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“En muchas ocasiones, la ignorancia engendra confianza con mas frecuencia que el
conocimiento; son aquellos que saben poco, y no aquellos que saben mucho, quienes afirman
que tal o cual problema nunca sera solucionado por la ciencia."

Charles Darwin
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RESUMEN

El cancer géstrico (CG) representa la cuarta causa de muerte por cdncer a nivel mundial y
también fue la cuarta neoplasia mas comun en 2020. Se ha identificado que el principal factor que
predispone al desarrollo del CG es una infeccién provocada por Helicobacter pylory, representando el
80% de los casos a nivel mundial. El CG resulta ser muy heterogéneo, por lo tanto, recibe una alta
diversidad de clasificaciones histopatoldgicas, sin embargo, la mdas usada es la de Lauren, donde el CG

es dividido en tipo intestinal y difuso, siendo este ultimo el mas agresivo.

Un cambio evidente durante el desarrollo del cancer es la modificacién en la estructura celular.
Las células endoteliales y epiteliales mantienen la homeostasis de los tejidos a través de complejos de
union. Dentro de éstos se encuentran las uniones estrechas (UEs), las cuales estan localizadas en la
parte apical de las células y resultan esenciales estableciendo una barrera entre los diferentes
compartimientos del cuerpo, funcionando como compuerta o barrera que regula el paso de iones, agua
y solutos al espacio paracelular, ademas de que juegan un papel crucial en el mantenimiento de la
polaridad celular y la traduccién de sefiales. Dentro de las proteinas que conforman a las UEs se
encuentra la familia de las claudinas, la cual estd conformada por 27 proteinas transmembranales que
se expresan de forma tejido especifico. Las células tumorales muestran una desregulaciéon en las UEs,
asi como una diferenciacién y polaridad disminuidas, lo cual resulta en una pérdida en la integridad
epitelial con cambios en la expresidn de ciertas claudinas, lo que conlleva a un aumento en la fuga
paracelular proporcionando un espacio para la movilidad de las células tumorales y un mayor
suministro de nutrientes para el tumor. En el CG se ha reportado que la expresidon anormal de Cldn-6
y 9 les brinda a las células una mayor capacidad de migracién e invasion. Estas claudinas se expresan

durante el desarrollo embrionario, siendo su expresion débil o nula en tejidos adultos.

Ezrina pertenece a la familia de las proteinas ERM y se sabe que se expresa en la mayoria de los
tejidos normales y cancerosos, sin embargo, su expresion es significativamente mayor en los canceres
de origen mesenquimatoso. También se sabe que Ezrina participa en los procesos de migracién celular

mediante la formacidn de filopodios, ademas su distribucidn se correlaciona con un mal prondstico, ya
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que se reubica desde el citoplasma hacia las proyecciones mdviles y de forma perinuclear en lineas

celulares invasivas.

Se ha observado que la sobreexpresion de Cldn-9 en células AGS le brinda un fenotipo alargado y
mesenquimatoso, a diferencia de las células AGS que sobreexpresan Cldn-6, donde el fenotipo es muy
similar a las células WT. Los mecanismos que regulan el fenotipo de estas células son desconocidos por
lo que este trabajo pretende determinar la posible participacién de Ezrina en los fenotipos celulares

observados durante la TEM, la migracion celular y el mecanismo molecular que lo regula.

Palabras clave: Cancer gastrico, claudina-6, claudina-9, filopodios, TEM, Ezrina.

1.- INTRODUCCION

Ezrina es un miembro de la familia de proteinas ezrina/radixina/moesina (ERM) ya que
comparten dominios N-terminales altamente homdlogos, denominados FERM (proteina 4.1 ERM), que
interactudan con las proteinas de la membrana plasmatica a través de mecanismos tanto directos como
indirectos. Estas proteinas pueden unirse directamente al dominio citoplasmatico de ciertas proteinas
con dominios transmembranales, incluidas CD43, CD44, CD95, ICAM-1,-2,-3 y con sindecano 2.
Mientras que la region C-terminal proporciona el sitio principal de unién a los filamentos de actina®.
También cuentan con un dominio flexible rico en hélices a, pudiendo formar asi una estructura en
espiral que permite interacciones entre los dominios N y C terminales. Esta interaccion le permite
adquirir una conformacién cerrada, quedando asi de forma inactiva® Para llevar a cabo su activacion es
necesaria una fosforilacion (Thr-558 en moesina, Thr-576 en ezrina y Thr-564 en radixina) dentro del

dominio C-terminal, ademas de una interaccidon con fosfolipidos como PIP212,

Ezrina desempefia un papel importante en el mantenimiento de la forma y la polaridad de las
células ademas de facilitar las vias de trafico de membrana, la migracion celular, la seializacidon celular,
la regulacién del crecimiento y la diferenciacion. Ezrina se encuentra de manera inactiva en el
citoplasma sin embargo, tras su activaciéon mediada por una gran cantidad de cinasas y la interaccién

con diversos fosfolipidos, es dirigida hacia la membrana celular donde puede formar inmediatamente
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un puente entre los filamentos de actina y varias proteinas transmembranales. Uno de los modos mas
frecuentes de activacion que se han reportado de Ezrina es a través de la interaccion con proteinas

pequefias GTPasas como Rho, que controla la remodelacidn del citoesqueleto de actina3.

Aunque Ezrina se expresa en la mayoria de los tejidos normales y cancerosos, su expresion es
mayor en los canceres de origen mesenquimatoso. La distribucién anormal de Ezrina se ha
correlacionado con un mal prondstico en pacientes con cancer de mama, donde Ezrina se expresa desde
las regiones apicales observadas en lineas celulares no tumorogénicas hacia las proyecciones moviles
en lineas celulares invasivas y en tumores de cadncer mama®*. Un estudio mostré que utilizando un RNA
de interferencia pequefio (RNAip) dirigido contra Ezrina se observa una reduccion significativa en la
proliferacidén, migracién e invasividad celular en adenocarcinoma de pulmén. Al igual que en las células
de cancer de mama, la localizacién de la Ezrina en las células de cancer de pulmdn se encuentra
alterada, observandose en la membrana apical en el epitelio bronquial normal y en el citoplasma en las
células cancerosas de pulmon®. Algunos reportes sugieren que Ezrina puede funcionar como un
oncogén en procesos metastasicos ya que modula multiples procesos celulares, incluida la formacién
de protuberancias membranales, el mantenimiento de la morfologia celular y las conexiones

intercelulares, la promocion de la motilidad celular y la invasién®.

Las proteinas ERM tienen un papel fundamental durante la progresién tumoral ya que
interaccionan con diferentes receptores de tipo tirosina cinasa (RTKs) como EFGR y HFGR, con proteinas
de adhesién celular como CD44 y participan en otras vias de sefializacién como la de PI3K/Akt,
cAMP/PKA y proteinas G pequefias, las cuales estan implicadas en procesos de tumorogénesis. Es por
ello que las proteinas ERM pueden ser consideradas objetivos cruciales en el desarrollo de nuevas

terapias para combatir la progresion del cancer y otras enfermedades relacionadas?
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2.- ANTECEDENTES

2.1 Uniones estrechas

Las células epiteliales forman ldminas semipermeables que recubren la mayoria de las cavidades
del cuerpo y separan el organismo del ambiente exterior’. Los tejidos epiteliales delimitan los
compartimientos dentro de los tejidos y participan en el intercambio controlado de iones y moléculas,
regulando asi la homeostasis®. Estos procesos son gracias a las uniones celulares, las cuales cumplen las
funciones de adhesidn o anclaje entre células y la matriz extracelular, de oclusién y aislamiento de

ambientes diferentes y de comunicacion®.

Dentro de las uniones celulares se encuentran las UEs, esenciales para establecer una barrera
entre los diferentes compartimentos del cuerpo cuya funcidn fisiolégica principal es la de compuerta o
barrera regulando el paso de iones, agua y solutos al espacio paracelular y restringiendo la difusién de
lipidos entre los dominios apical y basolateral. Estas uniones forman contactos focales entre las
membranas plasmaticas de células vecinas parecidas a hemifusiones o “puntos de beso”, que en
realidad son solo aproximaciones de las membranas plasmaticas unidas mediante proteinas
transmembranales (Figura 1)1®1%12, Las UEs estdn compuestas por mds de 40 proteinas que conectan
con el citoesqueleto de actina y se agrupan en 3 familias: ocludinas, claudinas y las moléculas de

adhesién de union (JAM) 314,

2.2 Claudinas

Las claudinas (Cldn) son una familia de proteinas con 4 pases transmembranales cuya regiéon
amino y carboxilo terminal se encuentran orientadas hacia el citoplasma, dejando 2 asas en la regién
extracelular. La primera asa se encarga de la selectividad de cargas en el flujo paracelular y funciona
como correceptor viral, mientras que la segunda funciona como correceptor de toxinas bacterianas®.
Se han identificado 27 miembros en mamiferos con un peso molecular de 20 a 34 kDa vy, a pesar de las
grandes similitudes genéticas y estructurales entre los miembros de la familia de las claudinas, es

importante recalcar que mantienen un patrén de expresion especifico de cada tejido!>1°,
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Debido a las similitudes en sus secuencias, las claudinas se han clasificado en dos grupos, las que
exhiben mayor grado de homologia en su secuencia, como las Cldn 1-10, 14, 15, 17 y 19, las cuales se
han denominado clasicas, y las claudinas que comparten menor homologia como las Cldn 11-13, 16, 18
y 20-24, y que se denominan no clasicas /'8, La regidn carboxilo terminal contiene un motivo de uniéon
a dominios PDZ, lo que permite a las claudinas interactuar de una manera directa con proteinas
asociadas a las uniones estrechas como Z0O-1. Sin embargo ésta misma regién puede interactuar con
muchas otras vias de sefalizacion, gracias a que su regién carboxilo contiene varios sitios de

fosforilacion, lo que le permite una gran variedad de interacciones moleculares®*°,

a Microvellosidades

Uniones
estrechas

Uniones
adherentes

Uniones
gap

Desmosomas gLy

¥ I

Hemidesmosomas Ldmina basal
Figura 1. Distribucion de las uniones celulares, por la parte apical se aprecian las uniones estrechas mientras

que por la parte basal se aprecian los hemidesmosomas (Tsukita et al, 2001)

2.3 Cancer gastrico

El cancer gastrico (CG) es la quinta neoplasia mas comun y fue la quinta causa de muerte por
cancer a nivel mundial durante el 2020 2%22, Los estadios tempranos del CG son asintomaticos, lo que
lleva a una disminucidn de la supervivencia de los pacientes, por lo que es de suma importancia

encontrar biomarcadores para la deteccion temprana del CG?°. Se han descrito algunos factores de
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riesgo como la dieta, la edad, el género, el habito de fumar, el estatus econdmico, la obesidad y la alta
ingesta de alimentos salados 2. Sin embargo, se ha demostrado que uno de los principales factores que
predisponen al desarrollo del CG es la infeccidn provocada por Helicobacter pylori (H. pylori),
representando el 80% de los casos en todo el mundo?¥?2. La infeccidon por H. Pylori generalmente se
contrae durante la infancia a través de la ingesta oral, lo cual puede causar una reaccién inflamatoria y
de no ser atendida oportunamente genera una inflamacién crénica que conduce a la produccién de
toxinas y estrés oxidativo seguido de una rdpida proliferacion celular y el desarrollo de lesiones gastricas
que finalmente resultan en una carcinogénesis gastrica®3. Por otro lado, el dafio oxidativo generado en
el DNA causado por ciertas especies reactivas de oxigeno, conduce a la hipermetilacién de islas CpG en
las regiones promotoras de algunos genes supresores de tumores como RPRM, silenciandolos y

conduciendo al inicio del cancer??.

Desde un punto de vista morfoldgico, el CG es muy heterogéneo, lo que resulta en una alta
diversidad de clasificaciones histopatoldgicas. La clasificacién mds usada es la propuesta por Lauren
(1965) en la cual el CG es dividido en dos tipos: intestinal y difuso®. Los carcinomas difusos estan poco
diferenciados (las células presentan un aspecto muy diferente del tejido proveniente) y se encuentran
compuestos por células tumorales solitarias o poco cohesivas, por el contrario, los carcinomas
intestinales se encuentran bien diferenciados en su mayoria y forman estructuras glandulares que

recuerdan a los adenocarcinomas colorrectales?®.

