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RESUMEN

El tracto gastrointestinal, esta cubierto por distintos tipos de epitelios que funcionan como una
barrera en donde los espacios paracelulares deben estar estrictamente sellados. Estos sellos estan

constituios por complejos de proteinas entre los que se encuentran las uniones estrechas (UE).

Las UE se encuentran rodeando a la célula como un cinturdn en la regién mas apical de las
células epiteliales. Son complejos protéicos compuestos por proteinas citosolicas y proteinas
integrales de membrana. Entre las proteinas integrales de membrana mas importantes se

encuentra la familia de las claudinas, que son componentes clave para su estructura y funcion.

En padecimientos como el cancer se ha observado una alteracion en la expresion de multiples
miembros de la familia de las claudinas; tanto el aumento como la disminucién de su expresion

inducen la pérdida de adhesion celular.

En el presente trabajo se analizaron los patrones de expresion de las claudinas 6, 7, 9 y 10 en
distintas etapas de progresion del adenocarcinoma gastrico, el cual representa un grave
problema de salud publica, ocupa el sexto lugar de incidencia y el tercer lugar en mortalidad a

nivel mundial.

Encontramos que la expresion de claudina 7 estd aumentada en metaplasia colonica claudina 10
estd aumentada en metaplasia intestinal. Con respecto a los subtipos de adenocarcinoma

gastrico, en el de tipo difuso, aumenta significativamente la claudina 7.

La localizacién de las claudinas analizadas se observo en el citoplasma. Al analizar la expresion
con respecto a las distintas regiones de las glandulas gastricas se detectd una disminucion de
claudina 6 en fosas, y de claudina 9 en fondo de la glandula y un aumento de claudina 7 en

epitelio superficial en relacion con la progresion tumoral

En conclusion, los patrones de expresion de las claudinas observadas en este estudio, apoyan el

uso de su deteccion en el diagnostico en las distintas etapas de progresion del cancer gastrico.
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INTRODUCCION

En los organismos multicelulares se requiere el establecimiento de distintos
ambientes internos para el mantenimiento de la vida. Para cumplir este proposito, todas
las superficies, la piel, el tracto gastrointestinal, el tracto respiratorio, etc., estan
cubiertos por distintos tipos de epitelios o endotelios que funcionan como una barrera
en donde los espacios paracelulares deben ser estrictamente sellados ®. Estos sellos
estan constituios por complejos de proteinas entre los que se encuentran las uniones
estrechas (UE), uniones adherentes, desmosomas, uniones en hendidura, Yy

hemidesmosomas (Figura 1).

= (il

Microvellosidades

(D Uniones estrechas

-

@ Uniones adherentes

@ Desmosomas

(@) Uniones en hendidura

Filamentos
intermedios

(5) Hemidesmosoma

BASAL
ESPACIO
PARACELULAR

Figura 1. Complejos de unién intercelular. (1) Las uniones estrechas sellan espacios entre células epiteliales (2) Las
uniones adherentes conectan los filamentos de actina agrupados en una célula con los de la siguiente. (3) Los
desmosomas conectan filamentos intermedios de una célula con los de la siguiente (@) Las uniones en hendidura
permiten el trénsito de pequefias moléculas solubles en agua de una célula a otra (5) Los hemidesmosomas anclan
filamentos intermedios de una célula a la matriz extracelular. (Modificada de: Lodish 4° edicién, capitulo 21 ).
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El presente trabajo se enfoca en una familia de proteinas transmembranales del

complejo de UE por lo que éstas se describiran a detalle.

UNIONES ESTRECHAS
Las UE se visualizan como un conjunto de hebras continuas y anastomosadas en una
zona en la que las membranas plasmaticas de células adyacentes toman contacto por
medio de uniones focales (en inglés llamadas kissing points) (Figura 2a), rodeando a la
célula como un cinturdn en la region mas apical de las células epiteliales ® (Figura 2b).

“A y
3= = § =
= I
A

Figura 2. Ultraestructura de las uniones estrechas. a)Micrografia electronica de transmision en la que s e observan
las uniones focales (kissing points). b) Imagen de microscopia electronica de barrido con la técnica de criofracttura,
se observa el cinturén de hebras anastomosadas en la region apical de las células Barra 100nm (Modificado de
Yamasaki, et al 2008 : Alberts, et. al, 2007 **%).

Las celulas epiteliales tienen dos dominios distintos: la membrana apical y la
basolateral, cuya composicion de proteinas y lipidos es diferente. Las uniones estrechas
mantienen la polaridad celular separando al dominio celular apical del basolateral
evitando la mezcla de moléculas entre estos dominios, esto es lo que se conoce como la

funcion de barrera. La estricta regulacion de la difusion de iones, solutos y agua a través
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del espacio paracelular por las uniones estrechas, referida como la funcion de
compuerta, junto con la funcion de barrera, mantienen y regulan la

compartimentalizacion celular (Figura 3).

C)
A) B) Compuerta
Barrera Compuerta /De fuga
A
apical
basal

Figura 3. Funcion de compuerta y de barrera de las uniones estrechas. (A) Las UE (representadas por rectangulos
color violeta), actian como una "barrera" para evitar la mezcla de los componentes de la membrana apical y
basolateral. (B) En su funcion de "compuerta”, las UE pueden formar un sello hermético entre las células epiteliales
que bloquea el movimiento de iones a través del espacio paracelular. (C) Alternativamente, algunas uniones estrechas
son permisivas 0 “de fuga” y permiten el movimiento del iones y agua a través del espacio paracelular (Modificado
de Guptay Ryan, 2010 **%).

Recientemente, se han descrito dos funciones adicionales de las UE: 1) Participan en la
regulacion de la transduccion de sefiales ®. A este respecto, se ha reportado que la
ocludina (proteina transmembranal de UE) es capaz de unirse a diversas moléculas
relacionadas con la transduccion de sefiales como TGF- @y participar en la apoptosis
de la célula ®. Algunas moléculas importantes se unen a las uniones estrechas como las
de la via de sefializacién Hippo, involucrada en proliferacion celular y apoptosis ©.
Ademas, Merlin (neurofibromatosis tipo I1), el cual es un supresor de tumores, se ha
observado tanto en el niicleo como en las uniones estrechas ) y 2) Participan en el
funcionamiento del sistema inmune. Esta relacion se ha investigado en la inmunidad
innata (de mucosas). Se considera que las uniones estrechas son componentes estaticos
de la inmunidad innata y una barrera fisica contra alérgenos, contaminantes y bacterias.
Otra relacién con el sistema inmune es la expresion de algunas proteinas de uniones
estrechas en las células dendriticas que se encuentran entre las células epiteliales para
enviar sus dendritas hacia afuera a traves de espacios paracelulares en el epitelio del

colon, probablemente para censar moléculas nocivas extrinsecas ©.
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La disfuncién de las uniones estd intimamente relacionada con diversas condiciones
patolégicas. Cuando la funcion de compuerta no se lleva a cabo, las células pierden su
polaridad celular, y éste proceso estd profundamente involucrado en la biologia celular

del cancer ©,

COMPONENTES MOLECULARES DE LAS UNIONES ESTRECHAS

Las uniones estrechas son complejos proteicos compuestos por proteinas citosélicas
(algunas con funcién de andamiaje y otras de sefializacion) y proteinas integrales de
membrana (entre las que se encuentra la familia de las claudinas, ocludina, tricelulina y

las moléculas de adhesion a las uniones [JAM]) @112 (Figura 4).
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Figura 4. Componentes moleculares de las uniones estrechas. Las UE estan conformadas por proteinas que pueden

ACTINA

permanecer en la membrana celular (como claudinas, ocludinas y JAM), participan en la fijacion de las UE al
citoesqueleto (tales como ZO-1, -2, y -3, ZONAB, cingulina), participar en trafico vesicular (por ejemplo, VAP-33,
SEC 6/8, union Rab3b, Rab13), hay proteinas implicadas en la sefializacion (ASIP, ZAK, sAfadin), algunas que
residen temporalmente en las UE (por ejemplo, PILT, JACOB), y son importantes para la formacién de las UE (por
ejemplo, 7H6) (Modificada de Cerejido, et al., 2007 #).
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PROTEINAS CITOSOLICAS

Proteinas de andamiaje

InteractGan con proteinas integrales de membrana y del citoesqueleto para acoplar
diversas funciones celulares. Pertenecen a la familia de las MAGUK (proteinas
guanilato cinasas asociadas a membrana) y son esenciales para la formacion de las

uniones estrechas 2.

En este grupo se encuentran las proteinas que contienen dominios PDZ como la familia
de las ZO (zonula ocludens) -1, -2 y -3, MAGI (Membrane-associated guanylate kinase)
-1, -2, -3, ASIP (Agouti signalling peptide), MUPP1 (Multi-PDZ domain protein 1),
PAT]J (tight junction-associated multi-PDZ protein), cingulinay AF6/afadina.

