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RESUMEN 
 

El cáncer representa un problema de salud a nivel mundial. Tan sólo en el año 2012 la 

agencia internacional para la investigación en cáncer (IARC) registró 14 millones de casos nuevos 

y 8.2 millones de defunciones a causa de esta enfermedad. De todos los tipos de cáncer, los 

derivados de tejidos epiteliales representan cerca del 95%.  

Las uniones estrechas confieren polaridad y selectividad al paso de moléculas del flujo 

paracelular de los epitelios, además de estar involucradas en diversas vías de señalización. Las 

claudinas, proteínas de 4 dominios transmembranales, son los principales componentes de las 

uniones estrechas y se han visto desreguladas en diversos tipos de cáncer. Particularmente, en 

cáncer gástrico, la sobre expresión de Claudina-6 y -9 incrementa el potencial invasivo, migración 

y tasa de proliferación. Cabe destacar que la expresión de dichas claudinas, 6 y 9, se restringe a 

tejidos durante el desarrollo embrionario, siendo su expresión débil o ausente en tejidos adultos. 

Se sabe que no todas las células que conforman un tumor son idénticas, sino que existe 

heterogeneidad fenotípica dentro de éste, y que en muchos tipos de tumores hay una 

organización jerárquica similar al de las células troncales. Esta observación aunada a ensayos 

funcionales y moleculares llevaron a la identificación de una subpoblación llamada células 

troncales de cáncer (CTC), las cuales son responsables de la iniciación, recurrencia y metástasis 

tumoral, además, están involucradas en la resistencia a los tratamientos con quimio y 

radioterapia. 

Las células que mantienen y confieren la agresividad tumoral son aquellas que retoman 

los mecanismos de una célula troncal normal, la sobre expresión de Claudina-6 y –9 podría estar 

asociada al enriquecimiento de esta subpoblación. Este trabajo pretende dilucidar la asociación 

de la expresión de dichas claudinas con las CTC a través de la expresión de marcadores 

previamente reportados para esta subpoblación: CD24, CD44, Villin y DCLK1. 

Palabras clave: Claudina-6, Claudina.9, CTC, cáncer gástrico, CD24, CD44, villin, DCLK1.  
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1.- Introducción 
 

 

"Medio siglo de investigación sobre el cáncer ha generado un enorme cuerpo de observaciones sobre 

el comportamiento de esta enfermedad, sin embargo no hay ideas sobre cómo comienza y progresa hacia sus 

conclusiones potencialmente mortales 1”. 

Dr. Robert A. Weinberg 

 

Las células troncales son un grupo celular con capacidad de auto-renovación, que le 

permite dar lugar a otras células troncales, y de diferenciación que generan células más diversas 

con diferentes funciones biológicas 2. De acuerdo al potencial de diferenciación, las células 

troncales pueden ser: totipotentes, las cuales están presentes en los blastómeros de la mórula y 

dan lugar a tejidos embrionarios y extra embrionarios; las células troncales pluripotentes, que 

están presentes en las células de la masa interna celular del blastocisto, y dan lugar a todos los 

tipos celulares del embrión, incluyendo a las células somáticas y germinales; por su parte, las 

células troncales multipotentes son capaces de dar lugar a diversos tipos celulares de un mismo 

tejido, como el caso de las células troncales hematopoyéticas. Hacia la etapa final de 

diferenciación, se encuentran las células troncales unipotentes, que son capaces de dar origen a 

un solo tipo celular maduro, son células progenitoras comprometidas con un linaje específico, y 

a este nivel se encuentran las células progenitoras endoteliales o células epiteliales de la córnea 

3. 

Hacia 2006, se descubrió que células somáticas maduras podían ser reprogramadas en 

células troncales pluripotentes por la expresión ectópica de 4 factores transcripcionales, 

demostrando entre otras cosas, que el desarrollo podía ser potencialmente revertido. Pruebas in 

vitro e in vivo demostraron que estas células pluripotentes inducidas podrían dar lugar a 

teratomas sugiriendo que el cáncer posee un origen embrionario. Posteriormente, se propuso al 

cáncer como un problema en el desarrollo, basado en diversos estudios en los que células 

malignas se diferenciaban a un tejido normal al ser colocadas en un blastocisto 4. Aunado a otras 
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pruebas, se ha visto la asociación entre las características de un tumor con las de un fenotipo del 

desarrollo temprano. 

 

Las células troncales de cáncer (CSC) son una pequeña población de células dentro del 

tumor que retoma las propiedades de una célula troncal, tales como alta capacidad para generar 

clonas por autorrenovación, y de dar lugar a poblaciones celulares heterogéneas con un alto 

potencial de plasticidad. Esta subpoblación posee resistencia a factores de estrés dentro del 

tumor como bajos niveles de oxígeno y de nutrientes, además, son resistentes a la inducción de 

muerte por agentes quimioterapéuticos 5. 

 

Los tratamientos que reciben los pacientes con cáncer gástrico son multimodales que 

incluyen cirugía, radiación y quimioterapia, entre otros. Sin embrago, aún con la implementación 

de diversos tratamientos, las células troncales de cáncer siguen presentes y eventualmente llevan 

a la reaparición tumoral 6. Por ello, resulta importante dilucidar los mecanismos que rigen y 

mantienen a las CSC, lo cual representaría una primera aproximación en el tratamiento dirigido 

contra esta población, que, aunado a tratamientos convencionales, podrían llevar a la 

disminución del tumor y del riesgo de adquirir propiedades de CSC por parte de las células del 

tumor 7. 
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2.- Antecedentes 

 

2.1 Uniones estrechas 

 

Las uniones estrechas son un complejo de proteínas de unión intercelular, esenciales para 

la función de algunos tejidos. Han sido observadas en células epiteliales, del endotelio vascular, 

células mesoteliales, células de Schwann, oligodendrocitos y células de Sertoli, entre otros 8. 

Forman barreras selectivamente permeables que permiten el paso de algunos iones, solutos, 

agua y células a través del flujo paracelular (función de compuerta); además, demarcan el límite 

entre la región lateral y basolateral sirviendo como barrera de la difusión intramembrana de 

proteínas y macromoléculas entre estas dos regiones (función de valla). Las uniones estrechas 

regulan una variedad de moléculas de señalización involucradas en procesos de diferenciación, 

proliferación y polaridad celular 9. 

 

Las uniones estrechas están conformadas por dos tipos principales de componentes 

transmembranales: las proteínas de cuatro dominios transmembranales como las ocludinas, 

tricelulinas y claudinas, y las proteínas de un dominio transmembranal como JAM, CRB3 y Bves. 

Además, se distinguen proteínas citoplasmáticas que poseen roles de adaptadores, proteínas de 

andamiaje y proteínas que conectan a proteínas de la membrana con el citoesqueleto de actina, 

tales como zónula ocludens (ZO), cingulina, H6, simplequina, ZA-1TJ, entre otros 10,11. 

 

 

2.2 Claudinas 

 

Las claudinas (Cldn) son los principales componentes de las uniones estrechas12, cruciales 

en la regulación de la permeabilidad celular al modular la resistencia epitelial y el paso de ciertos 

iones. Esta selectividad depende de las claudinas expresadas en los tejidos 13. Se han reportado 

hasta la fecha 27 genes de Claudinas en mamíferos 14; en humanos, la longitud de las claudinas 

oscila entre 207 y 305 aminoácidos y su peso molecular se encuentra entre 21 y 34 kDa  [4]. 
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Son proteínas de 4 pasos transmembranales con una región corta amino terminal (de 4 a 

5 residuos) y una región variable en tamaño y secuencia carboxilo terminal (21 a 106 residuos), 

orientadas hacia el citoplasma 12,13 (figura 1). Poseen dos asas extracelulares: La primera está 

implicada en la función de barrera al determinar selectivamente la carga del transporte 

paracelular; contiene alrededor de 60 residuos con dos cisteínas conservadas que confieren 

estabilidad a la estructura y de las cuales no hay evidencia aún de que éstas formen puentes 

disulfuro 15. La mayoría de las claudinas tienen un motivo conservado en la primera asa 

extracelular: GLWxxC(8-10 aa)C 16. Las cargas positivas y negativas en esta asa confieren las 

propiedades de los poros que forman. La segunda asa extracelular contiene alrededor de 24 

residuos, posee función de estrechamiento del espacio intercelular12, así como la formación de 

dimeros con claudinas opuestas por su motivo hélice-vuelta-hélice, a través de interacciones 

hidrofóbicas entre residuos conservados 13. Además, en algunas isoformas de claudinas, esta asa 

extracelular se ha visto implicada, como receptor, de la enterotoxina de Clostridium perfringens 

17. Las secuencias de la primera y cuarta región transmembranal son altamente conservadas entre 

las diferentes isoformas 13. La región carboxilo terminal es la más heterogénea entre todas las 

isoformas, contiene un sitio YV (a excepción de Claudina-12) que se une a proteínas con dominios 

PDZ (Cldn -1 a -9 y -17 S/TYV, Cldn-10 y -15 AYV, Cldn-11 AHV, Cldn-12 HTT, Cldn-13 LDV, Cldn-14, 

-18 y -20 DYV, Cldn-16 TRV y Cldn-19 DRV)18,19, la cual le permite interaccionar con moléculas 

asociadas a las uniones estrechas como MAGUK, ZO-1, ZO-2, ZO-3, entre otras 17. 

 

Poseen, además, sitios de fosforilación en la región del tallo citoplasmático, justo después 

del cuarto dominio transmembranal además de otros sitios de fosforilación que no son 

conservados y que son únicos de cada claudina. Su función es modular la función de claudinas 

específicas al ser blanco de cinasas como MAPK, PKA, PKC, entre otras. Por otro lado, se 

distinguen sitios de palmitoilación en la región del asa intracelular, después del segundo dominio 

transmembranal y que están involucrados con la correcta localización de la claudina en las 

uniones estrechas 20. 
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Figura 1. Estructura general de las claudinas (Gunzel y Yu, 2013) 

 

Basado en la similitud de las secuencias de las claudinas, se distinguen dos grupos: Las 

claudinas clásicas, que exhiben secuencias con mayor similitud (Cldn -1 a la -9, -14, -17, -19, -20), 

y las claudinas no clásicas, que incluye a miembros que están menos relacionados (Cldn -10, -11, 

-12, -15, -16, -18 y el resto de las claudinas). Algunos pares de claudinas muestran secuencias muy 

similares y están localizados en cercana proximidad en el genoma humano, como los genes de 

Cldn-6 y -9 (CLND6 y CLDN9, respectivamente) separados únicamente por 200pb; CLDN22 y 

CLDN24, CLDN8 y CLDN17 ó CLDN4 y CLDN3 (Figura 2). Esta estructura genómica sugiere que 

algunas claudinas han surgido por duplicación génica 13.                             
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Figura 2. Clasificación de claudinas de acuerdo al grado de similitud entre ellas (Lal-Nag y Morin, 2009) 

 

 

2.3 Cáncer gástrico y claudinas 

 

El cáncer gástrico ocupa el sexto lugar de incidencia en México y a nivel mundial 21 y la 

mayoría de los casos corresponde a adenocarcinomas (90-95%). Los factores de riesgo para 

cáncer gástrico incluyen fumar, dieta alta en sales, alto consumo de carne, infección por 