A la fecha existen dos hipdtesis que proponen la existencia de células troncales de cancer (CTC)
en el CG. La primera, conocida como el modelo de la evolucidon clonal, se menciona que la
heterogeneidad celular se genera por la inestabilidad genética, posiblemente dada por mutaciones
(cambios de secuencia en una sola base, fusién de genes e inestabilidad cromosémica) en el genoma,
en las cuales se seleccionan células con composiciones genéticas que confieren ventajas de crecimiento
y se expanden clonalmente. La segunda hipétesis, conocida como el modelo de CTC, propone que una
pequefia poblacién dentro del tumor es la que rigen la heterogeneidad celular, mediante la expansion
clonal (auto renovacion) generando CTC idénticas a través de divisiones asimétricas dando origen a
cualquier tipo celular dentro del tumor (Figura 2)?”?8, La metastasis y resistencia a farmacos se

encuentran asociadas a las CTC, por lo que es de suma importancia la identificacién de marcadores
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relacionados a esta pequefia poblacién para generar tratamientos mads eficaces contra las células
tumorales. Uno de los marcadores mads conocidos es la glicoproteina transmembranal CD44, expresada
en leucocitos, células endoteliales, hepatocitos, células mesenquimales y se restringe a algunas células
epiteliales, la cual cumple diversos roles fisiolégicos como en la adhesidn a la matriz, migracién celular

y diferenciacion?30,

A ‘ Evolucion clonal J B Células trocales de cancer

Autorrenovacion

C D

|

Inestabilidad genética

Y
/ \ Diferenciacion
¥ “

N | e < 20
Expansion clonal ‘ ;
. \ | /

Masa tumoral Masa tumoral

Figura 2. Hipdtesis de la existencia de las CSC. (A) En el modelo la evolucion clonal la heterogeneidad se genera
mediante inestabilidad genética como cambios en el numero de cromosomas y mutaciones en las células
tumorales. (B) En el modelo de las CTC solo una pequefia poblacion es capaz de generar CTC idénticas y
mediante divisiones asimétricas diferenciarse en cualquier fenotipo tumoral (Zhao et al, 2015)
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2.4 Claudina 6 y 9 en cancer gastrico.

El gen de cldn-6 se encuentra localizado en el cromosoma 16p13.3, contiene 5360 pares de bases y esta
conformado por 2 exones. Puede producir dos variantes de RNA mensajeros mediante splicing
alternativo. Su expresion se da principalmente en células embrionarias de ratén del linaje epitelial
durante el desarrollo temprano, tumores primitivos de células germinales como seminoma
espermatocitico, coriocarcinoma y teratomas, sin embargo, su expresion es muy débil o ausente en
ratones adultos3%32, Cldn-6 regula la permeabilidad de los iones cloruro y sodio, también tiene una
actividad de adhesion celular independiente de Ca2*, aunque también se ha demostrado que funciona
como cofactor de entrada para el virus de la hepatitis C32. Por otro lado, resulta interesante que el gen
de CLDN-6 se encuentra ubicado en la misma posicion que el gen de CLDN-9, donde éste ultimo se
encuentra orientado en la hebra positiva. El gen de CLDN-9 contiene 2050 pares de bases y produce un
solo exdn, es la cldn mas expresada en el oido interno y cerebro, ademas estd presente en todos los
epitelios que recubren el espacio endolinfatico, se requiere para preservar las células sensoriales en el
6rgano auditivo, ya que las uniones estrechas defectuosas de Cldn-9 no protegen el lado basolateral de
las células ciliadas de la endolinfa rica en K*. También es uno de los cofactores de entrada para el virus

de la hepatitis C3334

La expresidon anormal de las claudinas se ha reportado en diferentes canceres epiteliales
humanos, lo cual permite el paso de nutrientes y factores de crecimiento a lugares en donde
normalmente no deberian estar presentes, promoviendo la proliferacion de las células cancerosas®. A
pesar de que se ha reportado la expresion de Cldn-6 en multiples canceres humanos como los
rabdoides, cdncer de mama y en cdncer gastrico, su funcidn no se ha analizado a detalle. Un estudio
mostré que la disminucion en la expresidon de cldn-6 mejora el crecimiento independiente al anclaje y
promueve la invasividad de células de cdncer de mama, lo que sugiere un posible papel como supresor
tumoral®®. Otro estudio muestra que la sobreexpresion de Cldn-6 en una linea celular de
adenocarcinoma géstrico, AGS, aumenta la migracidn celular® y la expresidon de Cldn-1, lo que potencia
la activacién de pro metaloproteasas (MMPs)3’. Por otro lado, la sobreexpresién de Cldn-9 en células
AGS también aumenta la migracidn celular®. La expresion de Cldn-9 estd asociada con una mayor tasa
de mortalidad, para el cancer gastrico tipo difuso (66%), comparado con el tipo intestinal (25%)38. Otro

estudio mostré que en una linea celular de cancer de pulmdn, Cldn-9 tiene una localizacién citosélica,
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lo cual puede conducir a la metdstasis en pulmén, ya que se ha demostrado que la localizacién de las
claudinas en el citosol afecta algunos programas de sefializacién y transcripcidon de varios genes en

células de cancer®.

2.5 Inflamacién crénica y cancer gastrico

Se ha estimado que las enfermedades infecciosas y la inflamacion crénica representa
aproximadamente un 25% de los factores causantes de cédncer®. Los érganos digestivos cubren una
gran parte de la superficie del cuerpo y se encuentran en contacto con el entorno exterior, por lo que
ademas de estar habitados por muchos microrganismos, también se encuentran expuestos a alimentos
0 agentes quimicos que son ingeridos, por lo que se encuentran infiltrados por muchas células del
sistema inmune, lo que apoya la perpetuacién de una inflamacidn crénica. Una inflamacion crénica es
un factor que contribuye al desarrollo de muchos tipos de cdncer, ya que es capaz de producir
intermediarios potencialmente relevantes como las citocinas, quimiocinas, radicales libres (ROS, NOS),
prostaglandinas, factores de crecimiento y MMPs*+#2, Todos estos intermediarios son capaces de
generar un microambiente que puede alterar la homeostasis celular y como en un estado inflamatorio,
hay una tasa de recambio celular muy alta y el microambiente a menudo es altamente oxidativo y
nitrosante, los riesgos de dafio al DNA aumentan de manera significativa, promoviendo la acumulacién
gradual de alteraciones genéticas y epigenéticas como mutaciones puntuales, deleciones,
duplicaciones, recombinaciones, la expresion de algunos microRNAs alterados y la metilacion de varios

protooncogenes y genes supresores de tumores*3,

Resulta interesante como el sistema inmunoldgico es capaz de interaccionar con el tumor a lo
largo de su progresién ya que, por ejemplo, bajo condiciones hipdxicas los macréfagos asociados con
tumores son reclutados en los sitios tumorales y a su vez, son capaces de producir citocinas y factores
proangiogénicos. Esto representa un problema, ya que el desarrollo de nuevos vasos sanguineos que
irriguen al tumor resulta un paso critico en la tumorogénesis, ya que mas del 90% de la mortalidad por

cancer es causada por metdstasis**.
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2.5.1 Interleucina 8

Las quimiocinas constituyen una gran familia de moléculas encargadas de la sefializacion
polipeptidica, se encuentran relacionadas estructuralmente y son caracterizadas por su capacidad para
promover la quimiotaxis de los linfocitos. La unién de las quimiocinas a sus receptores conduce a un
cambio conformacional, el cual activa vias de sefalizacion como a PI3-K, Ras y STAT3, lo que promueve
la migracidn celular®# A su vez las quimiocinas y sus receptores se agrupan en 4 familias basadas en
el patrén de residuos de cisteinas: CXC, CC, CX3C y C, donde la letra C representa las cisteinas y la X
cualquier otro aminoacido (aa). Se han identificado aproximadamente 20 receptores y 50 quimiocinas

en humanos?®.

La interleucina-8 (IL-8) se identific6 como un factor quimiotactico especifico de neutréfilos y
posteriormente se clasificd como un miembro de la familia CXC. La IL-8 es producida por una gran
variedad de células, como monocitos, macrofagos, neutrdfilos, linfocitos, células epiteliales y
endoteliales, después de ser estimulados con IL-1, IL-17, factor de necrosis tumoral (TNF-a) o por medio
de receptores tipo toll (TLRs)*. Los efectos bioldgicos de la IL-8 estdn regulados por su unidén con 2
receptores acoplados a proteinas G, CXCR1 y CXCR2. Se ha demostrado que CXCR1 y CXCR2 activan a
dos miembros de las GTPasas de la familia de Rho en células endoteliales, mientras que CXCR1 induce
la actividad de la GTPasa Rho, CXCR2 produce un retraso en la actividad de Rac, lo que conlleva a una
polimerizacién del citoesqueleto de actina y una retraccion del mismo, lo cual le brinda su capacidad
de quimiotaxis (Figura 3)*. La IL-8 liberada por células tumorales, es capaz de funcionar de manera
autocrina, lo que induce a las células de carcinoma un fenotipo mesenquimatico, es decir la induccién

de la transicion epitelio mesénquima (TEM)*°.
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Figura 3. Vias de sefializacion caracterizadas para la unién de IL-8 con sus receptores CXCR1/2. Se aprecia
que la mayoria de las sefialas desembocan en expresion de genes que ayudan a la proliferacion,
supervivencia y metabolismo celular, asi como invasion y angiogénesis (Waugh et al, 2008)

2.6 Transicién epitelio mesénquima

La TEM es un proceso central que se requiere para un desarrollo embrionario normal, como en
la gastrulacién y en la morfogénesis tisular, pero también lo es en la reparacion de heridas en
adultos®®>!, Sin embargo, se ha demostrado que ciertos tipos de canceres requieren de la activacion
de la TEM para la progresion tumoral®?. La TEM se puede dividir bajo un contexto bioldgico en 3
subtipos: el tipo 1 ocurre durante la embriogénesis; el tipo 2 es cuando hay una regeneracion de tejidos;

y el tipo 3 ocurre durante la diseminacion metastasica del cancer>3. Bajo todos los contextos tisulares,
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los eventos clave de la TEM son los mismos, como la perdida de la expresién de E-cadherina, perdida
de la polaridad apical-basal, una reorganizacion del citoesqueleto y cambios en la forma de la célula,
una regulacién a la baja de la expresién de genes epiteliales y la consecuente activacidn de genes que
ayudan a definir el fenotipo mesenquimatico; aumento de protuberancias celulares, motilidad, y en
muchos casos, la capacidad de degradar proteinas de la matriz extracelular (MEC)>**>, La TEM se
encuentra orquestada por al menos 4 fundamentales redes regulatorias: (1) control transcripcional, (2)
regulacion de RNAs pequefios no codificantes, (3) splicing diferencial, y (4) control traduccional y
postraduccional®®. Durante la TEM existe un cambio de E-cadherina a N-cadherina, la cual es expresada
en células mesenquimales, por lo que es uno de los principales marcadores de la TEM: sin embargo
también se han caracterizado varias redes que regulan el proceso. Estas involucran varios factores
transcripcionales asociados a la TEM tales como, las familias con motivos dedos de zinc SNAIL y TWIST,
ademas de la familia ZEB, los cuales pueden ser activados bajo diferentes tipos de estrés, como hipoxia,
inflamacién y estrés oncogénico o metabdlico, a través de diferentes vias de sefializacién que son
criticas para el desarrollo embrioldgico y el desarrollo tumoral, incluida la sefializacién de TGF-B, WNT,

HIF, RAS/MAPK, NOTCH, NF-Kb®657:5859,

Se ha reportado la pérdida de la expresidn de E-cadherina en varios tipos de canceres, incluidos
los carcinomas colorrectales avanzados, adenocarcinomas esofagicos, canceres gastricos, entre otros®.
Esto lleva a las células a tener un menor contacto célula-célula y reduce su polaridad, aumentando su
potencial invasivo y metastasico. Los mecanismos por los cuales se ha demostrado que la expresién de
E-cadherina se deja de expresar incluyen mutaciones genéticas, hipermetilacién del promotor,
remodelacién de la cromatina, modificaciones postraduccionales y represidn transcripcional. Las
proteinas que se encuentran mayormente implicadas en la represidn transcripcional son, Snail (Snail),
Snai2 (Slug) y Twist, ya que se ha demostrado que se pueden unir a las secuencias E-box en el promotor

de E-cadherina (CDH-1), reprimiendo asi su expresion (Figura 4)%061.62,
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Figura 4. Regulacion de la expresion y estabilidad de E-cadherina durante la TEM inducida por diversos factores.
Se aprecian las familias de proteinas con motivos dedos de zinc Snail, Twist, entre otros, los cuales son capaces
de unirse en las secuencias E-box del promotor de E-cadherina y reprimir su expresion. (Huber et al, 2005).

