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RESUMEN 

Durante el desarrollo del cáncer se llevan a cabo múltiples cambios en las células que 

involucran la alteración de rutas esenciales para el funcionamiento adecuado de las mismas. 

Como consecuencia, existe un descontrol en las células del tejido lo que finaliza en la 

adquisición de un fenotipo tumoral, la célula entonces desarrolla una serie de ventajas que 

le permiten la formación del tumor, entre las cuales se encuentra la capacidad de invadir y 

metastatizar, para ello las células necesitan degradar localmente la membrana basal y la 

matriz extracelular (MEC). Esta degradación se lleva a cabo mediante la acción de enzimas 

llamadas metaloproteasas, su acción degradadora es muy importante ya que  puede alterar 

los contactos célula-célula y célula-MEC. Las Uniones estrechas (UE) se localizan en la 

parte más apical de las células epiteliales. Los cambios en la expresión de proteínas que 

conforman a las UE como las claudinas durante el desarrollo del tumor concuerda con la 

idea de que este proceso se acompaña por el desensamble de las UE y la pérdida de la 

adhesión célula-célula. Actualmente se ha sugerido que las claudinas  juegan un papel muy 

importante en la invasividad y la metástasis. Los estudios apuntan a que el aumento en la 

expresión de estas claudinas en algunos tipos de cáncer se asocia con un aumento en la 

capacidad invasiva de dichos carcinomas, como resultado del aumento en la actividad de 

MMPs. En este sentido, existen reportes que señalan que las claudinas -1, -2 -3, -4 y -5 

reclutan y promueven la activación de MMP-2. La disminución de claudina-10, disminuye 

la invasividad celular a través de la “down-regulation” de MMP-2 y MT1-MMP en el 

carcinoma hepatocelular y la sobreexpresión de claudinas 6, 7 y 9 aumentan la proliferación 

y el potencial invasivo de células del adenocarcinoma gástrico. De acuerdo con lo anterior, 

el objetivo del presente estudio radica en determinar si la sobreexpresión de claudinas 6, 7 y 

9 conlleva a la activación de MMPs y si esta activación es directa o indirecta. Para abordar 

los objetivos planteados, se realizaron transfecciones con vectores específicos para cada 

claudina en células de adenocarcinoma gástrico (AGS) y de cáncer de mama (MCF-7) y se 

corroboró la sobreexpresión de dichas proteínas por ensayos de RT-PCR,  western blot e 

inmunofluorescencias. Para determinar la interacción de las claudinas con las MMPs y la 

activación de las mismas, se realizaron ensayos de inmunoprecipitación y zimografía. Los 

resultados utilizando células AGS muestran una probable interacción de claudina-9 con 
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MMP-2 y MMP-9 y una correlación entre la sobreexpresión de claudina-7 y -9 con una 

disminución en la actividad de MMP-2. Por otro lado, en células MCF-7 se observó 

colocalización de claudina-2 y -7 con MMP-2 y claudina-6 con MMP-9 y una correlación 

entre la sobreexpresión de claudina-2 y un aumento en la actividad de MMP-2. Los 

resultados sugieren que, independientemente del origen de la línea celular, claudina-9 

parece encontrarse en cercanía con la MMP-9 y claudina-7 con la MMP-2.  Se requiere de 

más experimentos para determinar el mecanismo por el cuál estas claudinas pueden 

promover la activación de las MMPs, sin embargo se sugiere que las claudinas tienen un 

papel muy importante en este evento.  
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ABSTRACT 

 

Tight junctions (TJ) are the most typical structures of epithelial and endothelial cells.  

Claudins belong to the integral transmembrane proteins that are responsible for correct 

assembly of the TJ structure. Changes in the expression of claudins during tumor 

development promote TJ disassembly and the loss of cell-cell adhesion playing a role in 

invasiveness and metastasis. Expression of claudins in some types of cancer is associated 

with increased invasive capacity as a result of increased activity of metaloproteinases 

(MMPs). Claudins -1, -2, -3 and -4 can recruit and promote the activation of MMP-2. 

Decrease in claudin 10 expression diminishes cell invasiveness through down-regulation of 

MMP-2 and MT1-MMP in hepatocellular carcinoma.  Expression of claudin-6, -7 or -9 in 

human gastric adenocarcinomas has a role as a prognostic marker of poor survival. To 

evaluate the mechanism by these claudins can promote invasiveness; we determine whether 

overexpression of claudins-6, -7 or -9 leads to activation of MMPs.  Human gastric 

adenocarcinoma cells (AGS) and breast cancer cells (MCF-7) were transfected with these 

claudins and immunoprecipitation and zymography assays were performed. The results 

show a probable interaction of claudin-9 with MMP-2 and MMP-9 in AGS cells and a 

correlation between overexpression of claudin-7 and -9 with a decrease in the activity of 

MMP-2. Similarly colocalization of claudin-6 and -7 with MMP-2 and claudin -6, -7 and -9 

with MMP-9 was observed in MCF-7 cells. These results suggest an important role for 

claudin-7 and - 9 in the activation of these metalloproteinases. 
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INTRODUCCIÓN 

El cáncer es una de las principales causas de mortalidad reconocida a nivel mundial. Desde 

hace algunas décadas la investigación biomédica ha tratado de ampliar la información 

acerca de los mecanismos y las vías de señalización involucradas en la carcinogénesis así 

como las etapas iniciales de la progresión tumoral. En general, durante este proceso se 

originan mutaciones en genes que regulan rutas esenciales de función celular permitiendo 

un descontrol en las células del tejido y como consecuencia la adquisición de un fenotipo 

tumoral. De esta forma la célula desarrolla una serie de capacidades como: a) insensibilidad 

a señales que regulan el crecimiento celular, b) potencial replicativo ilimitado, c) evasión 

de mecanismos normales de apoptosis, d) pérdida de diferenciación y polaridad celular, e) 

autosuficiencia de factores de crecimiento, f) activación continua de angiogénesis, g) 

invasión, infiltración y metástasis; siendo estas últimas algunas características distintivas 

que definen la malignidad del tumor.1 Un tumor que todavía no ha llegado a un fenotipo 

invasivo a menudo se refiere como carcinoma “in situ”. La metástasis se refiere a la 

capacidad que tiene un tumor primario de salir a la circulación, viajar a través de ella e 

instalarse en un tejido distante y formar un tumor secundario. Este proceso se compone de 5 

pasos que son denominados comúnmente como la cascada metastásica1,2,3: 

1) Invasión y migración. 

2) Angiogénesis. 

3) Intravasación. 

4) Extravasación  

5) Colonización.  

El primer paso en el proceso de metástasis es esencialmente la invasión tumoral. Hasta el 

momento se han realizado diversos estudios sobre los mecanismos moleculares 

involucrados en la invasión de las células tumorales así como la relación que tienen éstas 

con el estroma circundante con el cual interactúan. Invasión no solo se relaciona con la 

capacidad que tienen las células para empujar el tejido adyacente, si no también, la 

capacidad que tienen para invadir de forma activa y por lo tanto, destruir estos tejidos.2,3 
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El crecimiento invasivo en condiciones normales, es un programa morfogenético muy 

complejo en el cual la respuesta proliferativa está integrada por una serie de eventos 

aparentemente independientes  tales como la migración, sobrevivencia, degradación de 

matriz y la inducción de la polaridad celular. En el primer paso de esta secuencia una célula 

dentro de una colonia o tejido solido es instruida para ejercer daño sobre las uniones 

intercelulares y adquirir un fenotipo motil fibroblastoide iniciando el desprendimiento del 

sitio primario de crecimiento. Esta dramática remodelación es acompañada por rearreglos 

del citoesqueleto y el incremento de proteasas de matriz extracelular las cuales degradan 

componentes de la lámina basal permitiendo el movimiento celular a través del ambiente 

circundante3,4. Durante esta fase, las células que invaden pueden inducir una remodelación 

constante y dinámica de los contactos de adhesión mediados por integrinas con la matriz 

extracelular, el cual provee un soporte mecánico para la migración celular y previene la 

inducción de apoptosis.  

En tejidos transformados existe una implementación aberrante de estas interacciones entre 

las células tumorales y el tejido blanco, que son responsables de la progresión del cáncer y 

la metástasis, un proceso en el cual las células neoplásicas debilitan al tejido e invaden 

compartimentos foráneos donde puedan migrar, proliferar y sobrevivir (figura 1) . 

Clásicamente este proceso involucra una serie de pasos interrelacionados los cuales 

incluyen disociación de las células malignas del tumor primario, invasión local, 

angiogénesis, intravasación al sistema linfático, sobrevivencia en la circulación, 

extravasación y proliferación en un sitio u órgano distante4. 

Durante el proceso de invasión tumoral las células son capaces de activar enzimas para 

degradar  localmente la membrana basal y la matriz extracelular de los epitelios las cuales 

representan una barrera física y continua que les impide invadir al tejido circundante. Estas 

células malignas pueden disociarse del tumor primario mediante la pérdida de su capacidad 

de adhesión célula-célula y así invadir el estroma circundante. De esta forma el potencial 

invasivo de las células tumorales depende de tres fenómenos: a) alteraciones en la adhesión 

celular b) degradación proteolítica de la matriz extracelular y c) movilidad de las células 

tumorales5,6.  
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Figura 1.Crecimiento invasivo en condiciones fisiológicas y patológicas. 
 (Comoglio, M. Trusolino, L. 2002) 

 

ADHESIÓN CELULAR Y PROCESOS INVASIVOS 

El mantenimiento de la arquitectura normal del tejido es de suma importancia para el 

adecuado funcionamiento del mismo. En la invasión tumoral inicialmente se encuentran 

desregulados los mecanismos de adhesión celular y se llevan a cabo diversas alteraciones 

en estos sistemas los cuales pueden jugar un papel dual y aparentemente contradictorio ya 

que, por una parte las células tumorales necesitan debilitar las uniones que estabilizan su 

localización normal (anclajes) pero al mismo tiempo necesitan mantener y/o desarrollar 

mecanismos de adhesión al sustrato que les garanticen los puntos de apoyo necesarios para 

avanzar a través del tejido circundante y que les proporcionen señales de supervivencia y 

proliferación. Como consecuencia, diferentes moléculas de adhesión pueden actuar como 

promotores o supresores de la invasión celular5,7. 

Entre las moléculas de adhesión que pueden actuar como supresoras de la invasividad se 

encuentran las cadherinas, proteínas de membrana dependientes de calcio que participan en 

la formación de uniones adherentes.  La E-cadherina tiene un papel como supresora de la 

invasividad, el cual se ha demostrado por diversos estudios en donde se ha observado una 

reducción de su expresión en tumores invasivos. Así mismo el incremento o la reducción en 
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su expresión provocan respectivamente la inhibición o estimulación de la invasividad en 

células tumorales8.  Finalmente se ha observado que los factores de transcripción de la 

familia Snail, que reprimen fuertemente la expresión del gen de la E-cadherina, están 

implicados en la diferenciación de células epiteliales a mesenquimatosas y confieren un 

fenotipo invasor a las células epiteliales que los expresan7,8,9. 

