UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ALTERACION DE LAS UNIONES ESTRECHAS
DE CELULAS ENDOTELIALES POR CITOCINAS
SECRETADAS DE CELULAS AGS

T E S I S

PARA OBTENER EL TiTULO DE:
BIOLOGO

JAHAZIEL CALEB TOVAR MOTA

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. ERIKA PATRICIA RENDON HUERTA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de datos del jurado

1. Datos del alumno

Apellido paterno: Tovar

Apellido materno: Mota

Nombre (s): Jahaziel Caleb

Teléfono: 5531219514

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias

Carrera: Biologia

Numero de cuenta: 307286378

2. Datos del tutor
Grado: Dr

Nombre (s): Erika Patricia
Apellido paterno: Renddn
Apellido materno: Huerta

3. Datos del sinodal 1

Grado: Dr

Nombre (s): Teresa Imelda
Apellido paterno: Fortoul
Apellido materno: Vander Goes

4. Datos del sinodal 2
Grado: Dr

Nombre (s): Miguel

Apellido paterno: Santibafiez
Apellido materno: Andrade

5. Datos del sinodal 3
Grado: Men C

Nombre (s): Ana Cristina
Apellido paterno: Torres
Apellido materno: Martinez

6. Datos del sinodal 4
Grado: Dr

Nombre (s): Luis Felipe
Apellido paterno: Montaino
Apellido materno: Estrada

7. Datos del trabajo escrito:

Titulo: Alteracion de las uniones estrechas de células endoteliales por
citocinas secretadas de células AGS

Numero de paginas: 52

Ano: 2017



Agradecimientos

Quiero agradecer a los integrantes de mi familia, amigos y tutores que
han compartido conmigo su tiempo, esfuerzo, conocimiento y amor.
Porque este trabajo es resultado todo lo que ustedes han dado. Gracias.



iNDICE

e R EOSUMIBN ... e 1
2. INtrodUCCION ... e 2
2.1 Uniones iNterCelulares..........oooeiiiii e 2
2.1. 1 Uniones adherentes. .....cc.vviiiniiiii e 4
P2t I B 11 Uo YT ] 1 F= 1< 4
2.1.3 Uniones estrechas........ccccccovieveeiiiiiiiiiiiiiiiieae a4
2.2 Proteinas de las Uniones estrechas............cooviiiiiii i 6
2.3 Proteinas transmembranalesde las UE ... 7
2. 3. JAM- A 7
2.3. 2 0CIUAING ... 8
2.3.3Triceluling ......ooii 8
2.3 4 Claudinas ....oooniiiii 9
24 Endotelioy claudinas.........couiiiiiiiii i 13
2.5 Claudinas Y CANCET ......uiie i 15
2.5.1 Claudinas y senalizacion celularen cancer .................c.ceee..... 18
2.5.2 Claudinas y cancer gastriCO...........oviiiiuiie i 18
2.6 Microambiente tumoral del cancer gastrico..............cccoiviiiiiiiinnnn. 21
2.6.11INterleucina-8 ..o 21
2.6.21INtErlIEUCING=-6 ...t 22
2.6.3COX-2/PGE2Z ... 23
3. JUSHIfICACION ... 24
A HIPO SIS .o ————— 25
5. ObJetiVOs ..., 25
6. Metodologia ....... ..o 26
6.1 LiN€AS CRIUIAIES ... e e 26
6.2 Cultivo primario de células endoteliales de vena de corddén umbilical
humano (HUVECS). ... 28
6.3 Obtencion de medios condiCioNados .........c.vvieiiiiiiiiiiiie e, 29
6.4 Determinacion de citocinas en medios condicionados ..................... 29
6.5 Caracterizacion de la TER en HUVECS ... 30
6.6 Marcaje de células U937 con timidina tritiada para los ensayos de
AN S ON . .. 30
6.7 Ensayos de adhesion en HUVECS..............cccoiiiiiiiiiiciceee, 31
6.8 Determinaciéon de PGE2 en medios condicionados ................c.eeen.... 31
6.9 Analisis estadisticodelosdatos ... 32
7. ReSUIAUOS ... 32
7.1 Citocinas en los medios condicionados.............ccoevviiiiiiiiiieians 32
7.2 Efectos de los medios condicionados sobre la TER en HUVECs ........ 34
7.3 Efecto de los medios condicionados sobre |la adhesion leucocitaria en
HUV B CS. ..o s 35
7.4 Determinacion de PGE2 en medios condicionados ................ccceeene. 35

8. DS CUSION ..ottt s 37



9. CONCIUSIONEGS ... 44

10. Perspectivas ... ... 44

TR = o 44
11.1 Protocolo para aislar células endoteliales de vena de cordén umbilical
humano (HUVECS).......oo 44

12. Bibliografia ..., 47



Alteracion de las uniones estrechas de células endoteliales por
citocinas secretadas de células AGS

1. Resumen

El cancer gastrico es un problema de salud mundial, pues su tasa de mortalidad es
elevada, esto se debe principalmente a que las fases en las que se detecta esta
enfermedad son muy avanzadas y generalmente el tumor primario ya ha hecho
metastasis. El cancer gastrico hace metastasis al higado, peritoneo, pulmones,
hueso, cerebro y con mayor frecuencia utilizan la ruta sanguinea para lo cual

necesitan atravesar la monocapa constituida por las células endoteliales.

El endotelio es el epitelio de los vasos sanguineos y linfaticos, los vasos sanguineos
cumplen con funciones de distribucién de nutrientes e intercambio gaseoso. Las
células del sistema inmune se unen a estos vasos para pasar del torrente sanguineo
a los tejidos cuando hay algun tipo de dano tisular o infeccion. Pero las células
cancerosas también interaccionan con las células endoteliales para extravasarse al

torrente sanguineo y hacer metastasis, al inducir de angiogénesis.

La sobreexpresion de claudina-6 y claudina-9, proteinas de uniones estrechas,
incrementan la invasividad, la migracién y la tasa de proliferacion, de células de
adenocarcinoma gastrico (AGS). De acuerdo con lo anterior la presente
investigacién pretende describir cual es el efecto de los factores solubles secretados
por células (AGS), especificamente citocinas, sobre la funcion y expresion de

proteinas de las uniones estrechas de las células endoteliales (HUVECS).

Nuestros resultados muestran que las células AGS y AGS transfectadas para la
sobreexpresion de claudina-6 secretan constitutivamente altas concentraciones de
IL-8, PGE2 y concentraciones muy bajas de IL-6. Las células AGS que
sobreexpresan a claudina-6 y -9 disminuyeron la resistencia eléctrica transepitelial
(TER) de las células endoteliales. PGE2 podria ser el componente que afecte la
TER, sin descartar que podria haber un conjunto de factores solubles, ademas de
los detectados, que también estén alterando la funcion y expresion de proteinas de
las uniones estrechas del endotelio.

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular Pagina 1



Alteracion de las uniones estrechas de células endoteliales por
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2. Introduccion

En México, el cancer gastrico (CG) se encuentra en el sexto lugar de incidencia, sin
embargo la tasa de mortalidad es muy alta ya que, del total de personas que son
diagnosticadas con CG aproximadamente el 80% mueren'. El CG, acorde con la
“clasificacion de Lauren”, se clasifica histoldgicamente en dos subtipos: el intestinal
y el difuso. El subtipo intestinal es estructuralmente parecido al cancer de colon, es
precedido por gastritis cronica y a menudo se relaciona con factores ambientales
como la infeccién por Helicobacter pylori, la dieta y el estilo de vida. El subtipo difuso
es mas comun en mujeres, la esperanza de vida es menor que la del subtipo

intestinal y esta asociado con anormalidades genéticas?2.

La mayor causa de muerte relacionada con el cancer son las metastasis, proceso
en el cual las células del tumor primario se dispersan a otras partes del cuerpo a
través de los vasos sanguineos, vasos linfaticos o tejido adyacente, perdiendo la
homeostasis del organismo*. En el CG, el subtipo intestinal tiende a realizar
metastasis al higado y pulmones a través de la circulacidon sanguinea y de los vasos
linfaticos, mientas que el subtipo difuso hace metastasis al peritoneo, hueso y
ovarios a través de la via transceldmica y ocasionalmente por circulacion

sanguinea®s.

Para realizar el proceso de metastasis, las células cancerigenas se transportan a
través de tejidos adyacentes, durante este proceso se liberan del tejido al que
pertenecen debido a que las uniones intercelulares se desarticulan provocando que
se pierda la adhesion celular. La adhesion celular se establece por diferentes tipos
de uniones intercelulares, como las uniones estrechas (UE), las uniones adherentes

(UA) y los desmosomas’ (Fig. 1).

2.1 Uniones Intercelulares

Las uniones intercelulares son complejos proteicos compuestos por proteinas
transmembranales, proteinas citosdlicas y su asociacién con proteinas del

citoesqueleto. Su importancia radica en su funcién principal, que es mantener a las
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células unidas para la formacién de tejidos. Por ejemplo, los tejidos epiteliales, que
llevan a cabo dos funciones estrechamente relacionadas con las uniones
intercelulares, ellos delimitan compartimentos y participan en el intercambio
controlado de iones y moléculas. En los epitelios las uniones intercelulares
garantizan una fuerte adhesion, a partir de esta, se genera la funcién de barrera

selectiva y muestran un fenotipo celular polarizado, el polo apical y el polo basal®.

Adicionalmente las uniones intercelulares regulan procesos fundamentales como la
diferenciacion celular, la inhibicion de proliferacion por contacto y la apoptosis; la
regulacion de estos procesos se debe a las conexiones que tienen las uniones
intercelulares con la gran parte de las vias de sefializacion celular que controlan el
comportamiento de la célula. Por lo tanto las proteinas que conforman a las uniones
intercelulares no solo mantienen la integridad de los tejidos sino que funcionan como
biosensores que modulan el comportamiento celular en respuesta al

microambiente®.

Polo apical

- n .

- & —— Uniones estrechas

s |

; Complejo % K—— Uniones adherentes
de union
;' %’ % Desmosomas

Polo basal

Fig. 1. Uniones intercelulares. Modificado de Alberts et. al. 2015.
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2.1.1 Uniones adherentes

Las uniones adherentes (UA) estan involucradas en la proliferacion celular, la
polaridad celular, y la organizacién de muchos tipos celulares, como células
epiteliales, fibroblastos, musculo cardiaco y neuronas. Estas uniones resisten
fuerzas disociativas y las transmiten a las células adyacentes, de esta manera
soportan mecanicamente la remodelacion durante la embriogénesis, la
regeneracion celular y la cicatrizacion. Las proteinas que las conforman estan

asociadas al citoesqueleto a través de los filamentos de actina.

