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RESUMEN

Las Uniones Estrechas (UE) son las uniones intercelulares mas apicales de las células
epiteliales y endoteliales. Las claudinas forman parte de una familia de proteinas
transmebranales, las cuales son consideradas como los componentes principales de las
UE y se encargan de regular la polaridad y la permeabilidad paracelular celular en los
epitelios. Los cambios en la expresion de estas proteinas se asocian con el
desensamble de las uniones estrechas y la pérdida de adhesién célula-célula, procesos
que juegan un papel muy importante en la invasividad y metastasis. La alteracion en la
expresion de claudinas en algunos tipos de cancer incluyendo el adenocarcinoma
gastrico se ha asociado con un incremento en la capacidad invasiva como resultado del
aumento en la actividad de metaloproteasas. Se ha reportado que claudinas-1,-2,-3 y -4
reclutan y promueven la activacion de MMP-2 y que claudina-5 interacciona
directamente con MMP-2 induciendo su activacion. El aumento de claudina-1 induce la
expresion de MMP-2 y a su vez incrementa la invasion y migracion celular a través de
activaciéon de c-Abl y PCKd en carcinoma hepatocelular. Estudios previos mostraron que
la sobreexpresion de claudinas-6 y -9 en células de adenocarcinoma gastrico (AGS)
promueve la proliferacién, migracion e invasividad celular y aumentan la expresion de
claudina-1 endégena. En este trabajo se evalud si la claudina-6 y/o -9 estaban directa o
indirectamente asociadas con la activacion de la MMP-2 en las células AGS para
promover su invasividad. Se realizaron analisis de citofluorometria, fraccionamiento
celular, western blot, inmunoprecipitacion, zimografia en gelatina, migracion celular e
invasividad. Los resultados mostraron una (p <0,001) sobreexpresion significativa de
claudina-1 en la membrana de las células AGS que sobreexpresan a claudina-6
(AGSCLDNB®G). Claudina-1 co-localiza con MMP-2 y MMP-14; curiosamente se detect6 un
aumento significativo en la expresion de MMP-14 en la membrana celular y el citosol en
células AGSCLDNG6 (p <0,05). El silenciamiento de claudina-1 en células AGSCLDNG6
mostré una disminucion de 60% de la actividad de MMP-2 en sobrenadantes de cultivo y

una disminucion significativa (p <0,05) en la migracién celular y la invasividad. Nuestros
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resultados sugieren que claudina-6 induce la activacion de MMP-2 a través de la
expresion de claudina-1 en la membrana, y que a su vez promueve la migracion celular y
la invasividad. Los resultados utilizando inhibidores especificos de p38, ERK 1/2 y PKC
disminuye la expresion de claudina-1 y de MMP-2 respectivamente en las células
AGSCDLNG. Estos resultados sugieren que la sobreexpresién de claudina-6 induce la

expresion de claudina-1 por la via de PKC y de MMP-2 por la via de p38.
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ABSTRACT

Tight Junctions (TJ) are the most apical intercellular junctions of epithelial and endothelial
cells. The claudins are integral membrane proteins responsible for regulating cellular
polarity and cellular permeability in the epithelia. Changes in the expression of these
proteins are associated with disassembly of the TJ and loss of cell-cell adhesion,
processes that play a very important role in invasion and metastasis. Alteration in the
expression of claudins in some types of cancer including gastric adenocarcinoma has
been associated with an increase in invasive capacity as a result of increased
metalloprotease activity. Both claudins-1, -2, -3 and -4 have been reported to recruit and
promote MMP-2 activation and that claudin-5 directly interacts with MMP-2 and induces
its activation. The increase of claudin-1 induces the expression of MMP-2 and in turn
increases cell invasion and migration through the activation of c-Abl and PCK®d in
hepatocellular carcinoma. Previous studies showed that overexpression of claudins-6
and -9 in gastric adenocarcinoma cells (AGS) promotes cell proliferation, migration, and
invasion and increases the expression of endogenous claudin-1. In this work we
evaluated whether claudin-6 and / or -9 were directly or indirectly associated with the
activation of MMP-2 in AGS cells to promote their invasiveness. Cytofluorometry, cell
fractionation, western blot analysis, immunoprecipitation, gelatin zymography, cell
migration and invasiveness were performed. The results showed a significant (p <0.001)
overexpression of claudin-1 in the membrane of AGS cells overexpressing claudin-6
(AGSCLDNSG6). Claudin-1 co-localizes with MMP-2 and MMP-14; interestingly, a
significant increase in the expression of MMP-14 in the cell membrane and the cytosol in
AGSCLDNG cells (p <0.05) was detected. Silencing of claudin-1 in AGSCLDNG cells
showed a 60% decrease in MMP-2 activity in culture supernatants and a significant (p
<0.05) decrease in cell migration and invasion. Our results suggest that claudin-6
induces the activation of MMP-2 through the expression of claudin-1 in the membrane,
and that it once promotes cell migration and invasion. The results using specific inhibitors

of p38, ERK 1/2 and PKC decrease the expression of claudin-1 and MMP-2 respectively
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in AGSCDLNEG cells. These results suggest that overexpression of claudin-6 induces the
regulation of claudin-1 expression via the PKC pathway and that of MMP-2 via the p38
pathway.
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1. INTRODUCCION

Una caracteristica importante en el desarrollo de los organismos multicelulares es
la formacion de diferentes capas celulares las cuales separan diferentes compartimentos
a través de la formacion de dérganos y tejidos. Las células epiteliales y endoteliales
forman éstas barreras para mantener a los 6rganos en subcompartimentos funcionales y
asi regular el movimiento de agua, iones y otras proteinas a través de las monocapas,
generando asi la polaridad y funcién celular. La integridad del tejido y, el movimiento de
iones y moléculas conocido como permeabilidad paracelular son regulados por los sitios
de contactos célula-célula o uniones intercelulares que se construyen entre las células

epiteliales y endoteliales."?

1.1 UNIONES ESTRECHAS

Las Uniones Estrechas (UE) son las uniones intercelulares mas apicales de las
células epiteliales y endoteliales. Estos contactos establecen compartimentos separados
en los organismos multicelulares y también son cruciales para el intercambio de
sustancias entre el ambiente celular interno y externo. La importancia de las UE en el
mantenimiento de la homeostasis dentro de los 6rganos radica en el hecho de que son
una de las primeras barreras que enfrentan diferentes moléculas y algunos
microorganismos, por lo que se les ha conferido tradicionalmente dos funciones
principales que son: la regulacion de la permeabilidad paracelular mediante la funcion de
barrera, controlando la difusién de iones, agua y moléculas de tamafio mediano (< 15A);
y el mantenimiento de la polaridad celular mediante la funcion de cerca, restringiendo el
libre movimiento de proteinas y lipidos entre las superficies apical y basolateral®*. Estas
funciones se llevan a cabo especificamente por las claudinas, una familia de proteinas

transmembranales que en su mayoria forman la columna vertebral de las UE".

A la fecha se han identificado una gran cantidad de proteinas que componen a las
UE. Estas pueden ser categorizadas dentro de tres grupos: 1) proteinas integrales de

membrana JAM (junctional adhesién molecule) CAR (coxsackievirus and adenovirus
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receptor)ocludina y claudinas, principalmente); 2) proteinas citoplasmaticas asociadas a
la periferia ( zonula ocludens (ZO-1/2/3,) proteina asociada a uniones estrechas (PATJ),
etc.), que organizan a las proteinas integrales de membrana y las conectan a los
filamentos de actina o a otras proteinas citoplasmaticas; y 3) proteinas de sefalizacion
(B-catenina, proteina de unién a acidos nucleicos asociada a ZO1 (ZONAB), etc.), que
pueden estar involucradas en el proceso de ensamble de las uniones, cuya funcion es
activar ciertas vias de sefalizacion en el interior de la célula y ademas regular la
transcripcion de diferentes genes asociados con el movimiento y la proliferacion

5,6,7,8 (

celular figura 1).