Por otro lado, existen moléculas de adhesión que desempeñan un papel como promotoras 

de invasión y metástasis. Por ejemplo la proteína ICAM-I ( intercelular adhesión molecule-

I) facilita la invasividad de células de melanoma. Las integrinas desempeñan también un 

papel fundamental en el comportamiento invasor de las células tumorales a través de la 

regulación de diversos fenómenos. Su papel en la progresión de tipos específicos de 

canceres humanos y en la metástasis está bien descrito en estudios recientes.  Por ejemplo, 

se ha demostrado que el patrón de expresión de integrinas se ve alterado por la 

transformación neoplásica y que tales cambios afectan a la regulación de diversas cascadas 

proteolíticas. También se ha comprobado que algunas integrinas pueden actuar como 

supresoras de tumorogenesis como es el caso de integrina α2β1 en células de carcinoma de 

mama8,10. 

DEGRADACIÓN DE LA MATRIZ EXTRACELULAR 

La matriz extracelular (MEC) es una entidad estructuralmente compleja que rodea y soporta 

a las células que se encuentran en los tejidos de los mamíferos, también comúnmente 

conocida como tejido conectivo. Está formada por un conjunto de macromoléculas que se 

localizan entre las células de un determinado tejido, o en el lado externo de la membrana 

plasmática de cualquier célula11. Estos componentes son en general producidos por las 

mismas células o los aporta el torrente sanguíneo. En ambos casos forman el medio donde 

las células sobreviven, se multiplican y desempeñan sus funciones.  

 

Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular son: (1) colágena (2) elastina (3) 

proteoglicanos y (4) glicoproteínas multifuncionales (laminina, fibronectina, tenascina, 

trombospondina y otras). Cada una desempeña funciones de manera integrada con las 

demás; esto hace que la matriz sea considerada como un verdadero complejo funcional12. 
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Las colágenas y el sistema elástico constituyen la arquitectura de la matriz extracelular. Las 

glicoproteínas actúan como moléculas de adhesión del sustrato intercelular, importantes en 

las interacciones célula-célula y célula-matriz. Los glicosaminoglicanos y proteoglicanos 

tienen un papel fundamental en el equilibrio hidroelectrolítico y ácido básico12, 13. 

 

La matriz extracelular requiere reorganizarse para satisfacer las necesidades fisiológicas de 

los tejidos, además de una regeneración constante lo cual lleva a cabo mediante la 

degradación de algunos componentes y la producción de otros nuevos por parte de la 

célula. En diferentes procesos como el desarrollo, morfogénesis, remodelación y reparación 

de tejidos se lleva a cabo la degradación de la matriz extracelular (MEC). Este evento es 

perfectamente regulado bajo condiciones fisiológicas normales, sin embargo, cuando se 

encuentra desregulado puede ser la causa de muchas patologías, tales como artritis, cáncer, 

encefalomielitis, ulceras crónicas, fibrosis, etc14, 15.  

 

Durante el véneto neoplásico los tumores permanecen confinados en los tejidos debido a 

que las membranas basales y la matriz extracelular de los epitelios constituyen una barrera 

física, lo que impide eficazmente su diseminación local y sistémica. La superación de esta 

barrera por las células invasoras implica la degradación localizada de los distintos 

componentes de la MEC. Las macromoléculas de la matriz extracelular son muy 

importantes para crear el ambiente celular requerido durante el desarrollo, morfogénesis y 

degradación. Varios tipos de proteinasas están implicadas en la degradación de la MEC15. 

 

Las proteasas pueden clasificarse en cinco grupos de acuerdo con el elemento esencial de 

su centro activo: aspartilproteasas, cisteínproteasas, serínproteasas, treonínproteasas y 

metaloproteasas conteniendo un residuo de acido aspártico, cisteína, serina, treonina o un 

catión como Zn2+ respectivamente. En la degradación proteolítica de la matriz extracelular 

participan fundamentalmente las metaloproteasas, cuyos productos facilitan la progresión 

tumoral16. 
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Metaloproteasas de Matriz Extracelular 

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son endopeptidasas dependientes de 

zinc. Son sintetizadas como precursores inactivos (pro-MMPs) que requieren la eliminación 

proteolítica de un propéptido para su activación. Su pH optimo es neutro y son inhibibles 

por agentes quelantes, así como, por un grupo de proteínas denominadas TIMPs (tissue 

inhibitors of metalloproteases)16,17.  

Las MMPs son secretadas por la célula o se anclan a la membrana plasmática. 

Estructuralmente están constituidas por un péptido señal, un propéptido de alrededor de 80 

aminoácidos, un dominio catalítico de alrededor de 170 aminoácidos y un dominio 

hemopexina (Hpx) de alrededor de 200 aminoácidos. Algunas excepciones son  la MMP-7, 

MMP-26 y MMP-23, que carecen del dominio Hpx, y la MMP-23 que tiene un dominio 

único rico en cisteína y un dominio parecido a una inmunoglobulina después del dominio 

catalítico. Las MMPs de membrana tienen un dominio transmembranal y un dominio 

carboxilo terminal citoplasmático17 (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura básica y variantes de metaloproteasas de matriz extracelular (Lopez-Otin C., et. al. 2004). 
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Las MMPs se secretan inicialmente en un estado enzimáticamente inactivo el cual se 

mantiene gracias a la formación de un enlace entre un residuo de cisteína (Cys 73) en el 

propéptido y un ion Zn2+ en el dominio catalítico, este enlace le da estabilidad a la proteína 

para mantenerse en su forma inactiva. La activación de las MMPs involucra una ruptura del 

enlace Zn2+-Cys73, mecanismo al que se le llama “cysteine switch”, el cual es mediado por 

la remoción proteolítica del propéptido o modificación química del residuo de cisteína. Esta 

alteración causa una reducción en la masa molecular y genera una enzima completamente 

activa18. 

A la fecha se conocen 24 MMPs diferentes en vertebrados de las cuales 23 son encontradas 

en humanos18. Estas enzimas se descubrieron originalmente para la degradación de 

sustratos de la matriz extracelular con un papel predominante en la homeostasis de la 

misma, pero ahora está claro que tiene una funcionalidad más amplia. Tales funciones 

incluyen: efectos opuestos en la angiogénesis a través de la degradación de la matriz, así 

como también liberación de inhibidores de angiogénesis; regulación del crecimiento celular 

a través de la escisión de receptores y factores de crecimiento unidos a la superficie; 

liberación de factores de crecimiento secuestrados en la MEC; regulación de apoptosis a 

través de la liberación de factores de sobrevivencia y muerte; alteración de la motilidad 

celular a través de la degradación de moléculas de adhesión; efectos sobre el sistema 

inmune y defensa del hospedero; modulación de la actividad biológica de las quimiocinas19.  

 

Las metaloproteasas juegan un papel fundamental en la invasión tumoral. La actividad y la 

expresión de las MMPs está regulada a diferentes niveles: transcripción de genes, 

activación de zimogenos,  secreción de enzima, y por inhibidores endógenos llamados 

inhibidores tisulares de Metaloproteasas (TIMPs). Los TIMPs son una familia de cuatro 

proteínas de secreción que se unen al sitio catalítico de las MMPs en una relación 

estequiométrica de 1:112. Los TIMPs inhiben la actividad de las MMPs solubles, asociadas 

a la membrana celular o que se encuentran unidas a la MEC. Además de su capacidad de 

inhibir la actividad de las MMPs, los TIMPs participan en la activación 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 con pro-MMP-2 y MT1-MMP (MMP-

14) para la activación de esta proenzima, y de TIMP-1, que participa en la activación de 

MMP-9 al formar el complejo de activación pro-MMP-9/MMP-3/TIMP-1 en el espacio 

extracelular20.  

 

Tradicionalmente la familia de las MMPs se clasifica en 5 subfamilias atendiendo a sus 

características estructurales y a su especificidad de sustrato: colagenasas, gelatinasas, 

estromielisinas, matrilisinas y metaloproteasas de membrana o MT-MMP16, 17,21. (Tabla 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Tipos de metaloproteasas de matriz extracelular y sus diferentes sustratos.  

(Modificado de Snehasikta S. et. al 2011) 

 

Las colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) tienen la capacidad de degradar 

colágenas intersticiales I, II y III en un sitio específico del extremo N-terminal. Las 

colagenasas principalmente regulan a la alza la remodelación de tejidos incluyendo el 
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desarrollo embrionario, la cicatrización de heridas y diferentes tipos de tumores malignos. 

Las gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9) se incluyen dentro de esta categoría. Las 

estromelisinas (MMP-3, MMP-10 y MMP-11) tienen un dominio estructural similar a las 

colagenasas pero ellas no pueden degradar al colágeno fibrilar nativo.  

La MMP-3 puede activar a varias MMPs incluyendo a proMMP-1, 3, 7, 8, 9 y 13, y así 

mismas son activadas por plasmina, calicreína, quimasa y triptasa. El grupo de las 

matrilisinas (MMP-7, 27 y 26) carece del dominio C-terminal. MMP-7 es sintetizada por 

células epiteliales y se secreta apicalmente. Además de los componentes de la matriz, estas 

enzimas degradan moléculas de superficie celular como pro-α defensina, ligando-Fas, TNF-

α y E-cadherina. Finalmente se encuentra el grupo de las Metaloproteasas de membrana 

(MMP-14, 15, 16 y 24),  proteínas transmembrana (17 y 25) y ancladas al fosfolípido 

glucosil fosfatidil inositol (GPI). Todas tienen sitios de reconocimiento a furina en el C-

terminal del propéptido por lo tanto se activan intracelularmente y la enzima activa 

probablemente se expresan en la superficie celular. Todas las MMT-MMPs excepto MMP-

17 pueden activar a proMMP-212, 20,21. 

Gelatinasas  (MMP-2 y MMP-9) 

Las gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9), se caracterizan por digerir fácilmente colágena 

desnaturalizada y gelatina. Estas enzimas tienen tres secuencias peptídicas repetidas 

análogas a los motivos de la fibronectina tipo II, insertados en el dominio catalítico el cual 

se une a colágena, gelatina y laminina. MMP-2 pero no MMP-9 digiere colágeno tipo I, II y 

III. Así mismo son capaces de degradar el colágeno tipo IV que forma parte de las 

membranas basales de los epitelios. Esto sugiere que las gelatinasas podrían desempeñar un 

papel decisivo en la capacidad de las células tumorales de origen epitelial para atravesar 

dichas membranas basales e invadir el estroma de los tejidos circundantes17. 

