdbcelular con diferentes tipos de
tumores. Actualmente se ha sugerido que las clasdjonegan un papel muy importante en
la invasividad y metastasis. Los estudios apuntameael aumento en la expresion de estas
claudinas en algunos tipos de cancer (como céaneercalon, ovario, pancreas Yy
adenocarcinoma gastrico) se asocia a un aumenta eapacidad invasiva de dichos

carcinomas, como resultado del aumento en la dativile MMPs.

Por ejemplo existen reportes que sefialan que ksdidas -1,-2,-3 y -4 reclutan y
promueven la activacién de (MMP22)** ®> € Asi mismo se ha reportado que Claudina-5

interacciona directamente con MMP-2 induciendoctivaciorf’.

La disminucion de claudina 10, disminuye la inva&d celular a través de la disminucion
y probable degradacion de MMP-2 y MT1-MMP en casoia hepatocelul& También se
ha visto que el aumento en la expresion de claddirmumenta la invasividad de
carcinomas gastricos y cancer de oViri€l aumento en la expresién de claudina-1

aumenta la invasividad de cancer de lengua deaséésicamos&s

Con base en lo anterior, el papel que tiene caaladicla es diferente dependiendo del
origen del cancer en estudio. A la fecha existdegcia de que las claudinas 6, 7 y 9 se
expresan en adenocarcinoma gasffidtra observacion fue que en ensaliosvitro” la

sobreexpresion de las claudinas 6, 7 y 9 incremamtia velocidad de proliferacion, de
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migracion y de invasividad de células AGS, siefadsobreexpresion de la claudina 9 la
que aumentd significativamente estos procédsos

Con base en lo anterior, el presente estudio metayudar a comprender si la
expresion de claudinas 6, 7 y 9 promueve la adtimade metaloproteasas en células de
adenocarcinoma gastrico AGS y en células de calecerama MCF-7.
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HIPOTESIS

Dado que tenemos evidencia de que las claudind@sy69 se encuentran expresadas en
cancer gastrico y se ha reportado que la alteragida expresion de algunas isoformas esta
asociada con la capacidad invasiva de muchos caneis promoviendo la activacion de
metaloproteasas, se propone que la sobreexpmsi@s claudinas 6, 7 y/o 9 en células de
adenocarcinoma gastrico humano (AGS) y en célutasathicer de mama (MCF-7), esta

asociada con la activacion de metaloproteasas M&P-2 y MMP-9.
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OBJETIVOS

General

# Determinar si la sobreexpresion de claudinas 6, ¥ activa a MMPs y si esta

activacion es directa o indirecta.

Particulares

# Sobreexpresar las claudinas 6, 7y 9 en las licedatares AGS y MCF-7.

# Analizar si existe interaccion de estas claudiraslas metaloproteasas MMP-2 y
MMP-9.

# Determinar si la sobreexpresion de claudinas regukrctividad de las MMP-2 y
MMP-9.
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MATERIALES Y METODO

Anticuerpos, plasmidos, enzimasSe emplearon anticuerpos primarios policlonales de
cabra anti-claudina-6 y 9 (Santa Cruz, Biotechnpldémc.), anticuerpos primarios de
conejo anti- claudina -1 -2, -7 y anticuerpos prigede raton anti-GFP (ZYMED) y anti-
MMP-2 y anti-MMP-9 (Calbiochem). Ademas anticuerpsscundarios acoplados a
peroxidasa (HRP) conejo anti-lgG de cabra-HRP,acahti-IgG de raton-HRP y cabra anti
conejo-HRP (ZYMED) y anticuerpos secundarios aatpgaa Rhodamina (Abcam). El
anticuerpo antie actina fue donado por el Dr. José Manuel HernanééDepartamento
de Biologia Celular del CINVESTAV. Se utilizo elater plasmidico pcDNA 3.1/NT-GFP
y las enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV, HindiBamHI, Kpnl, Xbal (Invitrogen). Se
empleo ademas Trizol, Lipofectamina 2000, el Kitgie step RT-PCR vy los iniciadores
gue se indican en la tabla siguiente (Invitrog&h)medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), el suero fetal bovino (FBS), L-glutaminajryvato de sodio, antibiotico
estreptomicina-penicilina, antibidtico-antimicotigoaGeneticina (G-418) fueron adquiridos
con GIBCO.

hACTINA forward | 5'- TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG-3]
hACTINA reverse| 5- GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC-3°
hCLDN2 forward | 5- GAAGACGCTTCTACTGAGAG-3"
hCLDN2 reverse | 5- CACGATCCAGTGGTAGTG -3°
hCLDNS6 forward | 5-CAGTGCAGCTCCTTCAACC-3°
hCLDNG6 reverse | 5-CTGTTGGGCACTGCCACTTC-3°
hCLDN?7 forward | 5-TTTCTGAGGGCGGAAATGGC-3"
hCLDNY reverse | 5-GGCATCTAGACACTCCCATAGC-3
hCLDN9 forward | 5-ATGGCTTCGACCGGCTTAG-3"
hCLDN9 reverse | 5-CAGGGCATCTGGTCATCAGG-3"

Cultivos celulares. Para el abordaje de este proyecto, se utilizarsrliteeas celulares
epiteliales AGS derivadas de adenocarcinoma gastionano y MCF-7 derivadas de

carcinoma mamario humano. Se sembraron célulasyARBGSF-7 en cajas petri p-100 y se
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mantuvieron con medio de cultivo DMEM (caja de pgir100 7-10 ml aprox.)
suplementado con: 1@g/ml o 0.1 U/ml de Insulina (10 mg/ml de SIGMA), Rhnde
Piruvato de Sodio (GIBCO 100 mM), 2 mM de L-Glutaan (GIBCO 200 mM), 100
U/ml/100 pg/ml de Penicilina/Estreptomicina (GIBCO 10,000UAA1000ug/ml), 5% de
Suero Fetal Bovino (GIBCO), y se incubaron en atodes de 37°C y 5% de G(Las
transfectantes estables fueron seleccionadas yemdas con medio DMEM con 400
ug/ml de G-418.