Figura 1. Estructura de las Uniones Estrechas. Las Uniones Estrechas se forman en la parte mas apical
de dos células vecinas. Sus componentes principales son los receptores CAR, las proteinas JAM,
tricelulina, ocludina y claudinas. Todas estas proteinas interactian con proteinas citoplasmaticas como los
miembros de la familia de las ZO (ZO-1, -2, y -3), con proteinas de sefializacidon como proteinas de union
a GTP, Rab 13, cinasas y fosfatasas, y con reguladores transcripcionales como ZONAB entre otras.
(Modificado de Balda MS, Matter K., 2014)°
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En este sentido, se ha reconocido desde hace mucho tiempo el papel clave de las
uniones estrechas en la regulacion de la comunicacion celular y la sefnalizacion
manteniendo la polaridad celular y la diferenciacion. Por otra parte, las investigaciones
recientes indican que miles de proteinas de sefalizacién y las vias de transduccion
residen en la unidn estrecha e interactuan con sus proteinas constituyentes. Ademas de
regular las propiedades de barrera, las uniones estrechas también sirven como el centro
de una multitud de proteinas de senalizacion que incluyen moléculas supresores de
tumores conocidos como APC (Poliposis adenomatosa coli), PTEN (fosfatasa y
homologo de tensina), y las proteinas de polaridad como Par-3. El silenciamiento de la
expresion y / o funcién de estas proteinas, ya sea debido a alteraciones genéticas o
regulacion epigenética, modulan la expresion de claudinas, e induce la pérdida de la
polaridad y EMT. Curiosamente, la modulacion genética de las claudinas en ratones o
células cancerosas puede afectar de manera similar a estas cascadas de sefializacion,

lo que sugiere una regulacion de retroalimentacion.

1.2 CLAUDINAS, ESTRUCTURA Y FUNCION

Las claudinas son proteinas integrales de membrana, pertenecen a una familia
multigénica constituida hasta la fecha de 26 isoformas en humano y 27 en ratén, son
proteinas de 20 a 34 kDa, comparten la misma topologia con la ocludina, sin embargo

no tienen ninguna similitud en cuanto a su secuencia®.

Estas proteinas presentan cuatro dominios transmembranales, una secuencia
amino terminal muy corta (de 2 a 6 residuos de aminoacidos) y una secuencia carboxilo
terminal, ambas localizadas en el citosol, y dos asas extracelulares separadas por un
dominio intracelular de ~15 aminoacidos. Las regiones citoplasmicas son las mas
diversas en secuencia y varian en longitud de 21 a 63 residuos de aminoacidos®'°. La
primer asa extracelular, constituida de 49 a 52 residuos, contiene una secuencia
altamente conservada (GLWxxC), la cual se ha reportado que influye fuertemente en la

permeabilidad y selectividad de carga a cationes y aniones, a través de la via
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paracelular. Ademas, desempefia un papel importante en el correcto plegamiento de la
misma y por lo tanto estabiliza las interacciones-frans las cuales se llevan a cabo entre

2,11
(

claudinas que se encuentran en membranas opuestas figura 2).

Figura 2. Modelo predicho de la estructura de las claudinas. Se muestra la topologia prevista y la
estructura secundaria, asi como los dominios funcionales. Los niumeros romanos indican los dominios
transmembrana a-hélice predichos. (Modificado de Glinzel D. 2013)89

En cuanto a la segunda asa extracelular (ECL2), la cual es mas corta (16-33
residuos), se pliega en una conformacién hélice-giro-hélice, estas hélices son
extensiones de los dominios transmembranales 3 y 4 y su regidn central esta anclada a
su vez por dos residuos de prolina. Tres de los residuos (F147, Y148, Y158) forman un
nucleo aromatico en una de las caras de la asa que potencialmente podrian someterse
a interacciones hidrofobas y formar dimeros con otras claudinas, por lo cual se sugiere
que el ECL2 participa en las interacciones claudina-claudina®'>"*'*, Diversos estudios
han demostrado que la segunda asa extracelular (constituida por 16 a 33 residuos de

aminoacidos) de las claudinas 3 y 4 funciona como receptor para la enterotoxina de C.
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perfringens15. Por ultimo, la secuencia carboxilo terminal funciona como anclaje para
proteinas citoplasmicas tales como proteinas ZO-1, -2, -3, proteinas con dominios
PDZ (MUPP) y PALS-1, proteina asociada a las uniones estrechas (PATJ)'* 1215

Las claudinas se encuentran en epitelios y endotelios constituyendo una parte
muy importante de las UE, ya que son necesarias y suficientes para la formacion y el
ensamble de las UE'. Multiples isoformas de claudinas se expresan de manera tejido-
especifica, o que sugiere el potencial de éstas proteinas para entremezclarse e
interaccionar entre diferentes tipos de ellas y asi controlar la permeabilidad celular a
través de la formacion de UE compuestas de diferentes claudinas. Teniendo en cuenta
el numero y variabilidad de estas proteinas, se genera una multitud de posibles
combinaciones, las cuales pueden tener consecuencias especificas para la funcionalidad
del tejido. Las claudinas por tanto, llevan a cabo interacciones de manera homo y
heterotipica, es decir, entre dos claudinas del mismo tipo o entre claudinas de diferente
tipo. Asi mismo, pueden interaccionar con proteinas de la misma familia en la
membrana plasmatica de la misma célula (interaccion-cis) y en la membrana de dos

) 17,19 (

células adyacentes (interaccion-trans Figura 3).

Figura 3. Representacion esquematica de las interacciones entre moléculas de claudinas. La
interaccioén cis incluye las interacciones homomeéricas y heteroméricas, mientras que la interaccién trans
incluye las interacciones homotipicas y heterotipicas. (Modificado de Hou J. 20']3)84
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Por ejemplo, la claudina-3 y claudin-4 interaccionan de manera cis cuando se
expresan en la misma célula, sin embargo, no interaccionan de manera frans a pesar de
tener dominios en las asas extracelulares que estan altamente conservados'’. Por el
contrario, claudina-3 interactta de manera frans con otras claudinas, incluyendo
claudina-1 y claudina-5'®"%. También claudina-1 es capaz de trans-interactuar con

119 41720

claudina-1", pero no con la claudina-2 o claudina Practicamente se han

encontrado a todas las claudinas interactuar homotipicamente21.

Las claudinas también llevan a cabo interacciones con proteinas de andamiaje,
estas redes complejas y dinamicas, desempenan papeles importantes en el control de la
permeabilidad paracelular, la estabilidad del citoesqueleto, la proliferacion y la polaridad.
Esta red asociada a las UE se forma por multiples proteinas adaptadoras y de andamiaje
(por ejemplo, ZO-1/2/3, MAGI-1, -2, and -3; MUPP-1 PATJ, Pals1, PAR-3 y PAR-6)%*%3
(figura 4). Las interacciones de claudinas-ZOs son importantes para el ensamblaje de las
UE, esto ha sido perfectamente demostrado en estudios con células epiteliales en donde
se ha suprimido la expresion tanto de ZO-1 como de ZO-2 y se observa que las
claudinas no pueden localizarse en las UE y las células tienen una pobre funcion de
barrera. Sin embargo, al transfectarlas con cualquiera de ZO-1 o0 ZO-2 se restablece su

localizacion y su funcion®*%.