Un ejemplo de la funcién de andamiaje es la interaccion de las proteinas de la familia de
las ZO (proteina de andamiaje) con F-actina (proteina de citoesqueleto) y a su vez con
las proteinas de la familia de las claudinas (proteinas integrales de membrana) .

Proteinas de sefializacion

Estas proteinas forman parte de diversas vias de sefializacion y estan relacionadas con

las uniones estrechas.

El grupo principal estd comprendido por cinasas y fosfatasas. Las principales fosfatasas
involucradas son PP2A (proteina fosfatasa 2A), PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa). Dentro de las cinasas se encuentran: aPKC (proteinas cinasas C
atipicas), c-Yes (tirosina cinasa no receptora), WNK (with no K=lysine;

serine/threonine).
Las aPKC, especificamente la PKC( y la PP2A regulan los niveles de fosforilacion en

las proteinas de uniones estrechas para establecer la polaridad celular.

Otro grupo son los factores de transcripcion: ZONAB (ZO-1-associated nucleic acid
binding protein) est4 implicado en el crecimiento celular . huASH1 se localiza tanto
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en nucleo, como en membrana, por lo que podria tener un papel en la sefializacion

mediada por adhesion .

Las UE tienen proteinas involucradas en la polarizacion de las células epiteliales, como
Rab-3b y rab-13 (isoformas de la superfamilia de GTPasas monomeéricas de la familia
Ras) y el complejo aPKC-Par3-PARG6 que se localiza en la region citoplasmica de las
UE “® (Figura 5). También tienen componentes involucrados en la migracién celular

como angiomotina.

Algunas proteinas residen temporalmente en las UE como PILT (protein incorporated
later into TJs) y JACOB, asi como el antigeno 7H6, que es importante en la formacion
de las UE *7.
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Proteina G o reguladora MAGI ,
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inas d Rac
Otras proteinas de PTEN

Figura 5. Complejidad de las interacciones proteina-proteina en las UE (Modificada de Shin, et al., 2006 %),
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Debido a que las uniones estrechas son complejos multiproteicos, cualquier cambio en
alguno de sus componentes, o en las proteinas relacionadas, puede afectar sus

funciones 8.

PROTEINAS INTEGRALES DE MEMBRANA

Dentro de las proteinas de membrana que forman parte de las UE se encuentran JAM y
CAR, las cuales poseen solo un dominio transmembranal, y por otro lado ocludina,
tricelulina y las claudinas, con cuatro dominios transmembranales. Todas ellas poseen
dominios intracelulares y dominios paracelulares con los cuales pueden interaccionar

con proteinas de las células adyacentes.

Dentro de la familia de moléculas de adhesién se encuentran JAM (del inglés Junction
Adhesion Molecule) sus isoformas JAM-A, -B, -C, -D y JAM4, CAR (del inglés
Coxsackievirus/ adenovirus receptor), ESAM (moléculas selectivas de adhesion celular

endotelial) ** (20)

, ¥ Bves (blood vessel/epicardial substance)
La ocludina se localiza en la regién apical de la membrana basolateral. Tiene una region
c-terminal larga en la region citoplasmica que contiene diversos sitios de fosforilaciéon y
un dominio en espiral (coiled-coil) que probablemente interactia con ZO-1 y ZO-3,

PKC-(, c-Yes, conexina 26 y PI3K, entre otras Y.

La tricelulina es un miembro de la sub familia MARVELDS3, se encuentra en los
contactos tricelulares de las células epiteliales. Su secuencia C-terminal (de ~130
aminoéacidos) es 32% idéntica a la de ocludina, y su dominio citoplasméatico N-terminal
es mas largo que el de ocludina. Participa en la barrera epitelial y la organizaciéon no

s6lo de uniones estrechas tricelulares sino también uniones estrechas bicelulares 2.

La familia de las claudinas, son componentes clave para la estructura y funcion de las

5 (10,23, 24)

uniones estrecha , por lo tanto, el presente trabajo se enfocé en el analisis de su

expresion, y a continuacion se describiran a detalle.
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CLAUDINAS

ESTRUCTURA

La familia de las claudinas es una familia multigénica conformada por un grupo de 24
isoformas en mamiferos con un peso de 20 a 27 kDa. En humanos se han identificado

23 de las 24 isoformas (la excepcion es claudina 13) “9,

Tienen una secuencia-NH, terminal corta (7 residuos de aminoacidos) expuesta hacia el
citosol, una asa extracelular larga (AE1 de 52 residuos), una asa extracelular mas corta
(AE2 de 16-33 residuos), y una region —COOH terminal en la region citosdlica (Figura
6) que varia considerablemente en su longitud entre las diferentes isoformas (21 a 63

residuos) 9.

Selectividad de iones Oligomerizacion

Puente
Unién de CPE

disulfuro

Extracelular

Membrana celular

Intracelular

Dominio de
unién PDZ

Figura 6. Estructura de las claudinas mostrando cuatro dominios transmembranales (TM1-4), dos asas extracelulares
(AEly AE2) y los extremos C-terminal y N-terminal citoplasmicos. Se muestran los residuos de aminoécidos basicos
(azul) y acidos (rosa) que regulan la selectividad de iones, las cisteinas (verde) que forman un puente disulfuro, los
sitios de palmitoilacién, un dominio PDZ y los sitios de fosforilacidn (circulo rojo) en el C-terminal (Modificado de
Gupta y Ryan, 2010 *%%).
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La primer asa extracelular (AEL1) es responsable de la permeabilidad selectiva de las
UE. Contiene un motivo altamente  conservado [Gly-Leu-Trp-x-x-Cys-(8-10
aminoacidos)-Cys]; las cisteinas en este motivo forman un puente disulfuro el cual
estabiliza su estructura secundaria. Debido a la presencia de éstos aminodcidos
cargados, las claudinas forman canales selectivos ®®, que determinan la selectividad de
cargas del transporte paracelular. Esta asa es utilizada como receptor para la entrada del
virus de la hepatitis C (VHC) @,

La segunda asa extracelular (AE2) es mas pequefia y se ha modelado como una

estructura de hélice-giro-hélice ?”

que forma dimeros entre claudinas de membranas
celulares adyacentes, ademas de que en claudina 1, 3, 4, 6 y 9 es un receptor para la
enterotoxina de Clostridium perfringens (CPE). Ambas asas son criticas para la

regulacion de las interacciones claudina—claudina ©® (Figura 6).

Ademas de la importancia que tienen las claudinas en selectividad de iones y moléculas
que cruzan la via paracelular, se ha descrito que participan en otros procesos
importantes como: en la entrada del VHC (virus de hepatitis C) a las células epiteliales a
través de la interaccion de éste con un dominio del asa extracelular 1 de claudina 1,6y
9; en la activacion de pro-MMP-2; y en la regulacion de la proliferacion, migracién e

invasividad celular 3 2

El extremo carboxilo terminal muestra la mayor heterogeneidad molecular (21 a 63
aminoéacidos) entre diferentes isoformas de claudinas. Contiene un dominio de unién
PDZ que permite que interactuen con las proteinas asociadas a uniones estrechas como
MAGUK, ZO-1, -2 y -3, MUPPI ®9 y PATJ ®Y_ La localizacién y funcién de las
claudinas también esta regulada por la fosforilacion de este extremo citoplasmico, que

tiene blancos para serina/treonina y tirosina cinasas.

10
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REGULACION

Las funciones de las claudinas pueden ser reguladas principalmente a nivel génico y de

modificaciones postraduccionales.

REGULACION GENICA

Factores de transcripcion como Snail ©? y GATA-4 ©® se unen a las regiones
promotoras de algunos genes de claudinas y afectan su expresion. También hay
evidencia que apoya el concepto de que las claudinas son reguladas a la baja tanto
transcripcionalmente y post-transcripcionalmente por diversos factores de crecimiento y

citocinas 4%,

Varias claudinas estan expresadas de forma anormal en céncer ©® por ejemplo,
claudina 1 esta regulada a la baja en céncer de colon y de mama ©"*®). En contraste, se
ha encontrado la sobreexpresion de claudina 3y 4 en maltiples tipos de cancer ¢®. En el
cancer, la sobreexpresion de claudinas puede tener un papel en la motilidad, invasién y

la supervivencia ©° 49,

MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS CLAUDINAS

Palmitoilacion

Los motivos de palmitoilacion en residuos de cisteina se encuentran conservados en
toda la familia de claudinas (cerca del cruce transmembranal 2 y 4 como se aprecia en la
figura 6). Su funcion es mejorar la incorporacion de claudinas en las uniones estrechas
“D_ Las claudinas palmitoiladas se incorporan mas eficientemente en membranas
resistentes a los detergentes, en comparacion con los mutantes no palmitoiladas, lo que
sugiere que las balsas lipidicas desempefian un papel en el montaje de la unién estrecha

y el ensamblaje de las claudinas “).

Fosforilacion

Los miembros de la familia de las claudinas son fosforilados en el carboxilo terminal, lo
cual tiene efectos dramaticos y divergentes en la actividad de las claudinas y en su

localizacién dentro de las UE.