Helicobacter pylori, entre otros 22. De acuerdo con la clasificación de Lauren, se distinguen dos 

tipos de adenocarcinomas: el de tipo intestinal, que es caracterizado por la formación de 

estructuras tipo glándula y está asociada a factores de riesgo ambientales y dieta como alto 

consumo de sal o infección por Helicobacter pylori; y el de tipo difuso, que presenta una histología 

pobremente diferenciada y carece de estructuras glandulares, éstos pacientes son generalmente 

más jóvenes, mujeres y tienen peor pronóstico que los de tipo intestinal 23. La incidencia de cáncer 

gástrico es mayor en Asia, Latinoamérica y en el centro y este de Europa 23; tiene una incidencia 

mayor en hombres que en mujeres 24. 
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La disrupción en la función de barrera y de permeabilidad de las uniones estrechas no sólo 

se ha visto asociada con diversas condiciones pato-fisiológicas como trastornos de los riñones, 

enfermedades inflamatorias del intestino, ictericia o diarrea, sino que además representa un 

evento temprano en la tumorigénesis. En tejidos epiteliales, las uniones estrechas impiden el paso 

de factores de crecimiento de la parte luminal hacia la región basal-lateral de los epitelios, donde 

se encuentran receptores a esos factores de crecimiento. Cuando la integridad de esta “barrera” 

se ve comprometida, puede haber un flujo desmedido de estos factores de crecimiento 19.  De 

esta manera, el decremento en la expresión de algunas claudinas es responsable de la disrupción 

de las uniones estrechas durante la tumorigénesis, y la pérdida de las uniones estrechas está 

asociada con neoplasia 25. Se ha visto, por ejemplo, en cáncer de mama, una disminución en la 

expresión a nivel de proteína y de mRNA de Claudina-2 26 y Claudina-1 27 respecto a muestras de 

tejido normal; En cáncer de próstata, la pérdida en la expresión de Claudina-1 y -7 correlacionaba 

con tejidos poco diferenciados 28, mientras que en cáncer de esófago, la reducción en la expresión 

de Claudina-7 se encontró asociada con invasión a vasos y nódulos linfáticos 29. En cáncer gástrico 

se ha encontrado una expresión reducida de Claudina-11 en tejidos primarios, y en células 

epiteliales normales en los que se silencia su expresión, se observa in incremento en su motilidad 

e invasividad 30. 

 

Sin embargo, la expresión de claudinas no siempre se ve disminuida. Se ha visto una sobre 

expresión de las claudinas -1, -3 y -4 en tejidos de pacientes con cáncer colorrectal comparado 

con muestras de tejido normal 31, por su parte, en melanomas se ha encontrado una sobre 

expresión de Claudina-1 con una expresión aberrante en membrana, núcleo y citoplasma 32. Se 

han propuesto algunos mecanismos para explicar cómo la sobre expresión de ciertas claudinas 

podría contribuir a la tumorigénesis,  sin embargo, aún no se han comprobado estos mecanismos: 

ya sea que 1) su sobre expresión podría directamente alterar la estructura y función de las uniones 

estrechas, 2) que al estar involucradas con algunas vías de señalización, su sobre expresión 

pudiera alterarlas o bien, 3) que aquellas claudinas sobre expresadas y deslocalizadas pudieran 

funcionar como una molécula oncogénica 19. 
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La expresión desregulada de claudinas ocurre de manera tejido, tumor y estadío específico 

33 y algunas de sus isoformas han resultado útiles al ser propuestas como marcadores pronósticos 

de sobrevivencia y recurrencia para ciertos tipos de cáncer 25. En cáncer gástrico, se ha visto una 

expresión incrementada de Claudina -3, -4 y -7 y una expresión a la baja de Claudina-18. La 

expresión de Claudina-3 y -4, aunada a una pérdida en la expresión de Claudina-18, indica la 

presencia de lesiones pre malignas, especialmente cuando las claudinas están localizadas en el 

citoplasma, mientras que la expresión de Claudina-3 o la expresión a la baja de Claudina-18 se 

han asociado con un pobre pronóstico, especialmente en cáncer gástrico de tipo intestinal 34.   

 

 

2.3.1 Claudina-6 y -9 

 

El gen de Claudina-6 contiene 2 exones, su transcripción da lugar a una isoforma de 220 

aminoácidos con un peso molecular de 23.29 kDa. Claudina-6 regula la permeabilidad a sodio y 

cloruro, y se expresa principalmente en células troncales embrionarias (en ratón), en células de 

linaje epitelial durante el desarrollo embrionario y en tumores de células germinales. Su expresión 

es muy baja o ausente en ratones adultos 35. Claudina-6 junto con Claudina-9 y Claudina-13 se 

expresan en el riñón durante el desarrollo embrionario, mientras que en riñón adulto se detectó 

una baja expresión de Claudina-6 36. Durante la diferenciación de células troncales de ratón, las 

células positivas a Cldn6 decrecían drásticamente, siendo claudina-6 un indicador sensible a la 

diferenciación temprana; su regulación a la baja estaba acompañada con una pérdida de las 

características pluripotentes 37. 

 

El gen de Claudina-9 contiene 1 exón que da lugar a una proteína de 217 aminoácidos y 

un peso molecular de 22.84 kDa. Se expresa en pulmón, glándula pituitaria, intestino, ojo y 

cerebro 38. Claudina-9 se expresa en el oído y es requerido para la preservación de células 

sensoriales: las concentraciones perilinfáticas de potasio son altas y Claudina-9 es un regulador 

del paso de sodio y potasio 39. Su expresión se ha visto involucrada en procesos de metástasis: 

subpoblaciones agresivas de carcinoma de pulmón capaces de metastatizar a hígado fueron 
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aisladas de células poco metastásicas. Los perfiles de expresión de genes revelaron altos niveles 

de Claudina-9 en aquellas con dicha capacidad metastásica 40. 

 

En biopsias de pacientes con cáncer gástrico se encontró la expresión de Claudina-6 en 

muestras de tipo difuso e intestinal, mientras que la expresión de Claudina-9 fue principalmente 

en muestras de tipo intestinal; la expresión de estas claudinas se encontró principalmente en la 

región citosólica, y una expresión débil en la membrana. Una fuerte expresión de Claudina-9 se 

encontró asociada con una mayor tasa de mortalidad en cáncer gástrico de tipo intestinal 41. Al 

sobre expresar Claudina-6, -7 y -9 en una línea celular (AGS), se incrementaba su potencial 

invasivo; Claudina-6 y -9 incrementaban la migración celular y su tasa de proliferación, mientras 

que la sobre expresión de Claudina-7 y -9 incrementaba la expresión endógena de Claudina-1 42.  

Claudina-6 podría inducir la activación de metaloproteasa-2 (MMP-2) a través de la expresión de 

Claudina-1 facilitando la migración celular e invasividad 43. 

 

 

2.4 Células Troncales de Cáncer (CTC) 

 

En la década de 1960 diversos experimentos en ratones demostraron la existencia de 

precursores en la médula ósea que eran capaces de dar lugar a células de diferentes estirpes 

hematopoyéticos. En ratones irradiados letalmente, en los que la médula ósea había sido 

erradicada completamente, se realizaron trasplantes de células de una población muy pequeña 

(representaba el 0.05% de células totales de la médula ósea) y eran capaces de reconstituir 

permanentemente los diferentes linajes hematopoyéticos 44. Investigaciones posteriores llevaron 

a la identificación de una población con esas características que expresaban los marcadores 

CD34+/CD38-/Lin- 45,46. A principios de 1990 diversos estudios mostraron que, en varias formas 

de leucemia mieloide aguda, las células capaces de implantarse en ratones inmunodeficientes 

correspondían a una subpoblación definida como CD34+/D38-, compartiendo así marcadores de 

superficie con células progenitoras normales; además, reconstituían la heterogeneidad fenotípica 

observada en el donador original. Se demostró que las poblaciones celulares malignas 
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presentaban una organización jerárquica, similar al sistema de las células troncales 47. 

Posteriormente, se observó en tumores sólidos el mismo fenómeno: en cáncer de mama se 

identificó una población CD44+/CD24-/low que tiene la capacidad de mantener el crecimiento 

tumoral cuando son trasplantados en ratones y de recrear la heterogeneidad fenotípica de los 

tumores parentales 48. A la fecha, las CTC han sido descritas en un amplio espectro de tumores 

sólidos en diversos tejidos: pulmón, colon, próstata, ovario, cerebro, melanoma, estómago, entre 

otros 4950. 

 

 

2.4.1 Características 

 

Las CTC son una clase de células de cáncer pluripotentes que tienen un comportamiento 

análogo a las células troncales normales. Se han visto involucradas en procesos fundamentales 

del desarrollo tumoral, proliferación celular, diseminación metastásica, recurrencia, así como 

resistencia a tratamientos con quimio y radioterapia 49. Debido a su capacidad de 

autorrenovación, son consideradas una población inmortal 51. Las características a continuación 

descritas permiten explicar sus diferentes papeles durante el inicio y desarrollo del tumor. 

 

Las CTC presentan propiedades compartidas con las células troncales normales, como la 

capacidad de autorrenovación, de dar lugar a células más diferenciadas, tienen una alta expresión 

de telomerasa, mayora capacidad de evasión de apoptosis y la habilidad de migrar generando en 

muchos casos metástasis 52.Tienen, además, encendidas vías de señalización que son 

comúnmente activas en las células troncales normales: la vía Wnt juega un rol importante en la 

autorrenovación y proliferación de células troncales adultas y embrionarias; mutaciones en esta 

vía han sido identificadas en varios tipos de cáncer y una excesiva activación de esta vía en células 

troncales normales lleva a su transformación en CTC. La vía Notch es esencial en la proliferación 

celular y apoptosis durante el desarrollo; la activación de Notch puede prevenir una proliferación 

excesiva de las células troncales normales y protegerlas de una transformación maligna. Esta vía 

ha sido vista como un promotor de la transformación durante la tumorigénesis en algunos tejidos 
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mientras que actúa como ihnibidor de estas características en otros tejidos. Por su parte, la vía 

Hedgehog juega un papel importante en la autorrenovación de una variedad de células troncales. 

La sobre activación de esta vía ha sido implicada en procesos de carcinogénesis al promover la 

sobrevida en múltiples tipos de cáncer 53. 

 

En procesos de metástasis se considera a las CTC como las responsables de dicho proceso. 

La habilidad de las células para migrar de un lugar a otro es un proceso crítico durante el 

desarrollo embrionario, la regeneración de tejidos y la cicatrización de heridas 54. La diseminación 

de células tumorales está relacionada con este proceso, y ocurre a través de la transdiferenciación 

de células epiteliales en células mesenquimales conocido como Transición Epitelio Mesénquima 

(TEM), en el cual ocurre la pérdida en la diferenciación epitelial, la adquisición de un fenotipo 

migratorio y la pérdida de adhesión celular. La TEM confiere, en algunos casos, la habilidad para 

degradar proteínas de la matriz extracelular facilitando un comportamiento invasivo. Además, las 

células que sufren este proceso adquieren resistencia a la senescencia y apoptosis 55. Durante la 

colonización metastásica, las células deben ser capaces de iniciar un proceso en reversa y la 

plasticidad de las CTC sugiere que son las responsables de este proceso 56.  