También se ha encontrado que claudina-1, -5, -8
interaccionan con MUPP1, y claudina-1 puede unirse PATJ, lo que subraya la
multiplicidad de proteinas de andamiaje capaces de interactuar con claudinas®. Las
interacciones estan determinadas principalmente por la presencia o ausencia de motivos
de unién a dominios PDZ, presentes en la region C- terminal de la mayoria de las
claudinas. La importancia fisiolégica de la interaccion con estos dominios se deduce por
ejemplo, a través de estudios con pacientes que son portadores de una mutacion en el
motivo de unidn al dominio PDZ de claudina-16 en donde la claudina es capaz de
alcanzar la superficie celular pero es internalizada y transportada a los lisosomas

rapidamente %27,
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Figura 4. Proteinas de sefializacion asociadas a las Uniones Estrechas. Los complejos implicados en
la adhesion celular son centros de sefializacion que envian y reciben sefales qlée guian el
comportamiento, la funcién y la morfogénesis de las células. (Modificado de Backert S., 2013) °

La diversidad de las claudinas ha proporcionado una explicacion molecular para la
gran cantidad de datos fisioldgicos y morfolégicos que muestran que la permeabilidad de
la barrera epitelial es heterogénea en cada tejido. Por lo cual, la variabilidad que
presentan en sus diferentes isoformas y su patron de expresion, el cual es especifico de
cada tejido, hace que respondan dinamicamente a las necesidades fisiolégicas en un

tejido en particular y que su regulacién sea muy compleja®’.

En condiciones fisiolégicas las claudinas se encuentran localizadas en la membrana
plasmatica, en donde alternativamente pueden llevar a cabo funciones como la
formacion de contactos adhesivos no convencionales, por ejemplo, entre células
dendriticas y la epidermis?®, la interaccién con receptores de superficie celular como
integrinas®,  tetraspaninas® y otras moléculas de adhesion®’, y de sefializacion
intracelular®. Sin embargo, muchos autores coinciden en que, bajo ciertas condiciones

sobre todo ambientes patoldégicos como por ejemplo el cancer, la expresién y

11
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localizacion de las claudinas se encuentra alterada. Se ha observado deslocalizacion

3334 Estas observaciones resultan

de la membrana al citoplasma y al nucleo
interesantes sobre todo por el hecho de que estas proteinas adquieren otras funciones
a las ya conocidas y se les atribuye un papel importante en otros procesos celulares
como: migracion, invasividad, metastasis, transicion epitelio-mesénquima (TEM),

inflamacioén entre otras.

1.3 EXPRESION Y REGULACION DE CLAUDINAS EN CANCER GASTRICO

El cancer es una de las principales causas de mortalidad reconocida a nivel
mundial. Desde hace algunas décadas la investigacion biomédica ha tratado de ampliar
la informacion acerca de los mecanismos y las vias de senalizacion involucradas en la
carcinogeénesis asi como las etapas iniciales de la progresioén tumoral en relacidon a cada

tipo de cancer.

El cancer gastrico (CG) por su parte ocupa el cuarto lugar entre los canceres mas
comunes en los hombres y la quinta en las mujeres, a nivel mundial. Aproximadamente,
se reportaron un millén de casos de cancer gastrico en el afio 2008, lo que representd
casi el 8% de todos los incidentes cancerosos en todo el mundo. Las regiones de Asia,
Europa del Este, América del Sur fueron los continentes mas afectados segun los
informes>®. El INEGI reportd 74,685 muertes por cancer en 2010 (13% muertes en
México) de las cuales 5,599 (8.6%) son por CG. Los estados de la Republica Mexicana

con una tasa mas alta de mortalidad son el DF, Oaxaca, Chiapas y Campeche.

Existen diferentes factores de riesgo que pueden ser determinantes para la
adquisicion de esta enfermedad, entre estos se encuentran la situacion geografica, la
alimentacion, malos habitos, el medio ambiente, antecedentes familiares, la presencia de

Helicobacter pylori, entre otros®.

De acuerdo a la “Clasificacion de Lauren” existen dos subtipos histomorfoldgicos
de CG, el tipo difuso (CGD) y el tipo intestinal (CGl). EIl CGD corresponde a los

12
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carcinomas mal diferenciados, con células dispersas que invaden en forma individual o
en pequenos grupos y en los que es posible observar células en anillo de sello y mucina
dispersa por el estroma; su patron de crecimiento es infiltrativo y se localiza
preferentemente en el fondo. EI CGIl corresponde a los carcinomas gastricos bien o
moderadamente diferenciados, presenta formaciones glandulares y células epiteliales de
tipo intestinal, crece en forma de nodulos y se localiza en el antro estableciéndose en

zonas donde previamente existia metaplasia intestinal*>.

El epitelio gastrico exhibe una serie de cambios en la expresion de claudinas,
desde la mucosa normal hasta metaplasia intestinal y adenocarcinoma. Durante la
metaplasia intestinal, que es uno de los pasos tentativos hacia la carcinogénesis
gastrica, los patrones de expresion de claudinas ya difieren de los epitelios gastricos
normales. Por ejemplo, hay una pérdida de la claudina-18 expresada normalmente, con
un aumento en la expresioén de claudina-1, -3, -4 y -7°"°. Este cambio se ha demostrado
que se correlaciona con la expresion de los marcadores de proliferacion celular tales
como Cdx2, asi como con la expresion de mucina gastrica e intestinal®’*®. Como el
progreso de las lesiones es a través de la displasia y carcinoma gastrico temprano, la
expresion claudinas tiende a permanecer significativamente mas alta en comparacién
con la mucosa gastrica normal. Claudina-1, -3, -4, -6 y -7 se encuentran elevadas en
cancer gastrico tipo intestinal, mientras que claudina-18 se encuentra disminuida®®=°.
Cabe senalar que las claudinas reguladas positivamente, frecuentemente no se localizan
en las UE, sino que se expresan en el citoplasma y en las membranas laterales, lo que
indica que estas proteinas no participan en la formacion de las UE. Curiosamente la
expresion de algunas de estas claudinas se ha encontrado diferencialmente regulada

entre los diferentes subtipos de cancer gastrico (CG)*’.

Cada vez es mas evidente que las claudinas tienen una relevancia clinica
importante y utilidad prometedora en el diagndstico, prondstico y tratamiento de tumores
malignos humanos*. La expresién de ciertas claudinas se podria utilizar como
biomarcadores de diagndstico o prondstico®. Por ejemplo, la expresién de claudina-3 y -

4 y la pérdida de la expresién de claudina-18 en muestras de mucosa gastrica pueden

13
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indicar la presencia de lesiones pre-malignas y cancerosas tempranas, especialmente
cuando las claudinas se localizan principalmente en el citoplasma. La baja expresion de
claudina-3, -4 y -18 en el cancer gastrico se asocia con un aumento de la malignidad que
incluye el tamano del tumor, profundidad de la invasion, intravasacion venosa y la
propagacion linfégena; en general resulta en etapas mas avanzadas y un peor

pronostico*! 4243,

Por otro lado, durante las tres ultimas décadas, se ha establecido que las
claudinas se expresan anormalmente en una variedad de neoplasias malignas no solo
en cancer gastrico, si no tambien en otros tipos tales como, cancer de mama, higado,
rindn, colon, carcinomas hepatocelulares y de vias biliares, y esta relacionada con la
progresion y prognosis de éstos canceres®*. La alteracion en la expresion de claudinas
podria conducir a una union estrecha disfuncional como se observa en células
neoplasicas que con frecuencia exhiben deficiencias estructurales y funcionales como
alteraciones en la barrera epitelial y polaridad, permitiendo el paso de nutrientes y
factores de crecimiento y afectando vias de sefalizacion relacionadas con proliferaciéon
celular y por lo tanto, actuar como un evento que promueva la formacion de un tumor y

finalmente el cancer®’.