11
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La fosforilacion se ha relacionado tanto con un aumento como con la disminucion en la
permeabilidad de las UE. Por ejemplo, la fosforilacion mediada por la proteina cinasa A
disminuye la incorporacién de claudina 3 en las uniones estrechas “*®), sin embargo, es
necesaria para la correcta incorporacion y funcién de claudina 16 “%. La fosforilacién
de claudina 1 y 4 por la proteina cinasa C-0 es necesaria para la formacion de UE en

células epiteliales intestinales “°.

En contraste, la actividad de la fosfatasa PP2A disminuye la funcion de barrera de
claudina 1. De igual forma, la fosforilacion a traves de MLCK (cinasa de la cadena
ligera de la miosina) y Rho cinasa se asocia con la desorganizacion de las UE y aumento

de la permeabilidad paracelular asociada con inflamacién “6 4749,

TRAFICO Y OLIGOMERIZACION

Se sabe poco acerca de como interacttan las claudinas antes de ensamblarse en las
cadenas de las uniones estrechas. Sin embargo, su correcto plegamiento y

oligomerizacién son un prerrequisito para su posterior transporte hacia la membrana “°
50)

Cada miembro de la familia de las claudinas forma oligémeros de diferentes tamarios, el
cual varia de acuerdo al tejido y tipo celular. Por ejemplo, claudina 4 expresada en
células Sf9 forma hexameros estables 67, mientras que en células NIH 3T3 se
observaron ya sea como monomeros (en la casos de claudina 1 y 4) o
trimeros/tetrdmeros (para claudina 5). Sin embargo, claudina 3 expresada por células
3T3 forman tetrameros estables 2. Por otra parte, en células MDCK, las claudinas 1, 2

y 7 formaron dimeros y claudina 4 permanecié como un monémero (53,

La figura 7 esquematiza tres modelos potenciales de oligomerizacion de claudinas:

temprana, tardia y oligomerizacién inducida al ensamblarse en las uniones estrechas.

12
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Uniones estrechas
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Figura 7. Vias de oligomerizacion de las claudinas. La via temprana representa la oligomerizacion (mediante
interacciones cis) que ocurre en el reticulo endoplasmico (RE), la via tardia muestra la oligomerizacion en la red
trans Golgi (TGN). La oligomerizacion también podria ocurrir en el compartimento intermedio RE-Golgi (ERGIC) o
el aparato de Golgi en si. Alternativamente, la oligomerizacion podria ocurrir en la membrana plasmatica
(Modificada de Koval, 2013 %).

La via de oligomerizacion temprana corresponde a la via de control cléasica del reticulo
endoplasmico (RE) para la oligomerizacion de proteinas transmembranales
multiméricas, donde la interaccion ocurre desde el RE y se mantiene a través de la ruta

secretora, hasta llegar a la membrana plasmética (0.

La hipotesis de la via tardia se propuso debido a que se encontrd evidencia de que
algunas claudinas interacttan al pasar la red trans Golgi (TGN), en subcompartimentos

extremadamente tardios en la ruta secretora 56,57,

Alternativamente, la oligomerizacion inducida al ensamblarse en las uniones estrechas
podria ocurrir al momento en que las claudinas se asocian con proteinas de andamiaje y
proteinas del citoesqueleto, incluso la oligomerizacién podria ocurrir en la membrana, al

momento en que ocurren las interacciones entre claudinas de células adyacentes.

Dada la diversidad estructural de los diferentes miembros de la familia de las claudinas,

es poco probable que todas las claudinas se oligomericen a través de la misma via.
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INTERACCIONES ENTRE CLAUDINAS

La mayoria de los tejidos expresan multiples claudinas, las cuales pueden interactuar de
forma homotipica y heterotipica para formar las cadenas de uniones estrechas ¢ *®. Las
interacciones homotipicas (con la misma isoforma) y heterotipicas (entre distintas
isoformas) ocurren entre claudinas de membranas celulares opuestas (interaccion

cabeza-cabeza) a través de las asas extracelulares (Figura 8).

Se ha encontrado que diversas combinaciones de pares de claudinas son
heterotipicamente incompatibles cuando se encuentran en la misma célula (por ejemplo
claudina 3 con claudina 4 o claudina 16 con claudina 19). Las claudinas también
interacttan lateralmente en el plano de la membrana, esta interaccion puede ser

homomeérica o heteromérica %

. En contraste con las interacciones heterotipicas, las
heteroméricas son mas frecuentes. De hecho es probable que se requieran estas

interacciones para que los pares de claudinas puedan formar UE funcionales.

Estudios de co-expresion sugieren que diferentes isoformas de claudinas se pueden

incorporar dentro de la misma cadena de UE ©?,

Célula A Célula B

] Homomérica/

homotipica

Heterotipica/
5 heteromérica

basal

(b)

Célula A

Célula B
Homomérica Heterotipica Heteromérica

Figura 8. Interacciones entre las claudinas. (a) Vista lateral ampliada de UE formadas entre la célula A y la célula B.
El transporte paracelular estd indicado por la flecha. Se ilustran las interacciones homo/heteroméricas y
homo/heterotipicas entre claudinas (b) Interacciones homomeéricas, heterotipicas y heteroméricas de las hebras de UE
(Modificado de Guptay Ryan, 2010 %),
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UNIONES ESTRECHAS Y CANCER

El alto grado de organizacion celular observado en tejidos normales bien diferenciados a
menudo se pierde en padecimientos como el cancer. Las células tumorales presentan
una funcion anormal de las uniones estrechas asi como una disminucion en la
diferenciacion y polarizacion celular % 2. La pérdida de la integridad de las uniones
estrechas es de particular importancia para permitir la difusién de nutrientes y otros
factores necesarios para el crecimiento y supervivencia de las células tumorales ©®.
Ademas, la disminucion en la diferenciacion y la polaridad es importante para inducir el
fenotipo metastésico, donde las células individuales pueden dejar el sitio primario y
entrar a los vasos sanguineos para llegar a sitios distantes ©4.

La relacién entre las uniones estrechas y el cancer se puede dividir en dos aspectos
principales; uno es la alteracion de las uniones estrechas y el otro son los cambios en la

expresion de la familia de las claudinas.

Alteracion de las uniones estrechas

En adenocarcinomas humanos, las UE se pierden cuando las células cancerigenas

comienzan a desdiferenciarse ©.

Una vez que la transformacion maligna ocurre, las células epiteliales se desdiferencian
en términos de atipia estructural, estos cambios son llamados transicion epitelio-
mesénquima (TEM), el cual es un proceso reversible, y su contraparte se llama

transicién mesénquima-epitelio (TME) ©® 67,

La TEM es acompaiiada por la pérdida
de ocludina, claudinas y E-cadherina cuyos genes contienen un dominio E-box en su
region promotora ©?. Algunos factores de transcripcién como Slug, SIP1 y Snail,
inducidos por TGF-p e hipoxia en células de adenocarcinoma, se unen a este dominio E-
box en el promotor de E-cadherina y otros genes de las proteinas de uniones estrechas

induciendo cambios reversibles ©®.
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Cambios en la expresion de la familia de las claudinas

Tanto el aumento como la disminucion de la expresion de las claudinas en cancer se han

interpretado como un mecanismo que induce la pérdida de adhesion celular, la cual es

un paso importante para la progresion del cancer a metastasis. Las funciones de las

claudinas son tejido-especificas y dependientes del microambiente celular. En el cancer

hay una alteracion significativa de la expresion de multiples miembros de la familia de

las claudinas 7, algunos ejemplos de estos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Expresion de claudinas en tumores primarios

Claudina Tipo de Neoplasia Expresion* Método de Localizacion
deteccion
CLDN1 Glioblastoma N IHC Citoplasma
multiforme
Cancer de colon ™ RT-PCR, IHC Citoplasma
Perineuroma = IHC Citoplasma
Metaplasia de Barrett J Western blot S/D
Sarcoma sinovial ™ IHC Membrana plasmatica
CLDN3 Cancer de ovario ™ SAGE, IHC Membrana plasmatica y
citoplasma
Cancer de prdstata = mMRNA in situ Citoplasma
Glioblastoma N IHC Citoplasma
multiforme
Cancer de mama ™ IHC, Western blot
CLDN 4 Cancer de ovario ™ SAGE IHC Membrana plasmatica y
citoplasma
Céancer pancreatico ™ IHC Membrana plasmatica
Cancer de mama ™ IHC, Western blot S/D
CLDN6 Cancer de mama NE sqRT-PCR S/D
CLDN7 Cancer de cabezay N Western blot S/D
cuello
Cancer de mama J RT-PCR, IHC Membrana plasmatica

IHC, inmunohistoquimica
RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa

SAGE, anélisis en serie de expresion génica.

sqRT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa semicuantitativa.
*Nivel de expresion relativo al tejido de origen no neoplasico.