 

Por otro lado, las CTC son resistentes a la radiación ionizante y quimioterapia. La 

resistencia a quimioterapia se debe a que poseen una respuesta eficiente al daño al DNA, tienen 

una tasa de replicación lenta (algunos agentes químicos tienen como blanco las células altamente 

proliferativas) y poseen transportadores ABC  que expulsan los fármacos de la célula y expresan 

moléculas mediadoras como aldehído deshidrogenasa 1 (ALDH1)  que confieren resistencia a 

agentes quimioterapeúticos en células troncales normales 50.  

 

 

2.4.2 Origen  

 

Existen diferentes teorías acerca del origen de las CTC. Debido a la alta similitud con las 

células troncales normales en cuanto a sus propiedades, fenotipo, funciones y marcadores de 
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superficie, una teoría propone que esta población se origina de células troncales o progenitoras 

normales, las cuales adquieren la habilidad de generar tumores debido a mutaciones genéticas o 

alteraciones en el microambiente. Una teoría alternativa sugiere que su origen radica en células 

somáticas normales, los cuales adquieren características de tipo troncal y un comportamiento 

maligno a través de un proceso de transición epitelio mesénquima 57. 

 

 

2.4.3 Identificación de CTC 

 

Para identificar estas poblaciones se han desarrollado diferentes métodos. El ensayo de 

población lateral, consiste en la identificación de una población de células que expulsa el 

colorante de Hoechst, mecanismo que se da a través de transportadores ABC, dichas células son 

capaces de expulsar agentes quimioterapeúticos, resultando en resistencia a quimioterapia. Esta 

técnica no requiere de marcadores específicos y puede aplicarse a diferentes tipos de tejidos; sin 

embargo, debido a la baja especificidad, baja pureza de células aisladas y a la toxicidad del 

colorante, el uso de esta técnica es muy limitado. Por su parte, la técnica de formación de 

esferoides consiste en cultivar células en medio libre de suero que contiene varios factores de 

crecimiento como el factor de crecimiento epitelial (EGF) o el factor básico de crecimiento de 

fibroblastos (bFGF), entre otros. Bajo estas condiciones, las células inmaduras crecen lentamente 

y forman conglomerados no adherentes (esferoides) mientras que las células diferenciadas 

mueren. La desventaja de esta técnica radica en la obtención de una población heterogénea en 

la que sólo una pequeña fracción de la población tiene habilidad de auto renovación. 

 

Un método más común para identificar a esta población es por la expresión de marcadores 

de superficie. Las CTC usualmente expresan marcadores específicos, que, aunado a experimentos 

posteriores, se comprueban las características de estas poblaciones. Comúnmente un número 

pequeño de células aisladas por algún marcador son inyectados en ratones inmunodeficientes 

para corroborar su habilidad para formar tumores. Algunos ensayos incluyen el pasaje serial de 

tumores en modelos animales. Estos ensayos in vivo son considerados fisiológicamente 
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relevantes ya que demuestra la habilidad de formar tumores, capacidad de autorrenovación y de 

dar lugar a una progenie heterogénea 58. 

 

 

2.5 Marcadores de CTC gástrico 

 

2.5.1 CD24 

 

Es una proteína de superficie celular altamente glicosilada compuesta de una proteína 

central pequeña. Presenta patrones altamente variables de N- y O- glicosilación dependientes del 

contexto celular; así, su peso molecular puede variar de 25 a 75 kDa. Está unido a la membrana a 

través de un anclaje de glucosil fosfatidil inositol (GPI) 59 que es unida durante su procesamiento 

en el retículo endoplásmico 60. El cDNA de CD24, en humanos, está compuesto por un marco 

abierto de lectura corto de 0.24kb y una región larga 3’ UTR de 1.8kb, la cual se ha visto asociada 

con una mayor estabilidad del RNA mensajero 61. Durante las modificaciones postraduccionales, 

se remueven dos terceras partes de los aminoácidos originales, resultando en un péptido maduro 

de 32 residuos 62. 

 

En humanos, se encontró una expresión diferencial de CD24 en diferentes estadíos de 

diferenciación de células B: en aquellas que se encuentran en la médula ósea, había una fuerte 

expresión, mientras que en células B maduras se observó una expresión disminuida, perdiendo 

su expresión en células plasmáticas y células B de memoria. Se expresa, además, en timocitos 

CD4+CD8+, donde se ha visto que juega un papel importante en la proliferación; Durante el 

desarrollo embrionario, se ha reportado su expresión en páncreas y sistema nervioso60. Se vio en 

un estudio in vitro que células troncales pluripotentes humanas adquirían mayores niveles de 

expresión de CD24 durante la diferenciación neural, así como en células troncales neurales 

durante la diferenciación a neuroblastos y neuronas 62. En células diferenciadas se ha visto su 

expresión en células epiteliales y musculares. 60. 
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Está involucrada en vías de transducción de señales a través de su interacción con 

proteínas asociadas, los cuales pueden interactuar con CD24 en la misma célula (cis) o células 

adyacentes (trans)62. CD24 recluta proteínas tirosina cinasas de la familia Src vía balsas lipídicas, 

el cual activa vías involucradas en el desarrollo de células B y T, apoptosis, unión celular y estallido 

respiratorio de granulocitos 61. Por otro lado, hay una estrecha relación entre la expresión de 

CD24 y el factor kB nuclear (NF-kB) en el cual NF-kB regula la expresión de CD24 a la alta después 

de daño tisular, y posteriormente éste suprime la actividad de NF-kB, llevando a una dismunición 

en la expresión de citocinas inflamatorias. CD24 también se ha visto involucrada en la vía 

Hedgehog al ser el promotor de CD24 un blanco de Gli1, un componente de la vía Sonic Hedgehog 

62. 

 

Se ha reportado como marcador de CTC de páncreas, intestino, mama, sistema nervioso y 

gástrico 63,64. Se ha visto una fuerte expresión de CD24 en meduloblastomas, neurocitomas y 

neuroblastomas indiferenciados 59. En cáncer de páncreas, células CD44+/CD24+ eran capaces de 

generar tumores en ratones inmunodeficientes, tenían capacidad de autorrenovación, daban 

lugar a progenie diferenciada y generaban una morfología similar al cáncer primario del paciente. 

Por su parte, en tumores del tracto gastrointestinal se ha observado una sobre expresión de CD24 

en adenomas y adenocarcinomas de esófago, estómago e intestino grueso y delgado, respecto a 

muestras de tejido normal 60. En cáncer gástrico, CD24 está involucrado en procesos de 

proliferación, migración y quimio sensibilidad 65, así como a un incremento en la invasividad y un 

peor pronóstico 66 . En un estudio con líneas celulares de cáncer gástrico, MKN45 y SGC7901, se 

enriqueció la población con fenotipo tipo troncal al crecerlas como esferoides en medio libre de 

suero; las células derivadas de estos esferoides presentaban una mayor proporción de células que 

expresaban CD24 y CD44 respecto a las células parentales 67, mientras que en otro estudio con la 

línea celular AGS las células CD44+/CD24+ presentaban propiedades tumorigénicas, de 

autorrenovación y eran capaces de dar lugar a progenie diferenciada al inyectarlas en ratones 

inmunodeficientes, además de incrementar la expresión de vías de señalización Sonic Hedhehog, 

patched 1 y GLI13, componentes de la vía Sonic Hedgehog (SHH), importante en la regulación de 

la autorrenovación de células troncales de diferentes tipos de cáncer 68. 
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CD24 tiene un rol importante en la proliferación y diferenciación celular, los cuales podrían 

contribuir en procesos de carcinogénesis. Se une de manera específica a P-selectina, que se 

expresa principalmente en plaquetas y endotelio, proporcionando a la célula la capacidad de 

desplazarse y atravesar el endotelio vascular 60. 

 

 

2.5.2 CD44 

 

La familia de proteínas CD44 son una clase de glucoproteínas transmembranales 

involucradas en la adhesión celular y la transducción de señales. Posee 3 dominios: un dominio 

citoplásmico de 70 aminoácidos, un dominio transmembranal de 23 aminoácidos y un dominio 

extracelular que incluye un tallo de 44 aminoácidos, una región variable mayor a 381 aminoácidos 

y una región globular N-terminal con 224 aminoácidos.  La familia de CD44 consiste en más de 20 

diferentes isoformas con un peso molecular de 80- 200 kDa 69. El gen de CD44 consiste en 20 

exones y 19 intrones; 10 de estos exones son expresados en todas las isoformas (exones 

constantes), mientras que los 10 exones centrales son variables y sufren splicing alternativo 

formando diferentes versiones de la proteína en la región del tallo, dando lugar a las isoformas 

variables de CD44 (CD44v). La isoforma estándar (CD44s) de la proteína es la más pequeña y 

contiene sólo los 10 exones constantes, y se encuentra expresada en la mayoría de las células de 

vertebrados; en humanos se expresa en leucocitos, fibroblastos, células epiteliales, 

queratinocitos, células mesenquimales, hepatocitos y algunas células endoteliales7, mientras que 

las isoformas variables son expresadas en algunas células y bajo condiciones específicas, 

principalmente en diferentes tipos de cánceres en etapas avanzadas. La introducción de nuevos 

exones en las isoformas variables modula la afinidad de unión a sus ligandos, como el ácido 

hialurónico, al inducir cambios conformacionales o permitir a las isoformas tener una nueva 

función como correceptor al generar nuevos sitios de unión para algunos factores de crecimiento, 

receptores, entre otros 70. 
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El dominio intracelular de CD44 juega un papel importante en la transducción de señales 

ya que contiene una señal de localización nuclear que puede ser cortada de la membrana y 

translocarse al núcleo regulando la expresión de genes blanco como CD44, ciclina D1, MMP-9, 

HIF-2α, c-myc y twist1. La unión de proteínas del citoesqueleto ankirina y ERM (ezrina, radixina, 

moesina) al tallo citoplásmico de CD44 involucra a CD44 en el remodelamiento del citoesqueleto 

de actina con funciones involucradas en la regulación de la TEM, a la motilidad y la migración 

celular 70. 

 

CD44 sufre de modificaciones post-traduccionales, incluyendo N- y O- glicosilación, 

fosforilación, sulfatación y corte de dominio 70. Los exones variantes pueden introducir nuevos 

sitios de glucosilación: el exón v3 contiene un motivo Ser-Gly-Ser-Gly que da lugar a 

modificaciones por condroitin sulfato y heparán sulfato 71. Cambios en la glucosilación de CD44, 

la inserción de exones variantes, su agrupamiento en la membrana y la modulación por el dominio 

citoplásmico pueden determinar la forma activa o inactiva de CD44. CD44 modificado por 

condroitin sulfato se une a otros componentes de la matriz extracelular como colágeno y 

fibronectina; modificaciones por heparan sulfato de CD44 con el exón variante 3 se une a factores 

de crecimiento de unión a heparan 71. 

 

La unión de CD44 con el ácido hialurónico juega un papel importante en los mecanismos 

de migración dirigida o homing en la localización de células troncales en sitios específicos. En un 

modelo de ratón con daño renal, las células troncales mesenquimales que se le inyectaron fueron 

reclutadas al riñón dañado. Dicho reclutamiento era bloqueado al añadir un anticuerpo 

competitivo de CD44 72, además, puede modular la secreción y activación de MMP-2 73, lo cual lo 

convierte en una molécula implicada en procesos de migración. 