Las principales moléculas de adhesion involucradas son glicoproteinas
transmembranales llamadas cadherinas, que forman parte de una superfamilia de
proteinas las cuales tienen mas de dos dominios extracelulares, en su mayoria,
operan como receptores de adhesion homofilicos para facilitar el reconocimiento
celular. También se encuentran las proteinas citoplasmaticas p120 catenina y -
catenina, las cuales se unen a las colas citoplasmaticas de las cadherinas y en

conjunto controlan la funcion y formacion de este tipo de uniones™11,

2.1.2 Desmosomas

Los desmosomas son dominios membranales que estan adaptados para soportar
el estrés mecanico. Este tipo de unién debido a su estructura y funcién se encuentra
en tejidos que se ven sometidos a fuerzas fisicas como el corazén y la piel. Las
proteinas que componen a los desmosomas, son parte de la familia de las
cadherinas, llamadas desmogleina y desmocolina que se encuentran en la
membrana plasmatica. Estas proteinas estan ancladas a una placa proteica,
formada por placoglobina y placofilina en el citosol, que estd asociada al

citoesqueleto a través de los filamentos intermedios™2.
2.1.3 Uniones estrechas

Las uniones estrechas (UE) se localizan en la region mas apical de las células
epiteliales y endoteliales, estas uniones tienen dos funciones clasicas; la funcion de

barrera y la funcion de cerca.
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La primera regula el paso de iones, agua y varias moléculas a través de la via
paracelular y esta relacionada con procesos como edema, diarrea y metastasis. La
segunda funcién, mantiene la polaridad celular formando una cerca que impide el

movimiento de moléculas de la region basolateral a la apical y viceversa.'3. (Fig. 2).

Unién Estrecha Via
Membrana Paracelular
Apical A A

@ | ¢

Membrana Via
Basolatera Y Y Transcelular

Fig. 2. Polaridad y via paracelular generada por las Uniones estrechas. Tsukita et. al. 2001.

Las UE se generan por puntos de contacto entre membranas de células adyacentes.
(Fig.3). Las UEs forman hileras de filamentos proteinicos llamadas cadenas, en los
cuales las proteinas transmembranales se extienden a lo largo del espacio
extracelular para interactuar con proteinas de las células adyacentes. Las
propiedades fisioldgicas de las UE dependen de distintos factores; como el numero
de cadenas presentes, la magnitud del estrés fisico ejercido sobre el tejido y la
composicidon proteica de las uniones. El numero de cadenas y composicion de
proteinas en las UE se correlaciona con la impermeabilidad en la barrera, por
ejemplo, el tubulo proximal contorneado del rifidn de ratén tiene una sola cadena de
UE, esto lo hace electrofisiolégicamente mas débil, mientras la vejiga tiene hasta
cinco cadenas de UE y es relativamente impermeable a iones y solutos™.

Las UE son altamente dinamicas, dado que constantemente se encuentran bajo

remodelacion de las proteinas que las conforman, mientras conservan su integridad
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estructural. A través de técnicas como FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleanching), se ha reportado que en monocapas de la linea celular MDCK
(Madin-Darby canine kidney) proteinas de andamiaje y el citoesqueleto se
encuentran en remodelacion de forma constitutiva, mientras que proteinas
transmembranales como claudina-1, claudina-2 y claudina-4 muestran diferentes
niveles de expresion posteriormente a tratamientos con citocinas proinflamatorias

como TNFa'415,

Espacio
extracelular

Superficie Punto de unidn

citoplasmatica

Cadena de
unidn estrecha

Fig. 3. Puntos de contactos generados por la interaccion de las uniones estrechas. Tsukita et. al. 2001.

2.2 Proteinas de las Uniones estrechas

Las UE de células epiteliales y endoteliales estan compuestas por proteinas
transmembranales, entre ellas, las proteinas con dominios MARVEL como ocludina,
tricelulina y la proteina MARVELD3, la proteina BVES (blood vessel epicardial
substace) que cuenta con 3 dominios transmembranales, proteinas de adhesién
JAM (junctional adhesion molecule), la proteina CRB3 (crumbs homologue 3), y de

manera muy importante una familia de proteinas llamadas claudinas.

Todas las proteinas transmembranales se asocian al complejo de proteinas

citosolicas, constituido por proteinas de andamio que se encuentran localizadas en
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la periferia de la membrana plasmatica, que a su vez estan unidas a filamentos de
actina y microtubulos por medio de proteinas adaptadoras como cingulina y
miosinas. Como ejemplo de las proteinas de andamio se encuentra, ZO-1, la cual
pertenece a una familia de proteinas de alto peso molecular (220 kDa), en su
extremo amino terminal tiene dominios de union a proteinas transmembranales,

como las claudina, ocludina y JAM's '6.17 (Fig. 4).

2.3 Proteinas transmembranales de las UE

2.3.1 JAM-A

Las proteinas JAM (Junctional adhesion molecule), pertenecen a la superfamilia de
las inmunoglobulinas, pesan aproximadamente 40 kDa, cuentan con un dominio
transmembranal y son componentes importantes de las UE (Fig. 4). Como miembro
de proteinas JAM, JAM-A esta involucrada en funciones de barrera en las UE,
también participa en el desarrollo de la polaridad apicobasal de células epiteliales y
se localiza en la membrana lateral de células endoteliales y epiteliales. JAM-A se
expresa en otros tipos celulares como plaquetas y células presentadoras de
antigeno, participa en procesos de migracion leucocitaria, activacion plaquetaria,

angiogénesis y ensamble de las UE'819

Proteinas
con

Dominio
MARVEL

Claudinas )

|| G-
Filamento de

Actina

Fia. 4. Tipos de proteinas en las UE. Zihni et. al. 2016
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2.3.2 Ocludina

Ocludina es una proteina con un peso aproximado de 65 KDa, cuenta con cuatro
dominios transmembranales, dos asas extracelulares y una intracelular, sus
extremos carboxilo y amino terminal son citoplasmaticos (Fig. 5). Cada dominio de
la proteina muestra distintas funciones y caracteristicas reguladoras. El extremo
carboxilo interacciona con la proteina ZO-1 e interviene en la dimerizacion de la
proteina y se sabe que al menos una de las asas extracelulares contribuye a la
estabilidad de las UE. Las funciones de la ocludina se han estudiado en diversos
modelos, como en células MDCK (Madin-Darby canine kidney cells), en las cuales
la sobreexpresidn a esta proteina incremento en la resistencia eléctrica transepitelial
(TER). En experimentos con ratones knock-out (occludin-/-), los roedores
presentaron fenotipos histolégicos caracterizados por inflamacién cronica y una

pobre integridad de las UE en varios tejidos epiteliales?.

En células HUVECs la reduccion en la expresion de ocludina a través de protedlisis
o estimulando con factores como VEGF (vascular endothelial growth factor) o
fosfolipasa D2, tiene una asociacion directa con el incremento de la permeabilidad
endotelial. En tumores cerebrales de humanos, la microvasculatura presenta UE
débiles debido a la pobre expresion de ocludina, provocando edema cerebral, esto

se atribuye a la expresién aumentada de VEGF por el tumor?°2",
2.3.3 Tricelulina

La tricelulina tiene al menos 4 isoformas descritas y la mas grande de ellas tiene un
peso molecular aproximado de 61 kDa. Son proteinas con 4 dominios
transmembranales y debe su nombre a que se encuentra localizada en UE
tricelulares, formando un tubo central entre las células, por el cual se regula el paso
de macromoléculas pero no de iones, esta paradoja se explica debido a que el tubo
central es lo suficientemente ancho pero las propiedades fisicas del mismo solo
permiten que el 1% de iones atraviesen por este. La tricelulina se encuentra en

tejidos epiteliales y en UE bicelulares vy tricelulares del endotelio cerebral humano,
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asi como en células endoteliales de la barrera hemato-ocular. La expresion de esta
proteina como todas las de las UE, se altera durante procesos como la transicion

epitelio-mesénquima?223.

Ocludina

' 254 mn
' o COOH

\ 149 aa
@ - Glicina NH,

® = Tirosina

\

)
¥

Espacio ‘ Membrana ‘ Citoplasma

Extracelular

Fig. 5. Representacion esquematica de ocludina. Feldamn et. al. 2005.

2.3.4 Claudinas

Las claudinas son proteinas transmembranales con 26 isoformas reportadas en
mamiferos que pertenecen a una familia multigénica dispersa en diferentes
cromosomas (Tabla 1). La familia de las claudinas es el constituyente proteico mas
importante de las UE, dado que son esenciales para la formacién de las cadenas
en las UE y su peso molecular se encuentra entre los 20-34 kDa. Estructuralmente
presentan un extremo amino terminal corto, que se encuentra en el citoplasma, 2
asas extracelulares formadas por cuatro dominios transmembranales, un asa
intracelular y una cola carboxilo terminal citoplasmatica. Las claudinas regulan el
paso de pequefias moléculas e iones a través de la via paracelular debido a su
permeabilidad selectiva. Para cumplir este papel las claudinas muestran una

preferencia de carga especifica para cationes (Na, K y Ca) o aniones (Cl)?*.
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Nombre de la
proteina

Nombre del
Gen

Cromosoma
Humano

Numero de
aminoacidos (N-T1-
E1-T2-1-T3-E2-T4-C)

Masa molecular
(kDa)

Claudina 1

CLDN1

3928-29

211
(7-21-53-21-13-21-
27-21-27)

22.8

Claudina 2

CLDN2

Xq11.23

230
(7-21-53-21-14-21-25-
21-47)

24.4

Claudina 3

CLDN3

7911.23

220
(8-21-51-21-14-21-23-
21-40)

23.3

Claudina 4

CLDN4

7911.23

209
(7-21-53-21-15-21-22-
21-28)

221

Claudina 5

CLDNS

22q11.2

303
(92-21-53-21-20-21-16-
21-38)

31.6

Claudina 6

CLDN6

16p13.3

220
(7-21-53-21-14-21-23-
21-39)

23.3

Claudina 7

CLDN7

17p13.1

211
(7-21-53-21-15-21-22-
21-30)

22.4

Claudina 8

CLDNS

21g22.1

225
(7-21-53-21-15-21-28-
21-38)

24.8

Claudina 9

CLDN9

16p13.21

217
(7-21-53-21-14-21-22-
21-37)

22.9

Claudina 10

CLDN10

13¢32.1

226
(0-21-57-21-14-21-24-
21-47)

24.3

Claudina 11

CLDN11

3926.2

207
(1-21-60-21-19-21-14-
21-29)

22

Claudina 12

CLDN12

7921.13

244
(10-21-56-21-27-21-
18-21-49)

271

Claudina 14

CLDN14

219.2213

239
(7-21-53-21-13-21-26-
21-56)

25.7

Claudina 15

CLDN15

7922.1

228
(3-21-55-21-19-21-17-
21-50)

24.4

Claudina 16

CLDN16

3q.28

305
(73-21-56-21-14-21-33-
21-45)

33.8

Claudina 17

CLDN17

21g22.1

119
(topologia no descrita)

24.6

Claudina 18

CLDN18

3022.3

261
(6-21-53-21-21-21-31-
21-66)

27.9

Claudina 19

CLDN19

1p34.2

224
(7-21-53-21-15-21-22-
21-43)

23.2

Claudina 20

CLDN20

6925.3

219
(7-21-53-21-16-21-21-
21-38)

23.5

Claudina 21

CLDN21

4g35.1

229
(10-21-50-21-22-21-
19-21-44)