Asi mismo, estas alteraciones como la disminucion en la expresion de algunas
claudinas también se ha asociado con diferentes tipos de tumores y concuerda con la
idea de que este proceso se acompana por el desensamble y/o pérdida de estas
uniones y de la adhesion célula-célula. Por el contrario, un gran numero de estudios han
demostrado que el aumento en la expresion de claudinas también puede promover la
progresion tumoral a través de su efecto positivo sobre la migracion celular, invasiéon y
metastasis. Aunado a esta expresion aberrante, la deslocalizacion de las claudinas

también contribuye a la tumorogenesis®"***.

14



Claudina-6 regula la activacion de MMP-2 en células de Adenocarcinoma gastrico humano (AGS)

Posgrado en Ciencias Bioldgicas UNAM 2017

1.4 MATRIZ EXTRACELULAR E INVASION TUMORAL

La matriz extracelular (MEC) es una entidad estructuralmente compleja que rodea
y soporta a las células que se encuentran en los tejidos de los mamiferos, también
comunmente conocida como tejido conectivo. Esta formada por un conjunto de
macromoléculas que se localizan entre las células de un determinado tejido, o en el lado
externo de la membrana plasmatica de cualquier célula®®. Estos componentes son en
general producidos por las mismas células o los aporta el torrente sanguineo. En ambos
casos forman el medio donde las células sobreviven, se multiplican y desempefian sus

funciones.

El marco estructural de la MEC consta principalmente de colagena, pero también
contiene otras proteinas de matriz incluyendo elastina y fibrilina. La fibronectina y la
laminina son glicoproteinas de anclaje, y por ultimo los proteoglicanos que son los
componentes principales de la MEC*'. La colagena vy el sistema elastico constituyen la
arquitectura de la matriz extracelular. Las glicoproteinas actuan como moléculas de
adhesioén del sustrato intercelular, importantes en las interacciones célula-célula y célula-
matriz. Los glicosaminoglicanos y proteoglicanos tienen un papel fundamental en el

equilibrio hidroelectrolitico y acido basico*®*°

(figura 5).

La matriz extracelular requiere reorganizarse para satisfacer las necesidades
fisiolégicas de los tejidos, es por ello que se somete a una remodelacidon estrechamente
regulada y coordinada durante procesos como cicatrizacion de heridas, desarrollo,
organogénesis, regeneracion e inflamacion lo cual lleva a cabo mediante la degradacion
de algunos componentes y la produccion de otros nuevos por parte de la célula®’. Un
paso esencial de este proceso de remodelacién es la protedlisis, ésta ruptura es también
vital pero se encuentra desregulada en los primeros pasos de la invasion local de las

células malignas en el tejido adyacente*”°%>".
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Figura 5. Composicién de la matriz extracelular y sus conexiones con la célula. Una red de proteinas
y polisacaridos que son secretadas a nivel local y ensamblados en una malla organizada en estrecha
colaboracién con la membrana celular. (Cooper G.M. 2000)86

El mantenimiento de la arquitectura normal del tejido es de suma importancia para
el adecuado funcionamiento del mismo, sin embargo, en la invasion tumoral inicialmente
se encuentran desregulados los mecanismos de adhesién celular y se llevan a cabo
diversas alteraciones en éstos sistemas los cuales pueden jugar un papel dual y
aparentemente contradictorio ya que, por una parte las células tumorales necesitan
debilitar las uniones que estabilizan su localizacion normal (anclajes) pero al mismo
tiempo necesitan mantener y/o desarrollar mecanismos de adhesién al sustrato que les

garanticen los puntos de apoyo necesarios para avanzar a través del tejido circundante y
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que les proporcionen sefiales de supervivencia y proliferacion®.

A lo largo del proceso de invasion tumoral las células malignas pueden disociarse
del tumor primario mediante la pérdida de su capacidad de adhesidn célula-célula y asi
invadir el estroma circundante, ademas estas células son capaces de activar enzimas
para degradar localmente la membrana basal y la matriz extracelular (MEC) de los
epitelios las cuales representan una barrera fisica y continua que les impide invadir al
tejido adyacente. También implica la expresion/supresion de proteinas involucradas en
el control de la motilidad y la migracién. De esta forma el potencial invasivo de las
células tumorales depende de tres fendmenos: a) alteraciones en la adhesion celular b)
degradacion proteolitica de la matriz extracelular y c¢) movilidad de las células

tumorales®*%>%,

Existen varios grupos de enzimas proteoliticas o proteasas implicadas en la
degradacion de la matriz, las cuales son muy importantes para crear el ambiente celular
requerido durante el desarrollo y morfogénesis®®. Las metaloproteasas de matriz
extracelular (MMP) son uno de estos grupos de enzimas muy importantes en el contexto

de la invasion tumoral y la metastasis®’.
1.5 METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son endopeptidasas
dependientes de zinc. Son sintetizadas como precursores inactivos (pro-MMPs) que
requieren la eliminacion proteolitica de un propéptido para su activaciéon. Su pH optimo
es neutro y son inhibibles por agentes quelantes, asi como, por un grupo de proteinas

denominadas TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteases)®”*®.

Las MMPs son secretadas por la célula o se anclan a la membrana plasmatica.
Estructuralmente estan constituidas por un péptido sefal, un propéptido de alrededor de
80 aminoacidos, un dominio catalitico de alrededor de 170 aminoacidos y un dominio

hemopexina (Hpx) de alrededor de 200 aminoacidos. Algunas excepciones son la MMP-
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7, MMP-26 y MMP-23, que carecen del dominio Hpx, y la MMP-23 que tiene un dominio
unico rico en cisteina y un dominio parecido a una inmunoglobulina después del dominio
catalitico. Las MMPs de membrana tienen un dominio transmembranal y un dominio

carboxilo terminal citoplasméticoss.

Las MMPs se secretan inicialmente en un estado enzimaticamente inactivo el cual
se mantiene gracias a la formacion de un enlace entre un residuo de cisteina (Cys 73)
en el propéptido y un ion Zn?* en el dominio catalitico, este enlace le da estabilidad a la
proteina para mantenerse en su forma inactiva. La activacion de las MMPs involucra una
ruptura del enlace Zn?*-Cys’®, mecanismo al que se le llama “cysteine switch”, el cual es
mediado por la remocion proteolitica del propéptido o modificacién quimica del residuo
de cisteina. Esta alteracion causa una reduccion en la masa molecular y genera una

enzima completamente activa®®.

La actividad y la expresion de las MMPs esta regulada a diferentes niveles:
transcripcion de genes, activacion de zimogenos, secrecion de enzima, y por inhibidores
endogenos llamados inhibidores tisulares de Metaloproteasas (TIMPs). Los TIMPs son
una familia de cuatro proteinas de secrecidon que se unen al sitio catalitico de las MMPs
en una relacién estequiométrica de 1:1*%. Los TIMPs inhiben la actividad de las MMPs
solubles, asociadas a la membrana celular o que se encuentran unidas a la MEC.
Ademas de su capacidad de inhibir la actividad de las MMPs, los TIMPs patrticipan en la
activacion de estas enzimas al formar complejos con sus formas latentes. Tal es el caso
del TIMP-2, que forma un complejo con pro-MMP-2 y MT1-MMP (MMP-14) para la
activacion de esta proenzima, y de TIMP-1, que participa en la activacion de MMP-9 al

formar el complejo de activacion pro-MMP-9/MMP-3/TIMP-1 en el espacio extracelular®.