 

CD44 es un marcador ampliamente reportado de CTC de diferentes tipos de tejido 

(intestino, mama, cabeza, cuello, páncreas ovario y gástrico) 64. En cáncer gástrico se han visto las 

propiedades tipo troncales en células que expresan dicho marcador: en un estudio con líneas 

celulares de cáncer gástrico (MKN-45, MKN-74 y NCI-N87) la subpoblación CD44+ era capaz de 
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formar esferoides en medio libre de suero, tenía habilidad tumorigénica cuando eran inyectados 

en ratones inmunodeficientes y la habilidad para dar lugar a progenie CD44- 74. También ha 

mostrado incrementar la resistencia a fármacos: células CD44+ de 3 líneas celulares diferentes de 

cáncer gástrico (AGS, MKN-45 y NCI-N87) mostraron mayor resistencia a 5-fluorouracil y 

cicplatino respecto a células que no expresaban dicho marcador; además, incrementaba su 

capacidad migratoria de invasión y crecimiento independiente de anclaje 75. 

 

El papel de CD44 en promover metástasis e invasión celular recae en su rol nativo en 

motilidad, activación y adhesión celular. Además, se ha visto una correlación en la expresión de 

CD44 con un pobre pronóstico y pobre respuesta al tratamiento en cáncer gástrico, 

condrosarcoma, cáncer de mama y hepatoblastoma 69. 

 

 

2.5.3 DCLK1 

 

DCLK1 o Cinasa 1 tipo doblecortina, contiene un dominio N-terminal de unión a 

microtúbulos tipo doblecortina, una proteína implicada en la migración a través del sistema 

nervioso central y periférico de neuronas durante el desarrollo embrionario 76, y un dominio C-

terminal serina/treonina cinasa. Entre estos dos dominios hay una región rica en serina/prolina 

en la cual se cree que pueden unirse otras proteínas77. Contiene al menos 4 variantes por splicing. 

Su sobre expresión estimula la elongación de microtúbulos independiente de su función de cinasa 

78. 

 

Se expresa en neuronas postmitóticas, células de la glia radial, precursores neuronales, 

estómago, intestino y páncreas 79. Fue inicialmente propuesto como marcador quiescente de 

células troncales gastrointestinales, sin embargo, la mayoría de las células DCLK1+ en el intestino 

no corresponden a células troncales, sino a células en penacho de larga vida, quiescentes y que 

regulan y contribuyen al nicho de células troncales 78. Posteriormente, se demostró que DCLK1 

no corresponde a un marcador de células troncales intestinales, pero sí de CTC de intestino 80. En 
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cáncer gástrico, DCLK1 se expresa durante el desarrollo embrionario en la región del cuerpo y 

antro; así como en tejido dañado del estómago, regeneración y metaplasia 81. En un modelo 

murino en el que se formaban tumores por la eliminación del gen Smad3 (Smad3-/-), se observó 

una prominente expansión de las células positivas a DCLK1 y no expresaban marcadores 

asociados con linajes diferenciados 82. La sobre expresión de DCLK1 en muestras de pacientes se 

vio correlacionada con el estadío e invasión linfovascular 83.  

 

 

2.5.4 Villin 

 

Es una proteína de 95 kDa miembro de la super familia de gelsolina, los cuales regulan la 

longitud de los filamentos de actina al cortar filamentos y/o cubriendo los extremos 84.  Villin 

puede polimerizar y despolimerizar los filamentos de actina por su actividad de cortar, nuclear, 

empaquetar y terminar la elongación (capping) de los filamentos de actina. Su unión a actina es 

dependiente de calcio y puede unirse por dos sitios: uno en la región central (corresponde a un 

dominio conservado con gelsolina) y un segundo sitio en su dominio C- terminal. La función de 

Villin está controlada por modificaciones post-traduccionales: la función de capping es regulada 

por calcio (incrementándolo) y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) (disminuyéndolo); la 

nucleación de actina es inhibida por la fosforilación de tirosinas, mientras que el calcio promueve 

la nucleación de filamentos de actina; El corte por parte de Villin es potencializado por la 

fosforilación de tirosinas de Villin y es inhibido por la asociación de Villin con PIP2. La función de 

empaquetamiento es potencializado por la unión de VVillin con PIP2 pero es inhibido por la 

fosforilación de Villin 85. 

 

Es expresada a altos niveles en el epitelio intestinal, saco vitelino y túbulos proximales de 

riñon y a bajos niveles en el antro del estómago murino embrionario antes del día 16.5 para ser 

subsecuentemente silenciado 77. Durante el desarrollo embrionario, Villin se asocia con la 

superficie apical de células epiteliales antes de que el citoesqueleto de actina se haya establecido, 

lo cual sugiere que su distribución no depende en su totalidad por la densidad de microfilamentos 
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de actina 85. La superficie apical de las células epiteliales posee una morfología característica 

consistiendo en microvellosidades, sitios en los cuales los filamentos de actina tienen una 

localización predominante, y con ello las proteínas que regulan su polimerización. Villin ha sido 

implicado en diversas funciones: morfología celular, transducción de señales, TEM, invasión 

celular y apoptosis 85. 

 

Fue el primer biomarcador de células troncales gástricas, de larga vida y capaces de 

regenerar células de diferentes linajes del epitelio gástrico 86 cuyas células están enriquecidas en 

la curvatura menor del antro 87. En un modelo murino al que se eliminó la expresión de Klf4, el 

cual juega un papel importante en la reprogramación de células diferenciadas a células troncales 

pluripotentes inducidas, llevaba a hipertrofia y posteriormente a adenomas gástricos a la semana 

80 en células con el promotor de Villin activo 86. En muestras de tejido de pacientes con cáncer 

gástrico avanzado se observó una fuerte expresión de Villin de las muestras de tipo intestinal, con 

distribución en las microvellosidades, mientras que la expresión de Villin en carcinomas de tipo 

difuso el porcentaje varió de 10% a 100% y podían pero no necesariamente expresarse en las 

microvellosidades 88. En otro estudio, se observó una fuerte expresión de Villin en las criptas 

metaplásicas en la mucosa del antro que exhibían metaplasia intestinal mientras que el tejido 

adyacente no metaplásico revelaba una tinción apical más tenue. No se observó expresión de 

Villin en la región del cuerpo del estómago 89. 

 

Se han reportado dos casos de metástasis para células de cáncer gástrico positivas a Villin: 

metástasis cutánea después de 15 años de haberse realizado gastrectomía de un adenocarcinoma 

gástrico avanzado. La examinación histopatológica reveló células de adenocarcinoma poco 

diferenciadas y positivas a Villin 90; células de adenocarcinoma gástrico que metastatizaron a la 

mama derecha, la biopsia mostró células positivas a Villin y otros marcadores. Su expresión puede 

ser útil para identificar células que metastatizan de adenocarcinoma de estómago 91. 
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3.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El cambio en los patrones de expresión y localización de las claudinas se ha visto en 

diferentes tipos de cáncer 19,33,34. En cáncer de mama, la desregulación de Claudinas-3, -4 y -7 

enriquece las características de tipo “stem” y de transición epitelio mesénquima (TEM) 92. Por 

otro lado, en trabajos sobre cáncer gástrico, se detectó una sobre expresión de claudinas-6, -7 y 

-9 en biopsias de tipo difuso e intestinal, principalmente en la región citosólica41, mientras que en 

un estudio in vitro, la línea celular de adenocarcinoma gástrico, AGS, incrementó su potencial 

invasivo, migratorio y su tasa de proliferación al sobre expresar dichas claudinas 42. Claudina-9 se 

expresa en el riñón neonatal de ratón y su expresión en la edad adulta es nulo o muy bajo 38, 

mientras que claudina-6 es sobre expresada en células troncales y participa en la formación del 

epitelio en embriones de ratón, pudiendo estar relacionada con procesos de desdiferenciación es 

decir, procesos de desarrollo inverso en el que las células diferenciadas terminales con funciones 

especializadas regresan a una fase menos diferenciada dentro de su propio linaje celular 93. Por 

ello, es de interés investigar si la sobre expresión de Claudina-6 y -9 están implicados en la 

adquisición de un fenotipo troncal. 

 

 

4.  JUSTIFICACIÓN 

 

A pesar de que ya se han identificado algunos marcadores de CTC gástrico como CD44, 

CD24, Villin o DCLK1 68,77 poco se sabe sobre el efecto que tiene la sobre expresión de ciertas 

claudinas involucradas en la expresión de dichos marcadores y la adquisición de un fenotipo 

desdiferenciado con la formación y regulación de CTC.  Dados los efectos que tiene su expresión 

en células de cáncer gástrico, Claudina-6 y -9 podrían contribuir al enriquecimiento de CTC, 

pudiéndose establecer así las bases para un diagnóstico temprano y proponer nuevas terapias 

contra el cáncer. 

 

http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=e&search_language=e&search_exp=C%E9lulas
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5.  HIPÓTESIS 

 

La sobre expresión de Cldn -6 ó -9 modificará la expresión de marcadores de CTC en la 

línea celular de adenocarcinoma gástrico (AGS). 

 

 

6.  OBJETIVO 

 

❖ Demostrar que la sobre expresión de Claudinas –6 y –9 induce un incremento en la 

expresión de marcadores de CTC. 

 

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1.- Clonar la secuencia de Claudina-6 y -9 en el vector pmaxGFP 

2.-Transfectar células AGS con los vectores recombinantes que contienen la secuencia de 

Claudina-6 ó Claudina-9 

3.- Evaluar la expresión de CD44, CD24, Villin y DCLK1 en células sin transfectar y transfectadas 
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7.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Clonación 
 

7.1.1 Amplificación de la secuencia de Claudina-6 y -9 por PCR  

 

Para obtener la secuencia de Claudina-6 y -9, se partió de un constructo previamente 

realizado con el vector pcDNA3.1/ NT-GFP-TOPO (Invitrogen). Para aislar el plásmido, se realizó 

un miniprep de diferentes gliceroles de Escherichia coli, cepa DH5α, que contenían el vector. Se 

mantuvieron en cultivo toda la noche en medio LB suplementado con ampicilina a una 

concentración de 70µg/mL, y se corroboró por PCR la presencia del inserto. Para la amplificación, 

se utilizaron las siguientes parejas de cebadores para Claudina-6: forward 5’ 

CTCGAATGGCCTCTGCCGGAATGCA 3’ y reverse 5’ TCAGACGTAATTCTTGGTAGGGT 3’; y los 

siguientes cebadores para Claudina-9: forward 5’ CTCGAATGGCTTCGACCGGCTTAGA 3’ y reverse 

5’ TCACACGTAGTCCCTCTTGTCCA 3’ (Integrated DNA Technologies). Para establecer la 

temperatura de alineamiento, se realizó un gradiente con las siguientes temperaturas: 59, 61, 63, 

65 y 67°C. Así, las condiciones de la reacción fueron: 3 minutos de desnaturalización a 95°C, 35 

segundos a 95°C, 35 segundos a 63°C y 45 segundos a 72°C por 35 ciclos; como extensión final se 

estableció un minuto a 72°C. La reacción se realizó en volumen de 25 μL con la enzima kapa taq 

(Kapa Biosystems). Los productos resultantes se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% a 50 mA 

para la visualización de la banda esperada (668pb de Cldn-6 y 659pb de Cldn-9). Posteriormente, 

se purificaron los productos de PCR.  