2.6.1 Snail

La familia Snail en mamiferos codifica para 3 factores transcripcionales altamente relacionados
entre si: Snaill (Snail), Snail2 (Slug) y Snail3 (Smuc). Los 3 miembros contienen una regidon C-terminal
altamente conservada que alberga un dominio de unién al DNA de 4 a 6 dedos de zinc, los cuales son
especificos para las secuencias E-box C/A (5"-CACCTG-3") y un dominio SNAG en la regidon N-terminal,
el cual se piensa que facilita la funcion predominantemente represiva de las proteinas de la familia
Snail®3%4, En embriones de Drosophila melanogaster, Snail se expresa inicialmente en el mesodermo
prospectivo, donde actla como represor para inhibir la expresion de genes neuroectodérmicos.
Ademas de su funcidon en el mesodermo, en mamiferos se ha relacionado con el desarrollo de la cresta

neural®.
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Si bien el comportamiento migratorio e invasivo inducido por Snail en células durante el desarrollo
embrionario es vital para el mismo, también puede volverse problematico cuando es activado de forma
aberrante en etapas posteriores, especialmente en casos patoldgicos como el cancer®. Se ha
demostrado que la expresion de Snail correlaciona con el grado tumoral y la metastasis, y que la
sobreexpresidon de Snail es indicativo de una mal prognosis en cancer de mama, ademads también se
demostré que en céncer gastrico de tipo difuso existe una expresién muy reducida de E-cadherina y
que los niveles de expresidon de Snaill comparten una relacién a la inversa con E-cadherina, mientras
que en el tipo intestinal no se detecta la expresion de Snail®”%8%°, La expresién del gen de E-cadherina
(CDH-1) se encuentra modulada por varios represores transcripcionales, uno de los principales es Snail,
el cual es capaz de unirse a su promotor en la secuencia E-box (5’-CANNTG-3’), reprimiendo asi su
expresion y consecuentemente induciendo la TEM, sin embargo se ha demostrado que también es
capaz de prevenir la expresidon de genes epiteliales especificos como PTEN, Mucl, Claudinas y
Ocludinas’®. Esto se debe a que existe una amplia gama de vias de sefializacién que se encuentran
involucradas en la expresion de Snaill y Snail2 incluidas la del TGF-B, Notch y la via de Wnt, especies

reactivas de oxigeno y estrés por hipoxia’*’2.

2.6.2 Twist

Twist pertenece a la familia de factores de transcripcién hélice-bucle-hélice bdsica (bHLH) junto
con la familia de Snail. En vertebrados existen dos genes que codifican a dos proteinas Twist con una
similitud de 90%, llamadas Twist-1 (TWIST) y Twist-2 (DERMO-1). En ratones, Twist se expresa en el
mesodermo, las somitas, el mesénquima craneal, la yema de los dientes y los tejidos suturales del
craneo. Los ratones deficientes de Twist, mueren en el dia embrionario 11.5 debido a un fallo en el
cierre del tubo neural y por defectos en el mesénquima de la cabeza, somitas y brotes de las
extremidades’®’47>, La expresion de Twist es inducida por el factor nuclear kappa B (NFkB) durante la
embriogénesis, por el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), por el factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) y por la via de sefializacion Wnt’®. La proteina Twist humana estd

compuesta por 202 residuos de aa y contiene muchos motivos funcionales, como la proteina de unidn
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p300/CREB (aa 30-64), ademas es capaz de formar una dimerizacién con proteinas asociadas como E12

y E47, las cuales tienen un papel importante durante la hematopoyesis y en la neurogénesis’’.

Se ha reportado una sobreexpresion de Twist-1 en una gran variedad de tumores, como en el
cancer de mama, proéstata, pulmén, piel, higado, carcinomas gastricos, melanomas, osteosarcomas y
rabdomiosarcomas, y debido a que su expresidn se encuentra asociada con su capacidad para promover
la TEM, ésta correlaciona con un mal prondstico clinico, ya que es capaz de reprimir la expresién de E-
cadherina uniéndose directamente a su promotor en la secuencia E-box (5'-CANNTG-3"), aumentando
su capacidad metatdsica’®’?. También se ha demostrado que Twist es capaz de silenciar indirectamente
la expresidn de E-cadherina reclutando la metiltransferasa SET8, la cual se encarga de metilar histonas
para silenciar genes, esto a su vez conlleva a un incremento de la expresién de marcadores
mesenquimales como N-cadherina y Vimentina 88, Estudios han demostrado que Twist-1 también se
encuentra involucrada en otras etapas durante la invasidon tumoral y el proceso de metastasis, como en
la formacién de invadopodia, la migracién intravascular, la extravasacién y en la formacién del
mimetismo vasculogénico, ya que encuentran implicadas multiples vias de sefializacion que involucran
a Twist durante el proceso de metastasis (Figura 5)%%8. Por si fuera poco, se ha demostrado que las
proteinas Twist también tienen la capacidad para anular la senescencia y la apoptosis inducidas por
oncogenes®. Twist también desempefia un papel vital para la generacién de resistencia a farmacos en
diferentes tipos de cancer, ya que se ha observado que, bajo tratamientos con quimioterapia, aumenta
la expresion de Twist y varios transportadores de membrana dependientes de ATP como los
transportadores ABC (los cuales aumentan la salida del farmaco de las células, reduciendo la
concentracion intracelular del mismo). Curiosamente, se ha identificado un sitio de union para Twist en

los promotores de los transportadores ABC%.
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TEM, Invasion, Migracion, Células Troncales de Cancer, Quimio-resistencia

Figura 5. Vias de sefializacion para Twist involucradas durante la invasion tumoral y la metdstasis. Se observa
que Twist promueve la formacion de invadopodia, la migracion celular y la invasion, ademds de la expresion de
genes relacionados a la TEM como N-cadherina y CD44. (Pei et al, 2017).

2.6.3 E-cadherina

Las cadherinas clasicas son moléculas de adhesidn que se compone de glicoproteinas
transmembranales que contienen: 5 dominios extracelulares dependientes de calcio que confieren
interacciones homotipicas; una cola citoplasmatica que permite la unién a varios efectores para la
transduccion de sefiales a la célula como catenina p120; y la parte carboxilo terminal la cual se une
directamente a B-catenina, que a su vez, se une a a-catenina que media un enlace dindmico al
citoesqueleto de actina (Figura 6)%%. El gen E-cadherina (CDH1) se encuentra en el cromosoma
16qg22.1 y su regidn génica comprende 16 exones con un tamafio entre 115 y 2245 pb y 15 intrones,

llegando asi a los 100kb de largo®®.
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La expresion de E-cadherina o su localizacidn en la superficie celular a menudo se pierde en tumores
avanzados y se ha vinculado, al menos en algunos casos, a una mayor incidencia de metdstasis y
recurrencia tumoral, ya la perdida de la expresion de E-cadherina es un evento clave de la TEM por lo
que, la pérdida de las uniones homofilicas entre las E-cadherinas permite que las células se disocien del
tumor primario, invadan los tejidos circundantes y migren a sitios distantes para asi establecer tumores
metastasicos®®%. La pérdida de la expresidn de E-cadherina se debe principalmente al silenciamiento
transcripcional del promotor de E-cadherina por hipermetilacién o desacetilacién de histonas, o por la
sobrerregulacién de los represores transcripcionales como Snail, Slug, Zeb-1 y Twist, los cuales pueden

bloquear directamente el promotor de E-cadherina®°?,

Recientemente se ha postulado que el papel de la E-cadherina en la carcinogénesis no se limita
solo a la metdstasis y la invasion, sino que también juega un papel importante en la modulacién de la
sefalizacion intracelular y, por lo tanto, en la promocién del crecimiento celular, ya que se encuentran
involucradas varias vias de sefalizacién incluidas la via de Wnt, las GTPasas de la familia Rho y se cree
que el EGFR juega un papel activo durante el proceso de la TEM®%°3, En la via de Wnt/B-catenina, las B-
cateninas libres pueden acumularse en el citoplasma, trasladandose posteriormente al nucleo, donde
se une a los miembros de la familia TCF/LEF1 y activa la expresidn de los genes blanco de Wnt, incluido

el CD44, MYC, ciclina D1 y MMP-7%3,

Fibras de estrés Actina

Fibras de estrés

Figura 6. E-cadherina. Representacion esquemdtica de las uniones célula-célula mediadas por E-cadherina, la
cual es una proteina transmembranal de un solo cruce transmembranal, cuyo dominio extracelular se compone
de 5 dominios de unién a Ca2+ y media interacciones homofilicas especificas con las células vecinas. (Canel et
al, 2013)
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2.6.4 N-cadherina

La cadherina neural (N-cadherina) es una cadherina clasica de 130 kDa localizada en las uniones
adherentes y expresada en el sistema neural, y al igual que todas las cadherinas clasicas, cuenta con 5
dominios extracelulares los cuales contienen sitios de unién a Ca2+ y determinantes moleculares que
son necesarios para la formacion de enlaces homofilicos, seguidos por un dominio transmembranal de
un solo paso y 2 dominios de unidn a cateninas bien conservados en su porcidn citoplasmatica®°>°, A
diferencia de otras cadherinas que solo pueden formar enlaces homofilicos, la N-cadherina puede
formar dimeros cis y trans-heterofilicos con R-cadherina (retiniana)®’. Durante la embriogénesis, la
expresion de N-cadherina es detectable por primera vez durante la gastrulacion en las células de lalinea
primitiva, ya que se someten a una TEM y se encargan de formar el mesodermo. La regulacién de la
expresion de N-cadherina a la alta en estas células, es paralela a la regulacion hacia la baja de la E-
cadherina, un fenémeno conocido como el interruptor de la E a la N-cadherina®’. La N-cadherina se
encuentra expresada fuertemente en el ectodermo neural y en general, el patron de expresién durante
la embriogénesis parece correlacionarse con los cambios en la forma y motilidad de las células, lo que

sugiere un papel potencial en la transicién del fenotipo epitelial a mesenquimal®®.