La MMP-2 o gelatinasa A es expresada ubicuamente como una proenzima de 72 kDa y está 

sujeta a glicosilación extensa. La activación de proMMP-2 se lleva a cabo en la superficie 

celular y está mediada por MT-MMPs.  Se requiere la formación de un complejo entre 

proMMP-2 y TIMP-2 a través de su dominio C-terminal permitiendo al dominio inhibitorio 
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N-terminal de TIMP-2 unirse a MT-MMP1 en la superficie celular, es así como, pro-MMP-

2 unida en la superficie celular es activada por uno de los monómeros de MT-MMP1 que 

está libre de TIMP-2. Por otra parte, el monómero de MT-MMP1 inhibido por TIMP-2 

puede actuar como un receptor de proMMP-222.  

La agrupación de MT-MMP1 en la superficie celular a través de interacciones con el 

dominio hemopexina facilita el proceso de activación (figura 3). Jo et. al reportaron que el 

máximo incremento en la activación de proMMP-2 se observa en un rango de TIMP-2/MT-

MMP1 de 0.05 sugiriendo que un gran número de MT-MMP1 libres pueden rodear el 

complejo proMMP-2/TIMP-2/MT-MMP1 para una activación mas eficaz23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo de activación de proMMP-2 por MT1-MMP y TIMP-2. La forma activa de MT1-MMP 

(MT-1) sobre la membrana se une a una molécula de TIMP-2 (T-2) inhibiendo su actividad. MT1-MMP 

puede formar dímeros o multimeros en la superficie celular. Pro-MMP-2 (pM-2) se une al C-terminal de 

TIMP-2 a través de su dominio tipo hemopexina. El monómero activo de MT1-MMP se une al dominio 

catalítico de proMMP-2 activándola parcialmente. (Visse, R. 2009) 

 

La MMP-9 o gelatinasa B se expresa como una proenzima de 92 kDa, la cual una vez 

activa se convierte en una enzima madura de 83 kDa. El gran tamaño de MMP-9 en 

relación con MMP-2 se puede atribuir a la inserción de una colágena tipo V que es 

fuertemente O-glicosilada y que enlaza al dominio de metaloproteasa con el dominio tipo 

hemopexina24. La activación de MMP-9 es mediada por la remoción del pro-dominio por 

una serinproteasa u otras MMPs o puede serlo por una respuesta directa al estrés oxidante 

que altera al “switch de cisteína”. Mientas exista un sobrelapamiento considerable en los 
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sustratos degradados por MMP-2 y MMP-9, MMP-9 es incapaz de dirigir la proteólisis de 

colágena I25.  

 

MOVILIDAD DE LAS CÉLULAS TUMORALES 

Como ya se ha discutido anteriormente varias proteasas extracelulares degradan la MEC y, 

por tanto, establecen una base para la invasión de células tumorales. El fenotipo invasor de 

las células implica la capacidad de moverse activamente lo cual se correlaciona 

directamente con su potencial metastásico. Las células invasivas pueden moverse en 

respuesta a factores extracelulares solubles de una manera direccional o aleatoria o en 

respuesta a componentes inmovilizados en la matriz extracelular. Este movimiento es de 

tipo ameboide, e implica reordenamientos constantes del citoesqueleto y alteraciones 

continuas de los complejos de adhesión. La despolimerización de los filamentos de actina 

en la parte posterior de la célula en movimiento y su ensamblaje en la región anterior da 

lugar a tres tipos de protuberancias: filipodios, lamelipodios y pseudópodos. En estas 

protuberancias se establecen uniones focales mediante la interacción de las integrinas 

presentes en la membrana plasmática de las células tumorales con sus ligandos de la matriz 

extracelular, uniones que proporcionan el anclaje necesario para el desplazamiento de la 

célula, al tiempo que este tipo de uniones locales se debilita en la parte posterior, 

permitiendo su retracción2.   

Es claro que durante el desarrollo del cáncer  la acción de degradación de las MMPs sobre 

la MEC es muy importante porque es capaz de alterar las uniones célula-MEC y célula- 

célula. 

UNIONES INTERCELULARES 

Las células epiteliales y endoteliales de los tejidos forman barreras para mantener a los 

órganos en subcompartimentos funcionales. Este aislamiento y compartamentalización es 

crucial para la función de los órganos en todos los organismos multicelulares. Las células 

controlan estas barreras selectivas regulando el movimiento de agua, iones y otras proteínas 

a través de las monocapas, generando así la polaridad y función celular. El movimiento de 
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iones y moléculas es conocido como permeabilidad paracelular y es regulada por los sitios 

de contactos célula-célula26. 

Los contactos célula-célula están lejos de ser estructuras estáticas que mantienen la barrera 

simplemente por la unión de las células, de hecho estos contactos se someten a constante 

remodelación para permitir la extrusión de células apoptoticas así como la incorporación de 

nuevas células epiteliales diferenciadas derivadas de células progenitoras sin la perdida de 

la función de barrera. Durante la cicatrización de heridas, las células epiteliales pueden 

experimentar movimientos coordinados y proliferar para cerrar la herida y establecer 

nuevos contactos célula-célula27.  

 

Los contactos célula-célula en los epitelios consisten de tres principales estructuras 

adhesivas: uniones estrechas (UE), uniones adherentes (UA), y desmosomas, así como 

también las uniones Gap para la comunicación celular28 (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Complejo multimolecular de uniones intercelulares. (Lodish et al. 2003) 

Desmosomas, Uniones GAP y Uniones adherentes 

Los desmosomas son puntos adherentes que forman una red continua que se extiende a todo 

el tejido a través de la unión de sus proteínas integrales de membrana (desmocolina y 
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desmogleina) mediante desmoplaquinas (placoglobina y placofilina) a filamentos 

intermedios. Los desmosomas son cruciales para la integridad del tejido ya que 

proporcionan cierta rigidez, y pueden regularse por la proteína cinasa C cuando se requiere 

la remodelación dinámica de la adhesión célula-célula28, 29. 

Las uniones Gap (UG) son conexiones o nexos que permiten la difusión de metabolitos 

pequeños, segundos mensajeros, iones y otras moléculas entre células vecinas. La 

comunicación a través de las uniones Gap es esencial para la transducción eléctrica, 

señalización y nutrición. Están formadas por dos hemicanales, llamados conexones que se 

encuentran insertos en la membrana de dos células contiguas, la apertura o el cierre de estos 

canales es un proceso dinámico altamente regulado a diferentes niveles28,30. 

Las uniones adherentes (UA) son microdominios que le proporcionan la fuerza mecánica al 

epitelio. Las proteínas integrales de membrana más abundantes pertenecen a la familia de 

las cadherinas principalmente la E-cadherina. Las interacciones homotípicas dependientes 

de calcio entre las cadherinas y el espacio extracelular conducen a fuertes interacciones 

célula-célula31.  
 

Uniones estrechas 

Las uniones estrechas (UE) son las uniones intercelulares más apicales de las células 

epiteliales y endoteliales. Dos principales funciones definidas por las UE son la regulación 

de la permeabilidad paracelular mediante la función de barrera, regulando la difusión de 

iones, agua  y moléculas de tamaño mediano (< 15Å); y el mantenimiento de la polaridad 

celular mediante la función de cerca, restringiendo el libre movimiento de proteínas y 

lípidos entre las superficies apical y basolateral32, 33. Por tanto, las UE establecen 

compartimentos separados en los organismos multicelulares y también son cruciales para el 

intercambio de sustancias entre el ambiente celular interno y externo. Las proteínas 

transmembranales que constituyen a las UE se encuentran conectadas al citoesqueleto 

vinculando así los sitios de adhesión matriz-célula y célula-célula34.  
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Las UE pertenecen a un complejo multimolecular compuesto por aproximadamente 40 

proteínas diferentes, entre las cuales se encuentran: 1) proteínas placa o de anclaje 

(scaffolding proteins) que constituyen un andamiaje para el ensamble de las UE, reclutan 

proteínas citosólicas para el ensamble con el citoesqueleto o están involucradas en la 

regulación de procesos como la transcripción, polaridad,  proliferación y diferenciación 

celular; 2) proteínas que regulan el trafico vesicular y  3) proteínas transmembranales como 

la proteína JAM (junctional adhesión molecule), ocludina, tricelulina y claudinas30,35,36 

(Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura molecular de las Uniones Estrechas. (Groschwitz and Hogan, J. Allergy, 2009) 

JAM 

La JAM es una proteína glicosilada que ha sido localizada junto con la ocludina y claudinas 

en las UE. Pertenece a una superfamilia de inmunoglobulinas y tiene un solo dominio 

transmembranal. Su porción extracelular esta plegada dentro de dos dominios similares  a 

inmunoglobulinas tipo V, y posee un dominio carboxi-terminal intracelular corto. Las 
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proteínas JAM están involucradas en la transmigración celular y en el ensamble de las 

uniones celulares, así como, en los mecanismos de adhesión de células epiteliales y 

endoteliales36,  

Ocludina 

Esta proteína se identificó como la primera proteína integral de membrana localizada en las 

uniones estrechas. Su peso molecular aproximado es de 60 kDa, tiene cuatro dominios 

transmembranales y tres regiones intracitoplasmáticas (un dominio carboxilo terminal 

largo, un dominio  amino terminal corto y una asa intracelular corta). El dominio carboxilo 

terminal es rico en residuos de serina, treonina y tirosina los cuales son blancos para 

diferentes tipos de proteínas de anclaje y proteínas cinasas30, 36,37.  Esta región de ocludina 

es responsable de la asociación con ZO-I. En estudios de microscopia electrónica por 

inmunoréplica se ha podido medir la presencia de las UE utilizando anticuerpos contra 

ocludina indicando que esta proteína se incorpora directamente  en estas uniones.  La 

ocludina puede ser fosforilada en residuos de serina/treonina y la forma fosforilada parece 

ser preferencialmente expresada en las UE, mientras que la ocludina no fosforilada se 

detecta a lo largo de la membrana basolateral. Sin embargo, se ha demostrado también que 

las UE pueden formarse sin ocludina, como es el caso de las células endoteliales, en tejidos 

no neuronales y en algunas especies las células de sertoli35, 37. 

Diversos estudios muestran que la ocludina participa en las funciones de barrera de las 

uniones estrechas. Por ejemplo, la sobreexpresión de ocludina en monocapas de células 

MDCK (células epiteliales derivadas de riñón canino) incrementa el número de UE 

aumentando los valores de resistencia transepitelial38. 