 

 

7.1.2 Ligación de los productos amplificados por PCR 

 

El constructo se realizó en el vector pmaxGFP (amaxa) el cual se digirió con la enzima 

Eco53KI (New England Biolabs) por 2 horas, posteriormente se desfosforiló el vector con la enzima 

fosfatasa alcalina CIP (New England Biolabs) para evitar su recircularización. Posteriormente, se 

eliminaron los nucleótidos excedentes, producto de la actividad extendasa de la polimerasa, 
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(polishing) con la enzima T4 DNA polimerasa (New England Biolabs). Para la ligación, se realizó la 

reacción en 10μL con la enzima T3 ligasa (New England Biolabs) por 2 horas de acuerdo con las 

indicaciones del fabricante, en un radio 1:3 (100ng vector: 57.8ng inserto) según la siguiente 

fórmula: 

 

(𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 )(𝐾𝑏 𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 )

𝐾𝑏 𝑡𝑎𝑚𝑎ñ𝑜 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜
 𝑋 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜

 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜

𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟
= 𝑛𝑔 𝑑𝑒𝑙 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 

 

Los productos de PCR y todas las reacciones con enzimas se purificaron con el kit kit  

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Todos los geles de agarosa se corrieron en 

buffer TAE 1X y se cargaron 5μL de los productos de PCR. Se utilizó el marcador de peso molecular 

1 Kb Plus DNA Ladder (invitrogen) y el buffer de carga Blue/orange Loading Dye 6X (Promega). Las 

electroforesis se realizaron a 50 mA (miliamperios) por 1.3 horas, después se tiñeron los geles en 

una solución de bromuro de etidio (5ng/mL) para observarlos bajo luz UV. 

 

 

7.1.3 Transformación de la cepa DH5α 

 

La cepa de Escherichia coli DH5α se usó para la clonación del vector recombinate. Se 

utilizaron 5μL de la reacción de ligación en 50μL de la solución de bacterias competentes. La 

transformación se realizó por choque de térmico: se colocaron 30 minutos en hielo, 90 segundos 

a 42°C y 5 minutos en hielo; para la recuperación se les añadió 1mL de medio LB y se incubaron 1 

hora a 37°C. Posteriormente, se plaquearon las bacterias en medio LB agar suplementado con 

kanamicina a una concentración de 50µg/mL y se dejaron crecer toda la noche a 37°C. A las 

colonias que crecieron tanto para claudina-6 como para claudina-9 se les realizó un PCR de 

colonias para corroborar la presencia del inserto. Las colonias seleccionadas se crecieron en 

medio LB para la posterior purificación de los plásmidos por midiprep. Se corroboró que el inserto 

estuviera en sentido por restricción de la enzima PstI (New England Biolabs) digiriéndose 1μg del 

plásmido con 20 unidades de enzima por 2.5 horas a 37°C. Los plásmidos recombinantes se 
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mandaron a secuenciar al Instituto de Fisiología Celular, UNAM. El resto del vector se utilizó para 

la transfección. 

 

Para el cultivo de bacterias, se crecieron en medio LB (Affymetrix) toda la noche a 37°C y 

a 250 rpm. Para obtener colonias aisladas, se prepararon cajas Petri con 10 mL de LB agar 

(Affymetrix). Los gliceroles se prepararon centrifugando el cultivo a 4000 rpm por 20 minutos y 

posteriormente resuspendiendo la pastilla en medio LB con glicerol al 30% y se almacenaron a -

70 ° C para su posterior utilización. El midi prep se realizó con el kit Wizard Plus Midipreps DNA 

purification System (Promega) y la cuantificación de DNA se realizó en el equipo Nanodrop 2000 

(ThermoFisher) a 260 nm. 

 

7.1.4 PCR de colonias 

 

Para corroborar la presencia del inserto, se picaron y lisaron algunas colonias. Para ello, 

se tomó colonias al azar y se disolvió en 100μL de agua estéril. Se mantuvo a 95°C por 10 min y se 

centrifuóa a 14000rpm por 5 min. El DNA se encuentra en el sobrenadante del tubo. 

 

 

7.2 Transfección 
 

7.2.1 Cultivo de la línea celular AGS 

 

La línea celular de adenocarcinoma gástrico AGS se mantuvo en cultivo con medio DMEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biowest), 2mM de L-glutamina (Biowest), 100 U/mL 

de penicilina-estreptomicina (Biowest), y 2mM de piruvato de sodio (Corning). Los cultivos se 

incubaron a 37°C, 5% CO2. El mantenimiento se realizó cambiando de medio cada 2 días y lavando 

con PBS antes de colocar medio nuevo.  
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7.2.2 Transfección con lipofectamina 

 

Antes de la transfección, se realizó una curva de geneticina en el cultivo de células AGS: se 

mantuvieron en cultivo a una confluencia del 90% con medio DMEM y geneticina a diferentes 

concentraciones (400, 500, 600, 700, 800 y 900 μg/mL) por 10 días y se determinó la 

concentración óptima para la selección de células transfectadas. Para realizar una transfección 

estable, se digirió el vector con la enzima AflII (new england) por 19 horas y se corroboró la 

completa linealización del vector por gel. El cultivo se realizó en placas de 6 pozos con una 

confluencia del 90% (4.5x105 células por pozo), se lavó dos veces con PBS y se adicionó medio 

Opti-MEM (GIBCO). Posteriormente, para la formación de los liposomas, se utilizaron 5 µL de 

lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 2.5µg de DNA por pozo; se incubó el cultivo con los liposomas 

6 horas para después retirar el medio de transfección y añadir medio DMEM suplementado. Se 

mantuvo el cultivo cambiando de medio cada 2 días sin lavados de PBS y adicionando geneticina 

a una concentración final de 500µg/µL tres días después de la transfección. Una curva de 

geneticina previamente realizada determinó que son requeridos 10 días con antibiótico de 

selección para eliminar las células no resistentes. 

 

 

7.3 Citometría de flujo 
  

7.3.1 Separación celular activada por fluorescencia (FACS)  

 

Dado que no todas las células transfectadas expresaban GFP, se separaron por sorting 

celular aquellas positivas a esta fluorescencia en el equipo FACSAria (BD Biosciences). Los cultivos 

se mantuvieron 10 días en condiciones normales (DMEM suplementado con geneticina) antes de 

realizar el siguiente sorting. Para los cultivos transfectados para sobre expresar Cldn-6 y -9, se 

realizó posteriormente un sorting en placa de 96 pozos, sembrando una célula por pozo, para 

obtener así diferentes clonas. Se seleccionó la clona con mayor expresión de GFP. 
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7.3.2 Adquisición de datos 

 

Las células se cultivaron en cajas p100, se lavaron dos veces con PBS y se despegaron 

incubando 5 minutos con PBS + EDTA. La suspensión celular se centrifugó 5 minutos a 1500 rpm 

y se resuspendió en buffer de citometría. Se incubaron 4x105 células con los anticuerpos CD24 

Alexa Fluor 405 (Novus Biologicals, 1:200), CD44 Alexa Fluor 594 (Biolegend, 1:200) y los isotipos 

IgG2bκ Alexa Fluor 405 (Novus Biologicals, 1:200) e IgG2bκ Alexa Fluor 594 (Biolegend 1:400), 

todos anticuerpos de rata, por 30 minutos para marcar epítopos de las moléculas de superficie 

celular y sus respectivos controles de pegado inespecífico. Posteriormente, se fijaron y 

permeabilizaron las células usando la solución Cytofix/Cytoperm y Permwash (BD biosciences), 

respectivamente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se incubaron 

las células por 50 minutos con los siguientes anticuerpos: DCLK1 APC (LifeSpan BioSciences, 1:50), 

Villin PE (LifeSpan BioSciences, 1:100), cabra anti Claudina-6 (Santa Cruz, 1:100), cabra anti 

Claudina-9 (Santa Cruz, 1:100) y los isotipos de conejo: IgG-APC (R&D Systems, 1:800) e  IgG-PE 

(Novus Biologicals, 1:4000). Para detectar la expresión de Cldn-6 y -9, se incubó 30 min con el 

anticuerpo secundario anti- cabra Alexa Fluor 594 (1:400). Todas las marcas se incubaron a 4°C 

en oscuridad. 

 

Para los controles de compensación, se utilizó el kit AbC Total Antibody Compensation 

Bead (Thermo Fisher Scientific) incubando 10 μL de la solución de perlas de compensación y 90μL 

de buffer de citometría con las siguientes cantidades de anticuerpo: 0.2μL CD44 Alexa Fluor 594 

(Biolegend), 0.2μL Villin PE (LifeSpan BioSciences) y 0.3μL DCLK1 APC (LifeSpan BioSciences) por 

20 minutos a temperatura ambiente y cubiertos de la luz. La señal de GFP y CD24 se compensó 

con una solución de células positivas y negativas a dichas moléculas. 

 

La intensidad de fluorescencia fue determinada por el equipo Attune Nxt (Thermo Fisher 

Scientific) y el análisis de los datos se realizó con el programa FlowJo. 
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7.4 Microscopía de fluorescencia 

 

Para saber la localización y patrones de expresión de GFP en las células transfectadas, las células 

sobrantes que se procesaron para citometría se fijaron en laminillas. Para ello, las células en 

suspensión se incubaron 20 min a 4°C con DAPI (Sigma-Aldrich, 1μg/mL) y se realizaron dos 

lavados con buffer de citometría. Posteriormente, se realizó cytospin centrifugando a 700 rpm, 5 

min a 4°C con portaobjetos. Se les añadió 10μL de solución de montaje (Dako) por laminilla y se 

visualizaron en el microscopio confocal (Nikon, Tokyo, Japan) usando una longitud de excitación 

de 488 nm.  

 

 

7.5 Análisis estadístico 
 

 Se realizó una prueba de ANOVA de una vía para evaluar si existían diferencias 

significativas entre las intensidades medias de fluorescencia de los grupos experimentales: AGS-

WT, AGS-GFP, AGS-CLDN6 y AGS-CLDN9. Posteriormente se realizó la prueba de comparación 

múltiple de Dunnet para evaluar el cambio entre las transfectantes respecto al control de 

transfección y la línea wild type. Se consideró un cambio significativo a aquellos valores que 

obtenían un valor de p<0.5. 
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8. RESULTADOS 
 

8.1 Clonación de Cldn-6 y Cldn-9 en el vector pmaxGFP 
 

Para la clonación en el vector pmaxGFP se utilizó la enzima Eco53KI, que corta los 

últimos 8 nucleótidos de la secuencia de GFP (Figura 3 a y b). Para reconstituir los nucleótidos 

cortados, se utilizaron primers que contenían esta secuencia, cambiando el codón de paro por 

uno de inicio (Fig 3c). 

Para obtener los insertos, se buscó en diferentes gliceroles de bacterias transformadas 

con el vector pCDNA 3.1, la presencia de las secuencias de Cldn-6 y Cldn-9. Para ello se 

mantuvieron en cultivo en medio LB (suplementado con 70 µg/mL de ampicilina) toda la noche a 

37°C, y se aislaron los plásmidos por miniprep. Una vez purificados, se pudo realizar un PCR para 

cada una de estas muestras, utilizando para cada caso primers de Claudina-6 y de Claudina-9 en 

reacciones separadas. Esto, para corroborar la amplificación específica de dichos primers, debido 

a la alta similitud que hay entre estas claudinas. Los productos de PCR esperados para Claudina-

6 y -9 son de 668 y 659 pb, respectivamente. La electroforesis (Figura 4) muestra las 8 muestras 

en las que se buscaron los insertos a clonar: las primeras 4 muestras en ambos geles corresponden 

a muestras que deben contener la secuencia de Claudina-9, las siguientes 4 muestras deben 

contener la secuencia de Claudina-6. Los templados que se consideraron para amplificar el inserto 

de Claudina-6 y Claudina-9 son los carriles 6 y 5, respectivamente. 