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

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

P57,58,61(

estromielisinas, matrilisinas y metaloproteasas de membrana o MT-MM figura 6).
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Figura 6. Clasificacion y estructura de las metaloproteasas de matriz extracelular. Las
metaloproteasas son compuestas por diferentes subdominios, sin embargo, presentan un dominio minimo
en comun el cual contiene tres principales regiones: una secuencia sefial amino-terminal (Pre) el cual es
cortado por una peptidasa sefal durante la entrada al reticulo endoplasmico, un pro-dominio (Pro) que
contiene un grupo tiol (-SH) y un sitio de corte para furina y el dominio catalitico con un sitio de unién a
zinc (Zn2+). La interaccién del grupo -SH del pro-dominio con el ion zinc del dominio catalitico mantiene la
enzima como un zimogeno inactivo. Ademas del dominio minimo, la mayoria de las MMP poseen una
region similar a la hemopexina, un dominio compuesto por cuatro repeticiones que se asemejan a la
hemopexina y contienen un enlace disulfuro (SS) entre el primer y el Gltimo subdominio, que esta unido al
dominio catalitico a través de una regién bisagra flexible. (Modificado de Mannello F., Medda V. 20']2)87

1.5.1 Gelatinasas (MMP-2 y MMP-9)

Las gelatinasas A y B (MMP-2 y MMP-9), se caracterizan por digerir facilmente
colagena desnaturalizada y gelatina. Estas enzimas tienen tres secuencias peptidicas
repetidas analogas a los motivos de la fibronectina tipo Il, insertados en el dominio
catalitico el cual se une a colagena, gelatina y laminina. MMP-2 pero no MMP-9 digiere

colageno tipo I, Il y Ill. Asi mismo son capaces de degradar el colageno tipo IV que
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forma parte de las membranas basales de los epitelios. Actualmente se sabe que las
gelatinasas desempefian un papel fundamental en la capacidad de las células tumorales
de origen epitelial para atravesar dichas membranas basales e invadir el estroma de los

tejidos circundantes®®.

La MMP-2 o gelatinasa A es expresada ubicuamente como una proenzima de 72
kDa y esta sujeta a glicosilacion extensa. La activacion de proMMP-2 se lleva a cabo en
la superficie celular y esta mediada por MT-MMPs. Se requiere la formacion de un
complejo entre proMMP-2 y TIMP-2 a través de su dominio C-terminal permitiendo al
dominio inhibitorio N-terminal de TIMP-2 unirse a MT-MMP1 en la superficie celular, es
asi como, pro-MMP-2 unida en la superficie celular es activada por uno de los
mondémeros de MT-MMP1 que esta libre de TIMP-2. Por otra parte, el monémero de MT-

MMP1 inhibido por TIMP-2 puede actuar como un receptor de proMMP-2% (figura 7).

La agrupacion de MT-MMP1 en la superficie celular a través de interacciones con
el dominio hemopexina facilita el proceso de activacion. Jo et. al reportaron que el
maximo incremento en la activacion de proMMP-2 se observa en un rango de TIMP-
2/MT-MMP1 de 0.05 sugiriendo que un gran numero de MT-MMP1 libres pueden rodear
el complejo proMMP-2/TIMP-2/MT-MMP1 para una activacién mas eficaz®.

La MMP-9 o gelatinasa B se expresa como una proenzima de 92 kDa, la cual una
vez activa se convierte en una enzima madura de 83 kDa. El gran tamafio de MMP-9 en
relacion con MMP-2 se puede atribuir a la insercion de una colagena tipo V que es
fuertemente O-glicosilada y que enlaza al dominio de metaloproteasa con el dominio tipo
hemopexina®. La activacion de MMP-9 es mediada por la remocion del pro-dominio por
una serinproteasa u otras MMPs o puede serlo por una respuesta directa al estrés
oxidante que altera al “switch de cisteina”. Mientas exista un sobrelapamiento
considerable en los sustratos degradados por MMP-2 y MMP-9, MMP-9 es incapaz de

dirigir la protedlisis de colagena °°.
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Figura 7. Modelo actual de activacion de MMP-2 por MT1-MMP. Paso 1: secrecion del monémero MT1-
MMP a la superficie celular. Paso 2: dimerizacién de MT1-MMP a través de los dominios Hpx y TM. Paso
3: Formacién del complejo (MT1-MMP)2-TIMP-2 proMMP-2. El dominio N-terminal de TIMP-2 tiene un sitio
inhibidor y el dominio C-terminal tiene afinidad por el dominio Hpx de MMP-2. Paso 4: Corte proteolitico del
prodominio de proMMP-2 por MT1-MMP libre de TIMP-2 en el complejo. Paso 5: Activacion de MMP-2
seguida por la liberacién de MMP-2 activa en la superficie celular. Hpx, dominio de tipo hemopexina; TM,
dominio transmembrana. (Modificado de Itoh Y. 2015)%

1.6 PARTICIPACION DE LAS MMPs EN LA PROGRESION DEL CANCER

Actualmente existe un gran interés en dilucidar como las metaloproteasas de
matriz (MMPs) estan vinculadas con la progresion del cancer ya que existe gran
evidencia sobre el papel de las MMPs en la invasidon tumoral y la metastasis, lo cual se
ha demostrado en modelos animales experimentales, en donde existe una mayor
secrecion de las MMPs por las células tumorales y/o células del estroma y ademas se ha
encontrado que la expresion de MMPs especificas se asocia con un mal prondstico en

una gama de canceres humanos®**’

Las MMPs pueden degradar esencialmente todos los componentes de la MEC
como el colageno, proteoglicanos, laminina, elastina y fibronectina, esta degradacién se

considera un requisito previo para la invasion tumoral y la metastasis. Ademas pueden
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contribuir sustancialmente en procesos como angiogénesis, diferenciacion, proliferacion,
apoptosis y autofagia mediante la activacidn de factores de crecimiento y sus receptores
o liberando citoquinas de la ECM. Las MMP son importantes reguladores de crecimiento
del tumor tanto en el sitio primario como en la metastasis a distancia; es por ello que
éstas enzimas se consideran como blancos importantes para la terapia contra el

cancer®,

Algunos estudios realizados con muestras de biopsias de tumores sugiere la
expresion de MMP-1 en 24% de los canceres de es6fago, mientras que MMP-2 y MMP-9
en 78% y 70% de las muestras, respectivamente. Del mismo modo, los estudios
revelaron que la MMP-13 se localiza predominantemente en las células tumorales; y la
presencia de MMP-13 junto con MT1-MMP esta implicada en la determinacién de la

agresividad del tumor de carcinomas esofagicos humanos®.

Una de las caracteristicas importantes del fenotipo maligno tanto en el cancer
colorrectal como en gastrico es la sobreexpresion de MMP-2 y -9, asi como la activacion
de pro MMP-2. La expresion de MMP-2, -1 y -9 se encontré en 94%, 73% y 70%,

respectivamente, en las muestras gastricas cuando se estudié en 74 pacientes®.

Por otro lado, diversos estudios han reportado que las claudinas pueden mediar
la migracion celular y la invasion a través de cambios en su expresion relacionados con
la expresion y actividad de metaloproteasas de la matriz (MMPs)®”. Por ejemplo, células
epiteliales de ovario que sobreexpresan claudina-4 aumentan la actividad de MMP-2. Un
aumento en la transcripcion del ARNm vy la expresion de la metaloproteasa de
membrana de tipo 1 (MT1-MMP) también se ha observado en células que
sobreexpresan a claudina-10%. Por otro lado, la disminucién en la expresiéon de
claudina- 6 promueve la invasividad celular y la migracién transendotelial, acompafnado
por un aumento en la actividad de metaloproteasas de matriz®®. Cuando claudina-16 se
sobreexpresa en células de cancer de mama humano MDA-MB - 231, las células
disminuyen su movilidad e invasividad pero aumentan su adhesién a la matriz y ademas

muestran un aumento en la funcionalidad de las UE"°.
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2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existe evidencia de que la estructura y funcion de las Uniones estrechas asi
como la expresion de diferentes proteinas pertenecientes a ellas, se encuentra
frecuentemente alterada en diferentes tipos de carcinomas humanos, lo cual se asocia
con la pérdida de adhesion celular, mecanismo que, junto con muchos otros representan

un paso importante en la progresion del cancer*.