S/D Sin datos

(Modificada de Swisshelma, K., et. al. 2005 %),
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Claudinas como marcador diagnostico y blanco terapéutico

Debido a la alta especificidad de los patrones de expresion en cancer, se ha sugerido que
las claudinas pueden representar un marcador molecular Gtil para diferentes canceres.
Por ejemplo, un paquete de cuatro marcadores, incluyendo claudina 3 es suficiente para
identificar con precision los 158 cénceres de ovario, incluyendo ocho canceres serosos

en etapa temprana V.

Las claudinas podrian ofrecer blancos prometedores para terapia basada en anticuerpos
debido a que son proteinas transmembranales y tienen dos asas extracelulares
relativamente largas ®. Por ello, se han producido anticuerpos que reconozcan
especificamente estas asas extracelulares y que muestren unién especifica a las

claudinas en la superficie celular .

Los patrones de expresion inusual de claudinas son de gran utilidad para la deteccién,
diagnostico y tratamiento de canceres resistentes a los medicamentos. Sin embargo adn
se requieren mas estudios para completar el perfil de expresion de claudinas en distintos

tipos de cancer.

En el presente trabajo se analizaron los patrones de expresion de cuatro isoformas de la
familia de las claudinas en distintas etapas de progresion del adenocarcinoma gastrico,

el cual representa un grave problema de salud publica.

CANCER GASTRICO

El céncer géastrico ocupa el sexto lugar de incidencia a nivel mundial con 631,293
nuevos casos globales en 2012 (8.5% de todo los céanceres) y el tercer lugar en
mortalidad con 468,931 muertes reportadas en 2012 (10.1% de todas las muertes por
cancer) . H. pylori es el agente causal de aproximadamente el 63% de este tipo de
cancer "®. Es poco comin encontrar lesiones displasicas debido a que tiende a ser
asintomatico, y los pacientes son diagnosticados cuando los tumores ya estan en grado
avanzado ®. Por eso, la identificacion de cambios tempranos en la tumorigenésis del

cancer gastrico es un reto.
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FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE CANCER GASTRICO

Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de céancer gastrico, las
principales son las infecciones crénicas, variantes genéticas del hospedero, el consumo

de tabaco, la dieta y la obesidad .

INFECCIONES CRONICAS

La colonizacion gastrica por H. pylori, una espiroqueta Gram negativa, representa una
de las méas comunes en todo el mundo, ocurre con mayor frecuencia en la infancia,
cuando la bacteria coloniza el estbmago de su hospedero, y se adhiere a la mucosa del
epitelio ®). Se estima que al menos la mitad de la poblacién mundial esté infectada, sin
embargo, la prevalencia de la infeccion es muy variable y depende en gran medida de la
situacion socioeconomica de la poblacion; alrededor del 74% de la poblacién adulta de
mediana edad en los paises en desarrollo, y el 58% en los paises desarrollados (. H.
pylori esta clasificada como un carcindgeno del Grupo | por la Agencia Internacional

para la Investigacion en Cancer desde 1994.

FACTORES DEL HUESPED

En la Gltima década, se ha generado evidencia que muestra la importancia de las
variantes genéticas humanas en el cancer gastrico ® ®. Los factores del huésped que
han recibido mas atencién son los relacionados con la secrecion de la citocina
proinflamatoria IL-1p (interleucina 1 beta), un fuerte inhibidor de la secrecion de &cido
gastrico. Algunos polimorfismos en el gen de IL1B se han asociado con un aumento de

la produccion de IL-1B y riesgo elevado de desarrollar cancer gastrico.

También las mucinas (proteinas que protegen el epitelio gastrico de lesiones externas)
son polimorficas y se ha observado que moléculas mas grandes brindan mayor
proteccién contra el desarrollo de cancer que las moléculas mas pequefias, las cuales

son significativamente mas comunes en los pacientes con adenocarcinoma gastrico 2.
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Otros factores ambientales externos que influyen en el desarrollo del cancer gastrico
estan relacionados con la dieta. EIl exceso de ingesta de sal, nitritos y nitrosaminas que

aumenta el riesgo de desarrollar cancer géstrico 3 8489,

ETIOPATOGENESIS

El modelo apropiado para examinar la causa del cancer gastrico es el paradigma
epidemioldgico clésico en el cual el desenlace es determinado por la virulencia del
organismo involucrado, modulado por fuerzas relacionadas con el hospedero y otros
factores externos. La interaccion de tales fuerzas comienza décadas antes de que se
diagnostica el cancer en la clinica, por lo general, es en la infancia cuando se adquiere la
infeccion bacteriana. La evolucion del proceso es una enfermedad infecciosa activa
cronica. La figura 9 muestra una representacion esquematica de un posible modelo

epidemioldgico de la infeccion de H. pylori.

Cuando H. pylori coloniza el estomago, la respuesta inmune inicial de la mucosa
gastrica varia considerablemente de acuerdo con la virulencia de la cepa. Cepas de baja
virulencia inducen un proceso inflamatorio leve, que es asintoméatico y no avanza a la
atrofia gastrica o adenocarcinoma. Por el contrario, las cepas de alta virulencia, sobre
todo los que contienen la isla de patogenicidad Cag, se han asociado a enfermedades
gastricas severas como gastritis severa cronica no atréfica, Glceras gastricas y
duodenales, gastritis atrofica multifocal y cancer gastrico. Aproximadamente el 90% del
cancer gastrico es adenocarcinoma ®®, el resto lo ocupan el linfoma, tumores del
estroma gastrointestinal (GIST), tumores carcinoides gastrointestinales (originados en

las células productoras de hormonas), etc.
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Infeccion con H. pylori
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Gastritis no atrofica leve I
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Ulcera duodenal
-Cepas de H. pylori con alta virulencia

-Polimorfismos genéticos del hospedero (citocinas, MTHFR, COX-2)
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multifocal

Figura 9. Etiopatogénesis del adenocarcinoma gastrico y representacion esquemética de las vias de infeccion por
Helicobacter pylori. Desde la primera infancia, la infeccién bacteriana se manifiesta primero como gastritis no
atréfica. La interaccion de maltiples factores (genotipica, bacteriana, y del medio ambiente) induce el desenlace. Con
frecuencia, la infeccion conduce a lesiones no neoplasicas, incluyendo Ulcera duodenal. En un pequefio grupo de
sujetos, se desarrolla atrofia y puede representar el primer paso en la secuencia de la carcinogénesis gastrica: gastritis
atrofica — metaplasia, — displasia — adenocarcinoma (Modificada de Correa, P., et al., 2006 **).

Cada uno de los pasos de la etiopatogénesis presenta caracteristicas histoldgicas bien

definidas e incluso, presenta subclasificaciones con implicaciones patoldgicas.

El primer paso en la secuencia es la gastritis cronica no-atréfica, estd caracterizada por
infiltrado inflamatorio en la mucosa gastrica con la preservacién de glandulas gastricas.
Esos cambios gastricos pueden variar de leves, que pueden ser asintomaticos, a

marcados, acompafiados de sintomatologia severa.

El segundo tipo de respuesta a la infeccion es la gastritis atréfica multifocal, que se
caracteriza por multiples focos de pérdida de glandulas gastricas.

La pérdida de glandulas es a menudo reemplazada por la aparicion de células epiteliales
con fenotipo intestinal, conocida como metaplasia intestinal. Este tipo de respuesta a la
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infeccion con el tiempo puede conducir a cambios displasicos y transformaciones

neoplasicas ©7.

La metaplasia se puede clasificar en dos subtipos de acuerdo al tipo celular y la
produccion de distintas enzimas en: metaplasia colénica e intestinal. La metaplasia
intestinal estd caracterizada por la presencia de células absortivas y células Panneth
secretoras de sialomucina. La metaplasia colonica se caracteriza por la presencia de

células columnares secretoras de sialomucina y/o sulfomucina ©®.

El altimo paso en la secuencia es el desarrollo de adenocarcinoma, la clasificacion
histopatologica de Hervey y Lauren subdivide el adenocarcinoma en tipo difuso e
intestinal (1965). En el adenocarcinoma de tipo intestinal las células del tumor se
observan como estructuras tubulares irregulares, los epitelios se transforman en
pluriestratificados y el tejido conectivo es reducido, a menudo, se observa metaplasia
intestinal en la mucosa vecina, estd asociado a un proceso de gastritis cronica, es
frecuente en gente mayor. El adenocarcinoma de tipo difuso tiene su origen en células
mucosas gastricas, no esta asociado a gastritis crénica y es poco diferenciado ®* %, La
evidencia epidemiolégica indica que H. pylori tiene un papel critico en el desarrollo de

ambos tipos, intestinal y difuso ©V.
Helicobacter pylori y cancer géastrico

La infeccion con esta bacteria tan comun, a menudo es crénica, prosperando por
décadas en el estomago de su hospedero. Debido al largo tiempo de incubacion, ocurren
muchos cambios que se acumulan como resultado de esta interaccion, e incluso cambios
pequefios como inflamacion subclinica, puede causar grandes problemas durante toda la

vida.