Debido a que se obtenían dos bandas como productos de PCR, se determinó la 

temperatura de alineamiento óptima probando 5 temperaturas diferentes (59, 61, 63,65 y 67°C). 

La temperatura óptima para ambos templados fue de 63°C (Figura 5).  

Para la ligación, una vez que el vector se digirió con la enzima Eco53KI (Figura 6a), se 

eliminaron los grupos fosfato de los extremos del vector con la enzima fosfatasa alcalina CIP (New 

England Biolabs), el cual remueve los grupos fosfato en el extremo 5’. Debido a la ausencia de 

este grupo fosfato, la ligasa no puede catalizar un enlace fosfodiéster con el grupo OH del extremo 

3’, evitando así la recircularización del vector y con ello reduciendo la posibilidad de obtener 

colonias con el plásmido no recombinado.  
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Figura 3. Sitio de corte del vector pmaxGFP y reconstitución de la secuencia de GFP en los primers. 

 a) La digestión del vector por la enzima Eco53KI resulta en un corte de la secuencia de GFP, b) generando 
extremos romos en el vector. C) El diseño de los primers permite reconstituir este fragmento (línea roja) 
tanto para la amplificación de Cldn-6 (derecha) como de Cldn-9 (izquierda). La línea azul muestra el cambio 
de codón de paro por uno de inicio. Los sitios de corte del vector se analizaron con SnapGene. 

c) 

a) 

b) 
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Por otro lado, la enzima Taq DNA polimerasa puede tener actividad extendasa, que 

consiste en la adición de un nucleótido en el extremo 3’ del polinucleótido amplificado 94, por lo 

que los productos de PCR pueden contener extremos protuberantes en dicho extremo. Esta 

adición puede ser un factor crítico que determine la eficiencia de la clonación de los insertos en 

el vector 95. Por ello, para “quitar” o “pulir” estos extremos protuberantes 3’, se utilizó la enzima 

T4 DNA polimerasa que tiene actividad 3’-5’ exonucleasa. La integridad del vector y de los insertos 

se corroboró al correr las muestras en un gel de agarosa (Figura 6). 

 

Figura 4. PCR de bacterias que contenían las secuencias de Cldn-6 y Cldn-9. Se tomaron 9 muestras de 
bacterias conservadas en glicerol (carriles 2-10) para seleccionar aquellos que contienen la secuencia de 
Cldn-6 y Cldn-9. Las reacciones se realizaron con primers de Cldn-6 (inciso a) y con primers de Cldn-9 (inciso 
b). Carriles 2-5 contienen templados de Cldn-9, carriles 6-9 contienen templados de Cldn-6 y el carril 10 
contiene el vector pcDNA sin inserto como control negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez realizada la ligación, se transformaron bacterias competentes por choque 

térmico y se plaquearon en medio LB con kanamicina. Se obtuvieron múltiples colonias para el 

vector pmaxGFP Cldn9 y sólo una colonia para el vector pmaxGFP Cldn6 (Figura 7). 

a) b) 1    2   3    4   5   6    7    8    9   10 1    2    3    4    5    6    7    8    9   10 

650 pb 
650 pb 

500 pb 
500 pb 

300 pb 
300 pb 

650 pb 
500 pb 

 59  61   63  65   67  59   61  63  65  67 

Cldn-6 Cldn-9 

Figura 5. Determinación de la TM óptima de los primers. 5 temperaturas de alineamiento fueron 
probadas para cada templado. La temperatura se muestra en grados Celsius.  
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Figura 6. Integridad del vector e insertos para la clonación de los vectores pmaxGFP Cldn6 y pmax 
Cldn9. a) Vector pmaxGFP digerido y desfosforilado; y b) productos de PCR después de ser pulidos. 

 

 

 

 

Figura 7. Colonias obtenidas después de la transformación. a) Se obtuvo una colonia transformando con 
el vector pmax cldn6 y b) se obtuvieron múltiples colonias con el vector pmax cldn9 
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8.2 Presencia del inserto y validación del sentido de Cldn-6 y -9 

 

Para validar la presencia de los insertos, se realizó PCR a la única colonia que creció para 

Cldn-6 y se seleccionaron 10 colonias para Cldn-9, en las cuales se encontró que todas contenían 

sus respectivos insertos (Figura 8). Para corroborar que las secuencias se insertaron en sentido 

correcto, se realizó una digestión con la enzima PstI que hace un corte en el vector, separando 

los últimos 127 nucleótidos de la secuencia de GFP, y un corte en la secuencia de Claudina-6 y -9, 

en el nucleótido 233 (Figura 9) por lo que el peso esperado del fragmento más pequeño es de 360 

pb para ambos vectores (pmaxGFP Cldn6 y pmaxGFP Cln9). Si las secuencias de las claudinas se 

insertaron en el sentido opuesto, el peso de dicho fragmento sería de 557 y 548pb (claudina-6 y 

-9, respectivamente). En el caso de la colonia de Claudina-6, la banda corresponde al patrón 

esperado, mientras que de las 5 colonias a las que se les realizó la prueba de restricción, 3 de ellas 

presentaron dicho patrón (Figura 10). 

 

 

  

Figura 8. Presencia del inserto en las colonias seleccionadas. a) La única colonia del inserto de Cldn6 
contenía dicha secuencia, b) las 10 colonias seleccionadas del inserto de Cldn-9 contenían la secuencia. 

 

 

 

650 pb 650 pb 

C
o

lo
n

ia
 1

 

p
cD

N
A

 C
ld

n
-6

 

p
cD

N
A

  

1  2  3  4   5  6  7   8  9 10 

Colonias Cldn-9 

p
cD

N
A

 C
ld

n
-9

 
p

cD
N

A
 C

ld
n

-6
 

p
cD

N
A

  

a) b) 



                                         P r i s c i l a  A n h e l  M e d r a n o  G o n z á l e z  | 34 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    

 

b) 
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Figura 9. Sitios de corte de la enzima PstI. a) PstI corta al vector en el nucleótido 1566, los últimos 
127 nucleótidos de la secuencia de GFP b) El corte en las secuencias de Claudina-6 y -9 se realiza en el 
nucleótido 233 para ambos casos. Los sitios de corte para las claudinas se consultaron en NEB cutter 
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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Figura 10. Verificación del sentido del inserto por ensayos de restricción. La digestión por la enzima PstI 

de los vectores recombinantes libera dos fragmentos de los cuales, uno de ellos debe tener un peso de 

360pb para los vectores de Claudina-6 y -9 a) La única colonia de Claudina-6 presenta el fragmento 

esperado, por lo que el inserto se encuentra en sentido correcto b) de las 10 colonias de Claudina-9 a las 

que se corroboró la presencia del inserto, se seleccionaron 5 al azar para corroborar el sentido. 3 de ellos 

presentaron el fragmento esperado (colonias 2,4 y 7). 

 

Se mandaron a secuenciar los vectores recombinantes para verificar el sentido y la 

integridad de la secuencia de las claudinas. Las colonias seleccionadas para la secuenciación 

fueron la colonia 1 para Claudina-6 y la colonia 2 para Claudina-9. Para corroborar la integridad 

de las secuencias de las claudinas, se realizó un alineamiento en la plataforma BLAST de NCBI, en 

la que fue posible corroborar la presencia de una mutación (Figura 11). El inserto de Claudina-6 

presentó un cambio de nucleótido en el codón 33, cambiando de ACC a ACT; sin embargo, 

corresponde a una mutación sinónima en la que el cambio codifica de igual manera treonina. Este 

cambio corresponde, además, a un polimorfismo reportado en la base de datos de SNPs de NCBI, 

por lo que dicha mutación no cambiaría el funcionamiento de la claudina. Por su parte, el inserto 

de Claudina-9 no presentó mutación alguna. 

 

a) b) 

400 pb 
300 pb 

5000 pb 

pb 

2000 pb 

p
m

ax
 C

ld
n

-6
 

p
m

ax
 c

ld
n

-6
 d

ig
 

p
m

ax
 

p
m

ax
 d

ig
 

400 pb 
500 pb 

5000 pb 

pmax Cldn-9 

p
m

ax
 

2   4   6    7   9 



                                         P r i s c i l a  A n h e l  M e d r a n o  G o n z á l e z  | 36 

 

 
 

 

Figura 11. Alineamiento de los datos de secuenciación. Una vez obtenida la secuenciación de la colonia 1 
y 2 (claudina-6 y -9, respectivamente), se realizó un blast con la ayuda de la plataforma en línea 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se muestra el alineamiento con los primers Forward.  a) Para la 
secuencia de Claudina-6 se encontró una mutación sinónima en el codón 33, en la tercera posición (cuadro 
rojo). b) Para la secuencia de Claudina-9 se encontró una similitud del 100%. 

a) 

b) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Para verificar el sentido de los insertos con los datos de secuenciación, se analizó la 

información obtenida con los primers Reverse, buscando el codón de inicio de las claudinas y 

verificando río arriba los últimos nucleótidos de la secuencia de GFP. Para los dos vectores 

recombinantes se identificó la secuencia de GFP y el codón de inicio (Figura 12), corroborándose 

así la inserción en sentido correcto de la secuencia de ambas claudinas. 

 

8.3 Transfección de células AGS con el vector pmaxGFP y los vectores recombinantes  

 

Una vez corroborada la secuencia y la validación del sentido de los insertos, se prepararon 

los plásmidos para la transfección. Para que la transfección fuese estable, se digirieron los 

vectores con la enzima AflII que realiza un corte en un sitio no esencial para el funcionamiento 

del vector (Figura 13). Se corroboró por una electroforesis la completa digestión de los vectores 

(figura 14 a). En el gel pueden distinguirse las diferentes conformaciones del plásmido no 

digerido: la forma super enrollada, que es la topología más compacta, sólo puede formarse 

cuando las dos hebras de DNA están intactas y es la forma que migra más rápido en el gel. Si una 

de las hebras se rompe, el plásmido tomará otra conformación conocida como círculo abierto y 

migra más lento. Cuando las dos hebras se rompen en la misma posición, el plásmido adquiere 

una conformación lineal; ésta forma migra más lento que la conformación super enrollada pero 

más rápido que la conformación en círculo abierto 96. En los vectores pmaxGFP y pmaxGFP Cldn9 

se distinguen las tres conformaciones descritas, mientras que en el vector pmaxGFP Cldn6 se 

distinguen cuatro. Las topologías adicionales observadas en el gel pueden corresponder a 

diferentes tipos de DNA super enrollado 97 u oligómeros del plásmido 98 como resultado de la 

adición de dicha secuencia. 