Tricelulina 

Es la única proteína conocida que se encuentra muy concentrada en las UE orientada 

verticalmente en las hebras de la UE en los contactos tricelulares. La tricelulina está 

formada por 4 dominios transmembranales y tiene una secuencia similar a la ocludina en el 

dominio citoplasmático C-terminal de aproximadamente 130 aminoácidos. Al igual que 

ocludina, tricelulina también une a ZO-I por medio de esta región39.   
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El silenciamiento de la tricelulina en células epiteliales resulta en una organización anormal 

de las UE tricelulares y hay un daño en la función de barrera epitelial40. Interesantemente la 

disminución de ocludina en cultivos de células epiteliales causa la localización de la 

tricelulina hacia los contactos bicelulares de las UE, indicando la importancia de ocludina 

para  la concentración de tricelulina en las UE tricelulares41
. Cuando la tricelulina se 

expresa en células L (fibroblastos de ratón) que sobreexpresan a claudina-1, se observa que 

las hebras de UE incrementan su número de entrecruzamientos comparadas con las que se 

forman en las células L que solo expresan claudina-1, lo que sugiere que la tricelulina 

influye en la morfología de las hebras de la UE41. 

 

Claudinas 

Las claudinas pertenecen a una familia multigénica constituida hasta la fecha de 24 

isoformas en mamíferos, son proteínas de 20 a 27 kDa, comparten la misma topología con 

la ocludina, sin embargo no tienen ninguna similitud en cuanto a su secuencia42.  

Las claudinas son proteínas integrales de membrana con cuatro dominios 

transmembranales, una secuencia amino terminal muy corta (de 2 a 6 residuos de 

aminoácidos) y una secuencia carboxilo terminal, ambas localizadas en el citosol, y  dos 

asas extracelulares separadas por un dominio intracelular de ~15 aminoácidos. Las regiones 

citoplásmicas son las más diversas en secuencia y varían en longitud  de 21 a 63 residuos 

de aminoácidos42, 43. La primer asa extracelular, constituida de 49 a 52 residuos,  contiene 

una secuencia altamente conservada (GLWxxC), la cual se ha reportado que determina el 

flujo de iones y pequeñas moléculas a través de la vía paracelular. Diversos estudios han 

demostrado que la segunda asa extracelular (constituida por 16 a 33  residuos de 

aminoácidos) de las claudinas 3 y 4 funciona como receptor para la enterotoxina de C. 

perfringens. Por último, la secuencia carboxilo terminal  funciona  como  anclaje  para  

proteínas citoplásmicas tales como proteínas  ZO-1, -2, -3,   proteínas con dominios  PDZ 

(MUPP)  y PALS-1, una proteína asociada a las uniones estrechas (PATJ)43,44 (figura 6). 
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Figura 6. Estructura de las claudinas. (Morin P. J., Lal-Nang M., 2009) 

 

Las claudinas son los componentes clave de la estructura y función de las UE. La función 

más obvia de las claudinas es generar las hebras de las UE. Cuando las claudinas se 

sobreexpresan en fibroblastos de ratón carentes de UE endógenas, las claudinas exógenas 

se concentran en los contactos célula-célula entre células adyacentes y generan hebras de 

UE45,46
.  

 

Las claudinas pueden formar uniones de manera homo y heterotípica, es decir, entre dos 

claudinas del mismo tipo o entre claudinas de diferente tipo (Figura 7). Así mismo, las 

claudinas pueden interaccionar con proteínas de la misma familia en la membrana 

plasmática de la misma célula (interaccion-cis) y entre las membranas de dos células 

adyacentes (interaccion-trans)47. Por ejemplo, el co-cultivo de células L expresando 

claudinas-1, -2 y -3  revelan que la combinación de claudinas -1/-3 y claudinas -2/-3 pero 

no claudinas -1/-2 pueden formar interacciones heterotipicas48. Las diferentes interacciones 

entre claudinas  dan lugar a la formación de poros paracelulares  de diferentes diámetros  

que pueden ir desde los 4 a los 50 Å. Las cargas presentes en los dominios extracelulares de 

estas proteínas permiten la discriminación entre aniones y cationes.  
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Figura 7. Posibilidades de interacción de las claudinas. Por ejemplo claudina-1 y claudina-3. Parte inferior: 
interacciones homofílicas y heterofílicas, -cis y –trans. Parte superior: esquema de hebras de UE que 
consisten en (A) interacciones –cis y –trans  homofílicas,  (B) interacciones –cis homofílica y –trans 
heterofílicas, (C) interacciones –cis heterofílicas y –trans homofílica, y (D) interacción –cis y –trans 
heterofílicas. (Krause G. et. al. 2008) 
 

Se ha reportado que las claudinas son los principales constituyentes de las uniones 

estrechas y reguladores importantes de la permeabilidad paracelular. La ausencia en la 

expresión normal de claudina-1 en la epidermis de ratón  resulta en una dramática pérdida 

de agua transepitelial provocando la muerte neonatal, lo que sugiere que la proteína es 

indispensable para crear  y mantener la barrera epidérmica49. Estudios in vitro usando 

monocapas de diversas células epiteliales (p.e. MDCK o LLC-PK1) muestran que la 

expresión de claudina-1, -4, -7, -8, -14 y -15 incrementa dramáticamente la resistencia 

eléctrica transepitelial (TER)49,50. Las claudinas pueden sufrir modificaciones 

postraduccionales que pueden influir en sude actividad, localización  e interacciones con 

otras proteínas. La fosforilación de las claudinas puede inducir alteraciones en la 

permeabilidad paracelular para iones y moléculas no cargadas, ya que estas son moduladas 

por diferentes mecanismos de señalización.   
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En células de ovario, se ha mostrado que claudina-3 y -4 son sustratos de la proteína cinasa 

A (PKA) y proteína cinasa C (PKC), respectivamente51.  

 

La expresión de claudinas puede ser regulada por diversas moléculas como factores de 

crecimiento  y citocinas, dando una respuesta diferencial dependiendo de la combinación 

del estimulo  y del tipo de claudina analizada. Se ha encontrado por ejemplo, que en 

monocapas de células epiteliales renales tratadas con el factor de crecimiento epidermal 

(EGF) la expresión de claudina-3 y -4  se incrementa mientras que la de claudina-2 

disminuye. Estos cambios fueron mediados por  la activación de proteínas cinasas activadas 

por mitógenos (MAPK) 49,52. 

 

Expresión de claudinas y cáncer 

La evidencia de la alteración de las UE en epitelios cancerosos se conoce desde hace poco 

más de 30 años. Observaciones en tumores han mostrado la disminución o la falta de UE, 

aumento en la permeabilidad paracelular de moléculas traza, disminución en la TER, y 

discontinuidades y reducciones en el número de hebras de UE detectado por microscopía 

por criofractura. En conjunto, estos resultados muestran una reducción de la función de la 

barrera epitelial de las células cancerosas. Por lo tanto, la perdida de las UE constituye un 

paso esencial en el desarrollo del cáncer53. Recientemente se reporto la deslocalización de 

claudinas de la membrana celular y esto parece encontrarse comúnmente en células 

transformadas. 

 
Así mismo  se ha mostrado que,  mientras una claudina en particular se encuentra silenciada 

en ciertos tipos de cáncer, la misma proteína se encuentra sobreexpresada en otros 

carcinomas, lo que sugiere que la función de cada claudina puede ser tejido-especifica y 

puede depender de un circuito molecular en particular de la célula54, 55,56.  

Se han observado cambios en la expresión de claudinas durante el desarrollo del tumor. Por 

ejemplo se ha reportado que claudina-3 y -4 se encuentran frecuentemente sobre-reguladas 

en carcinomas de ovario, mama, próstata, cérvix, gástrico y pancreático, mientras que 

claudina-2 se encuentra sub-regulada en cáncer de mama y próstata57. Claudina-7 
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disminuye en carcinomas ductales invasivos en cáncer de mama metastásico57, 58. La 

expresión y distribución de claudina-1 se asocia con el estado de disociación celular en 

células de cáncer pancreático a través de la activación de la proteína cinasa 2 activada por 

mitogenos (MAPK-2)57 (Tabla 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tabla 2. Cambios en la expresión de proteínas de UE en algunos carcinomas. (Gonzalez-Mariscal et al. 2007) 
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Los cambios en la expresión de claudinas en los tejidos puede permitir el paso de nutrientes 

y factores de crecimiento y promover la proliferación de células cancerosas. Del mismo 

modo se ha relacionado la alteración en la expresión de claudinas en etapas tempranas y 

tardías de varios tipos de cáncer con el incremento de la invasividad, el potencial 

metastásico, el mal pronóstico y la recurrencia del tumor. 

 

Claudinas, invasión tumoral y metástasis 

 

En los carcinomas, el paso inicial en la diseminación metastásica incluye como ya se ha 

mencionado, la separación de las células epiteliales de la matriz extracelular debido a la 

desorganización del citoesqueleto de actina. Las células cancerosas sobreviven mediante el 

uso de mecanismos autocrinos y paracrinos que suprimen la apoptosis, estimulan la 

invasión de tejidos y promueven el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos para asegurar 

el suministro de oxígeno 60. 

 

Estudios recientes muestran que la expresión de ciertas claudinas, especialmente claudina-1 

y 4 incrementa durante la metástasis y la inhibición de su expresión muestra efectos claros 

en las capacidades metastásicas de células cancerosas de una manera tejido-especifica61. 

 

Recientemente se demostró el significado biológico de  la expresión alterada de claudina-1 

en células de cáncer de colon. Un incremento en la expresión de claudina-1 fue observado 

en carcinoma de colon primario humano y en muestras metastásicas del mismo y en líneas 

celulares derivadas de tumores primarios y metastásicos, comparados con su contraparte 

normal62. Un resultado importante en este estudio fue la localización nuclear de claudina-1 

en un grupo significativo de muestras de cáncer de colon. Así mismo, en líneas celulares de 

cáncer de colon derivadas de tumores primarios, la transfección con claudina-1 induce el 

desarrollo de una morfología fibroblastoide, una mayor independencia de anclaje así como 

también un incremento en la actividad de MMP-2 y MMP-963. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La estructura y función de las UE se encuentran frecuentemente alteradas en carcinomas 

humanos, donde la pérdida de estas uniones puede favorecer, como muchos otros 

mecanismos, al progreso del cáncer. Los cambios en la expresión de las claudinas durante 

el desarrollo del tumor concuerda con la idea de que este proceso se acompaña por el 

desensamble de las UE y la pérdida de la adhesión célula-célula, proceso que puede jugar 

un papel  muy importante en la pérdida de la diferenciación, de la cohesión celular,  la 

proliferación incontrolada y en la invasividad49, 53. 

Se ha asociado la alteración en la expresión de claudinas (aumento y/o disminución en la 

expresión), así como los cambios en la localización subcelular con diferentes tipos de 

tumores. Actualmente se ha sugerido que las claudinas  juegan un papel muy importante en 

la invasividad y metástasis. Los estudios apuntan a que el aumento en la expresión de estas 

claudinas en algunos tipos de cáncer (como cáncer de colon, ovario, páncreas y 

adenocarcinoma gástrico) se asocia a un aumento en la capacidad invasiva de dichos 

carcinomas, como resultado del aumento en la actividad de MMPs. 