Recientemente se ha sugerido que las claudinas tienen un papel importante en la
invasividad y metastasis. Los estudios apuntan a que el aumento en la expresion de
claudinas en algunos tipos de cancer (como cancer de colon, ovario, pancreas y
adenocarcinoma gastrico) se asocia a un aumento en la capacidad invasiva de dichos

carcinomas como resultado del aumento en la actividad de MMPs.

Existen reportes que sefalan que las claudinas -1,-2,-3 y -4 reclutan y promueven la
activacion de MMP-2"""*. Asi mismo se ha reportado que claudina-5 interacciona
directamente con MMP-2 induciendo su activacion’. La disminucién de claudina- 10,
disminuye la invasividad celular a través de la inactivacion de MMP-2 y MT1-MMP en
carcinoma hepatocelular’®. Otros estudios muestran que el aumento en la expresion de
claudina-1 aumenta la invasividad de cancer de lengua de células escamosas, induce la
expresion de MMP-2 y a su vez incrementa la invasion y migracion celular a través de
activacion de c-Abl y PCK3 en carcinoma hepatocelular’” "8, Asi mismo, otros estudios
reportan que la sobreexpresion de claudina-1 es regulada por PKC y contribuye a la
invasividad de células de melanoma’®. Por otro lado, otros estudios sefalan que ERK,
p38MAPK y PCK regulan la expresion y la activacion de MMP-9 inducida por Heregulina-

1B en células de cancer de mama®.

Nuestro grupo reporté la expresion de claudinas-6, -7 y -9 en biopsias de pacientes con
cancer gastrico, expresion que no se observa en biopsias control. En este mismo estudio
se observd que los pacientes con sobreexpresion de claudina-9 tuvieron mal
pronéstic:081. De la misma manera reportamos que la sobreexpresion de estas proteinas

en células de adenocarcinoma gastrico (AGS) promueve la proliferacidon, migracion e
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invasividad celular y aumentan la expresion de claudina-1 endogena, la cual se ha
reportado que tiene un papel importante en la activacion de MMPs®2. Asi mismo
mostramos, utilizando el mismo modelo de células AGS, que la sobreexpresion de

claudina-6 y no de claudina-9 correlaciona con el aumento de MMP-2 activa.

Si bien se ha estudiado la asociacion de la expresion de claudinas con el aumento en la
invasividad de diferentes carcinomas y ademas la participacion de vias de sefalizacion
que regulan procesos como sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion no se conoce
con exactitud el mecanismo por el cual las claudinas regulan la invasividad celular a

través de las MMPs.

Con base en lo anterior, el presente estudio pretende determinar si el mecanismo a
través del cual las claudinas -6, y/o -9 activan a MMP-2 es a través de claudina-1 para
promover la migracion e invasividad celular en un modelo de adenocarcinoma gastrico
humano, (AGS).
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3.- HIPOTESIS

Si la sobreexpresion de claudinas-6 y -9 aumenta la expresion de claudina-1 endogena y
la migracion e invasividad de las células AGS, entonces estos procesos podrian estar

mediados por la activacion de MMP-2 a través de Claudina-1.

Si la via de MAPKs o PKC regula la expresion de claudinas-6 y -9, entonces la inhibicion

de las mismas bloqueara la activacién de las MMP-2.
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4.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo a través del cual claudina-1, aumentada a través de

claudina-6 y/o -9, regula la activacion de MMP-2.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la expresion de Claudina-1 endégena en células AGS que sobreexpresan

claudina-6 y -9.

Evaluar la participacion de Claudina-1 enddgena en la activacion de MMP-2 en las

células AGS que sobreexpresan a claudina-6 y -9.

Determinar si el silenciamiento de Claudina-1 endégena disminuye la proliferacién

e invasividad de las células AGS que sobreexpresan a claudina-6 y -9.

Determinar si las vias de ERK 1/2, p38 MAPK y PKC estan involucradas en la
regulacion de la expresion de Claudina-1 y de MMP-2 en las células AGS que

sobreexpresan a las claudinas -6 y -9.
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5.- METODOLOGIA

5.1 Materiales y Reactivos

Se utilizd6 medio D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), Suero Fetal
Bovino (SFB), L-glutamina, Piruvato de Sodio, Penicilina-Streptomicina, y Geneticina
(G418) los cuales fueron proporcionados por Gibco. Los anticuerpos primarios utilizados
fueron monoclonal mouse anti- claudina -1 y Mouse anti-MMP-2 (Invitrogene), policlonal
rabbit anti-claudina-2 (1:200), anti-claudina-3 (1:100), anti-claudina-4 (1:800), anti-
claudina-5 (1:400), anti claudina-7 (1:100), anti-claudina-10 (1:100), anti-MMP-14 (1:100-
1:500). Ademas anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (HRP), burro anti-raton
IgG-HRP (1:500-1:1000) y cabra anti-conejo-lgG HRP (1:500-1:1000), asi como
anticuerpos acoplados a flruorocromos como Cy5 policlonal goat anti-rabbit (1:800),
Alexa fluor 488 goat anti-mouse (1:400) que fueron proporcionados por Zymed-Life
Technologies (Grand Island, NY, USA). Se empledé ademas un SiRNA para Claudina-1
(claudin-1 siRNA (h)) que es un pool de 3 secuencias especificas (19-25 nt) y el control
positivo para el SIRNA acoplado a fluoresceina (fluoresceina- Conjuagate-A) fueron
proporcionados por Santa Cruz Biotech (CA, USA). Los anticuerpos rabbit anti-MMP-14
y rabbit anti-claudina-4 fueron adquiridos con GeneTex Inc. (Irvine, CA, USA). APC goat
anti-mouse IgG1 (1:400) fue proporcionado por Cell Signalling Technology Inc. (Danvers,
MA, USA). El anticuerpo anti-actina fue donado por el Dr. José Manuel Hernandez,
CINVESTAV-México. Se utilizé también Tween-20, Triton X-100, inhibidor de fosfatasas
1y 2, inhibidor de tripsina, leupeptina, y aprotinina fueron proporcionados por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Se utilizaron inhibidores de vias de sefalizacion MAPKs
(PD98059 #BML-EI360, inhibidor de MEK), (SB-202190 #BML-EI294, inhibidor de p38,),
(G66976 #BMLEI269, inhibidor de PCK) adquiridos en ENZO Life Sciences y (U0126
#9903, inhibidor de MEK 1/2) proporcionado por Cell Signaling Technology. El kit para
cuantificacion de proteinas Protein assay fue proporcionado por Bio-Rad (Hercules, CA,
USA). El kit de quimioluminiscencia Super Signal West Dura que fue adquirido con

Thermo Fisher VS cientific Inc. (Waltham, MA, USA). Se utilizaron cadmaras de invasion
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cubiertas con matrigel (BD Matrige invasién chamber 24 well plate 8.0 Micron #cat.
354480°)

5.2 Cultivos celulares.

Se utilizé la linea celular epitelial AGS derivada de adenocarcinoma gastrico
humano la cual sobreexpresa a claudina-6 (AGSCLDNG), claudina-9 (AGSCLDN9) y al
vector vacio acoplado a GFP como control (AGSGFP). Se sembraron estas células en
cajas petri p-100 y se mantuvieron con medio de cultivo DMEM (caja de petri p-100 7-10
ml aprox.) suplementado con: 10 pg/ml o 0.1 U/ml de Insulina (10 mg/ml de SIGMA),
2mM de Piruvato de Sodio (GIBCO 100 mM), 2 mM de L-Glutamina (GIBCO 200 mM),
100 U/m1/100 ug/ml de Penicilina/Estreptomicina (GIBCO 10,000U/ml/10,000 pg/ml), 8%
de Suero Fetal Bovino (GIBCO), y se incubaron en condiciones de 37°C y 5% de CO..
Las transfectantes estables fueron mantenidas con medio DMEM con 400 pg/ml de G-
418.