254

Claudina 22

CLDN22

4G35.1

220

24.5
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(10-20-51-21-15-21-26-
21-35)
292
Claudina 23 CLDN23 8p23.1 (3-21-57-21-8-21-29- 31.9
21-111)
220
Claudina 24 CLDN24 4g31.5 (10-21-50-21-15-21-23- 24.4
21-38)
276
Claudina 25 CLDN25 11923.2 (27-21-115-21-13-21- 31.1
20-21-17)
223
Claudina 26 CLDN26 (no descrito) (6-21-78-21-7-21-34- 24.2
21-14)
208
Claudina 27 CLDNZ27 (no descrito) (topologia no 21.6
descrita)
Tabla 1. Localizacién cromosomica y caracteristicas de las claudinas humanas. (Modificado
de Markov et. al. 2017)

La primer asa extracelular (de aproximadamente 42-56 residuos de aminoacidos)
regula la selectividad paracelular de aniones y cationes debido a las propiedades
que le confieren sus aminoacidos con carga. Esta asa posee 2 residuos de cisteina
conservados en la mayoria de las claudinas, que forman un enlace disulfuro y que
incrementan la estabilidad de la proteina; ademas, la primer asa contiene un motivo
altamente conservado que le da identidad a las claudinas (Fig. 6), la parte central
de este motivo esta compuesto por la secuencia G-L-W que, en claudina-1 es
utilizado como receptor por el virus de la hepatitis C, este motivo firma esta presente
y es necesario en todas las claudinas para el correcto plegamiento de la primer

asa.?s

La segunda asa extracelular (de aproximadamente 16-33 residuos de
aminoacidos) esta involucrada en la formacion de dimeros con claudinas de las
membranas celulares opuestas. Estas interacciones son del tipo hidrofébica y son
mediadas por residuos de aminoacidos aromaticos que se encuentran conservados.
Adicionalmente en la segunda asa extracelular de claudina-3 y claudina-4 se
encuentra el sitio de union para la enterotoxina de Clostridium perfringens, un

agente causal para la intoxicacion alimentaria en seres humanos.?®
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El extremo carboxilo terminal es una secuencia larga, altamente divergente entre
claudinas y que se localiza en el citoplasma. Juega un papel importante para la
mayoria de las claudinas en el proceso de salida del reticulo endoplasmico y su
transporte hacia las UE. En la mayoria de las claudinas 12, -22, -25 y -27, la
secuencia final del extremo carboxilo posee un motivo dipéptido hidrofébico (Y-V);
este motivo se une a dominios PDZ de proteinas andamio como: ZO1, Z02, ZO3 y
MUPP1. La region de la cola citoplasmatica (localizada después del cuarto dominio
transmembranal) y la region del asa intracelular (ubicada antes del segundo dominio
transmembranal) son sitios donde se lleva a cabo la palmitoilacion en pares de
cisteinas. Las colas citoplasmaticas de la mayoria de las claudinas tienen sitios de

fosforilacion predichos pero no se conservan en todas las isoformas de la familia.?®

‘ Secuencia firma ‘

/ ‘ Enlace disulfuro |

‘ Sitio de union a lon |

1er asa
extracelular:
Selectividad
de iones

2da asa extracelular.
Dominio de interaccion frans
y sitio de union de CPE

COOH

Seriales de \l
transporte y
Sitios de palmitoilacion fosforilacion IMotivo de unién a PDZ

Fia. 6. Modelo de la proteina claudina. Gunzel et. al. 2013

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular Pagina 12



Alteracion de las uniones estrechas de células endoteliales por
citocinas secretadas de células AGS

Las claudinas funcionan como poros paracelulares y se agrupan en dos categorias:
claudinas de cierre hermético (ej. claudina-1, -3, -5, -11, -14 y -19) y claudinas
formadoras de poros de fuga (ej. claudina-2, -10, -15y -17), por ejemplo la expresion
de claudina 2 incrementa la permeabilidad de Na en el epitelio y en caso contrario
claudina 4 reduce el flujo de Na?®. Las claudinas forman interacciones homotipicas
(entre el mismo tipo de claudina), e interacciones heterotipicas (entre diferentes
tipos de claudina), esta caracteristica les confiere gran potencial para formar
diferentes interacciones y caracteristicas de poro?’. Las claudinas estan expresadas
en todos los tejidos epiteliales, ademas diferentes claudinas pueden expresarse

simultaneamente (Tabla 2).

Tissue Claudin
Stomach 3, 4,5, 12, 18, 23
Intestine 1-5, 7, 8, 10, 12, 13 [rodent], 15, 18-2, 20, 21, 23
Liver 1-3, 5-9, 14
Gall bladder 1-410= 7,8
Respiratory tract 1, 3-5, 7, 10, 18-1 (proximal); 3-5, 7, 8, 15, 18-1 (distal]
Epidermis 1,4,7>3,5,8, 11,12, 17
Eye 1, 4, 7 [cornea & conjunctiva); 10 [conjunctiva)
Salivary gland 10=1,2,3.4,7, 8,12

Mammary gland

Taste bud

Exocrine pancreas

Retinal pigment epithelium
Choroid plexus

Cochlea

Ovary

Prostate

Epididymis
Seminiferous tubule
Urinary bladder

1-5,7,8, 15, 16

4,6,7, 8

1-5, 7

19 = 3, 10 [human); 1 = 3 (rodent)
1,2, 5, 11

1,2, 3,8,9, 10, 12, 14, 18 (Organ of Corti & striae vascularis marginal cells);
11 (striae vascularis basal cells)

1,5

1,3,4,5, 7,8, 10
4,7 >2,510

3,5 1

4, 8,12

Tabla 2. Expresion de claudinas en el tracto gastrointestinal, respiratorio y otros tejidos
epiteliales en mamiferos. (Modificado de Gunzel et. al. 2013)

2.4 Endotelio y claudinas

En organismos multicelulares, el tejido vascular es necesario para establecer la
circulacion que distribuye los nutrientes y el oxigeno, remueve productos de
desecho y funciona como medio para la comunicacion entre 6rganos. El tejido

vascular se compone de vasos linfaticos y vasos sanguineos que, a su vez estos se
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componen de células endoteliales (CE) que dan lugar a la capa mas interna de los
vasos formando el endotelio. Las CE tienen una variedad de funciones esenciales
como la morfogénesis vascular, la regulacion de la presion sanguinea y la

coagulacion durante la inflamacion?8.

Las CE forman una barrera semipermeable entre el plasma circulante y el espacio
intersticial de los tejidos adyacentes, esta barrera se forma por uniones
intercelulares, formando una monocapa selectiva que restringe el transporte de
proteinas en funcion del tamafo a través de la barrera endotelial. Moléculas con un
radio menor de 3 nm difunden de manera pasiva a través de las uniones, mientras
que proteinas de alto peso molecular como la albumina y las células sanguineas

son retenidas en la circulacion?®.

De manera similar a las células epiteliales, las CE tienen regiones especializadas
de union en las cuales estan presentes las uniones adherentes y las uniones
estrechas. En algunas CE como las de las venas y los vasos linfaticos se localizan
complejos parecidos a los desmosomas llamados complejos adherentes. En el
endotelio, las UA y UE aunque tienen componentes proteicos diferentes, comparten
una caracteristica en comun, estos dos tipos de uniones forman Unicamente enlaces
homofilicos formados por proteinas transmembranales, formando una estructura de

cierre pericelular3®.

Las uniones estrechas, ocupan la posicion mas apical sellando la superficie que da
hacia el lumen del vaso, su funcién es regular el paso de iones y solutos a través de
la via paracelular. En las UE del endotelio claudina-5 se expresa de manera ubicua,
las claudina-1,-3, y 12 son especificas del endotelio en el cerebro, mientras que la

claudina-1, y la claudina 2 se presentan en los vasos retinianos3'.

En condiciones fisioldgicas, el endotelio esta involucrado en la respuesta inmune,
ya que los leucocitos se transportan desde la circulacion sanguinea hacia el sitio de
salida, habilitados por mecanismos que les permiten cruzar la barrera de la pared
del vaso sanguineo en direccion hacia el tejido.
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La extravasacion de los leucocitos sucede cuando se presentan sefales
inflamatorias causadas por patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)
o patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs), generados por agentes
infecciosos o tejidos que sufrieron dano tisular respectivamente. Este tipo de
senales inflamatorias son reconocidas por células afectadas en el tejido y por
células del sistema inmune residentes de tejido, dando lugar a la liberacion de

citocinas y otros mediadores proinflamatorios que activan a las células endoteliales
32

Entre otros efectos que supone la activaciéon de la célula endotelial, como la
expresion de moléculas de adhesion para que los leucocitos puedan adherirse al
endotelio, la desregulacion de las uniones endoteliales es un paso central en la
extravasacion de los leucocitos para poder llegar al tejido32. Por ejemplo, en vasos
sanguineos cerebrales de ratas, donde se indujo el reclutamiento de neutréfilos a
través de inyecciones de IL-1[3, se demostro la perdida de proteinas de las uniones
estrechas como ocludina y ZO-133. También la desregulacion de claudinas ha sido
reportada en procesos inflamatorios que afectan a vénulas retinianas,

especificamente la claudinas -1y -3%*.

2.5 Claudinas y cancer

La mayoria de las muertes asociadas a cancer (aproximadamente 95 %)
representan procesos cancerigenos que se originan en epitelios, como la cavidad
oral, eséfago, estomago, colon, recto, préstata, ovario, vejiga, rifidén, pulmoén,
pancreas, mama e higado. A pesar de las diferentes morfologias y especializacion
de funcion de los epitelios en los tejidos y 6rganos, las células epiteliales comparten
rasgos comunes, como la polarizacion en la arquitectura de las células; en cancer,
un epitelio transformado pierde esta arquitectura y se caracteriza por un incremento
en la permeabilidad. Un requerimiento importante para el fenotipo polarizado de las
células epiteliales, es la correcta funcién de las UE, esto implica la participacion de
claudinas, en el cancer las células no poseen UE funcionales ya que la expresion y

localizacion de claudinas esta alterada®®.
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Las claudinas son componentes integrales de las UE, cumplen un papel esencial
en el mantenimiento de la integridad celular, pero la desregulacién de su expresiéon
y distribucion celular ha sido ampliamente documentada y asociada con la
progresion y metastasis en distintos tipos de cancer® (Tabla 3). La desregulacion
de las claudinas es consistente con la disrupcion de las UE durante el proceso de
transicion epitelio-mesénquima (TEM), un evento clave que promueve la
metastasis. Durante este proceso las células epiteliales modifican sus estructuras
de adhesion célula-célula, alteran su polaridad, reorganizan su citoesqueleto, se

aislan del tejido que provienen y desarrollan motilidad®”.