Construccion de los vectores pcldn2GFP, pcldn6GFRcldn7GFP, pcldn9GFP. A
partir del RNA total extraido de la linea celulaG8 y con el kit single step RT-PCR se
obtuvo el cDNA de las claudinas 2, 6, 7 y 9 empedalos iniciadores correspondientes.
Para cada reaccion se colocaron 10 pl de mezctaadeion, 0.5 pl de iniciador A (10
KM), 0.5 de iniciador B (10 uM), 2.5 pl de RNA (Qug/ ul), 0.4 ul de RT-Taq, 6.1 pl de
H-0, y se sintetizo el cDNA bajo las siguientes coiatiies: 55°C por 30 min, 94°C por 2
min, 40 ciclos de: 94°C por 20 seg, 56.9°C (cldn® o 59.7°C (cldn ) por 30 seg, 72°C
por 40 seg y 72°C por 7 min. Para construir caddovese tomaron 4 ul del producto
obtenido de RT-PCR y se incubaron con 1 pl deloreEOPO pcDNA3.1/NT-GFP y 1 pl
de la solucion salina por 5 min a temperatura am®ig posteriormente 20 min a 4°C. Se
transformaron las células competentegdeherichia coliDH50. con 2 pl de esta reaccién
de clonacion y se seleccionaron las células tramsfdas en placas de agar LB-Ampicilina
100 pug/ml. Se seleccionaron 10 colonias para cadstrticcion y se realizo la extraccion
de plasmidos por mini-prep (Invitrogen). Se corrobel sentido en el que se inserto la
secuencia deseada empleando la enzima Pstl paraotesrucciones denominadas
pcldn9GFP y pcldn7GFP vy las enzimas Xcml y EcoRFapa construccion pcldn-2 GFP.

Se secuenciaron las construcciones obtenidas pafaar que no hubiera mutaciones.

Transfeccion de células AGS y MCF-7Las células se sembraron en placas de 6 pozos (5
x 10° células/pozo) para alcanzar la confluencia aktetita. Se lavaron 2 veces con PBS y
se cambio el medio por Opti-MEM (GIBCO). La trarzfi®n se llevo a cabo con

Lipofectamina 2000 de acuerdo a las especificasiated fabricante (Invitrogen). Las
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transfectantes estables fueron seleccionadas e RBMEM (GIBCO) suplementado con
10 pg/ml de Insulina 10 mg/ml, 2 mM de Piruvato de $odD0 mM, 2 mM de L-
Glutamina 200 ml, 100 U/ml/ 10@g/ml de Penicilina/Estreptomicina 10,000 U/ml/1@00
ug/ml, 5% de Suero Fetal Bovino, adicionando @g0nl de G-418 por 10 dias.

Fraccionamiento celular y Western Blot Las células AGS y MCF-7 transfectadas y no
transfectadas se sembraron en cajas p-100 a eoai) se lavaron con PBS frio y se
resuspendieron en 1 ml de buffer A (20 mM Tris b&25 M Dextrosa anhidra, 10 mM
EGTA, 2 mM EDTA) con inhibidores de proteasas yfdtasas (aprotinina 1Qg/ml,
leupeptina 2Qug/ml, inhibidor de tripsina 1 mg/ml, coctel | y ¢ecll de inhibidores de
fosfatasas 1@l/ ml) a 4°C. Las suspensiones celulares se samoase centrifugaron a
39, 000 rpm (156,553 x g) 30 min a 4°C. El sobrang& obtenido se coloco en un tubo
nuevo y se marco como fraccion citosolica. El piatdo se resuspendié con 1p0de
amortiguador A en presencia de 1% de Tritdbn X-t60 inhibidores de proteasas y
fosfatasas como se describid anteriormente. Sdénduh a 4°C con agitacion suave, se
centrifugo a 39,000 rpm, 30 min. a 4°C, y se colelceobrenadante (fraccion membranal)
en tubos eppendorf previamente marcados y colocanldselo. El precipitado resultante
se resuspendié en 170de amortiguador de lisis (150 mM NaCL, 50 mM tiase, 1 mM
EGTA, 1 mM EDTA, IGEPAL 1%, Desoxicolato de sodid®, Dodecil sulfato de sodio
0.1% (SDS)) con inhibidores de proteasas y fosdatas 4°C. Se incubo 1 h a 4°C con
agitacion suave y se centrifugd a 39,000 rpm, 30 an#°C. El sobrenadante resultante
(fraccion de citoesqueleto) se colocdé en tubos reggré previamente marcados y
colocados en hielo. Finalmente se tomaron alicutgasada fraccion para la cuantificacion
de proteina empleando el kit de determinacion eefma de BioRad. Se realizo la
electroforesis cargando de 20-3Q) de proteina por cada muestra, en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizanted586 o en algunos casos al 10% y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las onanas se bloguearon con 5% de leche
libre de grasas en TBS durante al menos 1 hr gaédaron con los anticuerpos primarios
correspondientes durante toda la noche a 4°C ciaceEm suave. Al dia siguiente se

realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con TTBS® incubaron las membranas con el
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segundo anticuerpo correspondiente durante 1 htma@eratura ambiente y con agitacion
suave. La deteccibn de las proteinas se llevd @ ocaediante el método de
guimioluminiscencia con los reactivos del kit PIHR(SuperSignal® West Dura Extended

Duration Substrate) como sustrato para la reaccion.