Evidencia epidemiolégica indica que la infeccion por H. pylori es un factor de riesgo
para desarrollar gastritis atrofica ©?, la cual es una lesién precursora para desarrollar

cancer gastrico 2.

La infeccion con H. pylori puede influenciar la progresion de gastritis cronica a
adenocarcinoma del estomago distal por distintos mecanismos. La mucosa gastrica
responde al dafio inducido por H. pylori aumentando la actividad mitogénica de las

células epiteliales y disminuyendo la apoptosis ®¥, también se promueve la elongacion
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de las células epiteliales y pérdida de polaridad, provocando el desensamble de uniones

célula — célulay la disminucion de la secrecion de &cidos ©°.

La patogenicidad de H. pylori se atribuye en gran medida a sus diversos factores de
virulencia, que incluyen los flagelos, lipopolisacaridos (LPS), toxina vacuolizante VacA

y la isla de patogenicidad del gen asociado a citotoxicidad (cagPAl) €.

CagA inhibe la cinasa reguladora de polaridad PAR1b/MARK2, la cual provoca la
pérdida de polaridad celular y tiene un rol en la alteracion de la arquitectura normal del

epitelio ©©.

Existen diversos mecanismos por los que la infeccion por H. pylori puede inducir
cambios en el epitelio del estbmago del hospedero que conlleven a la génesis de cancer.
A pesar de que se requieren varios factores para inducir la carcinogénesis, uno de los

mecanismos mas importantes es la induccion de la inflamacion crénica.

Algunas moléculas se encuentran sobreexpresadas en los estdmagos de pacientes
infectados con H. pylori, incluyendo IL-1, IL-6, IL-8 y RANTES ©7. Las bacterias que
translocan CagA dentro de las células del hospedero, inducen altos niveles de
produccion de 1L-8 y activan a NF-kp, AP-1 y NFAT ©®_ El factor de transcripcion NF-
kB es un regulador maestro de la respuesta inmune e inflamatoria y regula diversos
procesos celulares importantes en la carcinogénesis, incluyendo la transformacion,
proliferacion, angiogénesis y metastasis ©®%. Actualmente, tres productos bacterianos se
consideran importantes para la activacién de NF-«xf por H. pylori: LPS, peptidoglicanos
y CagA 100,

Se ha propuesto que el mecanismo de liberacion de peptidoglicanos dentro de la célula
hospedera es a través del pili con el sistema de secrecion tipo IV (T4SS) o a través de
vesiculas de membrana externa que se unen a balsas lipidicas en las células del

hospedero 104102,

Recientemente se ha demostrado que CagA es una proteina asociada a membrana que se
une a fosfatidilserina en la membrana interna y actia como una proteina de andamiaje lo
cual podria explicar su capacidad para interactuar y activar a TRAF6, una proteina de
UE (104).
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La infeccion por cepas CagA" esta asociada con el aumento de quimiocinas y al

aumento de riesgo de ulceracion péptica, atrofia gastrica y cancer gastrico %%,

Otros mecanismos de dafo al tejido dependiente de H. pylori incluyen la alta
produccion de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), la cual esta sobreexpresada

p (106, 107)

durante la inflamacié y puede contribuir al dafio oxidativo del DNA “%). Esto

puede aumentar la tasa de mutacion en la mucosa gastrica infectada hiperproliferativa y

disminuir la tasa de apoptosis en las células del epitelio gastrico % 1%®).

La recuperacion de la mucosa gastrica después del dafio involucra division celular en la
zona proliferativa en el cuello de las glandulas gastricas para remplazar las células
perdidas y la migracion de celulas de la superficie mucosa para restablecer la
continuidad epitelial.

ANTECEDENTES

Las claudinas son el principal componente transmembranal de las uniones estrechas,
tienen un papel fundamental en el sellado hermético de las membranas de las células
epiteliales y funcionan como barreras de permeabilidad selectiva a la difusion de iones,

nutrientes y patdgenos.

Tanto la disminucion como el aumento en la expresion de las claudinas es uno de los
mecanismos responsables de causar la interrupcién estructural y funcional de las

uniones estrechas.

Debido a la alta especificidad de los patrones de expresion de las claudinas en cancer,
han sido consideradas como posibles marcadores moleculares Utiles para diferenciar

tumores con diferente histogénesis e incluso distintos grados de agresividad (L),

Se ha propuesto a la claudina 4 como un marcador de lesiones precursoras del

adenocarcinoma gastrico, metaplasia intestinal y displasia epitelial 3.

Las claudinas 6, 7 y 9 se sobreexpresaron en ambos tipos de adenocarcinoma gastrico, y

en relacion a la supervivencia de los pacientes puede ser consideradas como

indicadoras de mal pronéstico 7).

Con respecto a claudina 10 se ha descrito que el aumento en su expresion esta

significativamente relacionado con la progresion del carcinoma hepatocelular ¢,
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Hasta ahora no se ha podido llegar a una conclusién acerca de la relacion entre la
expresion de claudinas y el cancer debido a que la expresion ocurre de forma tejido,
célula y momento especifico, por lo que se requiere la caracterizacion de la expresion de

cada miembro de la familia de las claudinas en varios tipos de cancer.

HIPOTESIS
La expresion de las claudinas 6, 7, 9 y 10 es diferencial en distintas etapas del desarrollo

del céncer géstrico, por lo que pueden ser Utiles como marcadores del desarrollo de esta

patologia.

JUSTIFICACION

Nuestro grupo reportd la expresion de claudinas 6, 7'y 9 en biopsias de adenocarcinoma
gastrico tipo difuso e intestinal de pacientes positivos a Helicobacter pylori **”. Con
base en estos hallazgos, y tomando en cuenta que claudina 10 no ha sido analizada en
adenocarcinoma gastrico, analizaremos a partir de qué etapa de dicha patologia se

detecta la expresion de claudinas 6, 7, 9 y 10.

OBJETIVO GENERAL
Analizar los patrones de expresion de las claudinas 6, 7, 9 y 10 en distintas etapas de la

progresion del adenocarcinoma gastrico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Estudiar, mediante el método de inmunohistoquimica, la expresion de las claudinas 6,
7, 9 y 10 en biopsias de pacientes con gastritis no atréfica, metaplasia vy

adenocarcinoma gastrico.

2) Analizar la expresion de las claudinas en los subtipos de metaplasia (intestinal y

colonica) y adenocarcinoma gastrico (intestinal y difuso).

3) Caracterizar los patrones de distribucion de cada una de las claudinas de acuerdo a la

region histologica de las glandulas gastricas.
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4) Determinar la localizacién subcelular (citosol, membrana o nucleo) de cada una de

las claudinas en las tres etapas de progresion del adenocarcinoma gastrico.

MATERIAL Y METODOS

COLECTA DE TEJIDO

Las 78 muestras embebidas en parafina (36 de GNA, 31 de metapalasia y 11 de ACG)
se obtuvieron del Servicio de Patologia del Hospital General de México (SS) vy el
Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional (IMSS), las cuales se obtuvieron
inicialmente para analizar la utilidad de pruebas seroldgicas como biomarcadores de

lesiones precancerosas y cancer gastrico asociadas con H. pylori %,

Los sujetos de estudio son pacientes mayores de 30 afios con sintomas gastrointestinales
protocolizados para gastroscopia y biopsia gastrica en ambos hospitales. Se comprobd

que fueran positivos a H. pylori con la prueba del aliento.
Se excluyeron del estudio los sujetos:
a) Que habian recibido tratamiento previo para cancer.

b) Que habian recibido tratamiento previo en las Gltimas dos semanas con
antibidticos, anti-inflamatorios no esteroideos compuestos de bismuto e

inhibidores de la bomba de protones.
c) Con vérices esofagicas.
d) Con enfermedades cronicas severas.
e) Con padecimientos mentales.

El protocolo de investigacion fue aprobado por las comisiones de ética de ambos
hospitales y por el Instituto Nacional de Salud Publica. Cada paciente firmo una carta de
consentimiento informado y se le aplicd un cuestionario previamente validado para
obtener informacién sociodemografica, nivel de educacion y habitos de consumo de

tabaco y alcohol.

La definicion de caso que se utilizo fue la siguiente:
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Gastritis no atrofica: incluye pacientes con mucosa gastrica normal, o aquellos con
gastritis no atrofica o superficial, glandulas gastricas en menor cantidad con trastornos

en su distribucion y morfologia.

Metaplasia: se caracteriza por la presencia de epitelio cilindrico en la superficie del

eso6fago inferior, reemplazando el caracteristico epitelio escamoso.

Adenocarcinoma gastrico: se incluyen sujetos con carcinoma invasor del estomago,

todos los subtipos y localizaciones y que no han recibido tratamiento previo.