En el proceso de TEM no todos los miembros de la familia de las claudinas
disminuyen su expresion, se ha descrito que claudina-3 y claudina-4 se encuentran

sobreexpresadas en varios tipos de cancer como: cancer de préstata, ovario y

pancreas3?.
Cancer origin Claudin subtype
Claudin- Claudin- Claudin- Claudin- Claudin- Claudin- Claudin- Claudin- Claudin-  Claudin-
1 2 3 4 5 7 10 16 18 23
Breast 1 1 1 !
Lung, adenocarcinoma | t
Lung, squamous t l
cell carcinoma
Esophagus, squamous 1) 1 i i
neoplasia
Stomach t t 1l t 1 !
Large intestine tl t 1 tl t Tl
Liver, hepatocellular 1) t 1 11 t
carcinoma
Biliary tract t 1 (]
Pancreas l 1 ) t 1
Bladder Tl
Kidney ) t t 1
Prostate t 1 i | 1
Owary, epithelial l 1 t t 1 t
carcinoma
Utenne cervix l l 1 1
Uterine corpus 1 i 1
“1" increased, | decreased expression in tissue of interest

Tabla 3. Expresion desregulada de claudinas en cancer originados de distintos érganos.
(Modificado de Osanai et. al. 2017)
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Un factor importante que tiene la desregulacion de claudinas en los distintos tipos
de cancer, es la localizacion de la proteina, debido a que pueden deslocalizarse de
la membrana plasmatica. Por ejemplo, en cancer colorrectal esta demostrado un
aumento en la expresion y deslocalizaciéon de claudina-1 hacia citoplasma y
nucleo®. De manera similar en el adenocarcinoma de pulmén, la claudina-2 se
deslocaliza y muestra una distribucidén nuclear, esto se ha asociado con el aumento

en la proliferacion de este tipo de células.

Se ha demostrado que los cambios en la expresion de claudinas en células de
cancer es tejido especifica, por lo que dichos cambios tienen relevancia funcional
en el crecimiento y progresion de cada tipo de cancer. Estos datos se han obtenido
en experimentos de manipulacién genética in vitro e in vivo para demostrar los
efectos causales de los cambios en la expresidon de claudinas en células
cancerigenas*'. Un modelo de este tipo de experimentos se realizd en células de
carcinoma hepatocelular, en las que se indujo la sobreexpresion de claudina-1,
promoviendo la TEM a través de la via de sefializacion c-Abl/Raf/Ras/ERK?*2. Otros
ejemplos de la expresion diferencial de claudinas segun el tejido, se presenta en
células de cancer de mama, en las que la pérdida de la expresion de claudina-7
correlaciona con un mal prondstico, mientras que en cancer de ovario la

sobreexpresion de claudina-7 promueve la invasion*3.

También se ha reportado a claudina-6 como un marcador altamente sensible para
tumores de células germinales, incluyendo seminomas, carcinomas embrionales,
tumores de saco vitelino y coriocarcinomas. Claudina-6 esta expresada
frecuentemente en adenocarcinomas gastricos productores de alfa-fetoproteina y
adenocarcinomas pulmonares malignos de tipo fetal. Esta sobreexpresion de
claudina-6 en tumores de este tipo se asocia a mecanismos que promueven un
fenotipo celular troncal embrionario, lo que parece correlacionar con tumores mas
agresivos**. En cancer pulmonar la sobreexpresion de claudina-9 se encuentra
estrechamente relacionada con el proceso de metastasis, ya que se ve involucrada

en procesos de invasion y motilidad*®.
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2.5.1 Claudinas y senalizacion celular en cancer

Experimentos in vitro e in vivo demuestran que las claudinas modulan funciones
celulares como proliferacion y migracion a través de procesos clave en la
sefalizacion de Notch, Wnt/B-catenina y JAK/STAT-346,

Se ha detallado que el silenciamiento de moléculas como APC (adenomatous
polyposis coli) y PTEN (phosphatase and tensin homolog), modula la expresion de
claudinas, induce la perdida de la polaridad celular y promueve la TEM. De manera
inversa, al modular genéticamente la expresion de claudinas se afectan las
cascadas de sefalizacion involucradas, sugiriendo un proceso de regulacion a
través de retroalimentacion*’. Un ejemplo del proceso mencionado, es la
sobreactivacion de la sefalizaciéon de Wnt/ B-catenina en cancer de colodn, la cual
induce la expresion de claudina-1 y claudina-2, y de manera similar la

sobreexpresion de claudina-1 induce la sefializacion de Wnt/ B-catenina“®.

En las células HT-29 de cancer colorrectal, se ha definido que el factor de
crecimiento epidermal (EGF) activa a las vias de ERK1/2 y PI3K-AKT como
reguladores importantes para el incremento de la expresién de claudina-3, esto le
confiere a la linea celular un aumento en su potencial de invasion*®. En cancer de
colon la sobreexpresion de claudina-1 modula la senalizacion a través de Notch
alterando las propiedades de barrera y la homeostasis inmunologica, consiguiendo

una mayor susceptibilidad a la inflamacion asociada a este tipo de cancer®.

Por otro lado, en modelos de cancer de mama con una baja expresion de claudinas,
se ha demostrado que la via de sefalizacion IL-6/JAK/STAT3 es importante para
la formacion de tumores en cancer de mama y esta involucrada en el fenotipo de

células troncales de cancer de mama®'.
2.5.2 Claudinas y cancer gastrico

El cancer gastrico esta clasificado acorde al “sistema de Lauren” en 2 entidades
histolomorfoldgicas distintas, el subtipo intestinal y el subtipo difuso, estos difieren

en su epidemiologia, patogénesis y desenlace clinico%2.
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En un estudio de 118 casos de cancer gastrico se analizé la expresion de claudina-
1, -3,-4 y -5; de manera general, en la mayoria de los casos claudina 4 mostr6 una
sobreexpresion y claudina-5 de manera contraria tuvo una baja expresion. Claudina-
1, -3,-4 y -5 manifestaron una mayor expresion en el subtipo intestinal, la expresion
de claudina-3 se asocia con un mejor prondstico para los pacientes con el subtipo
intestinal, al contrario de los niveles de expresién del subtipo intestinal, en el
subtipo difuso los niveles de expresion de claudina-1, -3,-4 y -5 fueron mas bajos,
posiblemente la baja expresion de estas claudinas son determinantes para que se

presente el subtipo difuso, debido a la pérdida de adhesién entre las células®s.

La claudina-4 esta propuesta como un marcador para lesiones precursoras de
adenocarcinoma gastrico, metaplasias intestinales y displasias en el epitelio
gastrico. Se ha descrito que las células de cancer gastrico que expresan claudina-
4, muestran un nivel elevado de expresion de metaloproteasas de matriz (MMP) 2
y 9, este comportamiento promueve su invasiéon. Otros grupos de investigacion han
propuesto clasificar a los subtipos de cancer gastrico dependiendo de la expresién
de claudinas; claudina-3 y claudina-4 como marcadores del subtipo intestinal y

claudina-18 para el subtipo difuso®4%.

Hay estudios sobre los niveles de expresion y efectos funcionales de otros
miembros de la familia de las claudinas en células de adenocarcinoma gastrico,
entre ellos, las claudinas -6, -7 y -9. Esto se debe a que claudina-6 esta involucrada
en la diferenciacion epitelial y en la formacién de la barrera de permeabilidad
epidermal. A su vez la expresion de claudina-7 ha sido propuesta como un evento
temprano en la tumorigénesis gastrica y también se asocia como un marcador del
subtipo intestinal del cancer gastrico. Asi mismo, claudina-9 se expresa en etapas
del desarrollo y es importante para la unién y comunicacion de las células

endoteliales®®.

El andlisis de la expresion de claudina-6, -7 y -9 en biopsias de cancer gastrico,
indica que, estas 3 claudinas se expresan en los dos subtipos (intestinal y difuso),
con la particularidad de que la expresién es mayor en el subtipo difuso. La expresién
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elevada de claudina-9 se relaciona con una alta tasa de mortalidad, (66 %) para el
subtipo difuso después de 2 afios de seguimiento. Por lo que la expresion de
claudina-6, -7 y -9 esta estrechamente relacionada con la carcinogénesis gastrica
y la deteccion de dichas claudinas son un marcador de pronostico util para ambos

subtipos de adenocarcinoma gastrico%®.

La investigacion acerca de los efectos de claudina-6, -7 y -9 en cancer gastrico, se
han llevado a cabo en el modelo de linea celular AGS (human gastric
adenocarcinoma). La transfeccion de células AGS para la sobreexpresion de
claudina-6, -7 y -9, ha permitido dilucidar que estas proteinas inducen un aumento
en la tasa de invasion, migracion y proliferacion; las células que sobreexpresan a
las claudinas -6 y 9 tienen una mayor tasa de invasion que las que sobreexpresan
a claudina-7 . El proceso de invasion en células AGS transfectadas para
sobreexpresar claudina-6, -7 y -9 es facilitado por la secrecion de MMPs,
principalmente MMP-2 y MMP-9. Estas endopeptidasas dependientes de zinc
degradan colagena de tipo IV, que forman parte de las membranas basales de los
epitelios, por lo tanto se infiere que las células que expresen claudina-6, -7 y -9

tendran un mayor potencial de invasion®"-%8,

En el CG, el subtipo difuso hace metastasis pero pocas veces lo hace a través de
la circulacidon sanguinea, a diferencia del subtipo intestinal, el cual utiliza de manera
principal los vasos sanguineos®. Para que las células de CG logren hacer metastasis
a través de la circulacion sanguinea, ademas de secretar MMP’s que degraden las
membranas basales de los epitelios a los que pertenecen, necesitan formar un
microambiente tumoral, compuesto por quimiocinas, factores de crecimiento y
citocinas, que alteran la homeostasis del tejido y del endotelio adyacente. Estas
moléculas solubles promueven el proceso de metastasis, debido a que provocan un
aumento en la permeabilidad de la barrera endotelial y el desensamble de las

uniones intercelulares en el endotelio®®.
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2.6 Microambiente tumoral del cancer gastrico

Estudios sobre el microambiente tumoral, describen una asociacidn cercana entre
la inflamacién y el cancer, esta asociacion tiene similitudes con el proceso
inflamacién cronica que presentan heridas que no pueden sanar. Aproximadamente
el 20 % de las muertes por cancer en el mundo, esta asociada con inflamacion
cronica, lo cual puede conducir al desarrollo de cancer gastrico, de enfermedad
inflamatoria intestinal, de cancer colorrectal, de carcinoma hepatocelular y de
pancreatitis cronica®. La inflamacién crénica genera un microambiente que facilita
la transformacion celular y la propagacion del cancer, el dafio tisular crénico induce
una respuesta de reparacion que incluye factores de crecimiento y sobrevivencia,

enzimas remodeladoras del tejido y citocinas reguladoras del sistema inmune®’.