Imagenes de microscopia confocal e inmunofluoresceia. Se sembraron células AGS y
MCF-7 en cubreobjetos tratados con Poly-D-Lisin®0& de confluencia, se retiro el
medio de cultivo y se lavo 3 veces por 5 min conSPBEG. Se fijaron las células
adicionando metanol absoluto frio por 10 min a °@0se permeabilizaron con tritdbn X-
100 (al 0.1% en PBS) por 5 min a temperatura artdyiese bloquearon incubando con
BSA libre de IgG al 0.5% en PBS por 30 min a 4°@nglmente se incubaron toda la
noche con los anticuerpos especificos para clatiddiaauna dilucion de 1:100 en PBS.
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS y sdéanon en un lugar oscuro con el
anticuerpo secundario Rabbit anti-mouse 1gG (Rodajm una diluciéon de 1:100 en PBS
con 1% de BSA por 1h a temperatura ambiente. rfhiele se lavaron 3 veces con PBS
por 5 min y los cubreobjetos se montaron en pojgtad con DAPI, se sellaron con barniz

y se observaron al microscopio confocal.

Deteccion de mRNA de las claudinas 2, 6, 7 y 9 easlcélulas AGS y MCF-7
transfectadas.Se extrajo el RNA total de las células transfezsacbn trizol siguiendo las
especificaciones del fabricante (Invitrogen). Atpatel RNA extraido se llevo a cabo el
RT-PCR con el kit single step RT-PCR (Invitrogemipdeando los iniciadores antes
mencionadosPara cada reaccion se colocaron 10 pl de mezcleateion, 0.5 ul de
iniciador A (10 uM), 0.5 de iniciador B (10 uM) 5241 de RNA (0.1 pg/ ul), 0.4 pl de RT-
Taq, 6.1 pl de BD, y se sintetizo el cDNA bajo las siguientes coiadies: 55°C por 30
min, 94°C por 2 min, 40 ciclos de: 94°C por 20 €§9°C (cldn 6 y 7) 0 59.7°C (cldn )
por 30seg, 72°C por 40seg y 72°C por 7 min. Losdgectos de cada reaccion de

resolvieron en geles de agarosa al 1%.

Inmunoprecipitacion. Se cultivaron las células AGS y MCF-7 en cajasi eft00 hasta
90% de confluencia, se lisaron con buffer de lsiga IP (50mM de Tris, 150mM de NacCl
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y 0.5% de Tritobn X-100 comhibidores de proteasas 1 mg/ml de tripsina, Smhge
leupeptina e inhibidores de fosfatasas 10 pl/mintiéidores de fosfatasas coctel 1y II).
Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durkhitain y se recupero el sobrenadante
para realizar cuantificacion de proteina ajustaddoconcentracion a 1mg/ml. A
continuacion se pre-clareo incubando 1 mg/ml deéefma + 10 pl de suero pre-inmune +
10 ul de proteina G Sefarosa por 1 h con agitasiave, se centrifugo para recuperar el
sobrenadante y se incubo con 1 pg de anticuerpmapd (1pug Rabbit anti- cldn-2, Rabbit
anti-cldn-7, Goat anti-cldn6, Goat anti-cldn-9) add noche a 4°C con agitacion suave. Al
dia siguiente se agrego 25 ul de proteina G Sefarase incubo durante 2 h maximo.
Finalmente se centrifugo para obtener el Inmunapitado (IP) y se realizaron 2 lavados,
uno con 600 mM de NaCl vy otro con 150 mM de NaG@inbos con inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Finalmente se le adicibnd @e buffer de Laemli 4x y se sometio
a Western Blot para revelar contra MMP-2 o0 MMP-9.

Zimogramas. Se realizo zimografia en geles de poliacrilamidap@émerizado con
gelatina soluble (colagena desnaturalizada), letegaltante de la electroforesis se lavo 3
veces durante 1 h con una solucién de Tritdbn X-4l0P% y se incubo en un buffer que
favorece la actividad de las proteasas (50 mM @& Orl5 M de NaCly 0.1 M de Cafh
37°C por 24 hrs. Se tifio con azul de Coomasie ges#ifio hasta obtener bandas claras.
Los zimogramas se realizaron con sobrenadantesidbtede células AGS y MCF-7
transfectadas, cultivadas en placas de 6 pozosaalensidad de 5 x 1Qor pozo para
alcanzar la confluencia al tercer dia y condicialta®l medio por 24hr sin SFB. Se
concentro la proteina con amicon ultra-250K camgahdo a 4000rpm durante 15 min, se

les adiciono buffer de Laemli 4x y se sometier@tegtroforesis.
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RESULTADOS

Para evaluar si la sobreexpresion de claudinas ygeenla activacion de las MMPs, se
transfectaron células AGS y MCF-7 con vectores agprgenian las secuencias especificas
para las claudinas -2, -6, -7 y -9. La claudirseutiliz6 como un control negativo. Para
corroborar la sobreexpresion de las claudinas paalizacion, se realizaron ensayos de

microscopia confocal, ensayos de Western blot \PRR.

Las células AGS y MCF-7 se transfectaron con lasmldos correspondientes para cada
proteina pcldn2GFP, pcldn6GFP, pcldn7GFP, pcldn9GHRtas construcciones se
realizaron empleando el vector TOPO pcDNA3.1/NT-GE®proteina GFP se acoplo a la
region N-terminal de cada claudina ya que la re@éerminal es muy importante para la

funcionalidad de las claudinas.

AGS GFP AGSCLDN2 AGS CLDN-6

AGSCLDN-7 AGS CDLN-9
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MCF-7 GFP MCF-7 CLDN-2 MCF-7 CLDN-6

MCF-7 CLDN-7 MCF-7 CLDN-9

Figura 8. Microscopia confocal que muestra la iaeaion de las claudinas -2, -6, -7 y -9 transfdataen las

células AGS y MCF-7 acopladas a la proteina vdrdedscente (GFP), observadas a un aumento de 40x.