La N- cadherina se expresa con frecuencia en varios tipos de tumores: carcinomas pobremente
diferenciados, melanomas, neuroblastomas y mieloma multiple. EI mecanismo por el cual una mayor
expresion de N-cadherina promueve la malignidad no esta del todo dilucidado, sin embargo numerosos
estudios han demostrado que la pérdida de E-cadherina y la expresién aberrante de N-cadherina hacen
que las células tumorales pierdan su polaridad, resistan la apoptosis, se vuelvan invasivas y
metastdasicas®®. Ademas de modular estas caracteristicas, N-cadherina también promueve la metéstasis
al facilitar las interacciones con el endotelio (que a su vez también expresa VE-cadherina y N-cadherina)
permitiendo que las células tumorales accedan a la vasculatura. Otro estudio muestra que N-cadherina
también esta involucrada en la angiogénesis y en el mantenimiento de la estabilidad de los vasos
sanguineos °>1%,  Estudios in vitro han demostrado que las células de melanoma, que expresan N-
cadherina, se adhieren y migran sobre los fibroblastos y este fendmeno es inhibido por anticuerpos que

bloquean la funciéon de la N-cadherina®’.
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2.7.- Metastasis

El término metastasis es utilizado para describir el proceso de propagacién de las células
cancerosas desde el tumor primario hacia tejidos circundantes y organos distantes, y es la causa
principal de morbilidad y mortalidad por cancer®l. Las metdastasis son resultado de un conjuntos de
procesos complejosy de varios pasos denominados colectivamente la cascada invasidon-metastasis. Esta
cascada incluye 7 pasos principales: (1) Las células tumorales invaden localmente a través de la MEC
circundante y las capas de células estromales, (2) intravasan hacia el lumen de los vasos sanguineos, (3)
sobreviven a los rigores del transporte a través de la vasculatura, (4) se detienen en sitios de érganos
distantes, (5) extravasan en el parénquima de tejidos distantes, (6) inicialmente sobreviven en estos
microentornos externos para formar micrometastasis, y (7) reinician sus programas proliferativos en
sitios metastdsicos, generando asi crecimientos neoplasicos macroscépicos, clinicamente detectables.
Afortunadamente, la metdstasis se conoce como un proceso muy ineficiente ya que muy pocas de las
células tumorales primarias liberadas en la circulacion se convierten en metastasis, esto es debido a la
muerte de las células tumorales durante la circulacién sanguinea, causada por la exposicion al estrés,

las fuerzas hemodindmicas y al ataque inmunitario de las células efectoras citotéxicas.192-10,

En muchos tumores primarios con propiedades invasivas, la adherencia intercelular se reduce,
a menudo debido a una pérdida de la expresion de E-cadherina, generalmente por la activacién de los
represores transcripcionales Snail, Zeb1 y Twist, sin embargo también se puede reducir la expresidén por
mutaciones que resultan en una proteina inactiva, silenciamiento génico por la metilacion del promotor
o regulacién por disminucién estimulada por los receptores de factores de crecimiento®%7- Como se
mencionaba anteriormente, la pérdida de la expresién de E-cadherina, es uno de los marcadores mas
utilizados para la TEM, donde las células que pasan por este complejo proceso sufren cambios que se
asocian con una mayor migracion y resistencia a la anoikis (muerte celular programada inducida por la
pérdida del anclaje de la célula con la matriz extracelular o células vecinas) 1%. Ademas de ser més
migrativas, las células que se encuentran bajo una TEM muestran otras propiedades asociadas con la
progresion del cancer y la metastasis'®. El programa de TEM confiere a las células epiteliales, tanto
normales como neoplasicas, las propiedades criticas para la invasién y la diseminacién metastasica,

especialmente una motilidad aumentada y la capacidad de degradar los componentes de la MEC.
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Aungue algunos modelos tradicionales de tumorogénesis afirman que la metdstasis es un evento tardio
durante la progresiéon tumoral, algunos estudios han demostrado que la adquisicién de los rasgos
asociados a la TEM y el proceso de diseminacion puede ocurrir en eventos muy tempranos de la
progresion tumoral® !9, por otra parte, también se ha demostrado que las células troncales de cancer
EpCAM+, CD24- y CD44+, expresan en un nivel bajo algunos genes asociados con la TEM, mientras que
células madre ALDH+ tienen un fenotipo epitelial y se encuentran mas asociadas con un estado de
autorenovacion. Estas CTC tienden a permanecer en un estado de transicidn entre fenotipos epiteliales
y mesénquimales, lo cual sugiere que este fendmeno de plasticidad desempefia un papel clave en la

capacidad de las CTC para hacer metastasis!?.

Las células tumorales son capaces de migrar como células individuales o como grupos
multicelulares. Las células que migran individualmente suelen emplear rasgos mesenquimales de
migracion con dinamica de adhesion mediada por interacciones integrina-matriz extracelular
caracterizada por la generacion de altas fuerzas de traccién, el uso de proteasas para la escisién de la
MEC y la formacion de contactos focales en sitios de agrupamiento de integrinas. Por otro lado, se ha
sugerido que la migracion colectiva en cancer es potencialmente la forma clinicamente predominante
durante la metastasis. La migracién colectiva es distinta de la migracién individual, principalmente en
qgue se requiere una cohesidn célula-célula, polarizacién colectiva de células y coordinacién de la
actividad del citoesqueleto. Las células lideres guian el agregado multicelular por la degradacién
proteolitica de la MEC en el frente y arrastrando las células del borde interno y posterior. Las células
pueden migrar colectivamente utilizando una variedad de modos que incluyen los filamentos, el

modelo de esferoides o el modelo organoide de migracién colectival'>15,

2.7.1.- Proteinas ERM

Las proteinas Ezrina, Radixina y Moesina (ERM) son altamente homdlogas y pertenecen a la
superfamilia FERM, cuyo miembro organizador es la banda cuatro punto uno (4.1), debido a que sus
secuencias de aa se conservan dentro de las proteinas ERM vy la proteina 4.1 de eritrocitos. Se

concentran en las estructuras de la superficie celular como, microvellosidades, filopodios, urépodos,
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fibras de retraccidn y sitios de adhesidn celular. Dentro de esta superfamilia, los miembros comparten
un dominio comun, el dominio FERM (4.1, ERM), el cual se encuentra altamente conservado (85%) y
gue en la mayoria de los casos media su asociacidn con proteinas integrales de la membrana celular,
proteinas de andamiaje, proteinas Rho vy al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). El dominio FERM de
aproximadamente 1-296 residuos de aa también es conocido como dominio de asociacién ERM al
extremo N-terminal (N-ERMAD) a través del cual pueden interactuar con las proteinas de las
membranas celulares 116118 A su vez el dominio FERM se compone de tres mddulos estructurales (F1,
F2 y F3), también denominados subdominios A, By C. Este dominio es seguido por una region larga con
una alta propension hacia la conformacion a-helicoidal (~ 200aa), el cual juega un papel clave en la
activacion de estas proteinas, ademas también es importante para la asociaciéon con PKA. Las proteinas
ERM terminan en un dominio C-terminal (C-ERMAD) el cual consta de 107 residuos de aa, y contiene el
sitio de unién a los filamentos de actina, a través del cual las proteinas ERM son capaces de

interaccionar con el citoesqueleto de actina (Figura 7)119120,

Dominio FERM Espiral Union a actina
1 298 497 586
Y 567
[ F1 | F2 | F3 WJ_
-~ -~ -~
PIP, PKA Ry, F-actina

Proteinas de la membrana
Proteinas de andamiaje
Proteinas relacionadas a Rho

Figura 7. Estructura de las proteinas ERM. El extremo N-terminal consiste de tres modulos F1, F2 y F3 (dominio
FERM), y se encuentra vinculado a través de una estructura a-helicoidal al dominio de union a los filamentos de
actina en el extremo C-terminal (Kawaguchi et al, 2017).
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El domino C-terminal de las proteinas ERM puede unirse al dominio FERM (extremo N-terminal)
de la misma molécula a través de la autoasociacidn, para formar un mondmero, o con otra proteina
ERM para un homo o heterodimero. Esta interaccién intramolecular conduce a una conformacién
cerrada o interaccion cabeza-cola, y el consiguiente enmascaramiento de los sitios de unién de la
membrana y la actina, lo que resulta en la inactivacion de las proteinas. Las proteinas ERM
permaneceran en esta conformacion inactiva hasta que el dominio FERM se una al fosfatidilinositol
(4,5) bifosfato, que se encuentra en la membrana celular, lo que hace que el residuo de aa de treonina
conservado T567, T564 y T558, para Ezrina, Radixina y Moesina respectivamente sea mas accesible para
su fosforilacién, permitiendo que adquiera su conformacién abierta y por lo tanto su forma activa'’12%,
Varias cinasas en células de vertebrados pueden fosforilar ERM en esta treonina reguladora, que incluye

la cinasa RhoA, PKCa, PKCO, NIK, Mst4 y LOK??,

Como se menciond anteriormente, las proteinas ERM son capaces de interactuar a través de sus
dominios FERM con tres tipos de proteinas: proteinas transmembranales, proteinas de andamiaje y
moléculas de sefializacidén. Alguna de las interacciones directas entre las proteinas ERM y proteinas
transmembranales, incluyen receptores de adhesién. Se encontré que el dominio N-terminal de las
proteinas ERM se unia directamente al dominio citoplasmico del receptor de hialuronato CD44,
mientras que las proteinas ERM de longitud completa se unian solo en condiciones bajas en sal o en
presencia de fosfoinositidos, especialmente PIP2123125, Aunque también se ha demostrado que pueden
unirse a otras proteinas de adhesién como CD43, ICAM-2 tanto en linfocitos T como en células NK

(Figura 8)t2>126

Las proteinas ERM se han caracterizado principalmente por su papel en la morfogénesis
epitelial, adhesion y migracién, tres eventos clave, que al ser alterados pueden participar en la
induccidén de un fenotipo canceroso. Vale la pena mencionar que una regulacién a la baja o a la alta en
la expresion de las proteinas ERM, también causa defectos en la posicion de los cromosomas y esto
puede dar lugar a células cancerosas aneuploides, debido a que se sabe que las proteinas ERM también
participan en la rigidez de la corteza celular durante la mitosis, facilitando la morfogénesis del huso
mitbticotl’126127 Otra forma en que las proteinas ERM se encuentran involucradas en el crecimiento

tumoral, es mediante la alteracién de vias de sefializacion involucradas en la supervivencia y
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proliferacion celular como las MAPK'?, Se ha demostrado que la sobreexpresion de la proteina Ezrina

conduce a un mayor potencial metastasico en el osteosarcoma, el carcinoma hepatocelular, cancer de

mama, cancer de pulmdn y en cdncer pancredtico. También se ha demostrado que la Moesina es capaz

de promover la metdstasis en ciertos tipos de cancer, por ejemplo, en cancer cervicouterino promueve

la metastasis a través de la via Rho/ROCK. Se han encontrado mayores de niveles de Moesina y Radixina

en tumores pancredticos que habian metastatizado hacia los ganglios linfaticos, en comparacién con

los cdnceres que no hacian metdastasis!?®.

AR
CFTR
Membrana celular POGFR
; 3 3
— Rho/ ) ==e- . fj
Roc
P~ ROCK EBPSO
— PKCa F1
NIK

>t

>k

bt

ot

b

ot

>t

>k

> 5

Inactivo

EEEEEEEEEEEELLE

{

{

i

Figura 8. Activacion de las proteinas ERM. Las proteinas ERM deben interactuar a través de su dominio FERM con
PIP2, seguido de una fosforilacion en el residuo de treonina conservado en el extremo C-terminal. La proteina
activada de forma estable, puede vincularse con los filamentos de actina, a proteinas de adhesion celular (CD44,
CD43 e ICAMs) y a proteinas GDI que regulan las funciones de proteinas pequefias que se unen a GTP (Niggli et

al, 2008).
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2.7.2.- Ezrina

La proteina Ezrina es un miembro de la familia ERM, aunque también es conocida como
cytovillin, p81, 80k y villin-2. El gen de la proteina Ezrina cuenta con 13 exones y se ha mapeado en el
cromosoma 6. Se ha demostrado que su mayor expresidon dentro de las células se concentra en las
proyecciones de la superficie como en las microvellosidades, en los bordes de las células en expansién
y en filopodios. Ezrina también puede localizarse en los surcos de escisién durante la citogénesis y
dentro de las uniones célula-célula, esto indica donde se encuentra remodelando la red del
citoesqueleto junto con la modificacién de las moléculas de adhesidn, esto confirma su papel como

regulador de la morfologia celular y la unién celulart?313°,

Diversos estudios han demostrado que Ezrina puede existir tanto en su forma activa como
inactiva, ya que es capaz de plegarse, asociando el dominio C-ERMAD con la regién a-helicoidal, seguida
de una segunda asociacion del dominio N-FERM/C-ERMAD de cualquier miembro de la familia ERM, lo
que enmascara los sitios de unién a los filamentos de actina e impide la oligomerizacion espontanea.
Cuando Ezrina esta en el citoplasma, se encuentra en su forma inactiva y es necesaria la interaccién con
PIP2 en la membrana plasmatica para su correcta activacidn, lo cual provoca un cambio conformacional,
alterando la interaccién de N-FERM/C-ERMAD de las proteinas ERM. Una vez unido a PIP2, se
desenmascara el aa Thr567 para su posterior fosforilacién y el dominio de unién a actina del extremo
C-terminal queda libre para interactuar con el citoesqueleto. Multiples cinasas son capaces de alterar
la funcion de Ezrina, en particular a través de la fosforilacion en los residuos de Ser66, Tyr81, Tyr145,
Tyr353, Tyrd77 o Thr567. Es importante destacar que se ha demostrado que la fosforilaciéon en la Thr567
aumenta la capacidad de Ezrina para interactuar con los filamentos de actina e inhibir el regreso a su
forma inactiva, a este proceso de activacién se le ha denominado el modelo de dos pasos. Se ha
encontrado un sinfin de cinasas que son capaces de fosforilar el residuo de treonina C-terminal de las
proteinas ERM, como los son la proteina cinasa C (PKC) a, PKC8, las cinasas Rho/ROCK, el receptor de

cinasa 2 acoplado a proteinas G (GRK2), Cdc42 y la cinasa de interaccién Nck (NIK)131-133,