Citocinas proinflamatorias y antinflamatorias promueven la progresion del tumor a
través de la activacion del factor nuclear KB (NF-KB), la sobrerregulacion de la
angiogénesis y de moléculas de adhesion en el endotelio, estos procesos,
promueven la metastasis y la progresion del cancer. En pacientes con cancer
gastrico avanzado, la mayoria de las citocinas que promueven o suprimen la
inmunidad antitumoral del hospedero aparecen con niveles elevados en suero y

localmente®2.
2.6.1 Interleucina-8

Interleucina-8 (IL-8) es una citocina de la familia de las quimiocinas CXC, que
originalmente se clasifico como un quimioatrayente de neutrofilos y actualmente se
conoce que esta involucrada en la progresion del tumor y la metastasis en varios
tipos de cancer en humanos. Se ha propuesto que las células tumorales producen
IL-8 como un factor de crecimiento autdcrino, que promueve el crecimiento del

tumor, su invasion y su metastasis®364,

En lineas celulares de adenocarcinoma gastrico (SCG-7901 y TMK-1), se ha
mostrado la expresion constitutiva de IL-8 y ha sido asociada experimentalmente

tanto in vitro como in vivo con la tumorigénesis y angiogénesis®.
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Experimentos con la linea celular SCG-7901, muestran que a diferencia de otros
tipos de cancer, la presencia de IL-8 in vitro, no ejerce efecto sobra la proliferacion
de las células, pero si existe una asociacion con el crecimiento del tumor in vivo. Se
sugiere que IL-8 participa en el crecimiento del tumor de manera indirecta, como la
induccidn de angiogénesis. Ademas estos estudios muestran que la IL-8 promueve,
la adhesion al endotelio, el incremento de la migracion celular e invasion; la

sobreexpresion de MMP-9, de ICAM y la baja expresion de E-cadherina®®.

Durante el proceso de metastasis, las células cancerigenas del tumor primario
pueden invadir tejidos adyacentes y posteriormente entrar en la circulacidon
sanguinea migrando a través de la pared de los vasos sanguineos (intravasacion);
para que se lleve a cabo el proceso de intravasacion, es necesario la disrupcion de

las uniones endoteliales®’.

Dentro de las alteraciones que se observan en los componentes de las UE, (como
claudina-5, ocludina, ZO-1 y JAM-A se encuentran los cambios de la permeabilidad
vascular, la cual esta regulada por varios factores quimicos y biolégicos como MCP-

1 (monocyte chemotactic protein 1), IL-8 y otras citocinas quimiotacticas®®.

IL-8 es una quimiocina que incrementa la permeabilidad endotelial, a través de la
desregulacion de las uniones estrechas, de la activacion del receptor CXCR2 (que
estimula la fosforilacion del receptor VEGFR, CXCR2 y VEGFR), de la activacién de
la via PI3K/Akt/Rho/Rock, la polimerizacion de actina y fosforilacion de VE-
cadherina y ocludina induciendo un remodelamiento de las uniones adherentes y de
las uniones estrechas. Se ha observado una desregulaciéon de ocludina que puede

estar involucrada con la disminucion de expresion de claudina-5 y ZO-1%8.
2.6.2 Interleucina-6

Interleucina-6 (IL-6), es una citocina multifuncional, juega un papel central en los
mecanismos de defensa del organismo y promueve el desarrollo de varios tipos de
cancer. La IL-6 evita que las células de hepatoma, de cancer cervicouterino y de

cancer gastrico entren a apoptosis inducida por radiacién UV, generacion de
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radicales libres y farmacos antitumorales. IL-6 esta asociada con el estado de la

enfermedad y el prondstico en el cancer gastrico®%7°.

El mecanismo propuesto para ejercer estas funciones se refieren a la union de la
IL-6 a su receptor (IL-6R), posteriormente la asociacién de IL-6R con gp130, por
medio de JAK (Janus-associated kinase) y la fosforilacion de STAT1y STAT3, para
promover su activacion; La activacion de STAT3 promueve su translocaciéon al
nucleo y se union a los promotores de genes blanco como ciclina D1, Bcl-2, Bel-xL,
metaloproteasas de matriz extracelular y VEGF, promoviendo su transcripcion.
Estos genes estan implicados en la regulacion de la sobrevivencia celular,
angiogénesis, evasion del sistema inmune e inflamacion en el microambiente
tumoral’!. Esta demostrado que la activacion de STAT3 juega un papel crucial para
la sobrevivencia celular y que su activacion constitutiva es un marcador de mal

pronostico en cancer gastrico humano?2.

Reportes indican que la IL-6 promueve la motilidad celular e invasion de células
AGS, inducidos por la activacion de la via de sefalizacion Src/RhoA/ROCK. La
expresion de RhoA en las células AGS correlaciona con la expresion de IL-6, y es

un factor de mal pronédstico en pacientes con adenocarcinoma gastrico’s.
2.6.3 COX-2/PGE2

La ciclooxigenasa es una enzima localizada en la membrana del nucleo y del
reticulo endoplasmico y es responsable de la conversion de acido araquidénico en
varias prostaglandinas (PGs). Las prostaglandinas son una familia de mediadores
lipidicos con diversas funciones bioldgicas. Los miembros de la familia de las
prostaglandinas PGD2 PGE2 PGF2 PGG2 y PGH2 estan ampliamente distribuidos
por el cuerpo y juegan diferentes papeles en el metabolismo’.

A la fecha se han reportado dos isoformas de COX. COX-1 y COX-2, aunque
comparten un 65% en nivel de homologia, la actividad y los niveles de expresiéon
son diferentes para cada enzima. COX-2 esta compuesta por 604 residuos de

aminoacidos, se expresa solo bajo condiciones fisioldgicas especificas, no asi en
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organos como el riidn y el cerebro donde la expresion es constitutiva. La accion de
COX2 se induce por factores de crecimiento y citocinas, esta enzima esta

involucrada en procesos patoldgicos como la inflamacion y carcinogénesis’®.

En cancer gastrico se ha relacionado la sobreexpresion de COX-2, la con el estadio
clinico de la metastasis y el subtipo intestinal. De los productos sintetizados por
COX-2, se ha reportado que la PGE:2 esta sobreexpresada en diversos tumores y

esta involucrada en la carcinogénesis’®.

El crecimiento y la metastasis de los tumores depende de la formacién de nuevos
vasos sanguineos, PGE2 promueve la formacién de vasos sanguineos. En cancer
gastrico, la sobreexpresion de COX-2 induce el incremento de PGE2 y la
angiogénesis. Ademas reportes describen que en el epitelio del colon, la PGE2
induce la disrupcién de las UE, a través de la deslocalizacion de claudina 4, lo que
sugiere que puede estar involucrado en la desregulacion de la permeabilidad

endotelial””:78,
3. Justificacion

Debido a la alta tasa de mortalidad que provoca el cancer gastrico, la busqueda de
marcadores, que ayuden a detectar cambios muy tempranos a nivel celular y para
su adecuado prondstico es muy importante. Las claudinas, proteinas
transmembranales de las uniones estrechas, cumplen con las caracteristicas para
ser propuestas como marcadores en el cancer gastrico debido a que su expresion

induce un incremento en la proliferacion, la migracion y la invasividad celular.

Las células cancerigenas secretan factores solubles al medio extracelular formando
un microambiente tumoral, formado por moléculas como citocinas, factores de
crecimiento y mediadores promover el proceso de metastasis, ya sea a través de
los tejidos adyacentes o a través de la circulacién sanguinea. Para que la metastasis
se lleve a cabo a través de la circulacidbn sanguinea, es necesario que se
desensamblen las uniones intercelulares del endotelio, especificamente las uniones

estrechas.
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Estudios in vitro han demostrado que las células de cancer gastrico humano (AGS)
que sobreexpresan a claudina-6 y claudina-9, inducen la activacion de MMP-2

promoviendo la invasividad celular.

Por este motivo, es importante identificar el tipo de citocinas que secretan las células
AGS vy las diferencias presentes en el microambiente tumoral de las células de
cancer gastrico que sobreexpresan claudina-6 y claudina-9, para determinar su
efecto sobre las proteinas que constituyen las UE de las células endoteliales de
cordon umbilical y sobre algunos parametros fisiologicos como la resistencia

eléctrica transepitelial.

4. Hipétesis
e Debido a que las células AGS que sobreexpresan claudina-6 y claudina-9
incrementan su tasa de proliferacion, invasion y migracion con respecto a las
células control entonces se espera que secreten una mayor concentracion

de citocinas proinflamatorias.

e Dado que las citocinas proinflamatorias alteran las uniones estrechas,
entonces se espera que los sobrenadantes de las células AGS que
sobreexpresan claudina-6 y claudina-9 induzcan un cambio drastico en la

TER de las células endoteliales de vena de cordén umbilical (HUVECs

5. Objetivos

General:

e Determinar el efecto de las citocinas proinflamatorias secretadas por células
AGS que sobreexpresan claudina-6 y claudina-9 sobre las uniones estrechas
de HUVECs.

Particulares:

e |dentificar las citocinas secretadas por las células AGS y las AGS que

sobreexpresan claudina-6 y claudina-9 en medios condicionados.
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e Evaluar el efecto de medios condicionados de células AGS que
sobreexpresan a claudina-6 y claudina-9 sobre la TER de HUVECs.

e Caracterizar el efecto de los medios condicionados de células AGS que
sobreexpresan claudina-6 y claudina-9 sobre la adhesion leucocitaria en
HUVECs, para determinar si la alteracion en la TER es un evento

independiente de la adhesién leucocitaria.

6. Metodologia

6.1 Lineas celulares
e AGS

Se utilizé a la linea celular AGS, derivada de adenocarcinoma gastrico humano, la
cual fue cultivada y propagada en medio Roswell Park Memorial Institute-1640
(RPMI-1640 GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biowest), 2 mM
de L-glutamina (Biowest), 1mg/mL de insulina (PISA), 2 mM de piruvato de sodio
(Biowest) y (10,000 U/mL)/(10,000 pg/mL) de penicilina/estreptomicina (Biowest).
Se utilizaron células AGS previamente transfectadas con el vector pcDNA3.1/NT-
GFP-TOPO para sobreexpresar a claudinas-6 y -9 de forma estable. Se agregdé
geneticina al medio de cultivo de las células transfectadas para mantener la
expresion constitutiva de las claudinas. El cultivo y propagacién se mantuvo en
condiciones de 37° C y 5% de COa.

Propagacion

Se realizo el cultivo de la linea celular en cajas P100, hasta alcanzar un 90 % de
confluencia. Se retir6 el medio de cultivo, se realizaron 3 lavados, con 5 mL PBS
estéril cada uno, se retir6 el PBS y se agregé 500 uL de tripsina (GIBCO).
Posteriormente se dej6 incubando durante 7 minutos para la perdida de adhesién
celular, se resuspendid el contenido de la caja. Se tomdé la suspension de
células/tripsina y se colocé en tubos conicos de 15 mL con 2 mL de medio de cultivo
para inactivar a la tripsina y se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 5

minutos. Finalmente se elimind el sobrenadante, se resuspendié el botén celular
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con 1 mL de medio de cultivo, se hizo conteo celular, utilizando caja de Neubauer y

se sembro la cantidad de células deseada.

Congelamiento

Se utilizaron cultivos al 90 % de confluencia, los cuales fueron lavados con PBS
estéril, se tripsinizaron, se colocaron en tubos cénicos de 15 mL, se centrifugaron a
1500 rpm y después posteriormente de resuspender los cultivos con 1 mL de medio,
se hizo conteo celular, utilizando caja de Neubauer. Se congelaron 1X108 células

por criovial, en medio de cultivo con glicerol al 10% y se almacenaron a -70°C.
e U-937

La linea celular U-937, son monocitos derivados de linfoma histiocitico humano, esta

linea celular fue utilizada para los ensayos de adhesion celular.