En la Figura 8 se muestran las imagenes obtenmasigroscopia confocal de las células
AGS y MCF-7 transfectadas con cada una de lasicasidLas células AGS no forman UE
funcionales por lo que podemos observar que lagliclas 2, 6, 7 y 9 transfectadas no se
localizan en los contactos célula-célula sino querscuentran en el citosol (B,C,D,E) y en
algunos casos como claudina 7 y 9 alrededor ddea(D,E). Asi mismo, en las células
MCF-7 podemos observar el mismo patrén de locabmade las claudinas en regiones
citosodlicas (G,H,1,J) y perinucleares como el acdsalaudina 7 (I). Cabe mencionar que la
localizacién de las claudinas en estas lineasazeliino es un artificio ya que en un trabajo
previo se realizaron las mismas transfecciones ren linea celular normal que forma
monocapas bien definidas y la localizacion de eagade las claudinas se observé en la

membrana plasmatith
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De la misma manera, se realizaron ensayos de Wedstdrde las células AGS y MCF-7

para confirmar la sobreexpresién de las proteiBaslas figuras 9 y 10 se muestran los
niveles de proteina de las claudinas -2, -6, -9 ytiizando anticuerpos especificos contra
dichas claudinas y en las figuras 11 y 12 utilizand anticuerpo contra la GFP acoplada a

cada una de las claudinas.
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Figura 9. Western blot de extractos totales dd@gldGS mostrando la sobreexpresion de claudha$--
7y -9. La proteina sobreexpresada tiene un pesiximado de 50kDa ya que se encuentra fusiondda a
GFP. En las células AGS control y con el vectativase observa Unicamente la proteina enddgena de

aproximadamente 25kDa. Se muestiactina como control de carga.

WCF-7 GFP
W CF-7 Cldr-2
WMICF-7 GFP
MCF-7 Clan-8
MCF-7 GFP
WMCF-7 Clin-7
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WMCF-7 Cledn-9
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Figura 10. Western blot de extractos totales ded¢hdas MCF-7 mostrando la sobreexpresion de olasd
2, -6, -7 y -9. Los pesos moleculares de las prageson los mismos observados en las células AES. S

muestran-actina como control de carga.

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celulary Tisular 44



Maestria en Ciencias Biologicas, UNAM-2011

N
[= =
o O
[+ [&]
w wn
o O
< <

AGS Cldn?
AGS Cldn®
AGS GFP
AGS

GFP

Figura 11. Western blot mostrando la sobreexpredérclaudinas -2, -6, -7 y -9 realizados a parntir d
extractos totales de las células AGS evidenciada wo anticuerpo especifico para la proteina verde
fluorescente (GFP). Las proteinas sobreexpresaeiasnt un peso de aproximadamente de 50 kDa que
corresponden a cada claudina fusionada a la GFB, @so de AGS con el vector vacio se observalaolo
banda correspondiente a la GFP que es de aproximesiia 25 kDa. Se muestmaactina como control de

carga.
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Figura 12. Western blot mostrando la sobreexprediérclaudinas -2, -6, -7 y -9 realizados a pantir d
extractos totales de las células MCF-7 evidenciemta un anticuerpo especifico para la proteina verde
fluorescente (GFP). Los pesos moleculares de tasipas son los mismos observados en las célul& 86

muestran-Actina como control de carga.
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Para determinar los niveles de RNAm en las lineasstectadas se realizaron ensayos de
RT-PCR. En las figuras 13 y 14 se observa un awmdat RNAmM de las claudinas
transfectadas en las células AGS y MCF-7, respatwnte.

AGS
AGS Cldn2
AGS GFP
AGS

AGS Cldns
AGS GFP
AGS

AGS Cldn7
AGS GFP
AGS

AGS Cldng
AGS GFP

cldnz cldni cldn? cldng

Figura 13. RT-PCR empleando el RNA total extraiddas células AGS control, AGS con el vector vacio
AGS con el vector especifico de cada proteina. [Be=rwa un aumento de los niveles de RNAm de las

proteinas sobreexpresadas. Se utilizactina como control de carga.

MCF-7 GFP
MCF-7 Cldn-2
MCF-7 GFP
MCF-7 Cldn-6
MCF-7 GFP
MCF-7 Cldn-7
MCF-7 GFP
MCF-7 Cldn-9

MCF-7

~
L
Q
=

MCF-7
MCF-7

a-Actina

Figura 14. RT-PCR empleando el RNA total extraidolat células MCF-7 control, MCF-7 con el vector

vacio y MCF-7 con el vector especifico de cadagira. Se observa un aumento de los niveles de ROGEM

las proteinas sobreexpresadas. Se utiliactina como control de carga.

Posteriormente, para determinar el papel que teesebreexpresion de dichas proteinas en
la expresion de metaloproteasas y establecer siteexiinteracciones entre ellas, se
realizaron ensayos de Western Blot y de inmungptacion. Para determinar si la

sobreexpresion de las claudinas modificaba la eijmede MMP-2 y MMP-9, se
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realizaron Western blot de extractos totales dec#slas AGS y MCF-7 transfectadas
(Figura 15). En el caso de las células AGS, sergbsun aumento de MMP-2 en las
células transfectadas con claudina 9 y un aument®lMP-9 en las células transfectadas
con claudina 2, 6 y 7; en el caso de las célula=MGo se observd ningun cambio

significativo con ninguna de las dos MMPs.
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Figura 15. Wester Blot de células AGS y MCF-7 colntcon el vector vacio (GFP) y transfectadas don e
vector especifico para cada claudina. en dondeusstna la expresion a nivel de proteina de MMPVEMP-

9. Se utilizéu-Actina como control de carga.

En seguida se procedio a analizar si las claudindseexpresadas colocalizan con las
MMPs-2 y -9. Para ello se realizaron ensayos deimuprecipitacion de cada claudina en
ambas lieas celulares empleando a la proteina &dSafpara formar los complejos. Como
se muestra en la Figura 16, en las células AGSfearadas con claudina 9 se observo
claramente la co-inmunoprecipitacion con MMP-2 WRE9 y de claudina 7 con MMP-9.