Por ejemplo existen reportes que señalan que las claudinas -1,-2,-3 y -4 reclutan y 

promueven la activación de (MMP-2)62, 64, 65, 66. Así mismo se ha reportado que Claudina-5 

interacciona directamente con MMP-2 induciendo su activación67. 

La disminución de claudina 10, disminuye la invasividad celular a través de la disminución 

y probable degradacion de MMP-2 y MT1-MMP en carcinoma hepatocelular68. También se 

ha visto que  el aumento en la expresión de claudina-7 aumenta la invasividad de 

carcinomas gástricos y cáncer de ovario69. El aumento en la expresión de claudina-1 

aumenta la invasividad de cáncer de lengua de células escamosas70. 

Con base en lo anterior, el papel que tiene cada claudina es diferente dependiendo del 

origen del cáncer en estudio.  A la fecha existe evidencia de que las claudinas 6, 7 y 9 se 

expresan en adenocarcinoma gástrico73. Otra observación fue que en ensayos “in vitro”  la 

sobreexpresión de las claudinas 6, 7 y 9 incrementaron la velocidad de proliferación, de 
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migración y de invasividad  de células AGS, siendo la sobreexpresión de la claudina 9 la 

que aumentó significativamente estos procesos74. 

Con base en lo anterior, el presente estudio pretende ayudar a comprender si la 

expresión de claudinas 6, 7 y 9 promueve la activación de metaloproteasas en células de 

adenocarcinoma gástrico AGS y en células de cáncer de mama MCF-7.                                                                                                                                                                         
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HIPÓTESIS 

Dado que tenemos evidencia de que las claudinas 6, 7 y 9 se encuentran expresadas en 

cáncer gástrico y se ha reportado que la alteración en la expresión de algunas isoformas está 

asociada con la capacidad invasiva de muchos carcinomas promoviendo la activación de 

metaloproteasas, se propone  que la sobreexpresión de las claudinas 6, 7 y/o 9 en células de 

adenocarcinoma gástrico humano (AGS) y en células de cáncer de mama (MCF-7), está 

asociada con la activación  de metaloproteasas como la MMP-2 y MMP-9.  
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OBJETIVOS 

 

General 

 

 Determinar si la sobreexpresión de claudinas 6, 7 y 9 activa a MMPs y si esta 

activación es directa o indirecta. 

 

Particulares 

 Sobreexpresar las claudinas 6, 7 y 9 en las líneas celulares AGS y MCF-7. 

 

 Analizar si existe interacción de estas claudinas con las metaloproteasas MMP-2 y 

MMP-9. 

 

 Determinar si la sobreexpresión de claudinas regula la actividad de las MMP-2 y 

MMP-9. 
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MATERIALES Y MÉTODO 

Anticuerpos, plásmidos, enzimas. Se emplearon anticuerpos primarios policlonales de 

cabra anti-claudina-6 y 9 (Santa Cruz, Biotechnology Inc.),  anticuerpos primarios de 

conejo anti- claudina -1 -2, -7 y anticuerpos primarios de ratón anti-GFP (ZYMED) y anti-

MMP-2 y anti-MMP-9 (Calbiochem). Además anticuerpos secundarios acoplados a 

peroxidasa (HRP) conejo anti-IgG de cabra-HRP, cabra anti-IgG de ratón-HRP y cabra anti 

conejo-HRP (ZYMED) y anticuerpos secundarios acoplados a Rhodamina (Abcam). El 

anticuerpo anti- α actina fue donado por el Dr. José Manuel Hernández del Departamento 

de Biología Celular del CINVESTAV. Se utilizo el vector plasmidico pcDNA 3.1/NT-GFP 

y las enzimas de restricción EcoRI, EcoRV, HindiIII, BamHI, KpnI, XbaI (Invitrogen). Se 

empleo además Trizol, Lipofectamina 2000, el Kit single step RT-PCR y los iniciadores 

que se indican en la tabla siguiente (Invitrogen). El medio Eagle modificado por Dulbecco 

(DMEM), el suero fetal bovino (FBS), L-glutamina, piruvato de sodio, antibiótico 

estreptomicina-penicilina, antibiótico-antimicótico y Geneticina (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` 

hCLDN6 forward 5`-CAGTGCAGCTCCTTCAACC-3` 

hCLDN6 reverse 5`-CTGTTGGGCACTGCCACTTC-3` 

hCLDN7 forward 5`-TTTCTGAGGGCGGAAATGGC-3` 

hCLDN7 reverse 5`-GGCATCTAGACACTCCCATAGC-3` 

hCLDN9 forward 5`-ATGGCTTCGACCGGCTTAG-3` 

hCLDN9 reverse 5`-CAGGGCATCTGGTCATCAGG-3` 

 

Cultivos celulares. Para el abordaje de este proyecto, se utilizaron las líneas celulares 

epiteliales AGS derivadas de adenocarcinoma gástrico humano y MCF-7 derivadas de 

carcinoma mamario humano. Se sembraron células AGS y MCF-7 en cajas petri p-100 y se 
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mantuvieron con medio de cultivo DMEM (caja de petri p-100 7-10 ml aprox.) 

suplementado con: 10 µg/ml o 0.1 U/ml de Insulina (10 mg/ml de SIGMA), 2mM de 

Piruvato de Sodio  (GIBCO 100 mM), 2 mM de L-Glutamina (GIBCO 200 mM), 100 

U/ml/100 µg/ml de Penicilina/Estreptomicina (GIBCO 10,000U/ml/10,000 µg/ml), 5% de 

Suero Fetal Bovino  (GIBCO), y se incubaron en condiciones de 37°C  y 5% de CO2. Las 

transfectantes estables fueron seleccionadas y mantenidas con medio DMEM con 400 

µg/ml de G-418. 

 

Construcción de los vectores pcldn2GFP, pcldn6GFP, pcldn7GFP, pcldn9GFP. A 

partir del RNA total extraído de la línea celular AGS y con el kit single step RT-PCR se 

obtuvo el cDNA de las claudinas 2, 6, 7 y 9 empelando los iniciadores correspondientes. 

Para cada reacción se colocaron 10 µl de mezcla de reacción, 0.5 µl de iniciador A (10 

µM), 0.5 de iniciador B (10 µM), 2.5 µl de RNA (0.1 µg/ µl), 0.4 µl de RT-Taq, 6.1 µl de 

H2O, y se sintetizo el cDNA bajo las siguientes condiciones: 55°C por 30 min, 94°C por 2 

min, 40 ciclos de: 94°C por 20 seg, 56.9°C (cldn 6 y 7) o 59.7°C (cldn ) por 30 seg, 72°C 

por 40 seg y 72°C por 7 min. Para construir cada vector se tomaron 4 µl del producto 

obtenido de RT-PCR y se incubaron con 1 µl del vector TOPO pcDNA3.1/NT-GFP y 1 µl 

de la solución salina por 5 min a temperatura ambiente y posteriormente 20 min a 4°C. Se 

transformaron las células competentes de Escherichia coli DH5α con 2 µl de esta reacción 

de clonación y se seleccionaron las células transformadas en placas de agar LB-Ampicilina 

100 µg/ml. Se seleccionaron 10 colonias para cada construcción y se realizo la extracción 

de plásmidos por mini-prep (Invitrogen). Se corroboro el sentido en el que se inserto la 

secuencia deseada empleando la enzima Pst1 para las construcciones denominadas 

pcldn9GFP y pcldn7GFP y las enzimas XcmI y EcoRV para la construcción pcldn-2 GFP. 

Se secuenciaron las construcciones obtenidas para verificar que no hubiera mutaciones. 

 

Transfección de células AGS y MCF-7. Las células se sembraron en placas de 6 pozos (5 

x 105 células/pozo) para alcanzar la confluencia al tercer día. Se lavaron 2 veces con PBS y 

se cambio el medio por Opti-MEM (GIBCO). La transfección se llevo a cabo con 

Lipofectamina 2000 de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Invitrogen). Las 
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transfectantes estables fueron seleccionadas en medio DMEM (GIBCO) suplementado con 

10 µg/ml de Insulina 10 mg/ml, 2 mM de Piruvato de Sodio 100 mM, 2 mM de L-

Glutamina 200 ml, 100 U/ml/ 100 µg/ml de Penicilina/Estreptomicina 10,000 U/ml/10,000 

µg/ml, 5% de Suero Fetal Bovino, adicionando 700 µg/ml de G-418 por 10 días. 

 

Fraccionamiento celular y Western Blot. Las células AGS y MCF-7 transfectadas y no 

transfectadas  se sembraron en cajas p-100 a confluencia, se lavaron con PBS frio y se 

resuspendieron en 1 ml de buffer A (20 mM Tris base, 0.25 M Dextrosa anhidra, 10 mM 

EGTA, 2 mM EDTA) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (aprotinina 10 µg/ml,  

leupeptina 20 µg/ml, inhibidor de tripsina 1 mg/ml, coctel I y coctel II de inhibidores de 

fosfatasas  10 µl/ ml)  a 4ºC. Las suspensiones celulares se sonicaron y se centrifugaron a 

39, 000 rpm (156,553 x g) 30 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se coloco en un tubo 

nuevo y se marco como fracción citosolica. El precipitado se resuspendió con 150 µl de 

amortiguador A  en presencia de  1% de Tritón X-100 con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas como se describió anteriormente. Se incubo 1 h a 4ºC con agitación suave, se 

centrifugo a 39,000 rpm, 30 min. a 4ºC, y se colocó el sobrenadante (fracción membranal) 

en tubos eppendorf previamente marcados y colocados en hielo.  El precipitado resultante 

se resuspendió en 150 µl de amortiguador de lisis (150 mM NaCL, 50 mM tris base, 1 mM 

EGTA, 1 mM EDTA, IGEPAL 1%, Desoxicolato de sodio 0.1%, Dodecil sulfato de sodio 

0.1% (SDS)) con inhibidores de proteasas y fosfatasas a 4ºC. Se incubo 1 h a 4ºC con 

agitación suave y se centrifugó a 39,000 rpm, 30 min a 4ºC.  El sobrenadante resultante 

(fracción de citoesqueleto) se colocó en tubos eppendorf previamente marcados y 

colocados en hielo. Finalmente se tomaron alícuotas de cada fracción para la cuantificación 

de proteína empleando el kit  de determinación de proteína de BioRad. Se realizo la 

electroforesis cargando de 20-50 µg de proteína por cada muestra, en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 15% o en algunos casos al 10% y se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con 5% de leche 

libre de grasas en TBS durante al menos 1 hr y se incubaron con los anticuerpos primarios 

correspondientes durante toda la noche a 4°C con agitación suave. Al día siguiente se 

realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con TTBS y se incubaron las membranas con el 
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segundo anticuerpo correspondiente durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitación 

suave. La detección de las proteínas se llevó a cabo mediante el método de  

quimioluminiscencia con los reactivos del kit PIERCE (SuperSignal® West Dura Extended 

Duration Substrate) como sustrato para la reacción. 