Una vez corroborada la completa digestión de los vectores, se transfectó la línea celular 

AGS por la formación de liposomas. Después de haber transcurrido 10 días de la transfección, no 

todas las células que sobrevivieron en el medio condicionado (con geneticina) expresaban la 

proteína GFP.  En particular, en la línea AGS-CLDN9 se obtuvo la menor frecuencia de células 

positivas a GFP (Figura 14b).  
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Figura 12. Verificación del sentido de los insertos por secuenciación. a) Con los datos de secuenciación 

con los primers Reverse se identificó el codón de inicio de las claudinas (color rojo y subrayadas en amarillo) 

y se corroboró que se insertaron en sentido correcto al identificar río arriba los últimos nucleótidos de la 

secuencia de GFP (datos subrayados en negro, inciso a e inciso b) 

a) 

b) 
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Figura 13. Sitio de corte de la enzima AFlII. El corte catalizado por AflII (marca azul) no interfiere con las 

secuencias reguladoras como el promotor y el enhancer, ni la secuencia de GFP. 

 

8.4 Enriquecimiento de la población GFP+ de los cultivos transfectados 

 

Para el enriquecer la expresión de GFP en los cultivos, se realizaron sorting seriados en las 

tres líneas. Fueron necesarios 3 sorting para el cultivo con el vector vacío y para el cultivo 

transfectado con el vector pmaxGFP Cldn6 (Figura 15). Cabe destacar que mientras la expresión 

de GFP en el cultivo transfectado con el vector pmaxGFP se mantuvo estable, las células 

transfectadas con el vector recombinante pmaxGFP Cldn6 se mantuvieron estables únicamente 

por un mes en cultivo continuo (7 pasajes), después del cual se observó una población negativa 

que gradualmente crecía en proporción. Por otro lado, con 3 sorting fue imposible establecer una 

línea positiva en su totalidad a GFP en los cultivos con el vector pmaxGFP Cldn9 (Figura 15), 
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Figura 14. Transfección estable de la línea celular AGS. a) La transfección se realizó con los vectores 

pmaxGFP, pmax Cldn-6 y pmax Cldn-9 digeridos para permitir su incorporación al genoma de las células. 

b) Cultivo de células después de la transfección. pmaxGFP y pmaxGFP Cldn-9 son células en cultivo. 

pmaxGFP Cldn-6 son células fijadas y procesadas por cytospin. 

 

además, al igual que en los cultivos de Cldn6, la población negativa a GFP crecía a mayor 

velocidad, dominando en proporción el cultivo. En las líneas transfectadas con las secuencias de 

las claudinas, la síntesis de una proteína fusionada GFP-Claudina confiere una desventaja respecto 

a las células con el vector que no sintetizaban la proteína fluorescente, en especial con la línea 

transfectada con Claudina-9, en la cual la población negativa a GFP prevalecía a pesar del 

enriquecimiento por sorting. Por ello, se procedió a realizar un sorting en placa, en el cual se 
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obtuvieron cultivos a partir de una sola célula, tanto para los cultivos transfectados con Cldn-6 

como con Cldn-9. 

 

Figura 15. Sorting de los cultivos AGS-GFP, AGS-CLDN6 y AGS-CLDN-9. Expresión de GFP después de la 
transfección (rojo). El enriquecimiento de la expresión de GFP se obtuvo por sorting seriados: 1 (azul) y 2 
(naranja). En el caso de la línea AGS-GFP sólo fue requerido un tercer sorting, mientras que para las líneas 
AGS-CLDN6 y AGS-CLDN9 el cultivo se estableció a partir de una clona (verde). 

 

Las células transfectadas con el vector vacío y el vector recombinante presentaban 

diferentes patrones de expresión de GFP: Mientras que la distribución de GFP en la línea AGS-GFP 

es ubicua, en las líneas AGS-CLDN6 Y AGS-CLDN9 es puntual (Figura 14b y 16), preferentemente 

en la membrana y con menor frecuencia en el citoplasma (Figura 16). A pesar de ser las claudinas 

proteínas integrales de membrana, se ha observado su expresión deslocalizada tanto en 

condiciones normales como en tejido neoplásico. Aunque no se conoce el rol de las claudinas 
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citoplásmicas, puede estar asociado a tráfico vesicular o interacciones con la matriz extracelular 

13.   

 

Figura 16. Patrón de expresión de GFP en células transfectadas. Se observa una expresión de GFP 

focalizada con los vectores recombinantes, mientras que en las células transfectadas con el vector vacío 

se distingue una expresión en todo el citoplasma. La expresión de las claudinas fusionadas a GFP se 

localiza principalmente en membrana, con una menor distribución en citoplasma.  

 

8.5 Expresión de Cldn-6 y -9 en las líneas transfectadas 
 

Una vez establecidos los cultivos, se corroboró el incremento en la expresión de las 

claudinas respecto a la línea wild type y transfectada con el vector vacío. La expresión de Cldn-6 

y -9 se incrementó, como era esperado, en las líneas AGS-CLDN6 y AGS-CLDN9, respectivamente 

(Figura 17). Sin embargo, a pesar de no representar cambios significativos, la transfección logró 

incrementar la expresión de Cldn-6 un 70% la IMF respecto a la línea wild type y el doble respecto 

al control de transfección (GFP), es decir, se incrementó la población positiva de Cldn-6 de un 42% 

y 31%, respectivamente a cerca de un 80% de la población; por su parte, la expresión de Cldn-9 

se incrementó 2.4 y 2.1 veces la IMF respecto a la línea wild type y con el vector vacío, 

respectivamente, representando un incremento de 6.6% y 10.4% a cerca de un 80% de la 

población. Cabe destacar que la expresión de Cldn-9 es más homogénea entre la población 

respecto a la expresión de Cldn-6 y que en la línea wild type la expresión de Cldn-6 es mucho 

mayor a la de Cldn-9 (Figura 17a). 

Se detectó además el incremento conjunto de Claudina-6 y -9 en las dos líneas generadas 

con los vectores recombinantes, lo cual podría deberse a su arreglo exón-intrón y su localización 

pmaxGFP pmaxGFP Cldn6 pmaxGFP Cldn9 
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cercana que, se sabe, puede llevar a una regulación coordinada, como en casos reportados para 

Cldn-3 y Cldn-4 13. Sin embargo, es importante considerar que los anticuerpos dirigidos contra 

estas claudinas son policlonales y debido a la alta similitud que hay entre ellas, se podrían estar 

reconociendo epítopos en común de ambas isoformas de claudina, pudiendo llevar a falsos 

positivos en el incremento coordinado de éstas (Figura 17b). 
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Figura 17. Sobre expresión de Claudina-6 y -9 en las líneas AGS-CLDN6 y AGS-CLDN9. a) La expresión de 
Cldn-6 (izquierda) y de Cldn-9 (derecha) incrementó respecto a la línea wild type (naranja) y con el vector 
vacío (azul) obteniendo cerca del 80% de la población positiva a dichas claudinas. Las líneas punteadas 
representan al control de pegado inespecífico. b) El incremento en la expresión de ambas claudinas ocurrió 
de manera simultánea en las líneas AGS CLDN6 y AGS CLDN9, siendo mayor la expresión de Cldn-6 y de 
Cldn-9 en la línea transfectada con el vector que contiene su respectiva secuencia. 

Cldn-6 Cldn-9 
a) 

b) 
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8.6 La sobre expresión de Cldn-9 induce una disminución en la expresión de CD24 y el 

incremento de CD44 
 

La expresión de CD24, en las diferentes líneas analizadas, distingue dos distribuciones 

poblacionales: CD24- y CD24+ siendo ésta última cerca del 4% de la población en la línea wild type 

(Figura 18), que disminuye con la sobre expresión de Cldn-6 y más aún con Cldn-9 (Figura 19). 

Cabe señalar que la población CD24+ corresponde a células poco granulares y de menor tamaño 

dentro de la población (Figura 19).  

 

Figura 18. Células AGS presentan una pequeña subpoblación CD24+. a) Las células con una expresión 
positiva a CD24 constituyen cerca del 4% de la población. b) Regiones seleccionadas de las que proviene la 
población CD24+. Dot plot izquierda: la población CD24+ corresponde a células con un fenotipo poco 
granular y de pequeño tamaño (puntos rojos), se muestra el tamaño (eje x) y granularidad (eje y); en medio, 
selección de células individuales por tamaño-área (eje x) y tamaño-altura (eje y); izquierda: el histograma 
muestra en rojo una amplificación de la pequeña población positiva a CD24+. 

a) 

b) 
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Por su parte, CD44 incrementa significativamente con la sobre expresión de Cldn-9 

respecto al control de transfección, AGS-GFP, no así con el incremento de Cldn-6. Sin embargo, la 

sobre expresión de Cldn-6 sigue la misma tendencia. DCLK1 y Villin incrementan ligeramente su 

expresión con la sobre expresión de Cldn-9 y Cldn-6, respectivamente, sin embargo, no 

representan cambios significativos (Figura 19). 
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Figura 19. Cambio en la expresión de los marcadores de CTC por la sobre expresión de Cldn-6 y -9. La 
sobre expresión de Cldn -9 incrementa de manera significativa la expresión de CD44 y disminuye la 
expresión de CD24. No se observaron cambios significativos en la expresión de DCLK1 y Villin. * valor de p 
<0.5. 
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9. DISCUSIÓN 
 

Inicialmente, la línea celular AGS se había transfectado con el vector pcDNA3.1/NT-GFP-

TOPO, el cual se utilizó para clonar las secuencias de Cldn-6 o Cldn-9, sin embrago, la expresión 

de estas claudinas fusionadas a GFP se perdía, aún en medios de selección con geneticina. En el 

vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO el promotor SV40 regula la expresión del gen de resistencia a 

geneticina, mientras que el promotor CMV regula la expresión de las proteínas fusionadas. Ho y 

colaboradores 99, reportan una mayor estabilidad de expresión con el promotor SV40 respecto a 

CMV en células CHO transfectadas; se ha reportado, además, que los niveles de expresión 

regulados por el promotor CMV decrecen con el tiempo en los cultivos, debido a su silenciamiento 

asociado a metilación 100; por lo que la pérdida de expresión de claudinas fusionadas a GFP en 

dicho vector,  pudo deberse al silenciamiento del promotor CMV. No obstante, el silenciamiento 

de transgenes, en células de mamífero en cultivo, se ha visto suprimido al incluir un enhancer 

transcripcional 101. El vector utilizado en este proyecto (pmaxGFP) en el cual se clonó nuevamente 

la secuencia de claudina -6  y -9, contiene un enhancer río arriba al promotor CMV, el cual puede 

mejorar la expresión del transgen respecto al vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO.  

 

Adicionalmente, a diferencia del vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO que contiene la 

secuencia de GFP de Aequorea victoria, el vector pmaxGFP contiene la secuencia del GFP de un 

copépodo (Pontellina plumata), cuya proteína posee una cinética rápida de plegamiento, la cual 

puede deberse a la ausencia de cis-prolinas, que se sabe, retardan el plegamiento de GFP de A. 

victoria; además, presenta una tasa de maduración más rápida, ya que su residuo E89 ayuda a la 

sustracción de protones en un proceso esencial de deshidrogenación durante la maduración del 

cromóforo. Otra característica única de esta proteína es un poro lleno de agua, el cual podría 

facilitar el transporte de oxígeno al cromóforo prematuro y acelerar su maduración 102. Estas 

características de plegamiento y maduración rápida, contribuyen a una señal de fluorescencia 

temprana y una mayor eficiencia en la detección del cromóforo. Otra ventaja que presenta el 

vector pmaxGFP respecto a pCDNA 3.1 es el tamaño (3.486 kb y 6.176 kb, respectivamente). Se 

ha reportado que el tamaño del vector juega un papel importante en la eficiencia de la 
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transfección. En un estudio in vitro, se transfectaron líneas celulares con minicírculos, los cuales 

son plásmidos a los que se les han retirado las secuencias que corresponden al origen de 

replicación y de resistencia a antibiótico que reconoce la maquinaria procarionte, observando 

una mayor eficiencia de expresión de su gen reportero. Esto puede deberse a que los complejos 

formados con los lípidos catiónicos son más pequeños, mejorando así su coeficiente de difusión 

y su paso por la vía endocítica de la célula; además, se ha visto que la tasa de transporte de 

proteínas del citoplasma al núcleo es influenciada por el tamaño de la proteína, de la misma 

manera, el tamaño de las moléculas de DNA puede determinar su transporte al núcleo 103. Otros 

estudios han confirmado la importancia del tamaño del vector en la eficiencia de la transfección 

104,105. De esta manera, las ventajas que ofreció este vector fueron superiores con respecto al 

vector pcDNA 3.1, lo que permitió una mayor estabilidad en la expresión de las proteínas de 

interés, Cldn-6 y -9. 