En el caso de las células MCF-7 transfectadas ¢awmdioas 2 y 7 se observd co-

inmunoprecipitacion con MMP-2, y de claudinas 6 go& MMP-9. Estos resultados nos
sugieren que la sobreexpresion de ciertas claudindas células AGS y MCF-7 puede
promover su colocalizacién con estas metaloprosebsajue favorece la formacion de

complejos y muy probablemente su activacion impoetgpara la invasividad de estas

células.
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Figura 16. Inmunoprecipitados de claudina -2 (249kDBa (23kDa), -7 (22kDa) y -9 ( 22kDa) empleando
anticuerpos especificos para cada proteina ereséhGS y MCF-7 transfectadas. Se muestra la exprels
MMP-2 y MMP-9 detectadas por quimioluminiscenciaon@® control se muestra el “input” para cada

inmunoprecipitado.

Finalmente se ha reportado que algunas isoformadadeéinas estan involucradas en la
activacion de metaloproteasas por lo que se ealladsobreexpresion de estas claudinas
favorece la activacion de la MMP-2 y la MMP-9. #&allo se realizaron zimogramas
utilizando geles co-polimerizados con gelatina @1duales se cargaron muestras de los
medios condicionados obtenidos del cultivo a camftia de las células AGS transfectadas
(figura 17). En esta imagen se observé un aumewtopdMMP-2 en las células
sobreexpresadas con claudinas -2 y -6. En el easasctcélulas MCF-7 que sobreexpresan
a claudina-2 se observa un aumento de la activiéaMMP-2 (figura 18). Por lo tanto
que se sugiere una regulacion diferencial de lizidatl de estas metaloproteasas a través
de las claudinas.
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AGS GFF
AGS Cldn-2
AGS Cldn-6
AGS Cldn-
AGS Cldn-9

Control (+)
AGS contral

prabd ki P-9
Il bt -5

profkd ki P-2
Ml bl P-2

Figura 17. Zimograma obtenido de sobrenadantesétldas AGS transfectadas, incubadas 24h sin SFB

cultivadas a confluencia. Los sobrenadantes fuesasentrados con amicon ultra-2.

MCF-7 control
MCF-7GFF

W CF-7 Cldn-2
W CF-7 Cldn-6
W CF-7 Cldn-7
W CF-7 Cldn-3

Control (+)

prDM I P-9 B
i P-9

prDM MP-2 *— a— —
MMP-2

Figura 18. Zimograma obtenido de sobrenadantesthigas MCF-7 transfectadas, incubadas 24h sin SFB

cultivadas a confluencia. Los sobrenadantes fuesasentrados con amicon ultra-2.

Estudios previos han mostrado que la sobreexpred@ralgunas claudinas produce
cambios en la expresién de claudinas endédénBsr ello, se decidid evaluar si la
sobreexpresion de las claudinas 6, 7 y 9 altekeapresion de la Claudina-1 enddgena, la
cual se ha reportado que promueve la activaciéta ddMP-9’. Para ello se realizaron

ensayos de inmunofluorescencia con anticuerposcidigos para claudina-1 acoplados a
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rhodamina en las células AGS transfectadas (Fid.d®) resultados muestran que, al igual

gue las claudinas transfectadas, claudina-1 sgeatra en el citosol.
AGS GFP

AGS Cldn-2 7 Cldn-1

AGS Cldnd-6

AGS Cldn-7

AGS Cldn-9

Figura 9. Microscopia confocal de las claudinasdfectadas fusionadas a la GFP (verde) y de clatidi

endbgena, detectada con un anticuerpo acopladbsdaRina (rojo).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Las claudinas son componentes importantes de lamas estrechas (UE) ya que son
responsables del mantenimiento de la polaridadogimeabilidad de los epitelios y juegan
un papel muy importante en la arquitectura y la émstasis del tejido. Desde hace algunas
décadas el estudio de la funcion y distribuciénedias proteinas ha adquirido un gran
interés debido a que se han encontrado diferercidgs patrones de expresion en tejidos
neoplasicos comparados con tejidos normal&stas diferencias son observadas en etapas
tempranas de la transformacion celular, lo que atemka importancia de las claudinas
como posibles marcadores moleculares en el didgoddel cancér ® 7"® Se ha
reportado a la claudina-10 como una proteina cdor yaondéstico en los carcinomas

hepatocelular y colorrectdl ®

Es claro que uno de los primeros eventos que fagorda progresion del cancer es

justamente la alteracion o el dafio de los contanthda-célula y célula-matriz extracelular

(MEC). Esto provoca una desregulacidon y/o perdidala expresion de proteinas que
forman parte de estas uniones provocando la peddidalhesion, polaridad de las células y
el desensamble de las uniones, lo que da lugariavasividad, migracion y finalmente a la

metéastasis.

El proceso de tumorogenesis se favorece por lanaipe las uniones intercelulares, dentro
de las cuales se encuentran las uniones estrd@duasque se lleve a cabo esta disociacion
se requiere que la localizacién y la expresion ate groteinas que conforman a estas
uniones se alteren. Diversos reportes muestranobaesxpresion o la perdida de la
expresion de ciertas claudinas en diferentes tejdmplasicos. Por ejemplo, claudina-7 se
ha encontrado disminuida en carcinoma ductal ine&%icabeza y cuelfd y cancer de
mama metastasito En carcinoma hepatocelular y renal disminuye faresiéon de
claudina-4 y -%. En céancer de colon la expresion de claudinsel encuentra
incrementad®. Claudina-3 y claudina-4 se encuentran frecuent@melevadas en cancer
de ovario, prostatd cancer de marfifa Se ha reportado que estas alteraciones