Aunque Ezrina se expresa en la mayoria de los tejidos normales y cancerosos, su expresién es
significativamente mayor en los canceres de origen mesenquimal. Varios trabajos han mostrado que la

sobreexpresién de Ezrina aumenta de manera significativa la migracion del melanoma metastasico, en

L



El papel de Ezrina durante la TEM en AGS transfectadas con claudina6 09 | 25

las células de cancer de pancreas y en carcinoma hepatocelular. Por otro lado, el silenciamiento o la
inhibicion de Ezrina contribuye en la disminucion de la motilidad celular. La distribucién anormal de
Ezrina se ha correlacionado con un mal prondstico de los pacientes con cancer de mama, donde se ha
encontrado que Ezrina se reubica de las regiones apicales observadas en lineas celulares no
tumorogénicas, hacia proyecciones méviles en lineas celulares invasivas y en el citoplasma de tumores
de mama; esta localizacion aberrante promueve la adquisicién de una TEM. Ademas, otro estudio
demostré que durante la migracion celular como en el caso de la cicatrizacién de heridas, Ezrina no
solamente se localizd en las protuberancias de membrana de las células epiteliales migratorias, sino
que también promovié la formacién de las mismas!!”!19134 Otro estudio demostrd que, en cédncer de
prostata, c-Myc induce la invasion celular y un crecimiento independiente de anclaje celular, regulando
la expresién de Ezrina en presencia de andrdégenos. Resulta curioso, como la propia Ezrina, a través de
un circuito de retroalimentacion positivo que involucra la via de sefializaciéon PI3K/AKT puede regular
los niveles de expresion de c-Myc, siendo crucial para los procesos de invasion y migracion celular. Sin
embargo, laimplicacion de Ezrina en el cancer también se debe a las principales moléculas relacionadas
con procesos metastdsicos, como el caso de CD44, el cual es un receptor transmembranal
multifuncional implicado en la invasion de células tumorales y la metastasis. CD44 interactua con Ezrina

durante la migracidn, la adhesion celular, la progresién tumoral y la metdstasis.2613>,

3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha reportado una expresiéon anormal de las claudinas en diferentes tipos de canceres
epiteliales humanos, permitiéndoles un pasaje de nutrientes y de factores de crecimiento,
promoviendo asi su proliferacién3. En un estudio in vitro utilizando células derivadas de cancer gastrico
se observo que la sobreexpresion de Cldn-6 aumenta la migracién celular, sin embargo el aumento es
considerablemente mayor al sobreexpresar Cldn-9%>. Un estudio utilizando biopsias de pacientes con
cancer gastrico mostrd que la sobreexpresiéon de Cldn-9 se encuentra asociada con una mayor tasa de
mortalidad, ya que para el cancer de tipo difuso la expresidén fue de 66% y para el tipo intestinal de

25%38. Trabajos recientes confirman una expresion citosdlica de Cldn-9 en una linea celular de cancer
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de pulmon, lo cual se asocié como un elemento importante para conducir a metdstasis de pulmon. Esto
demuestra que la localizacion de las claudinas en el citosol también afecta algunos programas de
sefializacién y la transcripcion de varios genes en células de cancer®. Por otro lado, durante la TEM
ocurre una reorganizacién del citoesqueleto y cambios en la forma de las células, una regulacion a la
baja de la expresion de genes epiteliales y la consecuente activacién de genes que ayudan a definir el
fenotipo mesenquimal, un aumento de protuberancias celulares, motilidad, y en muchos casos, la
capacidad de degradar proteinas de la matriz extracelular>*>>. Considerando todos los cambios que
ocurren durante la TEM resulta interesante que la sobreexpresiéon de Ezrina aumenta de manera
significativa la migracién celular, ademas se ha observado que la distribucidn anormal de Ezrina
correlaciona con un mal prondstico, ya que de expresarse en las regiones apicales en lineas celulares
no tumorogénicas, su expresion se modifica hacia el citoplasma y a proyecciones modviles como los
filopodios en lineas celulares invasivas, ademds de que esta localizacién aberrante resulta en la
adquisicion de un TEM'7119134 por |o cual resulta interesante estudiar si la sobreexpresién de Cldn-6 o
Cldn-9 se encuentra relacionada con una expresién anormal de Ezrina durante la TEM vy dilucidar los

procesos de migracion e invasividad involucrados.

4.- JUSTIFICACION

La TEM conlleva a procesos de migracidn e invasividad favorecidos por cambios en la membrana
celular como el aumento en la formacién de protuberancias mdviles como filopodios*®*34, |a capacidad
de degradar proteinas de la MEC y la regulacion del fenotipo mesenquimal a través de citocinas como
la IL-8. La participacién de Ezrina y de las claudinas 6 y 9 en estos procesos estd bien documentada sin
embargo no hay estudios que muestren una relacién directa entre estas proteinas. El presente trabajo
pretende determinar si la expresion de Ezrina es regulada por los cambios de expresién en las claudinas

6009.
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5.- HIPOTESIS

Si la expresion de Ezrina esta regulada por las claudinas 6 0 9, entonces se activara y

redistribuira a la membrana celular cuando haya un aumento en la expresién de estas claudinas.

6.- OBJETIVO

e Demostrar que la sobreexpresién de Cldn-6 o0 9 en células AGS induce un incremento en la

expresion de Ezrina durante la TEM.

7.- OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la expresion de Ezrina y marcadores de TEM en células AGS

e Inducir la TEM en células AGS mediante tratamiento con IL-8

e Determinar la participacion de Ezrina en la migracidn celular

e Determinar si Ezrina sufre un cambio de ubicacién del citoplasma hacia los filopodios durante

la migracion.

8.- MATERIALES Y METODOS

8.1.- Cultivo de la linea celular AGS

La linea celular AGS fue cultivada en cajas petri P100 con 7ml de medio DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Biowest), 2mM de L-glutamina (Biowest), 100 U/mL de anti-anti
(penicilina-estreptomicina (Biowest )) y 2mM de piruvato de sodio (Corning). Los cultivos se realizaron
dentro de una campana de flujo laminar y se incubaron a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO,. Las

células se mantuvieron en observacién cada 24h con la ayuda de un microscopio invertido, el medio se
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retird y se cambio cada tercer dia después de dos lavados de 5mL con buffer de fosfatos (PBS) a un pH
de 7.2. Cuando las células llegaron a una confluencia de 90-95% se despegaron de la caja petri
incubandolas durante 5 minutos con la ayuda de 1ml de tripsina (Gibco) 1x por caja. Se centrifugaron a
1500 RPM durante 5 minutos y el botdn celular se resuspendié en 1ml de DMEM. Las células se
contaron con la ayuda de una camara de Neubauer y se agregaron las células requeridas en nuevas

cajas petri.

Las células AGS se transfectaron con el vector pmaxGFP-Cldn6 y pmax-Cldn9 (amaxa), se digirid
el vector con la enzima Aflll (new England) durante 19h y se corrobordé la completa linealizacién del
vector por gel. Se utilizaron 5uL de lipofectamina 2000 (Invitrigen) y 2.5ug de DNA. Se demostrod la
correcta transfeccién mediante PCR (Medrano, P.A. (2018). Efecto de la sobre expresion de Claudina-6
y -9 en células troncales de adenocarcinoma gastrico [Tesis de licenciatura, UNAM] Repositorio de tesis

TESIUNAM. http://132.248.9.195/ptd2018/septiembre/0780071/Index.html).

Para el cultivo de las células transfectadas con Cldn-6 y Cldn-9 (AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9) se

adiciond geneticina (500ug/mL) por cada ml de medio para mantener la seleccién de las células.

7.2.- Separacion celular activada por fluorescencia (FACS)

La linea celular AGS se habia transfectado con anterioridad con un vector con el que se
sobreexpresaba a Cldn-6 o a Cldn-9 como una proteina de fusién a GFP. Sin embargo las células
transfectadas con Cldn-6 no expresaban el patron de distribucién esperado (ubicada en la membranay
en citoplasma), por lo que fueron sometidas a un sorting celular mediante el equipo FACSAria (BD
Biosciences). De esta seleccidon se sembrd una célula por pozo en una placa de 96 pozos, para obtener
distintas clonas y asi seleccionar aquellas que expresaran el patrén correcto. Las células se mantuvieron
en cultivo con geneticina hasta la confluencia, posteriormente se monitoreo el patrén de expresion de
GFP en un microscopio de epifluorescencia y se seleccionaron las clonas con mayor expresién y el
patrén de distribucién correcto de GFP. Finalmente se selecciond la clona D-10, ya que expresé de una

manera correcta y persistente la expresién de GFP a lo largo de diferentes pasajes celulares.
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7.3.- Migracion e invasividad celular

7.3.1.- Ensayo de herida

La IL-8 recombinante (Biolegend) se encontraba a una concentracién de 0.2mg/ml y fue
necesario llevarla a una concentracion final de 3,800 pg/ml, ya que se utiliz6 una curva de dosis

respuesta, determinando esta concentracion como la méas adecuada para inducir la TEM.

Para conocer la capacidad de migracidon celular fue necesario realizar una herida en cajas de 6
pozos (Biofil) donde se encontraban las células cultivadas. Los cultivos celulares se mantuvieron a una
confluencia del 95 a 100% antes de realizar la herida tanto en las células AGS-WT, como en las células
AGS-Cldn-6, AGS-Cldn-9 y AGS-GFP respectivamente. Se requirieron dos grupos para el experimento, el
grupo control (WT, GFP, Cldn-6 y Cldn-9) y el grupo experimental, el cual fueron las mismas células,
pero se adiciond IL-8 (3,800 pg/ml) en el medio. Se trazé una linea recta con la ayuda de una punta de
200ul sobre la superficie de las cajas de 6 pozos donde se encontraban creciendo las células, y cada
pozo fue lavado inmediatamente 2 veces con 2ml de PBS. A cada caja del grupo control se le agregd
2ml de DMEM sin SFB, mientras que al grupo experimental se le adiciond 2ml de la solucién del DMEM
sin SFB con IL-8 (3,800pg/ml). Una vez que transcurrieron las 24 horas, se analizaron bajo el microscopio
invertido (10X) las heridas que se realizaron y se evalud si el grupo experimental habia cerrado mas las

heridas que el grupo control mediante el uso de la aplicacidén T-scratch.