El diagndstico final se basé en los resultados del estudio histopatolégico, se tomaron
seis biopsias, cuatro del antro y dos del cuerpo. Las biopsias fueron colocadas en
formalina amortiguada, se incluyeron en bloques de parafina, se realizaron cortes en el
micrétomo y las preparaciones se tifieron con los métodos de tincion de
hematoxilina/eosina y Giemsa. El diagnostico final fue el resultado de la lesién mas
grave de los seis sitios analizados. Un patologo con experiencia analizé todos los

especimenes.
FIJACION

Las biopsias se colocaron en viales con formalina amortiguada para su fijacion (Sigma-
Aldrich Cat: P-6148 Lote: 37H0760). Este procedimiento reduce la solubilidad de las
proteinas.

INCLUSION
Las biopsias fijadas, se incluyeron en parafina para mantener la forma natural y la

arquitectura de la muestra durante el almacenamiento.
CORTE Y MONTAJE

Se obtuvieron cortes de 4 a 5 um de los tejidos embebidos en parafina con un
micrétomo (Leica RM2125RT). Los cortes se montaron en portaobjetos de vidrio
tratados con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich Cat: P4707).

DESPARAFINADO E HIDRATACION
Se utiliz6 el siguiente tren de solventes para eliminar la parafina de los cortes:

Xilol (2 lavados de 5 min)
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Xilol/Alcohol [1:1] (1lavado de 5 min)
Alcohol 100% (2 lavados de 5 min)
Alcohol 96% (2 lavados de 5 min)
Agua corriente por 5 min

Para hidratar los tejidos se sumergieron en PBS elaborado en el laboratorio (ver anexo)

durante 5 min.
RECUPERACION ANTIGENICA

La fijacion con formaldehido genera puentes de metileno en las proteinas, estos puentes
pueden enmascarar la presentacion antigénica e interferir con la union del anticuerpo.
Para contrarrestar ese efecto, se realizé la recuperacion antigénica colocando los cortes
en buffer de citratos 0.01M pH 6 (Ver anexo) dentro de un Koplin y calentando a bafio

maria en el microondas durante 4 min @37
PERMEABILIZACION

Los tejidos se colocaron en solucién de PBS-Tritdn X-100 0.2% durante 20 min. En
este paso se promueve la formacion de micro poros, lo que favorece la entrada de los

anticuerpos primarios a todas las células del corte.

ELIMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PEROXIDASA ENDOGENA

El perdxido de hidrégeno (H,O;) suprime la actividad de peroxidasa enddgena y por lo
tanto reduce la tincion de fondo. Para bloguear la peroxidasa enddgena, se colocaron
gotas de peroxido de hidrégeno al 3% sobre cada tejido durante 15 min, dentro de una

camara humeda, seguido de tres lavados con PBS.

BLOQUEO DE PROTEINAS NO ESPECIFICAS
Aunque los anticuerpos muestran avidez preferencial para los epitopos especificos, los
anticuerpos se pueden unir parcial o débilmente a proteinas no especificas que

contengan sitios de unién analogos a los del antigeno diana, la unién no especifica

provoca alta tincion de fondo que puede enmascarar la deteccion del antigeno diana.
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Para reducir la tincion de fondo, los tejidos se incubaron en solucion de PBS-albumina
2% durante 30 min a temperatura ambiente dentro de una cAmara himeda, seguido de

dos lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%, el siguiente paso es la inmunodeteccion.

INMUNODETECCION

Anticuerpos Primarios

Se incubaron los siguientes anticuerpos primarios (Tabla 2) diluidos en PBS-albumina
1% en camara himeda a 4°C durante 12 horas. La concentracién adecuada se determind

basandonos en la recomendacion de la hoja técnica y titulando cada anticuerpo.

Tabla 2.Anticuerpos primarios utilizados para la inmunodeteccion de claudina 6, 7, 9 y 10.

Cabra anti-Claudina 6 (200 pg/ml) Santa Cruz Biotechnology 1:250 (0.8 pg/ml)
Policlonal (Cat: sc-17669 Lote: H2112)

Raton anti-Claudina 7 (500 pg/ml) Invitrogen 1:200 (0.8 pg/ml)
Monoclonal (Cat: 37-4800 Lote: 1082955A)

Cabra anti-Claudina 9 (200 pg/ml) Santa Cruz Biotechnology 1:250 (2.5 pg/ml)
Policlonal (Cat: sc-17672 Lote:A1112)

Conejo anti-Claudina 10 (250 pg/ml) | Invitrogen 1:50 (5 pg/ml)
Policlonal (Cat: 38-8400 Lote: 1449526A)

De cada paciente se obtuvieron 5 cortes, en cada uno, se inmunodetectd la expresion de
una de las cuatro isoformas de las claudinas. Todos los ensayos de inmunolocalizacion
se corrieron con una preparacién como control negativo a la cual no se le adicion6

anticuerpo primario.

Control Cabra anti- Raton anti- Cabra anti- Conejo anti-
Negativo Claudina 6 Claudina 7 Claudina 9 Claudina 10

Paciente 1
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Amplificacion de la sefial con Kit DAKO

Se utilizé el kit Dako LSAB+System-HRP (Cat: K0679) para detectar los sitios donde
se acoplaron los anticuerpos primarios en esta investigacion. Los anticuerpos primarios
producidos en raton, conejo o cabra son reconocidos por el anticuerpo secundario

biotinilado al cual se une la estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (HRP).

Se incubaron los tejidos con el mix de anticuerpos secundarios biotinilados durante 20
min, y se realizaron lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%. En seguida se incubaron los
tejidos con estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano durante 20 min en cdmara

himeda y posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.05%.

Complejo:
A ~— estreptavidina-HRP
Anticuerpo secundario b;‘

biotinilado ratén/conejo/cabra ———

Anticuerpo primario [ JL

<«— Antigenos en el tejido

Figura 10. Interacciones moleculares necesarias para realizar una deteccion inmunohistoquimica (Modificada de
Kumar, G., Rudbeck, L., 2009 1),

Revelado de HRP con Diaminobenzidina

La reaccion de coloracion se desarrolla usando una solucion sustrato-cromadgeno,
resultando en un precipitado coloreado en el sitio del antigeno. El sustrato es perdxido

de hidrégeno y el cromdgeno es 3,3’-diaminobenzidina (DAB).

Se prepard una solucién con 20 ul de DAB en 1 ml de la solucién amortiguadora
sustrato (peréxido de hidrogeno), y se colocd sobre el corte de tejido hasta observar

coloracion café. Para detener la reaccion se realizaron 3 lavados con agua corriente.
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CONTRATINCION

Después de la inmunolocalizacion cromogénica del antigeno diana (la cual es una
marca de color café), es necesario proporcionar contraste para mostrar un entorno
celular, y que la marca principal destaque, para tal fin, se adicion6 Hematoxilina
(Biocare Cat: CATHE H) en los cortes durante 4 min y se elimind el excedente

realizando lavados con agua corriente.
DESHIDRATACION
Los tejidos se deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol y finalmente xilol:

Alcohol 96% (2 lavados de 5 min)
Alcohol 100% (2 lavados de 5 min)
Xilol/Alcohol [1:1] (1 lavado de 5 min)
Xilol (2 lavados de 5 min)

MONTAJE

Los tejidos se cubrieron con 40 pl de medio de montaje Richard-Allan (Thermo

Scientific, Cat: 4111) y se colocd un cubre objetos.
OBSERVACION DE LA MUESTRA

Las imagenes de los cortes se obtuvieron con la camara del microscopio Nikon Eclipse

80i y se estandarizaron los parametros de captura con el Software NIS Elements F.

Para la elaboracion de la base de datos se tomé en cuenta si la muestra expresaba 0 no
cada una de las claudinas, en qué region de la glandula se expresaba (epitelio
superficial, fosas, cuerpo y fondo) y la localizacion subcelular (membrana, citosol o

nucleo).
ANALISIS ESTADISTICO

Tanto la relacion potencial entre la expresion de la claudinas y el estado de progresion
del adenocarcinéma gastrico, como la relacion entre la expresion de las claudinas con
respecto al tipo de metaplasia y adenocarcinoma se probé usando la prueba Xi® en
donde los datos con P<0.05 se consideraron como significativos. La regién histoldgica y

localizacion subcelular fue analizada comparando los promedios de expresion.
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Las pruebas fueron realizadas en SPSS 10.0 Microsoft Excel 2010.
RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacién analizada.

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas de la poblacion analizada basados en datos
clinicos de cada paciente. La edad promedio de los pacientes esté entre los 50 y 60 afios,
entre el 63% y el 72% de los pacientes analizados son H. pylori Cag A" y el consumo de
tabaco y alcohol se present6 en aproximadamente el 50%. De acuerdo a lo ya reportado,
los pacientes positivos a H. pylori Cag A" tienen un riesgo mayor de desarrollar

transformacion celular ®.

Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacion analizada.