Esta linea fue cultivada y propagada en medio Roswell Park Memorial Institute-
1640 (RPMI-1640 GIBCO), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biowest),
2 mM de L-glutamina (Biowest), 2 mM de piruvato de sodio (Biowest) y (10,000
U/mL)/(10,000 pg/mL) de penicilina/estreptomicina (Biowest). El cultivo vy

propagacion se mantuvo en condiciones de 37° C y 5% de CO..

Propagacion

El cultivo se realizd en suspension en botellas de 25cm?. Cuando la densidad
celular era aproximadamente del 70 %, se tomd el medio de cultivo con las células
y se colocé en tubos conicos de 15 mL, se centrifugd a 1500 RPMI por 5 minutos,
se elimino el sobrenadante, se resuspendio el boton celular con 1 mL de medio y se
hizo conteo celular utilizando caja de Neubauer y se sembro la cantidad de células
deseada.

Congelamiento
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Se crecieron las células en botellas de 25cm? a una densidad aproximada del 70 %,
se tomo el medio de cultivo con las células y se coloco en tubos cénicos de 15 mL,
se centrifugd a 1500 RPMI por 5 minutos, se elimind el sobrenadante,
posteriormente se resuspendio el botdn celular con 1 mL de medio y se hizo conteo
celular utilizando caja de Neubauer. Se congelaron 1X10° células por criovial, en

medio de cultivo con DMSO (SIGMA) al 5 % y se almacenaron en nitrogeno liquido.

6.2 Cultivo primario de células endoteliales de vena de cordén umbilical
humano (HUVECSs)

Se aislaron células endoteliales de cordones umbilicales humanos (anexo) y se
realizaron cultivos en cajas de Petri P100, se cultivaron y propagaron en medio M-
199 suplementado con SFB (Biowest) al 10 %, 20 ug/ml de factor de crecimiento
celular para endotelio (SIGMA), 1 Ul/ml heparina (PISA), 2 mM de L-glutamina
(Biowest) y (10,000 U/mL)/ (10,000 ug/mL) de penicilina/estreptomicina (Biowest).

El cultivo y propagacién se mantuvo en condiciones de 37° C y 5% de CO..

Propagacion

Se realiz6 el cultivo en cajas Petri P100 hasta alcanzar el 90 % de confluencia. Se
retird el medio de cultivo en el que estaban, se realizaron 3 lavados, con 5 mL de
PBS estéril cada uno, se retird el PBS y se agregé 500 uL de tripsina (GIBCO),
posteriormente se dejo incubando durante 3 minutos para permitir que las células
se despegaran de las cajas y pasando el tiempo de incubacién se resuspendié el
contenido de la caja. Se tomd la suspension de células/tripsina y se coloco en tubos
conicos de 15 mL, a los cuales se adiciono 2 mL de medio para inactivar a la tripsina,
consecutivamente se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 5 minutos.
Finalmente se elimind el sobrenadante, se resuspendid el boton celular con 1 mL
de medio de cultivo, se hizo conteo celular, utilizando caja de Neubauer y se sembro

la cantidad de células deseada.
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Congelamiento

Se utilizaron cultivos al 90 % de confluencia, los cuales fueron lavados con PBS
estéril, se tripsinizaron, se colocaron en tubos cénicos de 15 mL, se centrifugaron a
1500 rpm por 5 minutos y después de resuspender los cultivos con 1 mL de medio,
se hizo conteo celular utilizando caja de Neubauer. Se congelaron 1X108 células

por criovial, en una solucion 90% de SFB/10% de DMSO y se almacenaron a -70°C.
6.3 Obtencion de medios condicionados

Para estudiar el efecto en las UE de HUVECSs por las citocinas secretadas por las
células AGS, se obtuvieron medios condicionados de células AGS sin transfectar
(AGS control), AGS transfectadas solo con el vector (AGS-GFP), células AGS
transfectadas para la sobreexpresion de claudina-6 (AGS-Cldn6) y células AGS

transfectadas para la sobreexpresion de claudina-9 (AGS-Cldn9).

Para ello se sembraron 1.5X10° células por caja P100, con medio RPMI-1640
suplementado y con rojo de fenol. Una vez confluentes, se retird el medio y cada
caja se lavo 3 veces con 5 mL de PBS/RPMI (sin rojo de fenol y sin suplementar)
(1:1), posteriormente se agregdé 8 ml de RPMI-1640 sin suplementar, se espero 24
y 48 horas, y al terminar cada tiempo se tomoé el sobrenadante de cada caja y se
colocé en tubos conicos de 15 mL, se centrifugé a 1500 rpm por 5 minutos a 4°C.
El sobrenadante se concentrdé 10 veces utilizando amicones estériles de 10 kDa y
se centrifugo a 4000 rpm por 25 minutos. El concentrado obtenido se filtré en
membranas de 0.22 ym para garantizar la esterilidad. Finalmente se colocaron en

tubos de 1.5 mL y se almacenaron a —70°C.
6.4 Determinacion de citocinas en medios condicionados

Para determinar el tipo de citocinas proinflamatorias presentes y sus
concentraciones se utilizd el kit comercial de citometria de flujo (CBA/Human

inflammatory cytokines-BD).

Este kit utiliza perlas de captura acopladas a anticuerpos contra las diferentes

citocinas proinflamatorias. Primeramente, se preparé la mezcla de perlas de captura
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de citocinas (IL-8, IL-6, IL-2, INF-gamma, IL-1B e IL-10) y se prepard la curva
estandar por diluciones seriadas a partir de un vial de citocinas liofilizadas. A todos
los tubos tanto de la curva estandar como los de las muestras agregaron 50 pL de
la mezcla de perlas de captura. A los tubos donde se analizaron las muestras se
coloco 50 uL del medio condicionado y 50 pL del reactivo de revelado. Finalmente
se dejo incubar por 3 horas y se llevo a tomar la lectura cuantificdé en un citometro
FACScalibur. La determinacion de citocinas se realizd6 para cada condicién por

triplicado.
6.5 Caracterizacion de la TER en HUVECs

Se determiné el comportamiento de la TER después de que las células HUVEC
fueron estimuladas con medios condicionados de 48 horas, de células AGS control
y AGS transfectadas, con la intencion de conocer la integridad de la barrera

permeable formada por las UE.

Para ello se utiliz6 un lector automatizado de la TER (xCELLigence). Primeramente,
se sembraron en pozos de 0.32 cm?6.5X10* células HUVEC por pozo, estos pozos
por debajo del area de cultivo cuentan con microelectrodos que sensan la TER, el
cultivo se mantuvo en medio M-199 en condiciones de 37° C y 5% de CO2. Se
esperd 23 horas hasta que se estabilizd la TER en cada pozo, entonces se
agregaron a cada pozo los estimulos, como control positivo se agregé 10 ng/mL de
TNF-q, a los pozos donde se estimul6 con los medios condicionados, se colocaron
100 pyL de medio M-199 y 100 uL del medio condicionado. Se program¢ al lector
para que tomara los datos cada 10 minutos. La caracterizacion de la TER se realiz6

por triplicado para cada condicién.
6.6 Marcaje de células U937 con timidina tritiada para los ensayos de adhesiéon

Se cultivo la linea celular U-937, derivada de monocitos de leucemia humana, en
medio RPMI-1640 suplementado con timidina tritiada (1uCi/mL), se mantuvo en
condiciones de 37° C y 5% de COg, durante 48 horas. La timidina tritiada es un

isotopo capaz de incorporarse al DNA; al lisar estas células es posible medir la
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radiacion que emiten e inferir el porcentaje de células presentes en un experimento.
Cuando termino el tiempo de marcaje se lavaron las células con PBS estéril y se

resuspendieron en medio M-199.
6.7 Ensayos de adhesion en HUVECs

Se realizaron ensayos de adhesion de células U937 para determinar el efecto de
medios condicionados de células AGS Cldn-6 y Cldn-9 provocaban un efecto

distinto que las células AGS control, sobre la adhesion en las HUVECs.

En placas de 24 pozos, se sembraron 4X10° de HUVECs por pozo en medio M-199
en condiciones de 37° C y 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron la confluencia,
se retir6 el medio que tenian, se realizaron 3 lavados con PBS estéril y
posteriormente se agregaron los estimulos durante 3 horas: como control negativo
medio M-199, como control positivo medio condicionado de células MDA-321 y los
diferentes medios condicionados de células AGS control y AGS transfectadas de 24
y 48 horas. A continuacion, se agregaron las células U-937 previamente marcadas
con timidina tritiada a una densidad de 2X10° células U-937/cm? y se dejaron en
co-cultivo durante 3 horas. Al concluir este tiempo se realizaron 3 lavados con PBS
estéril y se lisaron los co-cultivos con 500 yL de NaOH 0.2 nM por pozo.
Consecutivamente los lisados celulares se mezclaron con 5 mL de liquido de
centelleo y la radioactividad se detectd en un lector de emisiones beta (1600 TR
Packard, USA). Los ensayos de adhesién se realizaron por triplicado para cada

condicion.
6.8 Determinacién de PGE2 en medios condicionados.
Para determinar la concentracion de PGE2 presente en los medios condicionados,

se usé un kit comercial (Prostaglandin E2 ELISA Kit-Monoclonal, Cayman
CHEMICAL).

En primera instancia se prepard el amortiguador de ELISA y el amortiguador de
lavado segun las indicaciones del fabricante y se preparé el estandar de PGEZ2,

reconstituyendo el vial con 1 mL de amortiguador de ELISA. Se preparé la curva

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular Pagina 31



Alteracion de las uniones estrechas de células endoteliales por
citocinas secretadas de células AGS

estandar en tubos de 1.5 mL realizando diluciones seriadas a partir del estandar de
PGE2. El ensayo se hizo en una placa de 96 pozos pretratada para el
reconocimiento de PGE2. Se colocaron 50 uL de medio RPMI-1640 como blanco,
50 pyL de cada tubo de la curva estandar por duplicado, 50 yL de cada medio
condicionado, consecutivamente se afadieron 50 yL de anticuerpo monoclonal
contra PGE2 en cada pozo a excepcidén de los blancos. Se cubrié la placa con
pelicula plastica y se incubo a 4°C por 18 horas, se elimin6 el medio que habia en
los pozos y se realizaron 5 lavados con el amortiguador de lavado, se agregd 200
ML del reactivo revelado a cada pozo, se cubrio la placa con pelicula plastica y se
incub6 por 1 hora cubriendo la placa de la luz. Finalmente se cuantificaron las
concentraciones en un lector de placas de ELISA a 405 nm por medio de un software

indicado por el fabricante.
6.9 Analisis estadistico de los datos

Las concentraciones de citocinas en los medios condicionados, los datos de los
ensayos de adhesion y la concentracion de PGE2 en los medios condicionados, se
analizaron utilizando un software de analisis estadistico (GraphPad 7.02), con la
finalidad de valorar si existian diferencias significativas. Se realiz6 el analisis de los
datos utilizando ANOVA de una via, con un nivel de significancia de p<0.05, se

utilizé como estadistica descriptiva el promedio y desviacion estandar.
7. Resultados

7.1 Citocinas en medios condicionados

Los medios condicionados de las células AGS, asi como de las AGS-Cldn-6 y AGS-
Cldn-9, mostraron cantidades significativas de IL-8 e IL-6. Dichas concentraciones

aumentaron tres veces mas a las 48 h.