7.3.2.- Ensayo de invasividad por Transwell

Para conocer la capacidad de invasividad celular se utilizaron placas de 24 pozos de 8um
(BioCoat) con 12 insertos de matrigel. Se sembraron un aproximado de 50,000 células AGS-WT, AGS-
GFP, AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn9 en cada uno de los insertos respectivamente, 4 insertos fueron utilizados
para sembrar los grupos control, mientras que los otros 8 insertos se utilizaron para sembrar las células
con IL-8. A cada inserto del grupo control se le adicioné un volumen de 500ul de DMEM sin suplementar,

mientras a los grupos experimentales, ademas de adicionar los 500ul de medio sin suplementar,
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también se les adiciond IL-8 (3,800pg/ml) en el medio. En cada uno de los pozos se agregd 750ul de
DMEM suplementado con 5% de SFB y se colocaron los insertos por encima de los pozos. Las células se
mantuvieron a 37°Cy 5% de CO; durante un periodo de 24h. Una vez terminado el tiempo del ensayo
se procedid a eliminar las células que no migraron con la ayuda de un hisopo, se rasparon las células
con el hisopo por la parte de adentro del inserto y posteriormente se colocaron los insertos en pozos
que contenian 1mL de metanol frio durante 2 minutos para fijar las células. Una vez transcurrido el
lapso de tiempo se procedio a tediir las células que migraron adicionando 80ul de toluidina al 0.1% en
la parte de abajo de la membrana de matrigel y finalmente se retiré el excedente enjuagando 2 veces
los insertos con agua desionizada. Se recortaron las membranas, se montaron en portaobjetos y se
adiciond una gota de aceite de inmersion. Las células se contaron en 3 diferentes campos y se saco el

porcentaje de invasividad.

7.4.- Western Blot

Para conocer los niveles de expresién de proteina fue necesario obtener lisados totales de los
cultivos celulares AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9. Por cada caja Petri fue necesario agregar
1 ml de buffer de lisis, 10 ul/ml de inhibidores de fosfatasas 2 y 3 (Sigma), 10 ul/ml de aprotinina
(Sigma), 1mg/ml de inhibidor de tripsina y 4 ul/ml de leupeptina (Sigma). Posteriormente se requirié el
uso del sonicador (Vibra-cell) para terminar de romper membranas y restos celulares que no hubieran
sido degradados por el buffer de lisis, finalmente se centrifugaron los lisados totales a 12,000 RPM a
4°C durante 30 minutos. Por cada cultivo celular se obtuvo 1ml de sobrenadante, de los cuales se
tomaron 100 ul para la cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford. De los 900 pl
restantes se agregd la mitad del volumen final de buffer de Laemmli 2x, quedando un volumen final de
1350 pl por lisado. Finalmente se agregd a cada muestra 5% del volumen final de B-mercaptoetanol

(Bio-Rad) y se colocaron en bafio Maria de 95-100°C durante 5 minutos para desnaturalizar.

Para buscar la proteina Ezrina se requirié elaborar un gel de poliacrilamida-SDS a una

concentracion de 12%, ya que su peso molecular estimado esta entre 87-90 kDa. Se cargaron 30 ug de
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proteina por lisado y la electroforesis se corrié a 0.50 A. Posteriormente se recortaron los geles y se
montaron en la cdmara de transferencia semihimeda (Bio-Rad) de la siguiente manera: cojin,
membrana de nitrocelulosa, gel y otro cojin, manteniendo siempre humedecidos los cojines, la
membrana y el gel en buffer de transferencia y evitando la formacién de burbujas. La transferencia se
programo a 12mA durante 1 hora. Una vez que finalizé la transferencia, se tifié con rojo de Ponceau
para visualizar que las proteinas hubieran corrido bien y se hubieran transferido de una forma correcta
a lamembrana de nitrocelulosa. Para el bloqueo de sitios inespecificos se incubé la membrana en leche
en polvo libre de grasas a una concentracion de 5% en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. Posteriormente se utilizaron los diferentes anticuerpos primarios; Ezrina (SC-58758) 1:500,
Snail (SC-28199) 1:300, Twist (SC-81417) 1:300, a-Actina (Donado por el Dr. José Manuel Hernandez,
CINVESTAV-México)) 1:500 y N/R-Cadherina (SC-271386) 1:300 diluidos en TTBS y se dejaron incubando
durante toda la noche a 4°C. Una vez terminada la incubacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con TTBS para quitar los excedentes del anticuerpo primario. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron anti-mouse (Invitrogen) 1:10,000 y 1:3,000, mientras que el anti-rabbit (Thermo)
1:1500 diluidos en TTBS y se dejaron incubando en agitacion a temperatura ambiente durante 45
minutos, una vez transcurrido ese tiempo, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con TTBS y

un lavado final de TBS para quitar los excedentes.

Las membranas se incubaron durante 5 minutos con 500 ul de cada reactivo del kit de
quimioluminiscencia (Thermo) y finalmente, para observar la expresidon de las proteinas de interés, la

membrana se expuso sobre el escaner digital (C-Digit LI-COR) con una calidad de exposicion estandar.

7.5.- Inmunofluorescencias

Las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9 se sembraron individualmente en
cubreobjetos colocados sobre placas de 6 pozos con 3 ml de DMEM durante 2 dias hasta alcanzar una
confluencia de 90-95%. A diferencia de los ensayos de migracién celular en donde no se suplement¢ el
DMEM con SFB, todos los demas ensayos se realizaron con 10% de SFB. Las células se fijaron con

paraformaldehido al 2% durante 10 minutos a 4°C y posteriormente se realizaron 5 lavados de 5
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minutos cada uno con PBS. El permeabilizado se realizé con TritonX-100 (Bio-Rad) al 0.05% durante 10
minutos a temperatura ambiente y se mantuvieron en agitacién, posteriormente se realizaron 5
lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Para el bloqueo inespecifico se utilizé PBS/BSA al 2% durante
1h a temperatura ambiente y se mantuvo en agitacion, posteriormente se realizaron 5 lavados de
PBS/Tween-20 al 0.05%. Para la dilucidén de los anticuerpos se utilizd PBS y se utilizaron los siguientes
anticuerpos primarios; Ezrina (SC-58758) 1:200 y N/R-cadherina (SC-271386) 1:200. Los anticuerpos se
dejaron incubando a 4°C durante toda la noche, posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 minutos
cada uno con PBS/Tween-20 al 0.05%. Finalmente, los anticuerpos secundarios se diluyeron en PBS/BSA
al 1% vy se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios con los fluorocromos: Alexa Fluor (Abcam)
(647) 1:500 y Alexa Fluor (Abcam) (680) 1:500, se dejaron incubando durante 1h a temperatura
ambiente, en agitacion y fuera de la luz. Posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 minutos cada uno
con PBS/Tween-20 al 0.05%. Para la contratincién se utilizé DAPI (Sigma-Aldrich, 1ug/mL) 2.5uM y se
incubd durante 10 minutos a 4°C, se realizaron 5 lavados con PBS para quitar los excesos. Finalmente
se afiadieron 16ul de DaKo como solucidn de montaje y los cubreobjetos se sellaron con barniz sobre
un portaobjetos. Para observar las muestras se utilizé el microscopio (Leica TCS-SP5) con un aumento

de 63x.

7.6.- Andlisis estadistico

Se utilizo el software estadistico Graph Pad Prism 7.0 para analizar los datos experimentales. Se
utilizé la prueba T de Student y ANOVA para analizar las diferencias entre grupos. Se considerd un

cambio significativo a los valores con una p<0.05.
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8.- RESULTADOS.

8.1.- Separacidn celular y enriquecimiento de la expresion de cldn-6.

La linea celular AGS ya habia sido transfectada con anterioridad con el vector pmax cldn-6, sin
embargo, tanto la expresién como la localizacién de la Cldn-6 se perdia con el tiempo, se realizdé un
sorting celular, sembrando una célula positiva a GFP. De dicha seleccion la clona D-10 expreso el patrén
correcto de GFP, se mantuvo en crecimiento celular durante aproximadamente 3 meses continuos
manteniendo dicha expresion a lo largo de diferentes pasajes celulares (Figura 9A,B). También se realizd
la transfeccidn con GFP para utilizar como control de eficiencia de transfeccidn (Figura 9C). Analisis de
la expresién de Cldn-6 por ensayos de citometria mostraron que en el pasaje 5 comenzaba a exhibirse
un pequefio pico negativo (10.1%) de la poblacién total, por lo que se pensd que la expresion de cldn-
6 comenzaba a perderse sin embargo, después de diferentes pasajes posteriores (aproximadamente
por el pasaje 12) las células comenzaron a recuperar la expresion de cldn-6 (100%) dejando de lado la
poblacién negativa. Dado que esta clona se mantuvo estable se decidié usarla para los futuros

experimentos (Figura 10).

(A) (B) (€)

pmaxGFP Cldn-6 N pmaxGFP

Figura 9. Patrén de expresion de GFP en la clona D-10 de las células transfectadas con Cldn-6. (A) La
ubicacion de Cldn-6 fusionada a GFP se encuentra principalmente en la membrana celular, (B) sequida por
una menor expresion citoplasmdtica (pmaxGFP Cldn-6), (C) mientras que la expresion de GFP sola, se
encuentra por todo el citoplasma (pmaxGFP)
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Figura 10. Porcentaje de expresion de GFP en la clona D-10 después de diferentes pasajes celulares. (A) La
expresion de GFP en el pasaje 3 fue de 99.5%, disminuyendo hasta un 89.9% en el pasaje 5, sin embargo
después de varios pasajes mds, la expresion de GFP se recuperd en su totalidad. (B) Comparacion de las
grdficas de expresion de GFP durante varios pasajes celulares contra las células sin transfectar (sample).

8.2.- La sobreexpresion de Cldn-9 aumenta la migracidn e invasividad celular.

Para evaluar el potencial de migracion de las células AGS-WT, AGS-GFP, AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-
9 se realizaron ensayos de herida. Las células que mas migraron fueron las AGS-Cldn-9, mientras que
las AGS-Cldn-6 tuvieron un compartimiento parecido al control de transfeccion GFP. Resulté
interesante observar que las células AGS-WT fueron capaces de cerrar la herida con mayor facilidad
que las células AGS-Cldn-6. Estos resultados mostraron que, durante las primeras 24 h las células que

sobreexpresan Cldn-9 migran mas que las demds lineas celulares, por lo que la Cldn-9 promueve
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mecanismos de migracion celular (Figura 11). Los resultados obtenidos al evaluar la capacidad invasiva
de todas las células fueron muy similares a los obtenidos en los ensayos de migracidn. En este caso se
observd que las células AGS-WT invadieron poco y las células AGS-Cldn-6mostraron incluso una
invasividad menor que las AGS-WT. Como ya se esperaba, las células transfectadas con Cldn-9 fueron
las células que tuvieron una capacidad invasiva mayor (p <0.01) comparada con el grupo control (GFP),
por lo que se asume que la sobreexpresién de Cldn-9 confiere hasta un 40% mas de capacidad de

migracion e invasividad a las células AGS (Figural2).
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Figura 11. La sobreexpresion de Cldn-9 aumenta la migracion celular. Se infligié una herida a una capa celular
y el cultivo continud por 24h adicionales. Los cierres de las heridas fueron fotografiados a las 0 y 24h. La
transfeccion con Cldn-9 aumentd la migracion celular, mientras que la transfeccion con Cldn-6 se comporté
como el control de transfeccion GFP, migrando inclusive menos que las WT. Se realizaron dos experimentos
separados con los mismos resultados. Las barras indican la SD **P <0.001.

(A)
GEP Cldn-6
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Figura 12. La sobreexpresion de Cldn-9 aumenta la invasividad celular. (A) Las células se cultivaron en los
insertos recubiertos por matrigel durante un periodo de 24h y se contaron las células invasoras. (B)
Representacion grdfica de los datos obtenidos. Los valores se representan como la media + SD (n=3) *p < 0.01.
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8.3.- La sobreexpresion de Cldn-9 induce una mayor expresion de Ezrina.

Debido a que las células AGS-Cldn-9 migraban e invadian mas, se procedié a evaluar cuales
proteinas podian estar participando en estos eventos, por lo que se propuso a la proteina Ezrina la cual
se ha demostrado que se sobreexpresa en diversos tipos de canceres metastdsicos e invasivos. Los
resultados obtenidos en los ensayos de WB mostraron que la expresidn de Ezrina fue significativamente
mas alta en las células AGS-Cldn-9, seguida de las células AGS-Cldn-6 y AGS-WT (Figura 13). Estos
resultados correlacionan con los obtenidos en los ensayos de herida y de migracién por lo que se puede
sugerir que la sobreexpresion de Cldn-9 esta relacionada con el aumento en la expresion de Ezrinay en

consecuencia con los procesos de migracién e invasividad.
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Figura 13. Expresion de Ezrina en las lineas AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9. (A) Se observa una mayor expresion de
Ezrina en AGS-Cldn-9. (B) Cuantificacion de los datos del western blot. Los datos fueron normalizados con a-
actina. Las barras representan la media + SD (n=3).