correlacionan con el aumento en la invasividad
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Uno de los primeros eventos en los procesos dsiimvas el desprendimiento de la célula
tumoral para atravesar el tejido e invadir los Bogacontiguos degradando la matriz
extracelular mediante enzimas llamadas metalopase@MPSs). Si bien es cierto que las
metaloproteasas degradan solo proteinas de matracelular, recientemente se sabe que
también pueden degradar otro tipo de proteinasngueecesariamente pertenecen a la
matriz, algunas de ellas son moléculas de adhesila-célula, como N-cadherina y E-
cadherind’. Estudios previos de nuestro laboratorio muesiensobreexpresion de
claudina-6 ,7 y -9 en biopsias provenientes deep#es con adenocarcinoma hunanba
sobreexpresion de estas tres proteinas, increrf@engpacidad de migracion e invasion de
células de adenocarcinoma gastrico humano (AG8)spbreexpresion de claudina-7 y -9
de células derivadas de cancer de mama humano (N&FElI mecanismo por el cuél las
claudinas promueven la invasividad aun no se agrenmnque se sugiere que las claudinas
pueden tener funciones intrinsecas que promuevanvésion celular. Estas funciones
estan relacionadas con un incremento en la activittalas MMP¥. Algunos trabajos
reportan que la expresion de claudina-1 aumentanMasividad celular a través del
incremento en la expresion de MMP%:2

De acuerdo con lo anterior, en el presente tralksjodiamos el papel que juega la
sobreexpresion de las claudinas -6, -7 y -9 en Apresion y actividad de las

metaloproteasas, como un evento importante patavisividad celular. Para ello, se
utilizaron dos lineas celulares derivadas de careetinea AGS y la MCF-7. Cabe

mencionar que las células AGS no forman unionegdass funcionales por lo que las
claudinas enddgenas no se localizan en los costaétola-célula. De la misma manera, las
claudinas sobreexpresadas no se localizan en lebraaen plasmatica sino en el citosol.
Esto concuerda con previos reportes en los queusstra que bajo ciertas condiciones,
como el aumento en las concentraciones de facttregecimiento, la alteracion en los
niveles de fosforilacion de las claudinas o bajeerias condiciones patologicas, las
claudinas pueden localizarse en regiones citoplésasé nucleares sin que se degraden.

62. 6389 Aun no se conoce con certeza la funcién que plledgar a desempefiar las

claudinas en el citosol, sin embargo se han ralado con procesos de tréafico vesicular o
interacciones con la matriz extracel@far
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En el caso de las células MCF-7, las claudinas gardts como claudina-1 y claudina-7 se
encuentran en la membrana celular y en el citdstl Las claudinas 6, 7 y 9 que se
sobreexpresaron se localizaron también en el ¢jtoamcteristica observada en la mayoria

de las lineas celulares derivadas de diferentes tp cancer.

En el presente estudio se encontré que la sobresgprde claudina-9 induce un aumento
en la expresion de MMP-2 y la sobreexpresion dedites-6 y -7 de MMP-9 en las células
AGS. Estos datos en conjunto sugieren que el aunmenia capacidad invasiva de estas
células observado previamefitee debe inicialmente al aumento en la expresiéestis

metaloproteasas.

Actualmente, se le ha conferido un papel muy ingie a ciertas claudinas como
activadoras de metaloproteaSas través de la formacién de complejos con otrasPgM
por ejemplo claudina-1, -2 y -3 promueven la aciida de proMMP2 a través de MT1-
MMP, asi mismo claudina-5 promueve la activaciérpdeMMP2 a través de MT1-MMP,
MT2-MMP, MT4-MMP, MT5-MMP®* ®”. De acuerdo con lo anterior, quisimos evaluar si
el aumento en la expresion de las MMP-2 y -9 olzglnen este trabajo fue promovido por
una probable interaccion con las claudinas sobresafdas. Nuestras observaciones
mostraron la co-inmunoprecipitacion de claudinae® ¢éa MMP-2 y de claudina-7 y
claudina-9 con la MMP-9 en las células AGS. Enaalocde las células MCF-7 se observé
la colocalizacién de claudina-2 y-7 con MMP-2 y daudina-6 y -9 con MMP-9. En
general estos resultados sugieren que las clau@jnas y -9 se encuentran en una
proximidad tal que pudieran estar interaccionandon cestas metaloproteasas
probablemente por mecanismos reportados previancente la formacion de complejos
con otras metaloproteasas. Por ejemplo se ha agjsodue la primera asa de claudina-1

puede interaccionar con el dominio catalitico de MWP-1 y MMP-2'.

Adicionalmente, los resultados de inmunoprecipiacmostraron que puede darse la
interaccion de una claudina con una metaloproteasaas de una claudina con una
metaloproteasa. En las células AGS las claudina® to-localizaron con la MMP-9 y en

las células MCF-7 las claudinas 2 y 7 co-localinaton la MMP-2. En contraste, en las

células AGS la claudina-9 co-localiz6 con MMP-2rylas células MCF-7 la claudina-6 co-
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localiz6 con MMP-9. Esto sugiere que los mecanssiopee regulan la actividad de estas
enzimas pueden diferir de acuerdo al origen dénkalcelular por lo que sera importante
estudiar la existencia de regiones no conservadaada una de estas proteinas que hagan

mas especifica la interaccion.

Posteriormente, evaluamos el efecto de la sobresiqor de las claudinas 6, 7y 9 sobre la
actividad de las metaloproteasas. Interesantememtias células AGS observamos una
correlacion entre la sobreexpresion de claudina-@ gon un aumento en la actividad de
MMP-2, asi como la sobreexpresion de claudina-g gon la disminucién en la actividad
de MMP-2. En el caso de las células MCF-7 se oldsédav correlacion entre la

sobreexpresion de claudina-2 y el aumento en ieidatl de MMP-2.