La concentracion de IL-8 fue similar en todos los medios condicionados, promedio
de 455 pg/mL a las 24 horas y 1429 pg/ml a las 48 horas, a excepcion de los medios
condicionados de las células AGS-Cldn-9, donde el promedio fue de 101pg/mL a

las 24 horas y 278 pg/ml a las 48 horas, esta fue aproximadamente 4 veces menor
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que la observada en las AGS control y las AGS-Cldn-6. La concentracion de IL-6
solo fue detectable en medios condicionados de 48 horas para todas las condiciones
y las concentraciones de IL-6 fueron similares (entre 15y 30 pg/ml), a excepcion de
la concentracion de las células AGS-Cldn-6, en donde la concentracién de IL-6 fue
aproximadamente la mitad de la concentracién observada en las demas condiciones
(10 pg/ml). (Fig.7)

Cabe mencionar que con las técnicas utilizadas en este proyecto, las citocinas IL-
18, IL-2, IL-10 y TNFa no fueron detectadas en ninguno de los medios

condicionados.
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Figura 7. Concentracion de citocinas en medios condicionados. a) Cuantificacion de IL-8 por citometria
de flujo en medios condicionados de células AGS control (AGS y AGS GFP) y en las células AGS-CInd-6 y
AGS-Cldn-9 obtenidos a las 24 y 48 horas de incubacién. b) Cuantificacion de IL-6 por citometria de flujo
en medios condicionados de células AGS control (AGS y AGS GFP) y en AGS-CInd-6 y AGS-Cldn-9
obtenidos tras 48 horas de incubacion. Control= medio RPMI-1640 sin suplementar, AGS-GFP= Células
AGS transfectadas con el vector y GFP como gen reportero. Los experimentos se realizaron por triplicado.
(**) = p<0.01. (***) = p<0.001.

7.2 Efecto de los medios condicionados sobre la TER en HUVECs

Posterior al tiempo de estabilizacion de la TER y la sucesiva adicion de los medios
condicionados (23 horas), la TER disminuyo en todas las condiciones. Los medios
condicionados de las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9, produjeron una caida mas
abrupta que el medio de las células AGS control. Aproximadamente después de las
36 horas de lectura, la TER disminuyo en las HUVECs incubadas con los medios
condicionados de células AGS y células AGS-Cldn-6 alcanzando su nivel mas bajo
y se mantuvo hasta las 45 horas de monitoreo. La TER de las HUVECs estimuladas
con los medios condicionados de células AGS-Cldn-9 se mantuvo disminuyendo
(Fig. 8).
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Figura 8. Disminucion de la TER por los medios condicionados de células AGS-Cind-6 y AGS-Cldn-
9. Determinacioén de la TER en HUVECs estimuladas con medios condicionados de células AGS control y
células AGS-CInd-6 y AGS-Cldn-9. Las lecturas se hicieron cada 10 minutos en un lector automatizado
(xCELLigence). Control= medio M-199 sin suplementar, TNF-a=10 ng/mL, AGS GFP= Células AGS
transfectadas con el vector vacio.

7.3 Efecto de los medios condicionados sobre la adhesion leucocitaria en
HUVECs

Ninguno de los medios condicionados indujo incremento o disminucion de la
adhesion de células U937 en las HUVECs. Los niveles de adhesion observados
cuando las HUVECs fueron incubadas con los medios condicionados, fueron los
mismos que los observados con los medios de las células AGS control. Los
resultados observados con el control positivo (sobrenadante de la linea celular de
cancer de mama MDA-231) y el control negativo (medio M-199) fueron los

esperados (Fig. 9).
7.4 Determinacion de PGE2 en medios condicionados

La concentracién de PGE2 en medios condicionados de células AGS-Cldn-6 (18.2
pg/ml) y AGS-Cldn-9 (16.5 pg/ml) tomados a las 24 horas, fue significativamente
mayor, dado que no se detecté PGE2 en los medios de las células AGS control. De
los medios condicionados a las 48 h. solo los de las células AGS-Cldn-6 (48.3 pg/ml)

mostraron una diferencia significativa respecto a la concentracién de PGE2 (Fig.10).
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8. Discusion

Las UEs, cumplen con funciones fisiologicamente importantes, como formar una
barrera semipermeable, regular el paso de iones y regular la polaridad celular. En
células endoteliales, las UEs regulan también el paso de células del sistema inmune
a través de la via paracelular. Sin embargo, el ensamble o desensamble de estas
uniones es regulada por diversos factores entre los cuales se encuentra el
microambiente tumoral formado por los factores solubles secretados por las células

cancerigenas?®.

Este microambiente influye en el comportamiento integral del entorno y de las
mismas ceélulas transformadas. El endotelio como parte de este entorno, esta bajo
el efecto de citocinas, mediadores lipidicos como las prostaglandinas,
metaloproteasas de matriz y factores de crecimiento, por lo que las UEs pueden

ser directamente afectados por estos®’.

Previo al presente estudio, nuestro grupo de investigacion caracterizé Ila
sobreexpresion de claudina-6, -7 y -9 en biopsias de cancer gastrico y
posteriormente, se demostré que las claudinas-6 y -9 incrementan la tasa de

proliferacion, de invasividad y de migracion de las células AGS.%6:57,

Con el fin de determinar si los factores solubles presentes en los medios
condicionados de las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9 inducen cambios en las
UEs de las células endoteliales, nuestro trabajo se enfoco en identificar las citocinas

proinflamatorias presentes en estos medios condicionados.

Los resultados indicaron la presencia de IL-8 e IL-6 y ausencia de IL-1(3, IL-2, IL-10
y TNFa, en todos los medios condicionados de las células evaluados. En cuanto a
las concentraciones de IL-8, los medios condicionados de las células AGS-Cldn-9
mostraron concentraciones bajas de IL-8 (101pg/mL a las 24 horas y 278 pg/ml a
las 48 horas). Los medios condicionados de las células restantes no mostraron
diferencias significativas en la concentracion de esa citocina. En promedio la

concentracion estuvo entre: 455 pg/mL a las 24 horas y 1429 pg/ml a las 48 horas.
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En lo que se refiere a la IL-6 los resultados mostraron que los medios condicionados
de las células AGS-Cldn-6 tuvieron las concentraciones mas bajas (9 pg/ml). Los
medios condicionados de las células restantes revelaron en promedio

concentraciones de IL-6 de 23 pg/ml.

En el presente proyecto esperabamos que las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9
mostraran mayores concentraciones de citocinas proinflamatorias en los medios
condicionados, respecto a las células AGS control, sin embargo los resultados
mostraron que no existe tal aumento y en todas las condiciones parecen mostrarse
un concentraciones similares, pero de manera contraria a lo esperado, la
sobreexpresion de claudina-6 correlaciona con una disminucion en la concentracion
de IL-6 y la sobreexpresion de claudina-9 correlaciona con la disminucioén en la
concentracion de IL-8. A la fecha no se ha descrito una relacion entre estas
proteinas, quiza los efectos observados en la disminucién de las interleucinas
podrian explicarse mediante la inhibicion de su transcripcion, por procesos de

inhibicion en el entrecruzamiento de vias de transduccién de sefnales.

Se ha demostrado in vitro e in vivo que IL-8 en cancer de colon es un factor de
crecimiento autdcrino, que aumenta procesos como la permeabilidad vascular y la
angiogénesis, pero aunque la mayoria de las condiciones presenta concentraciones
similares, las células AGS-Cldn-9 posiblemente al mostrar una concentracion
menor, represente una ventaja al ser menos inmunogénico. De manera parecida,
las células AGS-Cldn-6 muestran una concentraciéon menor de IL-6 que las demas
condiciones, puede parecer una desventaja para estas células ya que se ha
caracterizado que IL-6 induce la migracién e invasividad celular, pero nuestros
resultados sugieren que estas células son menos inmunogénicas y es posible que
esta sea la razon por la cual el cancer gastrico tenga una alta tasa de mortalidad al
no poder ser detectado por el sistema inmune y poder montar una respuesta en

contra®3-73,

Basandonos en estudios previos, se supuso que la integridad de |la barrera formada

por las uniones estrechas se iba a modificar en funcion de la concentraciéon
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disponible de IL-8 en los medios condicionados. Ya que la unién de IL-8 a su
receptor (CXCR2) fosforila al receptor de VEGF (VEGFR) en una forma de
transactivacion, esta accion promueve que el endotelio incremente su
permeabilidad a través de la activacion de la via PI3K/Akt/Rho/Rock, de la

polimerizacién de actina y la fosforilacion de VE-cadherina y ocludina.

Asi que para determinar si hay cambios en la integridad de la barrera
semipermeable que forman las UEs en las células endoteliales se midié la TER, un
parametro funcional es ampliamente aceptado para conocer la dinamica de las UEs

en los epitelio o endotelios’®.

Los resultados del comportamiento de la TER en las HUVECS, tras ser estimuladas
con los medios condicionados de 48 horas de todas las células evaluadas
mostraron que contrario a lo que se esperaba, el cambio en la TER no esta en
funcién directa de las concentraciones que se han caracterizado de IL-8, ya que el
efecto observado con los medios condicionados de AGS-Cldn-9, fueron los que
provocaron la mayor caida en la TER, aunque estos medios contenian la menor
concentracion de IL-8. A pesar de esto, nuestra hipétesis inicial se cumplié
parcialmente, pues aunque la caida en la TER no fue mediada directamente por IL-
8, los medios condicionados de las células transfectadas produjeron una mayor
caida de la TER. Esto sugiere que los factores solubles (dentro de los cuales pueden
estar las citocinas) presentes en los medios condicionados de las células AGS-Cldn-
6 y AGS-CIldn-9, provocan una mayor alteracion en la integridad de la barrera

endotelial mediada por uniones UEs.

De acuerdo a lo obtenido en los resultados de la TER, se analizé si la caida en esta
era independiente del proceso de adhesion leucocitaria en las células endoteliales,
pues se ha descrito que los factores solubles secretados por células cancerigenas
reclutan células del sistema inmune y que la adhesion de esas células inducen una
cascada de sefalizacidbn que desensambla las UEs endoteliales para que los
leucocitos puedan intra y extravasar el endotelio hacia el tejido de donde provienen

las sefiales de quimiotaxis®2.
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Se conoce que TNFa y IL-13 son las principales citocinas que inducen la activacién
del endotelio. Cuando el endotelio se activa, expresa de moléculas de adhesion
como selectinas e integrinas, con las cuales las células del sistema inmune
interaccionan para adherirse al endotelio. Los experimentos en los que se determiné
la secrecidén de citocinas, indicaron que IL-1p y TNFa estaban ausentes en nuestros
medios condicionados, lo que sugiere que la adhesion leucocitaria, no esta
involucrada en la alteracion de la integridad de la barrera endotelial reflejada en los
parametros de la TER. Sin embargo no se descarta la posibilidad de que algun otro

factor soluble estuviese activando a las células endoteliales?2.