8.4.- Participacion de Ezrina en la migracion de células AGS-Cldn-9.

Dado que ya se ha reportado la expresiéon de Ezrina en estructuras como filopodios celulares

durante la migracion celular, se evalud la expresion de la misma durante la migracidn de las células
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AGS-WT, AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9. Como se ha reportado, la expresién de Ezrina antes de inducir la
migracion por la herida, se observd en regiones especificas del citoplasma y de la membrana en todas
las células. A las 24 h posteriores a la aplicacién de la herida, la expresidn de Ezrina se observé a nivel
de la membrana celular en las células que se encontraban en el sitio de la protrusién. Como era de
esperarse, en las células AGS-Cldn-9 que habian mostrado un mayor potencial de migracién, la
expresion de Ezrina aumenté significativamente en regiones perimembranales y en las prolongaciones

celulares (Figura 14), lo que refuerza la idea de una relacién entre ambas proteinas.

Control (Oh) Herida (24h)

wt

GFP

Cldn-6

Cldn-9

Figura 14. Ubicacion de Ezrina en células AGS. Se observa la localizacion citoplasmdtica y membranal de Ezrina
a las Oh (Flechas) y el aumento significativo de su expresion en las zonas de protrusion (filopodios) de las células
que se encuentran migrando, como las AGS-Cldn-9 a las 24 h de haber realizado la herida (Rojo para Ezrina y azul

para nucleo).
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8.5.- IL-8 induce la expresidon de marcadores asociados a la TEM.

Algunos de los factores involucrados en la induccion de la TEM es la presencia de citocinas en el
microambiente celular. Dado que se ha reportado que la IL-8 induce la TEM en células AGS y eso
conlleva al aumento en la expresién de Cldn-6 y Cldn-9, se evalud la expresion de marcadores de la TEM
en células AGS tratadas con IL-8 generando un microambiente de inflamacidn crénica. Al evaluar la
expresidon del marcador epitelial E-cadherina, se encontré que su expresion fue muy débil a nula en
todas las células AGS (Figura 15). Por otro lado, uno de los marcadores de la TEM que ya se encontraba
expresado de forma constitutiva en las células AGS fue N-cadherina, aunque su expresion se vio
aumentada en todas las células después de adicionar la IL-8 al medio (Figura 16A). Cabe resaltar que la
expresion de N-cadherina se vio exacerbada en las células que sobreexpresaban Cldn-9. Sin embargo,
el ensayo de Western Blot reveld que solamente se ve aumentada la expresion de N-cadherina en AGS-
Cldn-6 y AGS-Cldn-9, pero resulta aun mas interesante que la IL-8 ademas de aumentar su expresion,
también fue capaz de estimular la expresion de R-cadherina en las células transfectadas con Cldn-9
(Figura 16B). De los marcadores que por excelencia se encuentran involucrados en la TEM, el factor de
transcripcién Snail-1 no se observd expresado de manera constitutiva en ninguna linea celular, sin
embargo al adicionar IL-8 al medio, su expresién aumentd de manera significativa en las 4 lineas
celulares (Figura 17). Por otro lado Twist, el otro factor transcripcional involucrado, se expresé débil
pero constitutivamente en las 4 lineas celulares, sin embargo, su expresion aumentdé de manera

significativa en las células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9

AGS-WT AGS-GFP AGS-Cldn-6 AGS-Cldn-9

Figura 15. Expresion de E-cadherina en células AGS por inmunofluorescencia (Rojo para E-cadherina y azul
para nucleo). La expresion de E-cadherina basal es débil o nula
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Figura 16. Expresion de N-Cadherina por ensayos de Inmunofluorescencia) (A) y Western Blot (B). Todas las
células expresan N-cadherina de forma constitutiva sin embargo, al adicionar IL-8 en el medio la expresion de
N-cadherina aumento observando una expresion mucho mayor en las células AGS-Cldn-9. El WB mostré que
solo en células que sobreexpresan Cldn-6 y Cldn-9 la IL-8 aumenta la expresion de N-cadherina (Rojo para N-
cadherina y azul para ntcleos).
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Figura 17. IL-8 induce la expresion de Snail y Twist. IL-8 induce la expresion de Snail-1 en todas las lineas
celulares y de Twist unicamente en células AGS-Cldn-6 y AGS-Cldn-9, por lo que se confirma que la IL-8 induce
un fenotipo celular mesenquimal.

8.6.- IL-8 promueve un aumento en la expresion de Ezrina en células AGS-Cldn-9.

Dado que la IL-8 promueve la expresién de proteinas que inducen un fenotipo celular
mesenquimal, se evalud el efecto de esta citocina sobre la expresiéon de Ezrina y su relacién con los
marcadores de TEM. Los resultados obtenidos mostraron que las células AGS-Cldn-9 fueron las células
gue tuvieron una mayor expresién de Ezrina (Figura 18), inclusive el grupo control ya mostraba una
mayor expresion de la proteina que las demas lineas celulares. La adicion de IL-8 en el medio
incrementd significativamente la expresion de Ezrina y promovidé cambios en su localizacion subcelular.
Inicialmente Ezrina se localizaba predominantemente en la regién perinuclear y nuclear y con la IL-8 se

redistribuyd a la membrana plasmatica en la mayor parte de las células (Figura 18).

Cabe mencionar que la IL-8 promovidé cambios morfolégicos como un fenotipo celular mas
alargado, nucleos ovalados y un menor contacto entre célula-célula, eventos que correlacionan con la

expresion de los factores de transcripcidon previamente descritos.
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Control IL-8

WT

GFP

Cldn-6

Cldn-9

Figura 18. IL-8 promueve la expresion de Ezrina en células AGS-Cldn-9. La expresion basal de Ezrina (Alexa 680)
aumenta al adicionar IL-8 en el medio en todas las lineas celulares, observdandose la mayor expresion en las células
AGS-Cldn9, ademds de redistribuirse de regiones perinucleares a zonas membranales (Rojo para Ezrina y azul

para nucleos).
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8.7.- Ezrina promueve la migracién en células AGS-Cldn-9 con un fenotipo mesenquimal.

Dado que la IL-8 induce la TEM y aumenta la expresion de Ezrina, se evalud si efectivamente en
las células que migraban hay una mayor expresién de Ezrina. Los resultados obtenidos mostraron que
una vez que las células se encontraban en el proceso de la TEM, las células AGS-Cldn-9 incrementaron
la migracion de manera significativa, comparadas con las células AGS-WT, cerrando en un 90% el
espacio producido en el ensayo de herida comparada con el 71.5% de las células AGS-WT. Las células
AGS-Cldn-6 no mostraron cambios significativos al menos durante las primeras 24 h del proceso de
migracion celular (Figura 19). Al comparar los ensayos de invasividad realizados en ausencia de IL-8
(Figura 12) con los obtenidos en presencia de IL-8 (Figura 20), la IL-8 ejerce el mismo efecto sobre la
capacidad invasiva de las células AGS-Cldn-9 a las 24 h de tratamiento sin embargo, es importante notar
que la IL-8 induce cambios morfoldgicos en las células las cuales adquirieron formas mas alargadas con
nucleos mas ovalados, un fenotipo parecido a las células mesenquimales. Estos resultados sugieren que
la IL-8 confiere a las células caracteristicas fenotipicas parecidas a las células mesenquimales y una

mayor capacidad de migracién, sin observar cambios significativos en la invasividad.
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Figura 19. La IL-8 aumenta la migracion celular mediada por Ezrina en células AGS-Cldn-9. (A) La IL-8
(3800pg/ml) promueve una mayor capacidad invasiva a las células AGS-Cldn-9 a las 24 h de tratamiento.
(B) Cuantificacion relativa de los ensayos de herida representado en porcentaje de drea cerrada. Los datos
son medias *+ SD de dos experimentos independientes ****p<0.0001. (C) Ensayos de Inmunofluorescencia
donde se observa la redistribucion subcelular de Ezrina (Alexa 680) en las células en migracion.
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WT GFP Cldn-6 Cldn-9

Figura 20. La sobreexpresion de Cldn-9 aumenta la invasividad celular. Las células AGS fueron estimuladas
con IL-8 y se llevd a cabo el ensayo de invasidn. (A) Las células AGS-Cldn-9 tuvieron una mayor capacidad
invasiva en un tiempo de 24h de cultivo. (B) Representacion gréfica de los datos obtenidos. Los valores se
representan como la media + SD (n=3) p < 0.001

9.- DISCUSION

La expresion de claudinas promueve la migracion e invasividad celular.

El aumento en la expresidon de claudinas en tejidos donde no deberian expresarse, causa
diversos problemas generalmente asociados a la promocién del cancer, tal es el caso de la

sobreexpresién de Cldn-9, la cual una de sus principales funciones es asociarse al citoesqueleto de
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actina, controlar la resistencia transepitelial y la permeabilidad idnica3®. Los resultados obtenidos en
este trabajo mostraron que al sobreexpresar Cldn-9 en la linea celular de cancer gastrico AGS, las células
cambiaron su fenotipo hacia uno mas alargado y mesenquimal, y adquirieron una mayor capacidad de
migracion. Esto correlaciona con diversos estudios reportados en donde se observa la asociacion directa
de la sobreexpresién de Cldn-9 con una mayor invasividad, motilidad y una mayor capacidad

137

metastasica en un modelo de cincer de pulmdn33, oncocitomas pituitarios invasivos'®’, células de

higado humano (HL 7702) y en células AGS3> 138,

Al igual que la capacidad de migracidn, la capacidad invasiva observada fue mayor en las células
AGS-Cldn-9, seguidas de las AGS-Cldn-6. Las muertes asociadas al cancer gastrico de tipo intestinal en
donde la expresion de Cldn-9 va de moderada a alta es del 25% comparado con el 66% de muertes
asociadas al cancer gastrico de tipo difuso en donde la expresién de Cldn-9 es alta. La capacidad invasiva
y metastdsica de las células en el cancer gastrico de tipo difuso son mayores por lo que la Cldn-9 podria
tener un papel importante durante el inicio, la progresion, la invasién y la metdstasis. Tomando en
consideracién los resultados de este trabajo, se puede sugerir a Cldn-9 como un marcador molecular

temprano para el diagnéstico de este tipo de cancer.

La sobreexpresion de claudinas aumenta la expresion de Ezrina.

Una vez comprobado que Cldn-9 aumentd tanto la migracion como la invasividad celular, se
procedid a evaluar qué otras proteinas se encontraban involucradas en estos procesos. Como se ha
demostrado previamente, la expresién y la ubicacion anormal de Ezrina puede usarse como un
marcador de diagndstico temprano del adenocarcinoma gastrico y, dado que participa en procesos del
rearreglo del citoesqueleto, podria estar involucrada en el incremento de la migracidn e invasividad®3°.
Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que Ezrina se expresé mas en las células AGS-Cldn-
9, las cuales tuvieron la mayor migracién e invasividad. Por otro lado, las células AGS-Cldn-9 mostraron
un fenotipo “hummingbird” con proyecciones en forma de aguja y protuberancias en forma de

lamelipodios y filopodios. Como han demostrado trabajos anteriores, la formacién de estas estructuras
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requiere la polimerizacion de actina a menudo regulada por las GTPasas Cdc42 y Racl las cuales
aumentan la formacién de los complejos Actina-ERM-CD444%141 Cabe resaltar que las claudinas se
encuentran involucradas en la regulacion del crecimiento celular, la diferenciacién, la invasién y la
migracion celular a través de vias de sefializacién. Una de las vias que se encuentra aumentada por la
sobreexpresion de Cldn-9 es la via de Tyk2/STAT3. La fosforilaciéon de Ezrina en el residuo T567 por
STAT-3 estd bien documentado, aunque el mecanismo no estd del todo claro3®%4243 Un punto
importante sera determinar si Cldn-9 promueve la fosforilacion de Ezrina a través de la induccion de la

via de Tyk2/STAT-3.