Gastritis no Metaplasia Adenocarcinoma
atrofica Gastrico

n=36 % n=31 % n=11 %
Media de Edad  49.3 60.5 62.3
(DE) (13.4) (12.9) (12.6)
Sexo
Femenino 24 66.7 19 61.3 7 63.6
Masculino 12 33.3 12 38.7 4 36.4
Tabaco
No 19 52.8 18 58.1 7 63.6
Si 17 47.2 13 41.9 4 36.4
Alcohol
No 18 50.0 17 54.8 8 72.7
Si 18 50.0 14 45.2 3 27.3
Hp(-)CagA () 5 13.9 3 9.7 1 9.1
Hp(+)CagA(-) 5 13.9 1 3.2 3 27.3
Hp (+) Cag A (+) 26 72.2 27 87.1 7 63.6

DE: desviacién estandar
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Analisis de la Expresion de claudina 6, 7, 9 y 10 por ensayos de

Inmunohistoquimica

La expresion de las claudinas fue analizada en cada una de las muestras utilizando
anticuerpos especificos contra cada proteina. La especificidad de la tincién de cada
prueba fue corroborada utilizando controles negativos (sin anticuerpo primario). En la
Figura 11 se observan microfotografias representativas de pacientes con gastritis no
atrofica, metaplasia y adenocarcinoma en las que se obtuvo sefial positiva para las
claudinas 6 7, 9 y 10.

A la fecha hay pocos estudios en los cuales se observe la expresion de estas claudinas en

lesiones géstricas tempranas.

Como se observa en la figura 11, se observo sefial positiva a nivel glandular para las
claudinas 6, 7, 9 y 10 en las tres tipos de tejidos analizados, gastritis no atrdfica,
metaplasia y adenocarcinoma. Claudina 6 dio una sefial muy suave en la mayoria de las

muestras observandose como pequefias vesiculas dentro y fuera de las células positivas.
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GASTRITIS NO METAPLASIA ADENOCARCINOMA
ATROFICA GASTRICO
(A) (B) ©

CLAUDINA 6

CLAUDINA7

CLAUDINA 9 Toan
CLAUDINA 10

Figura 11. Tincién inmunohistoquimica representativa de claudina 6, 7, 9 y 10 en tres etapas de progresion del adenocarcinoma gastrico.
Columna (A) gastritis no atréfica, (B) metaplasia, (C) adenocarcinoma gastrico. La tincion se localiza principalmente en citoplasma y en
la membrana apical de las células epiteliales (40X) Barra: 50 um. Las proteinas se visualizaron utilizando DAB, se contra tifieron con
hematoxilina y se observaron en un microscopio 6ptico de campo claro.
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Analisis de la expresion de claudina 6, 7, 9 y 10 en gastritis no atréfica (GNA),

metaplasia y adenocarcinoma gastrico (ACG)

El andlisis estadistico de la expresion de estas claudinas mostré que claudina 6 se
presento en el 88.9% del grupo de pacientes con GNA, 54.8% del grupo con metaplasia
y 54.5% del grupo con ACG (Tabla 4.). Basandonos en la prueba de Xi® podemos
observar que la expresion fue significativamente diferente al comparar los grupos de
pacientes con GNA vs. metaplasia (P<0.005) y pacientes con metaplasia vs. ACG
(P< 0.05).

La expresion de claudina 7 se present6 en el 69.4% del grupo con GNA, 27.2% del
grupo con metaplasia y 22.6% del grupo con ACG. Al comparar mediante la prueba de
Xi? observamos que la expresion fue significativamente diferente al comparar entre
GNA vs. metaplasia (P<0.001) y metaplasia vs. ACG (P<0.05).

Tabla 4. Expresion diferencial de claudina 6, 7,9y 10

GNA Metaplasia ACG
n=36 n=31 n=11
p* p*
% % %

Claudina 6 88.9 54.8 0.002 54.5 0.011
Claudina 7 69.4 27.2 0.001 22.6 0.013
Claudina 9 77.8 58.1 0.083 45.5 0.040
Claudina 10 50.0 6.5 0.001 45.5 0.792

Claudina 9 se detectd en el 77.8% del grupo de pacientes con GNA, 58.1% del grupo
con metaplasia y 45.5% del grupo de ACG. Sin embargo la prueba de Xi* mostré que la
expresion solo es significativamente diferente al comparar entre metaplasia vs. ACG
(P< 0.05).

Claudina 10 se detect6 en el 50.0% del grupo con GNA, 6.5% del grupo con metaplasia
y 45.5% del grupo de ACG. La prueba de Xi® (inicamente mostré una diferencia
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significativa en la expresion de claudina 10 al comparar entre GNA vs. metaplasia

(P<0.001) como se observa en la Tabla 3.

En nuestro analisis, se observd una expresion significativa de claudinas 6, 7 y 10 al
comparar los grupos de GNA y metaplasia. Sin embargo, al comparar la expresion entre
los grupos de metaplasia y ACG se observd una diferencia significativa para las
claudinas 6, 7 y 9. Estos datos concuerdan con lo ya reportado en donde se muestra la

expresion de estas claudinas en el adenocarcinoma géstrico 7.

Analisis de la expresion de claudina 6, 7, 9 y 10 con respecto al subtipo de

metaplasia y adenocarcinoma
. Metaplasia (subtipo intestinal y colénica)

Los resultados obtenidos en el analisis de las claudinas 6 y 9 no mostraron diferencias
importantes entre las variables histopatoldgicas. Sin embargo se observé una mayor
expresion de claudina 7 en muestras de pacientes con metaplasia colonica (29.4%) al
compararlo con la metaplasia intestinal (14.3%) (P<0.05). La expresion de claudina 10
se observd en las biopsias con metaplasia tipo intestinal (14.3%) y su expresion en

metaplasia colonica fue nula p<0.05 (Figura 12).

. Adenocarcinoma (subtipo intestinal y difuso)

La clasificacion histopatoldgica de Jarvi y Lauren (1965) subdivide al adenocarcinoma
gastrico en dos entidades histomorfoldgicas separadas: intestinal y difuso. Estas difieren
en su epidemiologia, patogénesis, desenlace clinico y perfil genético mostrando, al
mismo tiempo, diferentes grados de diferenciacién, por lo tanto, la busqueda de

marcadores especificos que puedan servir como indicadores del prondstico es un reto.
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Figura 12. Expresion de claudina 6, 7, 9 y 10 entre subtipos de metaplasia (n=31) y adenocarcinoma (n=11). A) Expresién diferencial entre
metaplasia intestinal (n=14) y coldnica (n=17) y B) los subtipos de adenocarcinoma intestinal (n=3) y difuso (n=8). (Xi 2p<0.05* p<0.01*%*)

En el presente estudio, encontramos que la tasa de expresion de claudina 7 fue de 37.5%
en adenocarcinoma gastrico tipo difuso y no se expreso en biopsias de adenocarcinoma
de tipo intestinal p<0.05 por lo que la podemos considerar a la claudina 7 como un
marcador distintivo de ACGD.

En un estudio de nuestro grupo en el que se evalud la expresion de diversas claudinas se
observo que la claudina 9 mostré una expresion significativa en ACGD vy esto
correlacionaba con el indice de mortalidad ™”. En este estudio no se observaron
diferencias significativas en la expresion de las claudinas 6, 9, y 10 sin embargo, todas
mostraron una mayor expresion en ACGD en comparacion con el ACGI (Figura 12).

Analisis de la expresion de claudina 6, 7, 9 y 10 con respecto a la regién de la

glandulay a la localizacion subcelular.
Regidn de la glandula.

En la Figura 13 se muestra un esquema de la histologia caracteristica del epitelio
gastrico en el cual se muestran los diferentes tipos celulares asi como su localizacion.
Las glandulas evaluadas fueron glandulas corpofundicas, caracteristicas del cuerpo y el

fondo del estomago. Son de tipo tubular simple, aunque dos o tres de estas glandulas
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pueden desembocar en una misma foseta gastrica y tener los extremos distales

ramificados.

En estas glandulas se distinguen varias zonas: de arriba hacia abajo el epitelio

superficial, la fosa, el cuerpo, y el fondo.

El epitelio superficial esta caracterizado por la presencia de células de recubrimiento de
la superficie. En las fosas se encuentran células de recubrimiento de la superficie y
células regenerativas. El cuerpo de las glandulas presenta células secretoras de moco,
células oxinticas (parietales). EI fondo contiene células cimodgenas (principales) y

células enteroendocrinas.

Duodeno
Fona

Célula de recubrimiento de la superficie

Epitelio Superficial <|: Z ﬂ,B

Piloro
Fondo

Mucosa

Glandula

Muscularis mucosae corpofiindica

Submucosa

-

Célula enndocn'na
(célula de! SNED; célula APUD)

Figura 13. Histologia del epitelio gastrico. Las glandulas corpofindicas se encuentran en el cuerpo y el fondo del
estdmago. Se pueden distinguir las diferentes regiones de la glandula y la composicion celular distintiva de cada
region (Modificada de Gartner, 2003 *%2).