Los experimentos de adhesion leucocitaria confirmaron esta hipotesis, pues
ninguno de los medios condicionados indujo adhesion en las HUVECs. La
explicacion esta soportada como se menciond anteriormente por la ausencia de IL-
18 y TNFa como las principales citocinas activadoras del endotelio. Lo cual indica
que la caida en la TER provocada por los medios condicionados de las células AGS,
alteran la integridad de la barrera endotelial independientemente de los procesos
asociados a la adhesion leucocitaria. Esto sugiere indirectamente que otros factores

solubles presentes en los medios condicionados, ejercen la caida de la TER.

Otro factor secretado por células de cancer gastrico, la PGE2 podria tener efecto
sobre la integridad de la barrera endotelial. En varios tipos de cancer, entre ellos el
cancer gastrico, la enzima COX-2 encargada de transformar acido araquiddnico
para producir PGE2 se sobreexpresa, consecuentemente la produccion de PGE2
se ve aumentada, ademas se ha descrito que ejerce efectos angiogénicos sobre el
endotelio y hay evidencia de que desregula proteinas de las uniones estrechas
como claudina-4 por lo que se determiné si PGE2 podria estar contribuyendo con

la disminucion de la TER76-78,

Los resultados de la caracterizacion de PGE2 muestran que los medios
condicionados de las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9 tienen concentraciones
mas altas (17pg/mly 38 pg/mL a las 24 y 48 horas respectivamente) que las células
AGS control (1 pg/mly 22 pg/mL a las 24 y 48 horas respectivamente). Este indicio

Facultad de Medicina, Departamento de Biologia Celular y Tisular Pagina 40



Alteracion de las uniones estrechas de células endoteliales por
citocinas secretadas de células AGS

sugiere que PGE2 puede influir en la caida drastica de la TER. Sin embargo, el
resultado individual de la concentracién de PGE2 en los medios condicionados de
células AGS-Cldn-9 (28pg/mL a las 48 horas) no revela una diferencia significativa
con respecto a las células AGS control (26 pg/ml). Aunado a que la concentracién
de IL-8 en este medio condicionado es baja (101pg/mL a las 24 horas y 278 pg/ml

a las 48 horas).

Debido a que no existe una correlacion directa entre las concentraciones de IL-8,
PGE2 y el comportamiento observado en la TER resta por estudiar otros factores
solubles que estan regulando la caida de la TER en las HUVECs. Uno de los
factores solubles que puede estar involucrado es el VEGF (vascular endothelial
growth factor), ya que se ha reportado que esta proteina tiene la facultad de
aumentar la permeabilidad endotelial y estudios en humanos de biopsias de cancer
gastrico muestran la presencia de esta proteina, la cual esta asociada a un mal

prondstico80-81,

Cuando la barrera endotelial se vuelve laxa, propicia procesos de angiogénesis y la
extravasacion de células cancerigenas al torrente sanguineo. Dado que las células
de cancer gastrico que expresan a las claudinas -6 y -9 promueven el crecimiento y
la posibilidad de hacer metastasis, los factores solubles con los que forman su
microambiente tumoral podrian ejercer una alteracion mayor en la barrera

endotelial®’.

Una explicacion sobre los resultados obtenidos en nuestro estudio, con los medios
condicionados de las células AGS en los que no se indujo adhesion en las HUVECs,
es que si esto sucede in vivo, podria representar una ventaja para el tumor y su
desarrollo, porque a pesar de que secreta una potente quimiocina (IL-8), no secreta
factores que puedan activar al endotelio para expresar moléculas de adhesién que
permitan que leucocitos lleguen al sitio del tumor, lo que le confiere la ventaja de

evadir el reconocimiento por monocitos (Fig.11).
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En conclusién, podemos mencionar, que al parecer el cancer gastrico orquesta
muchos factores a su favor, como los que hemos mencionado en este trabajo, pero
cabe destacar la presencia de claudina-6 y claudina-9 en las células que provocan
dichos efectos, dando crédito a su correlacibn con la progresion de esta
enfermedad, razén por la cual seguiremos proponiendo a estas proteinas como

marcadores de pronostico y estudiando el comportamiento de las células que las

expresan.
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9. Conclusiones

e La sobreexpresion de claudinas-6 y -9 disminuye significativamente la TER
en HUVECs.

e La disminucion observada de la TER en todas las condiciones, es un efecto
independiente de la adhesion leucocitaria.

e La sobreexpresion de claudina-9 disminuye la secrecion de IL-8.

e Las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-6 secretan concentraciones

significativas de PGE2.

e |L-8 y PGEZ2 ejercen un efecto sobre la integridad de las UEs en el endotelio,
sin embargo, existen otros factores aun no identificados en los medios

condicionados, que también pueden alterar a las UEs.

10. Perspectivas

Debido al efecto que ejercen los factores solubles observados en este estudio sobre
la TER de HUVECs sera importante determinar: 1) que proteinas de las UEs se
alteran en cuanto a su localizacion o expresion, 2) Estudiar que otros factores
solubles pueden estar alterando las UEs del endotelio, 3) Estudiar los mecanismos

de adhesion e invasividad de las células AGS con las células endoteliales.

Conocer todos estos aspectos sera importante para entender los mecanismos que
usan las células de cancer gastrico que expresan claudina-6 y claudina-9 en la
progresion de esta enfermedad, ademas de dar soporte al uso de estas 2 proteinas

como marcadores pronostico.
11. Anexo

11.1 Protocolo para asilar células endoteliales de vena de cordén umbilical
humano (HUVECS)

Material esteril por cada cordén umbilical a procesar:

e Colagenasa tipo Il liofilizada (GIBCO) al 0.01 % en HEPES.
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e Tubo coénico de 50 ml para centrifugar con 2ml de medio M-199 solo con 10%
de suero bovino fetal.

e 1 tubo conico de 50 ml lleno con PBS.

e Un frasco con 300 ml de solucién salina donde se pueda incubar el cordon.

e 1 bolsa chica de plastico para tapar el frasco con solucion salina cuando
tenga el corddn.

e Papel (estraza 90X45cm para cubrir perfectamente la plancha de la
campana).

¢ 1 hoja de papel aluminio del mismo tamafio que el papel estraza.

e 2 pinzas quirurgicas "Kelly".

e 2 cinchos de electricista.

e 1 jeringa de 10 ml.

e 1 canula de metal.

e 1 recipiente para desechar la sangre del cordon.

e 3 gasas.

e Aspersor con etanol al 70 %.

e 2 pares de guantes desechables de latex y lentes de proteccion.

e 1 campana de flujo laminar de nivel 2 de bioseguridad.

e 1 bafo maria que se pueda ajustar a 37°C de temperatura-

e Gelatina para las placas (piel de cerdo al 0.2% en PBS).

e 1 placa Petri P60 para cultivo celular.

e 4 ml de medio M-199 suplementado con mitégeno endotelial, heparina y

glutamina y 10% de suero bovino fetal.

Procedimiento:

1. Agregar gelatina a una placa P60 hasta que se cubra toda la superficie, retirar

el excedente, dejar minimo 15 minutos en la incubadora a 37 °C.
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2. Posteriormente aspirar la gelatina y colocarle los 4ml de M-199 suplementado
para que la gelatina absorba algunos nutrientes y sea una mejor matriz
celular, dejar la placa dentro de la incubadora hasta que se vayan a sembrar
las células HUVEC.

3. Colocarse doble guante en cada mano.

Limpiar la campana con etanol al 70 %.

5. Colocar el PBS, la solucion salina, y el tubo con medio a 38°C en un bafio
maria.

6. Colocar la hoja de papel estraza en la campana seguido de la hoja de papel
aluminio para la proteccién de la campana.

7. Acomodar las pinzas, jeringas, canulas, gasas etc. a utilizar dentro de la
campana.

8. Meter el PBS y el tubo con medio ya tibio, dentro de la campana, dejar el
frasco con solucion salina para que se mantenga caliente. Colocar la
colagenasa a entibiarse con el afan de que no esté mucho tiempo
calentandose porque puede ir perdiendo actividad.

9. Colocar el cordon sobre la campana vy limpiar la sangre exteriormente con
etanol al 70 % y una gasa, exprimir los extremos para sacar los coagulos
posibles de forma manual.

10. Meter una canula en la vena (que es la que tiene el lumen mas grande),
asegurar la canula por fuera con una pinza.

11.0Ocluir con 2 dedos el extremo no canulado del corddn, posteriormente
inyectar con una jeringa PBS al cordon, a través de la canula, hasta que se
vuelva turgente y el embolo de la jeringa se oponga a seguir empujando.
Esta maniobra permite corroborar que el cordon no tiene fugas vy
simultaneamente se puede estimar cuanto volumen le cabe a la vena para
llenarla posteriormente con colagenasa.

12.Consecuentemente se desecha la solucion en el recipiente de desecho, tratar
de exprimir el corddn y notar el color de la solucion que sale, si es color

sangre volver a pasar PBS hasta que se salga transparente (2 o 3 lavados).
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13.En caso de detectar una fuga, cortar el cordon a la altura de la fuga y repetir
el paso anterior, evitar apretar las pinzas constantemente, como tiene dientes
pueden perforar el cordon.

14.Sellar el extremo no canulado con un cincho de electricista y colocar otro
cincho por debajo de la pinza.

15.Inyectar colagenasa al 0.01 % hasta que el corddn se vuelva turgente otra
vez (aproximadamente 15 ml).

16. Colocar el corddn dentro del frasco con solucion salina, taparlo con la bolsa
e incubarlo en el bano maria 15 minutos a 37 ° C.

17. Succionar con la jeringa un poco de colagenasa para poder masajear,
después del masaje se pinza el extremo no canulado del cordon (con las
pinzas que no se habian usado hasta ahora) por encima del cincho y se corta
dicho extremo por debajo de la pinza, posteriormente se deja caer la solucion
en el tubo falcon con medio para centrifugar.

18. Rellenar el cordon con PBS, repetir el masaje y recolectar el PBS en el tubo
para centrifugar.

19.Repetir el paso anterior.

20. Centrifugar el tubo a 1200 RPM por 10 minutos.

21.Desechar el sobrenadante, cuidando de no tirar el botén celular.

22.Resuspender el boton con 3 ml de medio suplementado (previamente llevado
a 37°C).

23.Agregarlo en la placa e incubar a 37 °C, 5 % de COa.

24 . Al otro dia hacer 3 lavados con PBS para lavar la sangre y ver si se obtuvieron
células HUVEC (en caso de que aun se observen estructuras flotando como
eritrocitos se pueden realizar mas lavados).

25.Colocar medio suplementado nuevamente e incubar a 37 °C, 5 % de COa.

26.Cambiar el medio de cultivo cada tercer dia.
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