5.3 Fraccionamiento celular

Las células AGS, AGSGFP, AGSCLDN6 y AGSCLDN9 se sembraron en cajas p-
100 a confluencia, se lavaron con PBS frio y se resuspendieron en 1 ml de buffer A (20
mM Tris base, 0.25 M Dextrosa anhidra, 10 mM EGTA, 2 mM EDTA) con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (aprotinina 10 ug/ml, leupeptina 20 ug/ml, inhibidor de tripsina 1
mg/ml, coctel | y coctel Il de inhibidores de fosfatasas 10 ul/ ml) a 4°C. Las
suspensiones celulares se sonicaron y se centrifugaron a 39, 000 rpm (156,553 x g) 30
min a 4°C. El sobrenadante obtenido se colocé en un tubo nuevo y se marcdé como
fraccion citosolica. El precipitado se resuspendié con 150 uyl de amortiguador A en
presencia de 1% de Tritdn X-100 con inhibidores de proteasas y fosfatasas como se
describid anteriormente. Se incubo 1 h a 4°C con agitacion suave, se centrifugo a 39,000
rom, 30 min. a 4°C, y se colocd el sobrenadante (fraccion membranal) en tubos

eppendorf previamente marcados y colocados en hielo. El precipitado resultante se
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resuspendié en 150 pl de amortiguador de lisis (150 mM NaCL, 50 mM tris base, 1 mM
EGTA, 1 mM EDTA, IGEPAL 1%, Desoxicolato de sodio 0.1%, Dodecil sulfato de sodio
0.1% (SDS) con inhibidores de proteasas y fosfatasas a 4°C. Se incubo 1 h a 4°C con
agitacion suave y se centrifugd a 39,000 rpom, 30 min a 4°C. EIl sobrenadante resultante
(fraccidn de citoesqueleto) se colocd en tubos eppendorf previamente marcados y
colocados en hielo. Finalmente se tomaron alicuotas de cada fraccidbn para la

cuantificacion de proteina empleando el kit de determinacién de proteina de BioRad.

5.4 Western Blot

Se realiz6 la electroforesis cargando de 20-50 ug de proteina por cada muestra,
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 15% o en algunos casos
al 10% vy se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon
con 5% de leche libre de grasas en TBS durante al menos 1 h y se incubaron con los
anticuerpos primarios mouse anti- claudina-1 (1:500-1:1000), mouse anti-MMP-2
(1:1000), rabbit anti-MMP-9 (1:500), rabbit anti- MMP-14 (1:500) en TBS-Tween durante
toda la noche a 4°C con agitacion suave. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10
min cada uno con TBS-Tween y se incubaron las membranas con el anticuerpo
secundario Goat anti-Muse IgG (1:500- 1:2000) y Goat anti- Rabbit (1:500-1:1000) I1gG
durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion suave. La deteccion de las proteinas
se llevé a cabo mediante el método de quimioluminiscencia con los reactivos del kit
PIERCE (SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate) como sustrato para la

reaccion.

5.5 Inmunofluorescencias.

Se sembraron células AGS, AGSGFP, AGSCLDN6 y AGSCLDN9 sobre
cubreobjetos colocados en placas de 6 pozos a una confluencia del 90%, se retird el
medio de cultivo y se lavd 2 veces con PBS. Se fijaron las células adicionando
paraformaldehido al 2% durante 15 min, se lavaron 5 veces por 5 min con PBS, se
permeabilizaron con triton X-100 (al 0.1% en PBS) por 10 min a temperatura ambiente,
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se bloquearon incubando con BSA libre de IgG al 2% en PBS-Tween (0.05%) por 30 min
y posteriormente se incubaron toda la noche con el anticuerpo primario para Claudina-1.
Posteriormente se lavaron 5 veces con PBS-Tween (0.05%) y se incubaron en un lugar
oscuro con el anticuerpo secundario Goat anti-rabbit IgG (Rodamina) a una dilucién de
1:200 y APC anti-mouse 1gG en PBS con 1% de BSA por 1h a temperatura ambiente.
Finalmente se lavaron 5 veces con PBS-Tween (0.05%) por 5 min y los cubreobjetos se
montaron en portaobjetos con DAPI, se sellaron con barniz y se observaron al

microscopio confocal.

5.6 Inmunoprecipitacion.

Se cultivaron las células AGS, AGSGFP, AGSCLND6 y AGSCLDN9 en cajas petri
p-100 hasta 90% de confluencia, se lavaron 2 veces con PBS frio y posteriormente se
adiciono buffer de lisis para IP (50mM de Tris, 150mM de NaCly 0.5% de Triton X-100
con inhibidores de proteasas 1mg/ml de tripsina, 5mg/ml de leupeptina e inhibidores de
fosfatasas 10ul/ml de inhibidores de fosfatasas coctel | y IlI). Posteriormente se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10min y se recupero el sobrenadante para realizar
cuantificacion de proteina ajustando la concentracion a 1mg/ml. A continuacién se
realizd un pre-clareo incubando 1mg/ml de proteina + 10ul de suero pre-inmune + 10yl
de proteina G Sefarosa por 1h con agitacion suave, posteriormente se centrifugd para
recuperar el sobrenadante y se incubd6 con 3 pg de anticuerpo primario (3 pg anti-cldn-1)
toda la noche a 4°C con agitacion suave. Al dia siguiente se agrego 25 ul de proteina G
Sefarosa y se incubd durante 2h maximo. Finalmente se centrifugd para obtener el
Inmunoprecipitado (IP) y se realizaron 3 lavados, dos con buffer 600 mM de NaCl y otro
con 150 mM de NaCl, ambos con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Finalmente se
le adiciond 25ul de buffer de Laemli 4X y se sometié a Western Blot para revelar contra
MMP-2 o MMP-14.
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5.7 Citometria de flujo

Una vez que las células se cultivaron a 90% de confluencia, se lavaron dos veces
con PBS y se tripsinizaron para obtener el boton celular el cual fue resuspendido
fuertemente en PBS para despegar perfectamente a las células y mantenerlas como
células individuales, posteriormente fueron fijadas y permeabilizadas con Fix Buffer | y
Perm Buffer Il (BD Phosflow) respectivamente, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Las células fueron resuspendidas en buffer FACS (PBS con 0.09% de azida
de sodio [p/v] suplementado con 2% de SFB) e incubadas a 4°C toda la noche con los
anticuerpos primario en diluciones previamente determinadas por titulacion.
Posteriormente, las células se lavaron 2 veces y se incubaron de 45 min-1 h con el
anticuerpo secundario (dil 1:500- 1:800). El analisis de las muestras se realiz6 utilizando
el citdmetro de flujo Attune™ Blue/Red. Después de la medicién en el citémetro, la
estrategia de analisis se realizd sobre el “gating” de las células de acuerdo a las
propiedades de dispersion frontal y lateral (FSCxSSC) seguido por un “gating” de células
unicas o Single cell (FSC-A x FSC-H). Todos los analisis de citometria de flujo incluyen
el control apropiado de anticuerpo secundario. Para cada muestra se colectaron 10,000
eventos de la region 2 (R2). Los datos fueron analizados en términos de intensidad de

fluorescencia media (MFI) y con ayuda del software FlowJO V.10.0.7r2.