Estas observaciones apuntan hacia una reguladénential de estas metaloproteasas, por
una parte el aumento en la actividad basal de |&PN2\promovido por la sobreexpresion
de claudina-2 y -6 en las células AGS vy por claadiren las células MCF-7 podria estar
relacionado con el incremento en la capacidad dasian de las células. Este dato
correlaciona con un estudio previo donde se demaugat la sobreexpresion de claudina-2
en células AGS aumenta la capacidad de invasidestielinea celuldt. Ya que en este
estudio en los ensayos de inmunoprecipitacion células AGS no se observo
colocalizacion de claudina 2 y 6 con ninguna devd&Ps, sugerimos que el aumento en la
actividad de las MMPs podria llevarse a cabo de emsarindirecta través de un
intermediario por ejemplo la MT-MMPL1. Por otro lada disminucion en la actividad de
MMP-2 por la sobreexpresion de claudina-7 y -9rfgodstar involucrada con la inhibicion
de su activacion, es decir, que estas claudinan esttuando como inhibidores de las
metaloproteasas de manera “directa” ya que ercastesi se observo la colocalizacion con
estas claudinas. Se sabe por ejemplo que los TiM#sen la activacion de las MMPs a
través de la interaccién de su regién N-terminal ebdominio catalitico de las MMPs
por lo tanto podemos sugerir que las claudinadbpaente inhiban a esta metaloproteasas
al reemplazar a alguno de estos inhibidores eaiot@nando a través de su region N-

terminal.
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Finalmente, se ha reportado que claudina-1 promuavactivacion de MMPZ e
incrementa la capacidad de migracién y supervieeoeiulaf® °® Estudios previos del
laboratorio muestran que la sobreexpresion deldaslinas 6, 7 y 9 aumentan los niveles
de RNA y proteina de claudina-1 y Z&%1Para evaluar si la claudina-1 pueda tener algin
papel importante en la activacion de MMP-2 y MMIRD esta linea celular, en estudios
futuros se pretende evaluar si el aumento en ladiria-1, mostrado en este trabajo, esta
relacionado con el aumento en la actividad de &4kBs.
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CONCLUSIONES

Efecto de la sobreexpresion de claudina-6, -7 y € las células AGS.

v'La sobreexpresion de claudinas-9 aumenta los sidelexpresion de MMP-2 y la

sobreexpresion de claudina-6 y -7 aumenta la eiprele MMP-9.
v'Claudina-9 se encuentra en cercania con MMP-2 y MMRlaudina-7 con MMP-9.
v'La sobreexpresion de claudina-6 incrementa laidetivde MMP-2.

v'La sobreexpresion de cladina-6, -7 y -9 increméntantidad de claudina-1

endogena.
Efecto de la sobreexpresion de claudina-6, -7 y e las células MCF-7.
v'Claudina-2 y -7 se encuentra en cercania con MMRidudina-6 y -9 con MMP-9.

v'La sobreexpresion de claudina-2 aumenta la activigaMMP-2.
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PERSPECTIVAS

Aun faltan estudios por realizar para determinarm@canismos que estan involucrados en
la funcion de las claudinas en los procesos desimiad celular en estas lineas celulares.
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ANEXO 1

MEDIO DE CULTIVO
D-MEM solo

Disolver un sobre del medio en aproximadamenten®Ofle agua tratando de no dejar nada
de medio en el sobre

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

Esterilizar por filtracion separando en botellas88 ml etiquetadas

Por cada 100 ml de medio DMEM solo adicionar:

0.1 ml de Insulina de SIGMA de 10 mg/mL ({@§/ml o 0.1 U/ml)
0.2 ml de Piruvato de Sodio de GIBCO 100mM (2mM)

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

1.0 ml de Penicilina/Estreptomicina de GIBCO 10100061/10,000 pg/ml (100U/ml/100
ng/ml)

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

DMEM para congelamiento de células.
DMEM + GLICEROL 10% Para 10 ml de medio total:
1.25 ml de Glicerol al 80%

8.75 ml de DMEM suplementado.
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PBS 1X pH = 7.5, para lavado de los cultivos celuizs.

Para 1L

Pesar 9.6 g de PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffe@kyde GIBCO
Disolver en 900 ml de agua

Ajustar el pH

Aforar con ddHO, esterilizar por filtracion y guardar en refrigeion.

BUFFER A pH = 7.5, para extraccion y cuantificaciérnde proteinas.

Para preparar 100 ml:

0.242 g de Tris base (PM = 121.14 g/malHGNOs) de SIGMA (20 mM)
4.506 g de Dextrosa Anhidra (PM = 180.16 g/m@HG0s) de SIGMA (0.25 M)
0.38 g de EGTA (PM = 380.4 g/molyfi,4N,0,0) de SIGMA (10 mM)

0.058 g de EDTA (PM = 292.2 g/molEl;16N20g) de SIGMA (2 mM)

Disolver los compuestos y ajustar el pH

Aforar a 100 ml con agua

Almacenar en Refrigeracién

Antes de emplear adicionar los siguientes inhil@dppor cada ml de Buffer a emplear:
4 ul de Leupeptina 5 mg/mL (20g/ml)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas | de SAGMI 1:100)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas Il deN&Qdil 1:100)

1 mg de Inhibidor de Tripsina de SIGMA (1mg/ml)

Una vez adicionados los inhibidores dejar el budfehielo para su uso.
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BUFFER DE LISIS pH = 7.5, para extraccion de proteias.