 

Imágenes de microscopia confocal e inmunofluorescencia. Se sembraron células AGS y 

MCF-7 en cubreobjetos tratados con Poly-D-Lisina, a 90% de confluencia, se  retiro el 

medio de cultivo y se lavo 3 veces por 5 min con PBS frió. Se fijaron las células 

adicionando metanol absoluto frío por 10 min a  -20°C, se permeabilizaron con tritón X-

100 (al 0.1% en PBS) por 5 min a temperatura ambiente, se bloquearon incubando con 

BSA libre de IgG al 0.5% en PBS por 30 min a 4°C y finalmente se incubaron toda la 

noche con los anticuerpos específicos para claudina-1 a una dilución de 1:100 en PBS. 

Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron en un lugar oscuro con el 

anticuerpo secundario Rabbit anti-mouse IgG (Rodamina) a una dilución de 1:100 en PBS 

con 1% de BSA por 1h a temperatura ambiente.  Finalmente se lavaron 3 veces con PBS 

por 5 min y los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con DAPI, se sellaron con barniz 

y se observaron al microscopio confocal. 

Detección de mRNA de las claudinas 2, 6, 7 y 9 en las células AGS y MCF-7 

transfectadas. Se extrajo el RNA total de las células transfectadas con trizol siguiendo las 

especificaciones del fabricante (Invitrogen). A partir del RNA extraído se llevo a cabo el 

RT-PCR con el kit single step RT-PCR (Invitrogen) empleando los iniciadores antes 

mencionados. Para cada reacción se colocaron 10 µl de mezcla de reacción, 0.5 µl de 

iniciador A (10 µM), 0.5 de iniciador B (10 µM), 2.5 µl de RNA (0.1 µg/ µl), 0.4 µl de RT-

Taq, 6.1 µl de H2O, y se sintetizo el cDNA bajo las siguientes condiciones: 55°C por 30 

min, 94°C por 2 min, 40 ciclos de: 94°C por 20 seg, 56.9°C (cldn 6 y 7) o 59.7°C (cldn ) 

por 30seg, 72°C por 40seg y 72°C por 7 min. Los productos de cada reacción de 

resolvieron en geles de agarosa al 1%. 

Inmunoprecipitación. Se cultivaron las células AGS y MCF-7 en cajas petri p-100 hasta 

90% de confluencia, se lisaron con buffer de lisis para IP (50mM de Tris, 150mM de NaCl 
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y  0.5% de Tritón X-100 con inhibidores de proteasas 1 mg/ml  de tripsina, 5 mg/ml de 

leupeptina e inhibidores de fosfatasas 10 µl/ml de inhibidores de fosfatasas coctel I y II).  

Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min y se recupero el sobrenadante 

para realizar cuantificación de proteína ajustando la concentración a 1mg/ml. A 

continuación se pre-clareo incubando 1 mg/ml de proteína + 10 µl de suero pre-inmune + 

10 µl de proteína G Sefarosa por 1 h con agitación suave, se centrifugo para recuperar el 

sobrenadante y se incubo con 1 µg de anticuerpo primario (1µg Rabbit anti- cldn-2, Rabbit 

anti-cldn-7, Goat anti-cldn6, Goat anti-cldn-9) toda la noche a 4°C con agitación suave. Al 

día siguiente se agrego 25 µl de proteína G Sefarosa y se incubo durante 2 h máximo. 

Finalmente se centrifugo para obtener el Inmunoprecipitado (IP) y se realizaron 2 lavados, 

uno con 600 mM de NaCl  y otro con 150 mM de NaCl,  ambos con inhibidores de 

proteasas y fosfatasas. Finalmente se le adiciono 25 µl de buffer de Laemli 4x y se sometió 

a Western Blot para revelar contra MMP-2 o MMP-9. 

Zimogramas. Se realizo zimografía en geles de poliacrilamida co-polimerizado con 

gelatina soluble (colágena desnaturalizada),  el gel resultante de la electroforesis se lavo 3 

veces durante 1 h con una solución de Tritón X-100 al 2% y se incubo en un buffer que 

favorece la actividad de las proteasas (50 mM de Tris, 0.15 M de NaCl y 0.1 M de CaCl2) a 

37°C por 24 hrs. Se tiño con azul de Coomasie y se destiño hasta obtener bandas claras. 

Los zimogramas se realizaron con sobrenadantes obtenidos de células AGS y MCF-7 

transfectadas, cultivadas en placas de 6 pozos a una densidad de 5 x 105 por pozo para 

alcanzar la confluencia al tercer día y condicionando el medio por 24hr sin SFB. Se  

concentro la proteína con amicon ultra-250K centrifugando a 4000rpm durante 15 min, se 

les adiciono buffer de Laemli 4x y se sometieron a electroforesis. 
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RESULTADOS 

Para evaluar si la sobreexpresión de claudinas promueve la activación de las MMPs, se 

transfectaron células AGS y MCF-7 con vectores que contenían las secuencias específicas 

para  las claudinas -2, -6, -7 y -9.  La claudina-2 se utilizó como un control negativo.  Para 

corroborar la sobreexpresión de las claudinas y su localización, se realizaron ensayos de 

microscopia confocal, ensayos de Western blot y RT-PCR.  

 Las células AGS y MCF-7 se transfectaron con los plásmidos correspondientes para cada 

proteína pcldn2GFP, pcldn6GFP, pcldn7GFP, pcldn9GFP;, estas construcciones se 

realizaron empleando el vector TOPO pcDNA3.1/NT-GFP. La proteína GFP se acopló a la 

región N-terminal de cada claudina ya que la región C-terminal es muy importante para la 

funcionalidad de las claudinas.   
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Figura 8. Microscopia confocal que muestra la localización de las claudinas -2, -6, -7 y -9 transfectadas en las 

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

En la Figura 8 se muestran las imágenes obtenidas por microscopia confocal de las células 

AGS y MCF-7 transfectadas con cada una de las claudinas. Las células AGS no forman UE 

funcionales por lo que podemos observar que las claudinas 2, 6, 7 y 9 transfectadas no se 

localizan en los contactos célula-célula sino que se encuentran en el citosol (B,C,D,E) y en 

algunos casos como claudina 7 y 9 alrededor del núcleo (D,E). Así mismo, en las células 

MCF-7 podemos observar el mismo patrón de localización de las claudinas en regiones 

citosólicas (G,H,I,J) y perinucleares como el caso de claudina 7 (I).  Cabe mencionar que la 

localización de las claudinas en estas líneas celulares no es un artificio ya que en un trabajo 

previo se realizaron las mismas transfecciones en una línea celular normal que forma 

monocapas bien definidas y la localización de cada una de las claudinas se observó en la 

membrana plasmática74.  
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De la misma manera, se realizaron ensayos de Western blot de las células AGS y MCF-7 

para confirmar la sobreexpresión de las proteínas. En las figuras 9 y 10 se muestran los 

niveles de proteína de las claudinas -2, -6, -7 y -9 utilizando anticuerpos específicos contra 

dichas claudinas y en las figuras 11 y 12 utilizando un anticuerpo contra la GFP acoplada a 

cada una de las claudinas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Western blot de extractos totales de células AGS  mostrando la sobreexpresión de claudinas -2, -6, -

7 y -9.  La proteína sobreexpresada tiene un peso aproximado de 50kDa ya que se encuentra fusionada a la 

GFP.  En las células AGS control y con el vector vacio se observa únicamente la proteína endógena de 

aproximadamente 25kDa. Se muestra α-actina como control de carga. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Western blot de extractos totales de las células MCF-7 mostrando la sobreexpresión de claudinas-

2, -6, -7 y -9. Los pesos moleculares de las proteínas son los mismos observados en las células AGS. Se 

muestra α-actina como control de carga. 
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Figura 11. Western blot mostrando la sobreexpresión de claudinas -2, -6, -7 y -9 realizados a partir de 

extractos totales de las células AGS evidenciada con un anticuerpo específico para la proteína verde 

fluorescente (GFP). Las proteínas sobreexpresadas tienen un peso de aproximadamente de 50 kDa que 

corresponden a cada claudina fusionada a la GFP, en el caso de AGS con el vector vacio se observa solo la 

banda correspondiente a la GFP que es de aproximadamente 25 kDa. Se muestra α-actina como control de 

carga. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Western blot mostrando la sobreexpresión de claudinas -2, -6, -7 y -9 realizados a partir de 

extractos totales de las células MCF-7 evidenciada con un anticuerpo específico para la proteína verde 

fluorescente (GFP). Los pesos moleculares de las proteínas son los mismos observados en las células AGS. Se 

muestra α-Actina como control de carga. 
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Para determinar los niveles de RNAm en las líneas transfectadas se realizaron ensayos de 

RT-PCR. En las figuras 13 y 14 se observa un aumento del RNAm de las claudinas 

transfectadas en las células AGS y MCF-7, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. RT-PCR empleando el RNA total extraído de las células AGS control, AGS con el vector vacio y 

AGS con el vector especifico de cada proteína. Se observa un aumento de los niveles de RNAm de las 

proteínas sobreexpresadas. Se utilizo α-actina como control de carga. 

 

 

 

 

 

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

vacio y MCF-7 con el vector especifico de cada proteína. Se observa un aumento de los niveles de RNAm de 

las proteínas sobreexpresadas. Se utilizo α-actina como control de carga. 

 

Posteriormente, para determinar el papel que tiene la sobreexpresión de dichas proteínas en 

la expresión de metaloproteasas y establecer si existen interacciones entre ellas, se 

realizaron ensayos de Western Blot  y de inmunoprecipitación. Para determinar si la 

sobreexpresión de las claudinas modificaba la expresión de MMP-2 y MMP-9, se 
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realizaron Western blot de extractos totales de las células AGS y MCF-7 transfectadas 

(Figura 15).  En el caso de las células AGS, se observó un aumento de MMP-2 en las 

células transfectadas con claudina 9 y un aumento de MMP-9 en las células transfectadas 

con claudina 2, 6 y 7; en el caso de las células MCF-7 no se observó ningún cambio 

significativo  con ninguna de las dos MMPs.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Wester Blot de células AGS y MCF-7 control, con el vector vacio (GFP) y transfectadas con el 

vector especifico para cada claudina. en donde se muestra la expresión a nivel de proteína de MMP-2 y MMP-

9.  Se utilizó α-Actina como control de carga. 

 

En seguida se  procedió a analizar si las claudinas sobreexpresadas colocalizan con las 

MMPs-2 y -9. Para ello se realizaron ensayos de inmunoprecipitación de cada claudina en 

ambas líeas celulares empleando a la proteína G Sefarosa para formar los complejos. Como 

se muestra en la Figura 16, en las células AGS transfectadas con claudina 9 se observó 

claramente  la co-inmunoprecipitación con MMP-2 y MMP-9 y de claudina 7 con MMP-9. 