Tomando en cuenta que cada region de la glandula contiene distinta composicion
celular segun la profundidad, analizamos el patrén de expresion de cada una de las
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claudinas en cada region para saber si existia una relaciéon con las etapas de progresion
del adenocarcinoma. De esta manera pudimos determinar que, en el epitelio superficial,
claudina 7 aumenta en relacion con la progresion tumoral. En las fosas géstricas la
claudina 6 y en el fondo la claudina 9 disminuyeron con respecto a la progresion
tumoral. La claudina 10 no mostré ninguna tendencia (Figura 14).
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Figura 14. Imagen representativa de las glandulas en la que se indican las distintas regiones evaluadas (lzquierda).
En las gréficas se observa el porcentaje de expresion de cada claudina en las diferentes regiones histoldgicas en los
tres estadios de progresion del ACG. La tendencia mas notable es la disminucion de claudina 6 en las fosas y de
claudina 9 en el fondo.

Localizacién Subcelular

Se ha demostrado que bajo ciertas condiciones, las claudinas se pueden localizar en el
citoplasma (incluidas en microvesiculas) de tejidos normales y neoplésicos. En diversos
tipos de cancer se ha descrito que incluso cuando el nivel de expresion no cambia, la
localizacion de las claudinas se altera “?Y. Aunque el papel exacto de las claudinas
citoplasmaticas es desconocido, se le ha relacionado con el trafico de vesiculas de la
ruta secretora, la fosforilacion de las claudinas “?, e incluso con vias de sefializacion

celular.

En nuestro analisis, la expresion de las cuatro claudinas analizadas, se detectd
principalmente en el citoplasma de las muestras con gastritis no atrofica, metaplasia y
adenocarcinoma gastrico. Cabe mencionar que, a diferencia de las otras claudinas, una
pequefia proporcion de claudina 6 se detectd en la membrana en las 3 etapas de

progresion (Figura 15).
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Figura 15. Localizacion subcelular de las claudinas en tres etapas de progresion del adenocarcinoma gastrico. Es predominante la expresién en
citosol y en las tres etapas la claudina 6 también se mantiene en la membrana.
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DISCUSION

Las claudinas son componentes esenciales para el mantenimiento y funcion de las
uniones estrechas en los epitelios y endotelios. Su expresion es tejido especifica y en
lesiones cancerigenas malignas y premalignas se han observado cambios importantes en
su expresion. Tanto el aumento como la disminucién de un miembro de la familia de las

claudinas puede tener un impacto significativo en la funcion de las uniones estrechas
(119)

En nuestra investigacion se observo sefial positiva para las claudinas 6 7, 9 y 10 en
todos los estados de progresion del adenocarcinoma gastrico analizados. Al comparar la
expresion entre los grupos de metaplasia y ACG se observé una diferencia significativa
para las claudinas 6, 7 y 9.

Un estudio mostré que la disminucion en la expresion de claudina 6 aumenta el
crecimiento tumoral y promueve la invasividad celular en cancer de mama ®*?, lo que
sugiere que esta claudina podria funcionar como un supresor tumoral. Por otro lado en
células de adenocarcinoma gastrico, la sobreexpresion de claudina 6 aumenta su

invasién, migracion, y proliferacion 9,

Claudina 7 también ha sido detectada en procesos de tumorigénesis, se ha propuesto que
tiene un papel estructural y regulador muy importante, relacionado con procesos de
diferenciacion celular ?¥. Se ha sugerido que claudina 7 pueda tener la funcion de
supresor tumoral ya que en células de cancer de pulmoén, inhibe la migracion y la

invasion celular ¥,

Huang et al. observaron que claudina 10 estd sobreexpresada en carcinoma
hepatocelular, y el aumento en su expresion esta relacionado con la progresion, y con un
peor prondstico de supervivencia ™, en el caso del adenocarcinoma gastrico no tuvo

una expresién homogénea que nos permita relacionarlo con el desenlace neopléasico.

En adenocarcinoma géstrico, la expresion de las claudinas 1, 2, 3 y 4, varia

significativamente dependiendo de si es de tipo difuso o intestinal ©.
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En nuestro estudio se observd una mayor expresion de claudina 7 en muestras de
pacientes con metaplasia colonica y la expresion de claudina 10 aument6 en metaplasia
tipo intestinal, debido a que los cambios en la expresion son significativos, es posible
utilizar dichas claudinas como marcadores para diferenciar los dos subtipos.

En trabajos previos se observo que la claudina 7, aumenta su expresion en metaplasia
intestinal y adenocarcinoma gastrico tipo difuso **” y claudina 10 tiene una baja

expresion en el cancer gastrico a diferencia del tejido normal circundante %,

Al analizar la expresion de las claudinas en las distintas regiones de la glandula,
pudimos determinar que en el epitelio superficial la claudina 7 aumenta en relacion con
la progresion tumoral. En las fosas gastricas la claudina 6 y en el fondo la claudina 9

disminuyeron con respecto a la progresion tumoral.

La localizacion de las claudinas es transmembranal, sin embargo, en nuestro analisis, se
observaron principalmente en el citoplasma en las tres etapas de progresion analizadas,

claudina 6 se observé en membrana, en menor proporcion.

Se ha demostrado que bajo ciertas condiciones, las claudinas se pueden localizar en el
citoplasma de tejidos normales y neoplasicos. En diversos tipos de cancer se ha descrito
que incluso cuando el nivel de expresion no cambia, la localizacion de las claudinas se
altera 2 probablemente la localizacion atipica influya en el proceso de transformacion
celular en la progresiéon del adenocarcinoma gastrico. Aunque el papel exacto de las
claudinas citoplasmaticas es desconocido, se le ha relacionado con el trafico de
vesiculas de la ruta secretora, la fosforilacién de las claudinas “, e incluso con vias de

sefializacién celular.

Con respecto al transporte vesicular, se ha reportado que las proteinas mutantes mal
plegadas se acumulan en la regién perinuclear de la célula 7. 54). Se ha demostrado que
la fosforilacion anormal disminuye las funciones de las UE y promueve su

deslocalizacion 2V,

Por otro lado, se ha acumulado evidencia de que las claudinas se involucran en la
sefializacion intracelular %2, también se ha observado que después del estimulo de una

herida aumenta la migracion y se induce la deslocalizacién de claudina 3 2.
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En otro trabajo en el que se analiz6 la expresion de claudina 4 y 7 mediante
microarreglos en carcinoma de células escamosas de esofago, se perdio la expresion
tipica de dichas claudinas, localizadas en la membrana de los queratinocitos del es6fago
normal. En su lugar, las claudinas fueron localizadas en el area de citoplasma y
perinuclear. La pérdida de expresion de claudinas en la membrana y su relocalizacion en
el nucleo y el citoplasma se ha observado anteriormente, en carcinoma de colon y de

mama 29,

El presente estudio tiene algunas limitaciones, aunque el andlisis incluyo la evaluacion
de cuatro claudinas, se obtuvo un nimero relativamente pequefio de casos, y no se

realizé un analisis transcripcional.

CONCLUSIONES

En conclusion, podemos afirmar que claudina 7 estd aumentada en metaplasia colénica,
lo que la hace un marcador probable para identificar este subtipo. Por otro lado, la
expresion de claudina 10 estd aumentada en metaplasia intestinal y en metaplasia
colbnica estd ausente, por lo que se considera el mejor marcador para diferenciar los

subtipos.
Con respecto a los subtipos de adenocarcinoma gastrico, en el de tipo difuso, aumentan
laa claudinas 7, 9 y 10, sin embargo, en este caso la 7 es mas indicativa ya que no se

observo en el tipo intestinal.

La localizacion de las claudinas analizadas se observo en el citoplasma, detectando una

disminucion de claudina desarrollo 6 en fosas y de claudina 9 en fondo de la glandula.

La aportacion de este estudio radica en la deteccion de estas claudinas en etapas
tempranas al de este padecimiento.

Las claudinas, podrian ser consideradas clinicamente como marcadores moleculares

factibles para la focalizacion de la progresion del cancer gastrico.
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ANEXO
PBS 10 X
NaCl 799
Na,HPO, 15g
Na,H,PO, 69
Aforar a 1L con dd H,O

Ajustar pHa 7.4

PBS-Tween 0.05%

Del PBS 10X, colocar 100 ml en una probeta de 1L
Aforar a 1L con dd H,O

Adicionara 500puL de Tween

Homogeneizar por agitacion

Almacenar a 4°C, usar frio

SOLUCION AMORTIGUADORA DE CITRATOS
Preparar la Solucion Ay B

SOLUCION A CITRATO DE SODIO 0.01M
0.2941g para 100 mL

SOLUCION B ACIDO CITRICO 0.01M

0.2101g para 100mL

De las soluciones anteriores, tomar:

SOLUCION A. 41.5mL de citrate de sodo 0.01M
SOLUCION B. 9.5mL de 4cido citrico 0.01M

Ajustar a pH 6 con acido citrico
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