Ezrina participa en la migracion celular por medio de la formacién de filopodios

En los uUltimos afios se ha documentado que Ezrina se une directamente a PI3K e influye en
muchas vias de sefalizacidn que afectan las funciones celulares relacionadas a la tumorogénesis y
metastasis, incluidas las vias MAPK-ERK 1/2, PI3K-Akt y las proteinas Rho. Por otro lado, Ezrina participa
en la regulacion de la forma celular asocidndose con F-actina y CD4413914¢ |3 motilidad en donde
participa en la formacion de filopodios y lamelipodios!4”18, |a adhesién y la transduccidn de sefiales**.
En este trabajo se demostrd que en las células AGS-Cldn-9, la expresidon de Ezrina aumentd y se localizé
en los sitios de protrusién de las membranas celulares como en la formacidén de filopodios de las células
en migracién en donde podria estar participando en el mantenimiento de la arquitectura membranal
como ya ha sido reportado!#1%, Serd interesante determinar si el mecanismo para ello involucra a

Cdc42, el cual puede activar a las proteinas ERM a través de la activacion de MRCK promoviendo su

interaccidn con los filamentos de actina y consecuentemente inducir la formacidn de filopodios.

Finalmente se ha demostrado que la sobreexpresion tanto de Cldn-6 y sobre todo de Cldn-9
inducen cambios en la polimerizaciéon de actina®3, mostrando muchas més fibras de estrés, sin
embargo, resulta aun mas interesante que la sobreexpresion de Cldn-9 exhibié la formacién de
pseuddpodos vy filopodios los cuales se encuentran estrechamente relacionados con el rearreglo del
citoesqueleto de actina que a su vez puede estar mediado por la alta expresion de ezrina3>133-135,

Tomando en cuenta estas observaciones, se puede asumir una relacion entre la sobreexpresion de

Cldn-9y Ezrina.
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La IL-8 induce la expresidon de marcadores asociados a la TEM.

La TEM es un proceso fisiolégico crucial que promueve la motilidad celular, la cicatrizacion de
heridas, la regeneracion de tejidos, la fibrogénesis y la metdstasis tumoral. Durante este proceso, las
células tumorales obtienen las mayores capacidades de invasién y metdstasis mediante la pérdida de
su polaridad transformandose hacia un fenotipo mesenquimal, perdiendo sus caracteristicas epiteliales
y adquiriendo una morfologia fibroblastoide, reduciendo la polaridad celular y los contactos célula-
célula y disminuyendo la expresidon de marcadores epiteliales como E-cadherina y las citoqueratinas
REF. Particularmente, la TEM facilita que las células cancerosas inicien la metastasis a través de la
motilidad e invasividad de las células que se encuentran en la parte mas externa del tumor principal.
Estos eventos se encuentran orquestados por factores transcripcionales que impulsan el proceso de la
TEM tales como Snail, Twist y Slug asi como una expresion aberrante de N-cadherina la cual aumenta

la invasion y la metdstasis en varias lineas celulares!4>%°9151 'y R-cadherina.

Estd documentada que la IL-8 en altas concentraciones y en tiempos cortos (2h) induce la
expresion de algunos marcadores de TEM en mucosas gastricas sanas, confirmando asi el potencial

terapéutico que representa el evitar una inflamacién crénica.'>

En este trabajo se mostré que la IL-8 induce la expresidon de marcadores del proceso de TEM en
todas las células. Snail y Twist no se expresaron de manera constitutiva en las células AGS, sin embargo
el tratamiento con la IL-8 indujo un aumento significativo en la expresién de Snail y Twist en todas las

células siendo mas evidente en las células AGS-Cldn6 y AGS-Cldn-9.

En lo que respecta a N- y R-Cadherinas, los mecanismos propuestos por los cuales N-cadherina
aumenta la motilidad e invasividad celular son por su interaccién con el RFCF1 activando
continuamente la via de sefializacion MAPK-ERK o debido a que N-cadherina puede mejorar la
interaccidn con células del estromay el endotelio, estimulando la supervivencia de las células tumorales
y promoviendo el acceso dentro y fuera del sistema circulatorio®®2. La alta expresidn de R-Cadherina, la
cual tiene una alta homologia con N-cadherina, es necesaria para la TEM que ocurre en los rifilones en
desarrollo, para inducir la invasividad y motilidad en células de cancer de mama (BT-20)**3 y en

desarrollo del musculo estriado. Se han reportado también altos niveles de RNAm de R-cadherina en
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lineas celulares de carcinoma de vejiga y prostata. Como ya se ha reportado®>°¢, |a expresién de E-
Cadherina fue indetectable en todas las células AGS, por lo que se esperaba una expresion de N-
Cadherina elevada. Los resultados mostraron la expresion constitutiva de N-Cadherina en todas las
células evaluadas, sin embargo la IL-8 aumentd la expresion de N-Cadherina significativamente,
reforzando asi la idea de que IL-8 juega un papel importante en el proceso de la TEM. De manera
interesante se observé que la IL-8 promovié la expresidn de R-Cadherina Unicamente en las células AGS-

Cldn-9.

Esto refuerza los resultados previos en los que las células AGS-Cldn-9 poseen una mayor
invasividad y migracién. Los resultados obtenidos sugieren que la R-cadherina y la N-cadherina podrian

estar implicadas en estos procesos en las células que sobreexpresan Cldn-9.

La IL-8 promueve un aumento en la expresion de Ezrina en AGS-Cldn-9.

Durante la TEM las células tumorales presentan una remodelacion del citoesqueleto que es
importante para promover la movilidad y plasticidad celular®®’. Dado que Ezrina participa en los

147 resultd interesante estudiar si la expresion de Ezrina cambia

procesos de rearreglo de citoesqueleto
durante los cambios de la estructura celular provocados por IL-8. Como se observé en el ensayo de
inmunofluorescencia las células AGS-Cldn-9 fueron las células que tuvieron una mayor expresion de
Ezrina, sin embargo también fue interesante notar su localizacion perinuclear, ya que en un estudio se
mostré que la expresidon de Ezrina dentro de una mucosa gastrica sana es membranal y rara vez
citoplasmatica, sin embargo en la mayoria de los tumores Ezrina se expresa de manera citoplasmatica
y en muy pocos casos también puede tener una acentuacidn perinuclear>® Por otro lado, también se
ha demostrado que los patrones de expresion de Ezrina cambian claramente con la etapa del tumor, ya
que en cancer de mama durante los estadios tempranos (lA), la distribucion de Ezrina es principalmente
perinuclear, aunque también existe una ligera expresion citoplasmatica. En los tumores con estadio IIB,
Ezrina adquiere una mayor expresion citoplasmatica y perinuclear, sin embargo también se ha

observado una expresion membranal débil, mientras que en tumores grandes de estadio IlIB, Ezrina se

limita casi exclusivamente a una distribucidn citoplasmatica’®® Por lo que resulté interesante observar
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como las células AGS-Cldn-9 ademds de aumentar su expresién de Ezrina por medio de la IL-8, también

modificd su localizacién perinuclear hacia una localizacion citoplasmatica y membranal.

Sin embargo, en las células AGS-Cldn-6 se observd que la expresidn de Ezrina pasé de tener una

expresion mayormente membranal a una expresion citoplasmatica y perinuclear.

Aunque se conoce mucho sobre la funcion que cumple Ezrina, se conoce poco sobre su
regulacién y su relacidon con IL-8, un reporte mostré que la expresion de Ezrina humana puede ser
regulada directamente por la accién de diversas citocinas como IL-2, IL-8 e IL-10 en cancer de colon'®?,
sin embargo aun se desconoce el mecanismo por el cual se encuentra involucrada la via de sefializacién
entre IL-8 y Ezrina. Finalmente, estos resultados sugieren que Cldn-9 y Ezrina pueden ser utilizados

como marcadores moleculares tempranos en el inicio y progreso de la carcinogénesis gastrica.

Ezrina aumenta la migracidn celular durante la TEM.

Durante la TEM las células sufren diferentes cambios morfolégicos, uno de los mas evidentes es
la formacién de pseuddpodos o filopodios!®!. Ezrina es capaz de formar y estabilizar estas protrusiones
membranales#®, por lo cual se puede sugerir que existe una relacidn entre el fenotipo mesenquimal,
la migracién vy la expresion de Ezrina. Por otro lado, la IL-6 y |a IL-8 participan en la progresién de la TEM
activando la via de sefializacion de Wnt y STAT'®Y, ademas de que STAT también es capaz de fosforilar
a Ezrina y consecuentemente activarla3®!3’, Los resultados mostrados en este trabajo mostraron que
la IL-8 modificd el fenotipo celular en las células AGS-Cldn-9, volviéndose mas alargadas y menos

162 3demds de los cambios

cohesivas, muy parecidas al fenotipo de las células mesenquimales
fenotipicos, también se observé que la sobreexpresion de Cldn-9 y la IL-8 aumentaron la capacidad de
migracion celular. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en el ensayo de invasividad por
lo que se puede pensar que la TEM es un proceso largo y al menos durante las primeras 24h no existen

grandes cambios durante la invasividad celular.

En este trabajo también se mostrd que Ezrina participd en los procesos de migracion celular, ya que su

expresion fue alta en los sitios de protrusion membranal en células que se encontraban migrando, esto
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correlaciona con un estudio similar en donde se observa que un RNA de silenciamiento dirigido contra
Ezrina disminuye de manera significativa la migracidon celular debido a que actina no se une a
glicoproteinas transmembranales como CD44, ademas la expresidon de algunos marcadores epiteliales
como E-Cadherina aumentaron, mientras que la expresiéon de algunos marcadores mesenquimales

como la Vimentina se vieron disminuidos'®3.

10.- CONCLUSIONES.

Este trabajo demostrd que la sobreexpresion de Cldn-9 en la linea celular de cancer gastrico AGS
aumenta las capacidades de migracidn e invasividad celular y la expresion de Ezrina. Cldn-9 aumenta
significativamente la migracion e invasividad celular y por ende la expresion de Ezrina en estructuras
como los filopodios, lo que sugiere que el rearreglo del citoesqueleto y la formacién de los filopodios
se encuentran mediados por Ezrina. La presencia de IL-8 en células AGS-Cldn-9 indujo la expresién de
marcadores asociados a la TEM y promovid la redistribucion subcelular de Ezrina de regiones
perinucleares a citoplasmaticas y membranales. Tomando en cuenta los resultados obtenidos en este
trabajo se puede sugerir a Cldn-9 y Ezrina como marcadores moleculares tempranos en el desarrollo de
cancer gastrico. Sin embargo, aun faltan estudios para dilucidar el mecanismo molecular por el cual

estan relacionados Cldn-9, Ezrina e IL-8.

11.- PERSPECTIVAS.

Bloquear los receptores de IL-8 CXCR 1/2 y demostrar que no existe un aumento en la

expresion de Ezrina.

e Utilizar un RNA de interferencia contra Ezrina en células AGS-Cldn-9 y demostrar que la
migracion y la invasion disminuye.

e Determinar si Cdc42 se encuentra involucrada en la activacién de Ezrina.

e Determinar si Cldn-9 promueve la fosforilacion de Ezrina a través de la via de Tyk2/STAT-3.
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ANEXO.

DMEM
Disolver 1 sobre de medio en 800mL de agua desionizada, adicionar 2g de NaHCO3 y ajustar pH a 7.4.

Aforar a 1Ly esterilizar por filtracion.

DMEM para criopreservacion de células:
Solucion de DMEM con DMSO al 5%. Por cada 10 mL de medio total, se utilizan 500 uL de DMSOy 9.5mL

de medio suplementado

PBS 10X pH=7.5
Para 1L:
Disolver en 800mL de agua desionizada 79g de cloruro de sodio (NaCl), 15g de fosfato de sodio dibasico

(NazHPO,) y 6g de fosfato de sodio monohidratado (NaH;PO4eH;0). Ajustar pH a 7.2 y aforar.

Buffer de citometria:
La solucidn contiene Suero Fetal Bovino al 1% y azida de sodio al 0.09%

Disolver en 500 uL de PBS 5 puL 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 solucidon con una concentracion final

de 0.5mM
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