En el caso de las células MCF-7 transfectadas con claudinas 2 y 7 se observó co-

inmunoprecipitación con MMP-2, y de claudinas 6 y 9 con MMP-9.  Estos resultados nos 

sugieren que la sobreexpresión de ciertas claudinas en las células AGS y MCF-7 puede 

promover su colocalización con estas metaloproteasas lo que favorece la formación de 

complejos y muy probablemente su activación importante para la invasividad de estas 

células. 
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Figura 16. Inmunoprecipitados de claudina -2 (24kDa), -6 (23kDa), -7 (22kDa) y -9 ( 22kDa) empleando 

anticuerpos específicos para cada proteína en células AGS y MCF-7 transfectadas. Se muestra la expresión de 

MMP-2 y MMP-9 detectadas por quimioluminiscencia. Como control se muestra el “input” para cada 

inmunoprecipitado. 

 

Finalmente se ha reportado que algunas isoformas de claudinas están involucradas en la 

activación de metaloproteasas por lo que se evaluó si la sobreexpresión de estas claudinas 

favorece la activación de la MMP-2 y la MMP-9.  Para ello se realizaron zimogramas 

utilizando geles co-polimerizados con gelatina en los cuales se cargaron muestras de los 

medios condicionados obtenidos del cultivo a confluencia de las células AGS transfectadas 

(figura 17). En esta imagen se observó un aumento de proMMP-2 en las células 

sobreexpresadas con claudinas -2 y -6. En el caso de las células MCF-7 que sobreexpresan 

a claudina-2 se  observa un aumento de la actividad de MMP-2 (figura 18).  Por lo tanto 

que se sugiere una regulación diferencial de la actividad de estas metaloproteasas a través 

de las claudinas. 
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Figura 17. Zimograma obtenido de sobrenadantes de células AGS transfectadas, incubadas 24h sin SFB 

cultivadas a confluencia. Los sobrenadantes fueron concentrados con  amicon ultra-2. 

 

 

 

 

 

 

 

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

cultivadas a confluencia. Los sobrenadantes fueron concentrados con  amicon ultra-2. 

 

Estudios previos han mostrado que la sobreexpresión de algunas claudinas produce 

cambios en la expresión de claudinas endógenas74. Por ello, se decidió evaluar si la 

sobreexpresión de las claudinas 6, 7 y 9 alteraba la expresión de la Claudina-1 endógena, la 

cual se ha reportado que promueve la activación de la MMP-967. Para ello se realizaron 

ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpos específicos para claudina-1 acoplados a 
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rhodamina en las células AGS transfectadas (Fig. 9). Los resultados muestran que, al igual 

que las claudinas transfectadas,  claudina-1 se encuentra en el citosol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Microscopia confocal de las claudinas transfectadas fusionadas a la GFP  (verde) y de claudina-1 

endógena, detectada con un anticuerpo acoplados a Rhodamina (rojo).  
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Las claudinas son componentes importantes de las uniones estrechas (UE) ya que  son 

responsables del mantenimiento de la polaridad y la permeabilidad de los epitelios y juegan 

un papel muy importante en la arquitectura y la homeostasis del tejido. Desde hace algunas 

décadas el estudio de la función y distribución de estas proteínas ha adquirido un gran 

interés debido a que se han encontrado diferencias en los patrones de expresión en tejidos 

neoplásicos comparados con tejidos normales56. Estas diferencias son observadas en etapas 

tempranas de la transformación celular, lo que aumenta la importancia de las claudinas 

como posibles marcadores moleculares en el diagnóstico del cáncer75, 76, 77,78. Se ha 

reportado a la claudina-10 como una proteína con valor pronóstico en los carcinomas 

hepatocelular y colorrectal79, 62.  

Es claro que uno de los primeros eventos que favorecen la progresión del cáncer es 

justamente la alteración o el daño de los contactos célula-célula y célula-matriz extracelular 

(MEC). Esto  provoca una desregulación y/o perdida en la expresión de proteínas que 

forman parte de estas uniones provocando la perdida de adhesión, polaridad de las células y 

el desensamble de las uniones, lo que da lugar a  la invasividad, migración y finalmente a la 

metástasis. 

El proceso de tumorogenesis se favorece por la ruptura de las uniones intercelulares, dentro 

de las cuales se encuentran las uniones estrechas. Para que se lleve a cabo esta disociación 

se requiere que la localización y la expresión de las proteínas que conforman a estas 

uniones se alteren. Diversos reportes muestran la sobreexpresión o la perdida de la 

expresión de ciertas claudinas en diferentes tejidos neoplásicos. Por ejemplo, claudina-7 se 

ha encontrado disminuida en carcinoma ductal invasivo80, cabeza y cuello81 y cáncer de 

mama metastásico82. En carcinoma hepatocelular y renal disminuye la expresión de 

claudina-4 y -585. En cáncer de colon la expresión de claudina-1 se encuentra 

incrementada86. Claudina-3 y claudina-4 se encuentran frecuentemente elevadas en cáncer 

de ovario, próstata83, cáncer de mama84. Se ha reportado que estas alteraciones 

correlacionan con el aumento en la invasividad64. 
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Uno de los primeros eventos en los procesos de invasión es el desprendimiento de la célula 

tumoral para atravesar el tejido e invadir los órganos contiguos degradando la matriz 

extracelular mediante enzimas llamadas metaloproteasas (MMPs). Si bien es cierto que las 

metaloproteasas degradan solo proteínas de matriz extracelular, recientemente se sabe que 

también pueden degradar otro tipo de proteínas que no necesariamente pertenecen a la 

matriz, algunas de ellas son moléculas de adhesión célula-célula, como N-cadherina y E-

cadherina87. Estudios previos de nuestro laboratorio muestran la sobreexpresión de 

claudina-6 ,7 y -9 en biopsias provenientes de pacientes con adenocarcinoma humano73. La 

sobreexpresión de estas tres proteínas, incrementa la capacidad de migración e invasión de 

células de adenocarcinoma gástrico humano (AGS) y la sobreexpresión de claudina-7 y -9 

de células derivadas de cáncer de mama humano (MCF-7)74. El mecanismo por el cuál las 

claudinas  promueven la invasividad aun no se conoce, aunque se sugiere que las claudinas 

pueden tener funciones intrínsecas que promuevan la invasión celular. Estas funciones 

están relacionadas con un incremento en la actividad de las MMPs88. Algunos trabajos 

reportan que la expresión de claudina-1 aumenta la invasividad celular a través del 

incremento en la expresión de MMP-270.  

De acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo estudiamos el papel que juega la 

sobreexpresión de las claudinas -6, -7 y -9 en la expresión y actividad de las 

metaloproteasas, como un evento importante para la invasividad celular. Para ello, se 

utilizaron dos líneas celulares derivadas de cáncer, la línea AGS y la MCF-7. Cabe 

mencionar que las células AGS no forman uniones estrechas funcionales por lo que las 

claudinas endógenas no se localizan en los contactos célula-célula. De la misma manera, las 

claudinas sobreexpresadas no se localizan en la membrana plasmática sino en el citosol. 

Esto concuerda con previos reportes en los que se muestra que bajo ciertas condiciones, 

como el aumento en las concentraciones de factores de crecimiento, la alteración en los 

niveles de fosforilación de las claudinas o bajo diversas condiciones patológicas, las 

claudinas pueden localizarse en regiones citoplasmáticas o nucleares sin que se degraden.59, 

62, 63,89. Aun no se conoce con certeza la función que pueda llegar a desempeñar las 

claudinas en el citosol, sin embargo se han relacionado con procesos de tráfico vesicular o 

interacciones con la matriz extracelular63. 
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En el caso de las células MCF-7, las claudinas endógenas como claudina-1 y claudina-7 se 

encuentran en la membrana celular y en el citosol80, 93. Las claudinas 6, 7 y 9 que se 

sobreexpresaron se localizaron también en el citosol, característica observada en la mayoría 

de las líneas celulares derivadas de diferentes tipos de cáncer.  

En el presente estudio se encontró que la sobreexpresión de claudina-9 induce un aumento 

en la expresión de MMP-2 y la sobreexpresión de claudinas-6 y -7 de MMP-9 en las células 

AGS. Estos datos en conjunto sugieren que el aumento en la capacidad invasiva de estas 

células observado previamente74 se debe inicialmente al aumento en la expresión de estas 

metaloproteasas.  

Actualmente, se le ha conferido un papel muy importante a ciertas claudinas como 

activadoras de metaloproteasas90 a través de la formación de complejos con otras MMPs, 

por ejemplo claudina-1, -2 y -3 promueven la activación de proMMP2 a través de MT1-

MMP, así mismo claudina-5 promueve la activación de proMMP2 a través de MT1-MMP, 

MT2-MMP, MT4-MMP, MT5-MMP62, 67. De acuerdo con lo anterior, quisimos evaluar si 

el aumento en la expresión de las MMP-2 y -9 observado en este trabajo fue promovido por 

una probable interacción con las claudinas sobreexpresadas. Nuestras observaciones 

mostraron la co-inmunoprecipitación de claudina-9 con la MMP-2 y de claudina-7 y 

claudina-9 con la MMP-9 en las células AGS. En el caso de las células MCF-7 se observó 

la colocalización de claudina-2 y-7 con MMP-2 y de claudina-6 y -9 con MMP-9. En 

general estos resultados sugieren que las claudinas-6, -7 y -9 se encuentran en una 

proximidad tal que pudieran estar interaccionando con estas metaloproteasas 

probablemente por mecanismos reportados previamente como la formación de complejos 

con otras metaloproteasas. Por ejemplo se ha reportado que la primera asa de claudina-1 

puede interaccionar con el dominio catalítico de MT-MMP-1 y MMP-267.  

Adicionalmente, los resultados de inmunoprecipitación mostraron que puede darse la 

interacción de una claudina con una metaloproteasa o más de una claudina con una 

metaloproteasa. En las células AGS las claudinas 7 y 9 co-localizaron con la MMP-9 y en 

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

células AGS la claudina-9 co-localizó con MMP-2 y en las células MCF-7 la claudina-6 co-
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localizó con MMP-9.  Esto sugiere que los mecanismos que regulan la actividad de estas 

enzimas pueden diferir de acuerdo al origen de la línea celular por lo que será importante 

estudiar la existencia de regiones no conservadas en cada una de estas proteínas que hagan 

más especifica la interacción. 