Para preparar 100 ml:

0.8766 g de NaCl (150 mM)

0.6057 g de Tris base (PM = 121.14 g/maKHGNO;) de SIGMA (50 mM)
0.038 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol; £,4N,010) de SIGMA (1 mM)
0.029 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol;E116N20s) de SIGMA (1 mM)

1.0 ml de IGEPAL (1%)

1.0 ml de Solucion de Desoxicolato de Sodio al 10%%0)

0.1 g de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (0.1%)

Disolver los compuestos y ajustar el pH
Aforar a 100 ml con agua

Almacenar en Refrigeracion

Antes de emplear adicionar los siguientes inhit@dppor cada ml de Buffer a emplear:
4 ul de Leupeptina 5 mg/mL (20g/ml)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas | de SAGMI 1:100)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas Il deN&Gdil 1:100)

1 mg de Inhibidor de Tripsina de SIGMA (1mg/ml)
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Buffer de Laemli 4X
Para 50 ml: 20 ml de SDS al 10% (4%)
12.5 ml de Tris 0.5 M pH = 6(B125M)
10 ml de Glicerol (20%)
0.02 g de Azul de BromofenoD@%o)
Disolver y aforar a 50 ml
Alicuotar en tubos de 15 ml
Almacenar en congelacién
Usar la mitad del volumen de este buffer en el weln de la muestra.

Antes de emplear la muestra para corrimiento efttico adicionar -Mercaptoetanol
para tener una concentracion del 5%.

ACRILAMIDA 30.8%
Para 100 ml: 30 g de Acrilamida (BIO-RAD) (30%)
0.8 g de Bis N, N"- metilers laicrilamida (BIO-RAD) (0.8%)

Disolver poco a poco la acrilamida en 50 ml de gy posteriormente disolver la bis
acrilamida.

Llevar a 100 ml con dd}D y guardar en refrigeracion.

TRIS 1.5M pH=8.8
Para 100 ml: 18.171g de Tris

Disolver poco a poco en 50 ml de d€H ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml.
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TRIS0.5M pH=6.8
Para 100ml: 6.057g de Tris

Disolver poco a poco en 50 ml de d€ ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml.

Gel Separador al 12.5%

12.5 ml de Acrilamida 30.8%
7.5mlde Tris1.5MpH=8.8
9.55 ml de ddkiO

150ul de SDS al 20%

15ul de TEMED

150l de Persulfato de Amonio al 10%

Gel Concentrador

2.5 ml de Acrilamida 30.8%
3.75mlde Tris 0.5 MpH =6.8
8.55 ml de ddkiO

75ul de SDS al 20%

15ul de TEMED

150l de Persulfato de Amonio al 10%

Amortiguador para Electroforesis, pH = 8.3
Para 4L: 12.13 g de Tris (25 mM)
57.65 g de Glicina (192 mM)

4 g de SDS (0.1%)
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Aforar con ddHO

Amortiguador de Transferencia, pH = 8.3
Para 1l L: 3.03 gde Tris (25 mM)
14.4 g de Glicina (192 mM)

200 ml de Metanol (20%)

Nota: No ajustar pH con acidos o bases, el pH 8es@.obtiene si se pesan correctamente
los ingredientes.

Aforar con ddHO y guardar en refrigeracion.

Para lavados de membranas se utiliz6 TBS 1X, pHZ%6
Para 1L:

2.423 g de Tris (20 mM)

8 g de NaCl (136 mM)

Aforar con ddHO y guardar en refrigeracion.

Para lavados e incubaciones con anticuerpos de merahas se utilizo TTBS 1X, pH =
7.6

Para 1L:
2.423 g de Tris (20 mM)
8 g de NaCl (136 mM)

1 ml de Tween 20 (0.1%)

Aforar con ddHO y guardar en refrigeracion.
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ZIMOGRAMAS
Gel concentrador  (5ml)

Agua desionizada 3.1ml
Tris 0.5M pH 6.8 1.25m
Acrilamida/Bisacrilamida (38/2) 0.5ml

TEMED 10pul
Persulfato de Amonio 50l
Gel separador (20ml)

Agua desioniozada 3.4ml
Tris 1.5M pH 8.8 2.5ml
Gelatina 2ml

Acrilamida/bisacrilamida (38/2) 2ml
TEMED 10 pul

Persulfato de Amonio 50 pl

Acrilamida/bisacrilamida 100ml
Acrilamida 38g
Bisacrilamida 29

Disolver en agua desionizada

Gelatina

250mg en 50ml de agua desionizada
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Tris 1.5M pH=8.8
Tris 18.17¢g
SDS al 10%  4ml

Disolver en 100ml y ajustar pH

Tris 0.5M pH=6.8
Tris 6.05g
SDS al 10% 4ml

Disolver en 100ml y ajustar pH

Buffer de incubacion

Aforar a 1L, ajustar pH= 7.4

Tris 50Mm 6.057¢g
CaCh 0.1M 4419
NaCl 0.15M 8.769
NaN; 0.2g

Solucién tefiidora

Metanol 10%
Acido acético 10%
Glicerol 10%
Azul de coomasie al 1% 10%

Solucion destefidora

Metanol 10%
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Acido acético 10%

Glicerol 10%

INMUNOPRECIPITACION

Para 500ml de NaCl 600mM

3.0285g de Tris (50mM)

17.4g de Na Cl (600mM)

Ajustar pH a 8.3

Para 500 ml de NaCl 150mM

3.0285 de Tris (50mM)

4.35¢g de NaCl (150mM)

Ajustar pH a 7.5

Para 500ml de Tris 20mM

1.211g de Tris (20Mm)

Ajustar pH a 7.5 y de preferencia esterilizar.

Lavado de perlas de proteina G Sefarosa
v' Se lavan 3 veces con Tris 20mM pH 7.5, en un voluing
v Se centrifugan a 9000 rpm
v' Se guardan a 4°C hasta utilizarse.

Inhibidores
v" Inhibidor de tripsina (1mg/ml)
v Cocktel de fosfatasas y proteasas dil 1:100 (1Qul/m
v Leupeptina 20 pg/ml (4 ul de la sol. 5mg/ml)

v Aprotinina 10 pg/ml (10 ul de la sol. 1mg/ml)
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