 

 Al sobre expresar dichas claudinas se generaron algunas modificaciones en la expresión 

de los marcadores de CTC (CD24 y CD44). Además, cabe destacar que la población CD24+ es 

menos abundante que la población CD24- y son más pequeñas en tamaño y menos granulares 

con base en los parámetros FSC y SSC. Se sabe que las células de mamífero incrementan en 

tamaño con su edad, y recientemente se ha sugerido, que el tamaño de las células juega un papel 

importante en la tasa de proliferación, al ser necesario alcanzar un tamaño mínimo crítico para 

dividirse. Esta idea se ha basado en diversas observaciones de diferentes modelos biológicos en 

los que se observó que las células más grandes tienden a dividirse más rápido y reducir su tiempo 

de vida; por el contrario, las células modificadas que tienen un tamaño pequeño, poseen una tasa 

menor de replicación y una vida media más larga. Cabe resaltar, en este contexto, a las células 

troncales adultas que son, por lo general, quiescentes y de menor tamaño que su progenie 

diferenciada 106. En cuanto a las CTC, se han reportado conclusiones opuestas: mientras que en 

una línea celular de meduloblastoma y en células poliploides gigantes de cáncer, observaron que 

la población enriquecida en características de tipo troncal eran aquellas que tenían mayor 

tamaño; en un modelo de cáncer de próstata se observó que las células más pequeñas tendían a 
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ser más tumorigénicas, lo cual se vio manifestado en el número y tamaño de los tumores 

generados 106. Aunque la población CD24+ encontrada en la línea AGS podría corresponder a una 

población quiescente, similar al de una célula troncal, son necesarios más estudios para 

corroborar dicha aseveración. 

 

 Aunque CD24 es mayormente conocido por su participación en la regulación de algunos 

procesos como apoptosis, diferenciación y migración en diversos tejidos, su función en el tracto 

gastro intestinal continúa siendo desconocido. A pesar de que  en diversos estudios no se ha 

demostrado su expresión en el epitelio gástrico normal, se sabe que está sobre expresado en 

adenocarcinoma gástrico y CTC gástrico 107. En la línea AGS se observó una pequeña población 

positiva a este marcador que resultó significativamente menor al sobre expresar Cldn-9 y se 

observó una expresión baja al sobre expresar Cldn-6. Aunque ya se ha visto una asociación entre 

la expresión de CD24 con Cldn-7 en cáncer de mama  108, no se ha reportado una relación entre 

la expresión de CD24 y Cldn-6 o -9. Dado que CD24 se expresa en células troncales pluripotentes 

estándar e inducidas  109, 110 y tanto Cldn-6 como Cldn-9 se expresan preferentemente en etapas 

tempranas del desarrollo, resulta lógico esperar un incremento de CD24 con la sobre expresión 

de dichas claudinas, sin embargo, la población CD24+ se vio disminuida. Cabe resaltar que existe 

cierta heterogeneidad entre células troncales pluripotentes; por ejemplo, en diferentes líneas 

celulares pluripotentes se observaron diferentes niveles de expresión  de moléculas asociadas a 

marcadores pluripotentes como la expresión de Nanog u  Oct4; inclusive en células individuales 

de cultivos  sometidos a las mismas condiciones se observó heterogeneidad en la expresión de 

ciertas moléculas, demarcando diferentes perfiles de expresión 111; ésta variación está asociada 

a diferencias en la propensión de células individuales para autorrenovarse o guiar las señales 

hacia diferenciación 111. Por otro lado, Cldn-6 exhibe altos niveles de expresión en células 

troncales siendo no sólo la única claudina específica para este estadio, sino además, sus niveles 

de expresión son mayores a marcadores previamente reportados para células troncales 

pluripotentes como TDGF-1, EPCAM ó CD24 112. Al ser reportados Cldn-6 y CD24 en células 

pluripotentes, la disminución de CD24 podría deberse a la proporción que representa la expresión 

de Cldn-6 frente a CD24 o bien, puede ser resultado de la heterogeneidad existente dentro de 
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una población de células troncales pluripotentes. Respecto a Cldn-9, no se conoce, durante la 

embriogénesis, la etapa específica en la que se detecta su expresión ni a qué nivel de 

diferenciación corresponde. Resulta incierto, entonces, si la alta expresión de Cldn-6 y -9 así como 

la baja expresión de CD24 corresponden a una misma población, por lo cual se requiere seguir 

investigando este tema. 

 

 Por otro lado, el incremento en la expresión de CD44 en células que sobre expresan Cldn-

6 y -9 permite explicar el potencial invasivo y migratorio observado en estudios previos. Cabe 

señalar que el anticuerpo usado para medir CD44 va dirigido contra una región común a todas las 

isoformas por lo que el incremento observado fue de manera global para esta proteína. Se ha 

reportado que la expresión de CD44 es un marcador para diferenciar entre células parcial y 

completamente reprogramadas al observar su alta expresión en fibroblastos y  su pérdida gradual 

durante el proceso de reprogramación hasta ser ausente en células troncales pluripotentes 

inducidas ya establecidas 113. En cáncer de cabeza y cuello, la expresión de CD44 correspondía a 

una población con características multipotentes 114, sin embargo, la isoforma CD44 v3 está 

asociada con el control de células troncales pluripotentes. De esta manera, la expresión de CD44 

no es específica para algún estadío del desarrollo, sin embargo puede regular la activación de 

metaloproteasas y el reordenamiento de proteínas del citoesqueleto, procesos importantes en la 

diseminación tumoral, así como su participación durante la angiogénesis 115 y la adquisición de 

un fenotipo troncal por la translocación de su dominio intracelular al núcleo, el cual activa 

moléculas asociadas a troncalidad 116. Respecto a la expresión conjunta de CD24 y CD44 existe 

cierta controversia: en biopsias de pacientes con cáncer gástrico no cardial,   sólo la expresión de 

CD44 estaba asociada a un pobre prognosis 117 y en líneas celulares de cáncer gástrico, la 

expresión de CD24 no mostró correlación con tumorigenicidad in vitro o in vivo 74. Sin embargo, 

otros estudios revelan el fenotipo CD24+CD44+ como la población que corresponde a las CTC 

gástrico 68 o la asociación de CD24 con la progresión tumoral e invasividad en tejidos de cáncer 

gástrico 118. Por lo que resulta importante determinar el papel de las subpoblaciones resultantes 

por la combinación de estos marcadores. 
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Por otro lado, Villin y DCLK1 se expresan en células troncales del epitelio gástrico87,119 y su 

incremento no fue significativo en células que sobre expresan Cldn-6 ó -9, pero se observó cierta 

tendencia incrementa de dichas moléculas. La sobre expresión de las claudinas pudo llevar a un 

estado más indiferenciado, activando mecanismos que no involucran el cambio en la expresión 

de marcadores de células progenitoras multilinaje. 

 

A pesar de la identificación de diversos marcadores moleculares de CTC, aún no se sabe si 

todos ellos representan a la misma población o qué combinación de éstos describe mejor a un 

fenotipo indiferenciado responsable de la agresividad, recurrencia y metástasis tumoral. Aunado 

a ello, la relación entre la embriogénesis y las CTC permanece elusivo, de modo que las CTC no 

han sido relacionadas a estadíos específicos del desarrollo embrionario. 

 

 

10. CONCLUSIÓN 

 

En este trabajo se observó un incremento en la expresión de CD44 y una disminución de 

CD24, enriqueciendo así sólo a la población CD44 positiva,  lo que sugiere que la sobre expresión 

de dichas claudinas modifica, ya sea positiva o negativamente, la expresión de los marcadores de 

CTC. A pesar de la identificación de diversos marcadores moleculares de CTC, aún no se sabe si 

todos ellos representan a la misma población o qué combinación de éstos describe mejor a un 

fenotipo indiferenciado responsable de la agresividad, recurrencia y metástasis tumoral, por lo 

que son necesarios más estudios para confirmar el papel de Cldn-6 y -9 en la regulación de las 

CTC.  
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11. PERSPECTIVAS 

 

• Silenciar la expresión de Cldn-6 y -9 para corroborar los efectos observados en este 

trabajo 

• Dilucidar qué subpoblaciones resultan de la combinación de los marcadores Villin, 

DCLK1, CD24, CD44 y Cldn-6 y -9. 

• Evaluar el potencial invasivo, migratorio y tumorigénico de las poblaciones resultantes, 

así como su habilidad para formar tumores en un modelo murino y esferoides en medios 

no adherentes. 
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ANEXO  

Reactivos y soluciones: 

 

Medio LB (Affymetrix): 

Para 1L, disolver 20g. Esterilizar en autoclave. 

Contiene: 10g/L peptona de caseína, 5g/L extracto de levadura y 10g/L cloruro de sodio  

 

Medio LB agar (Affymetrix): 

Para 1L, disolver 35g. Esterilizar en autoclave 

Contiene: 10g/L peptona de caseína, 5g/L extracto de levadura, 5g/L cloruro de sodio y 15g/L 

agar. 

 

TAE 50X: 

Para 1L 

Tris 242g, Ácido acético 57.1mL, Na2EDTA 7.43g 

Se disuelve con agua y se afora hasta 1L. 

 

TAE 1X: 

Para 500mL. Disolver 10mL de buffer TAE 50X en agua y aforar a 500mL 

 

DMEM  

Disolver 1 sobre de medio en 800mL de agua desionizada, adicionar 2g de NaHCO3  y ajustar pH 

a 7.4. Aforar a 1L y esterilizar por filtración. 

 

DMEM para criopreservación de células: 

Solución de DMEM con DMSO al 5%. Por cada 10 mL de medio total, se utilizan 500 μL de DMSO 

y 9.5mL de medio 
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PBS 10X pH=7.5 

Para 1L: 

Disolver en 800mL de agua desionizada 79g de cloruro de sodio (NaCl), 15g de fosfato de sodio 

dibásico (Na2HPO4)  y 6g de fosfato de sodio monohidratado (NaH2PO4•H2O). Ajustar pH a 7.2 y 

aforar. 

 

Buffer de citometría: 

La solución contiene Suero Fetal Bovino al 1% y azida de sodio al 0.09% 

Disolver en 500 μL de PBS 5 μL de Suero Fetal Bovino y 0.45g de azida de sodio 

 

PBS + EDTA: 

Para 1L: Disolver en agua destilada 0.2g de EDTA para obtener una solución con una 

concentración final de 0.5mM 
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