Posteriormente, evaluamos el efecto de la sobreexpresión de las claudinas 6, 7 y 9  sobre la 

actividad de las metaloproteasas. Interesantemente en las células AGS observamos una 

correlación entre la sobreexpresión de claudina-2 y -6 con un aumento en la actividad de 

MMP-2, así como la sobreexpresión de claudina-7 y -9 con la disminución en la actividad 

de MMP-2. En el caso de las células MCF-7 se observó la correlación entre la 

sobreexpresión de claudina-2 y el aumento en la actividad de MMP-2.  

Estas observaciones apuntan hacia una regulación diferencial de estas metaloproteasas, por 

una parte el aumento en la actividad basal de la MMP-2 promovido por la sobreexpresión 

de claudina-2 y -6 en las células AGS y por claudina-2 en las células MCF-7 podría estar 

relacionado con el incremento en la capacidad de invasión de las células. Este dato 

correlaciona con un estudio previo donde se demuestra que la sobreexpresión de claudina-2 

en células AGS aumenta la capacidad de invasión de esta línea celular91.  Ya que en este 

estudio en los ensayos de inmunoprecipitación con células AGS no se observó 

colocalización de claudina 2 y 6 con ninguna de las MMPs, sugerimos que el aumento en la 

actividad de las MMPs podría llevarse a cabo de manera indirecta través de un 

intermediario por ejemplo la MT-MMP1. Por otro lado, la disminución en la actividad de 

MMP-2  por la sobreexpresión de claudina-7 y -9 podría estar involucrada con la inhibición 

de su activación, es decir, que estas claudinas estén actuando como inhibidores de las 

metaloproteasas de manera “directa” ya que en este caso si se observó la colocalización con 

estas claudinas. Se sabe por ejemplo que los TIMPs inhiben la activación de las MMPs a 

través de la interacción de su región N-terminal con el dominio catalítico de las MMPs92 

por lo tanto podemos sugerir que las claudinas posiblemente inhiban a esta metaloproteasas 

al reemplazar a alguno de estos inhibidores e interaccionando a través de su región N-

terminal.  
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Finalmente, se ha reportado que claudina-1 promueve la activación de MMP-267 e 

incrementa la capacidad de migración y supervivencia celular64, 66. Estudios previos del 

laboratorio muestran que la sobreexpresión de las claudinas 6, 7 y 9 aumentan los niveles 

de RNA y proteína de claudina-1 y ZO-174. Para evaluar si la claudina-1 pueda tener algún 

papel importante en la activación de MMP-2 y MMP-9 en esta línea celular, en estudios 

futuros se pretende evaluar si el aumento en la claudina-1, mostrado en este trabajo, está 

relacionado con el aumento en la actividad de estas MMPs.  
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CONCLUSIONES 

 

Efecto de la sobreexpresión de claudina-6, -7 y -9 en las células AGS. 

� La sobreexpresión de claudinas-9 aumenta los niveles de expresión de MMP-2 y la 

sobreexpresión de claudina-6 y -7 aumenta la expresión de MMP-9. 

� Claudina-9 se encuentra en cercania con MMP-2 y MMP-9 y claudina-7 con MMP-9. 

� La sobreexpresión de claudina-6 incrementa la actividad de MMP-2. 

� La sobreexpresión de cladina-6, -7 y -9 incrementa la cantidad de claudina-1 

endógena.   

Efecto de la sobreexpresión de claudina-6, -7 y -9 en las células MCF-7. 

� Claudina-2 y -7 se encuentra en cercania con MMP-2 y claudina-6 y -9 con MMP-9. 

� La sobreexpresión de claudina-2 aumenta la actividad de MMP-2. 
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PERSPECTIVAS 

 

Aun faltan estudios por realizar para determinar los mecanismos que están involucrados en 
la función de las claudinas en los procesos de invasividad celular en estas líneas celulares. 
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ANEXO 1 

 

MEDIO DE CULTIVO 

D-MEM solo 

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

Adicionar 2 g de NaHCO3 y disolver 

Ajustar a pH = 7.4 (puede quedar 0.1 o 0.2 abajo) 

Levar a 1 L de volumen con agua 

Esterilizar por filtración separando en botellas de 500 ml etiquetadas 

 

Por cada 100 ml de medio DMEM solo adicionar: 

0.1 ml de Insulina de SIGMA de 10 mg/mL (10 µg/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 10,000U/ml/10,000 µg/ml (100U/ml/100 
µg/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 celulares.  

Para 1L 

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

Disolver en 900 ml de agua 

Ajustar el pH 

Aforar con ddH2O, esterilizar por filtración y guardar en refrigeración. 

 

BUFFER A pH = 7.5, para extracción y cuantificación de proteínas.  

Para preparar 100 ml: 

0.242 g de Tris base (PM = 121.14 g/mol, C4H11NO3) de SIGMA (20 mM) 

4.506 g de Dextrosa Anhidra (PM = 180.16 g/mol, C6H12O6) de SIGMA (0.25 M) 

0.38 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol, C14H24N2O10) de SIGMA (10 mM) 

0.058 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol, C10H16N2O8) de SIGMA (2 mM) 

Disolver los compuestos y ajustar el pH 

Aforar a 100 ml con agua 

Almacenar en Refrigeración 

 

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

4 µl de Leupeptina 5 mg/mL (20 µg/ml) 

10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas I de SIGMA (dil 1:100) 

10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas II de SIGMA (dil 1:100) 

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

 

Una vez adicionados los inhibidores dejar el buffer en hielo para su uso. 
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BUFFER DE LISIS pH = 7.5, para extracción de proteínas.  

Para preparar 100 ml: 

0.8766 g de NaCl  (150 mM) 

0.6057 g de Tris base (PM = 121.14 g/mol, C4H11NO3) de SIGMA (50 mM) 

0.038 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol, C14H24N2O10) de SIGMA (1 mM) 

0.029 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol, C10H16N2O8) de SIGMA (1 mM) 

1.0 ml de IGEPAL (1%) 

1.0 ml de Solución de Desoxicolato de Sodio al 10% (0.1%) 

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 Refrigeración 

 

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

4 µl de Leupeptina 5 mg/mL (20 µg/ml) 

10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas I de SIGMA (dil 1:100) 

10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas II de SIGMA (dil 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 = 6.8 (0.125M) 

                   10 ml de Glicerol (20%) 

                   0.02 g de Azul de Bromofenol (0.04%) 

Disolver y aforar a 50 ml 

Alicuotar en tubos de 15 ml 

Almacenar en congelación 

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

Antes de emplear la muestra para corrimiento electroforético adicionar �-Mercaptoetanol 
para tener una concentración del 5%. 

 

ACRILAMIDA 30.8%  

Para 100 ml: 30 g de Acrilamida (BIO-RAD) (30%) 

                     0.8 g de Bis N, N´- metilen bis acrilamida (BIO-RAD) (0.8%) 

 

Disolver poco a poco la acrilamida en 50 ml de ddH2O y posteriormente disolver la bis 
acrilamida. 

Llevar a 100 ml con ddH2O y guardar en refrigeración. 

 

TRIS  1.5M     pH=8.8 

Para 100 ml: 18.171g de Tris 

Disolver poco a poco en 50 ml de ddH2O, ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml. 

 

 



Maestría en Ciencias Biológicas, UNAM-2011 

 

Facultad de Medicina, Departamento de Biología Celular y Tisular       71 

 

TRIS 0.5M     pH= 6.8 

Para 100ml: 6.057g de Tris 

Disolver poco a poco en 50 ml de ddH2O, ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml. 

 

Gel Separador al 12.5% 

12.5 ml de  Acrilamida 30.8% 

7.5 ml de Tris 1.5 M pH = 8.8 

9.55 ml de ddH2O 

150 µl de SDS al 20% 

15 µl de TEMED 

150 µl de Persulfato de Amonio al 10% 

 

Gel Concentrador 

2.5 ml de Acrilamida 30.8% 

3.75 ml de Tris 0.5 M pH = 6.8 

8.55 ml de ddH2O 

75 µl de SDS al 20% 

15 µl de TEMED 

150 µl 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 ddH2O 

 

Amortiguador de Transferencia,  pH = 8.3  

Para 1 L: 3.03 g de  Tris (25 mM) 

               14.4 g de Glicina (192 mM) 

               200 ml de Metanol (20%) 

 

Nota: No ajustar pH con ácidos o bases, el pH de 8.3 se obtiene si se pesan correctamente 
los ingredientes. 

Aforar con ddH2O y guardar en refrigeración. 

 

Para lavados de membranas se utilizó TBS 1X,  pH = 7.6 

Para 1L: 

2.423 g de Tris (20 mM) 

8 g de NaCl (136 mM) 

Aforar con ddH2O y guardar en refrigeración. 

 

Para lavados e incubaciones con anticuerpos de membranas se utilizó  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 ddH2O y guardar en refrigeración. 
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ZIMOGRAMAS 

Gel concentrador     (5ml) 

Agua desionizada                             3.1ml 

Tris 0.5M pH 6.8                              1.25ml 

Acrilamida/Bisacrilamida (38/2)   0.5ml 

TEMED                                               10µl 

Persulfato de Amonio                     50µl  

 

Gel separador        (10ml) 

Agua desioniozada                         3.4ml 

Tris 1.5M pH 8.8                             2.5ml 

Gelatina                                            2ml 

Acrilamida/bisacrilamida (38/2)   2ml 

TEMED                                               10 µl 

Persulfato de Amonio                     50 µl 

 
 
Acrilamida/bisacrilamida   100ml 

Acrilamida       38g 

Bisacrilamida      2g 

Disolver en agua desionizada 

 

Gelatina  

250mg en 50ml de agua desionizada 
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Tris 1.5M  pH=8.8 

Tris                 18.17g 

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 incubación 

Aforar a 1L, ajustar pH=  7.4 

Tris 50Mm            6.057g 

CaCl2  0.1M           4.41g 

NaCl  0.15M          8.76g 

NaN3                             0.2g 

 

Solución teñidora 

Metanol                                  10% 

Acido acético                         10% 

Glicerol                                    10% 

Azul de coomasie al 1%        10% 

 

Solución desteñidora 

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) 

4.35g 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 proteína G Sefarosa  

� Se lavan 3 veces con Tris 20mM pH 7.5, en un volumen 1:1  

� Se centrifugan a 9000 rpm 

� Se guardan a 4°C hasta utilizarse. 

Inhibidores 

� Inhibidor de tripsina (1mg/ml) 

� Cocktel de fosfatasas y proteasas dil 1:100 (10µl/ml) 

� Leupeptina 20 µg/ml (4 µl de la sol. 5mg/ml) 

� Aprotinina 10 µg/ml (10 µl de la sol. 1mg/ml) 
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