5.8 Tratamiento con inhibidores de las vias de MAPK, p38 y PKC.

Se cultivaron las células AGS, AGSGFP, AGSCLND6 y AGSCLDN9 hasta
alcanzar la confluencia. Se sustituyé el medio por medio fresco D-MEM libre de SFB por
24hr. Posteriormente a estas células se les tratd con inhibidores de MAPKs (10uM
U0126 para MEK 1/2, 5uM de SB202190 para p38 y 1uM de G66976 para PKC) y se
incubaron por 1hr. Transcurrido este tiempo se afiadié EGF (200ng/ml), PDBU (2X 10”7
M) y se incubaron por 3h y 30 min respectivamente. Se lisaron las células y se realizé

western blot.
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5.9 Silenciamiento de la expresion de Claudina-1.

Para silenciar la expresién de la proteina se sembraron 3x10° células AGS,
AGSGFP, AGSCLDN6 y AGSCLDN9 en placas de 6 pozos con medio D-MEM libre de
antibidtico y suplementado con SFB al 20% a 37°C y 5% de CO; por 40 h hasta alcanzar
una confluencia del 80%. Posteriormente, las células fueron transfectadas de forma
transitoria con un siRNA (small interfering RNA) especifico para CLDN-1 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez terminada la
transfeccion, se dejaron a las células 24 h en medio de cultivo normal, para

posteriormente extraer proteina total y realizar los ensayos correspondientes.

5.10 Ensayo de regeneracion de herida

Una vez transfectadas las células AGS, AGSGFP, AGSCLDN6 y AGSCLDNS9 con
el SiRNA para claudina-1 se sembraron 1 x 10° células en placas de 6 pozos hasta
alcanzar una confluencia del 80%. Una vez que alcanzaron la confluencia se procedi6é a
realizar una herida con una punta de micropipeta y nuevamente se incubaron para
observar la regeneracion celular en la zona afectada. Las imagenes del estado de la

herida fueron capturadas a los tiempos 0, 2, 6, 10y 24 h.

5.11 Ensayo de invasion en matrigel (BD)

Antes de iniciar el trabajo con las células los insertos de matrigel se rehidrataron
con 0.5ml de medio de cultivo tibio (D-MEM sin SFB) dejando incubar por 2 h a 37°C y
5% de CO,. Posteriormente, se agregaron 0.75ml de medio D-MEM suplementado con
SFB al 5% en cada pozo contiguo, el cual sirve como quimioatrayente y posteriormente
se coloco el inserto con matrigel una vez rehidratado. En cada inserto se sembraron
5x10* células AGS, AGSGFP, AGSCLDN6, AGSCLDN9 no transfectadas vy
transfectadas con el SiRNA, por duplicado. La placa se incubo por 30 h a 37°C y 5% de

COg para permitir la migracion de las células. Las células que no migraron y el matrigel
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se retiraron suavemente con un hisopo y las que si migraron se observaron en la
membrana del inserto mediante la tincion con azul de toluidina al 1% una vez fijjadas con
metanol al 100% por 2 min. Se contaron las células de tres campos diferentes de cada
inserto.
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6.- RESULTADOS

De acuerdo a los estudios previos en los cuales reportamos que: 1) la
182y

ésta a su vez se ha reportado que puede promover la activacién de MMP-2; 2) que la

sobreexpresion de claudina-6 y -9 incrementan la expresion enddgena de claudina-

sobreexpresion de claudina-9 induce la co-inmunopreciptacion de ésta claudina con
MMP-2, y 3) que la sobreexpresion de claudina-6 promueve un incremento en la
actividad de MMP-2 sin mostrar una interaccion con ésta. Con todo lo anterior,
sugerimos la participacion de claudina-1 enddégena como posible intermediario en la
activacion de MMP-2 en células que sobreexpresan a claudina-6 y -9 para asi regular los

procesos de invasividad celular y activacion de MMPs en nuestro modelo de estudio.

6.1 Expresién de diferentes isoformas de las claudinas en las células AGS
transfectadas.

En primera instancia y para determinar si la sobreexpresion de claudina-6 en las células
AGS modifica la expresiéon enddégena de otras claudinas se analizé la expresion de
diferentes isoformas en las células AGS, AGSGFP y AGSCLDNG6. En la figura 8, se
muestran los resultados obtenidos por ensayos de Western blot de los lisados de las
células AGS transfectadas. En el panel a) se observa que, de las claudinas analizadas,
la claudina-1 aumenta considerablemente su expresion en las células que
sobreexpresan a claudina-6, aunque existe un aumento en las células que expresan a la
GFP, éste es mayor en las células que sobreexpresan a dicha claudina. Estos datos
fueron confirmados con los obtenidos por citometria de flujo (Figura 9, paneles a) a g))
en donde se muestra la expresion de las claudinas representada por la intensidad media
de florescencia obtenida por el citdmetro. El aumento en la expresion de claudina-1 fue
de 2865.5 IMF en las células AGS a 13916 IMF en las células AGSCLDNG6.
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Figura 8. Expresion de claudinas -1, -2, -3, -4, -5, -7, -10 en las células AGS control y AGSCLDNS®. a)
Western blot de lisados totales de células AGS, AGSGFP, AGSCLDN6 mostrando la expresion a nivel de
proteina de las claudinas analizadas. Se utilizé a-Actina como control de carga. b) Representacion grafica
de los datos obtenidos por densitometria del western blot. Los valores se expresan como dpp (dots per
point) y se representan por la media + desviacion estandar (SD). *P <0.05, **p<0.01, n=3.
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Figura 9. Expresion de claudinas -1, -2, -3, -4, -5, -7, -10 en las células AGS, AGSGFP, AGSCLDN®6
por ensayos de citometria de flujo. (a-g) Los histogramas representan la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de cada claudina, los datos fueron normalizados de acuerdo al niumero de eventos y
fueron analizados con el software FlowJO V.10.0.7r2. Como control de isotipo se utilizé el anticuerpo
secundario Cy5. h) Representacion grafica de los datos obtenidos por densitometria del western blot. Los
valores se expresan como dpp (dots per point) y se representan por la media £ desviacién estandar (SD).
*P <0.05, **p<0.01, n=3.

Los resultados anteriores muestran que unicamente claudina-1 aumenta
significativamente en las células AGS que sobreexpresan a claudina-6 lo cual puede
sugerir que los efectos observados en estudios previos sobre la capacidad invasiva de

estas células pueden ser debidos a ésta claudina.
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6.2 Expresion y localizacion de claudina-1.

De acuerdo a lo que se ha reportado sobre la participacion de claudina-1 en la
activacion de metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) en el presente trabajo se
estudio el papel de claudina-1 enddégena como posible intermediario en la activacion de
MMP-2.

Para ello, en primera instancia se determiné la localizacion subcelular de la misma, para
lo cual se analizé su expresiéon por medio de ensayos de Western blot en fracciones de
citosol, membrana y citoesqueleto y por ensayos de inmunofluorescencia, en células que
sobreexpresan a las claudinas -6 y-9. Como se muestra en la figura 10, la claudina-1
enddgena se localiza en la membrana de las células que sobreexpresan a claudina-6, y
se observa claramente un aumento en su expresion. Las imagenes de microscopia
confocal confirman la presencia de claudina-1 en ambas células, sin embargo, la
expresion es mayor en las células AGSCLDNG (figura 11) y su localizacion en la
membrana celular corroborando lo observado anteriormente. Esto nos podria hablar de
una probable participacion de claudina-1 en la activacion de MMP-2 ya que ésta se lleva

a cabo en la superficie celular.

a)
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b)

Figura 10. Expresion de claudina-1 en fracciones subcelulares de AGSCLDN6 y AGSCLDNS9. a)
Claudina-1 se localiza en la membrana celular y se observa un incremento en su expresion en
comparacion con el control, se utilizd como control de carga a a-actina. b) Representacion grafica de los
datos numéricos obtenidos por densitometria del Wester blot. Los valores se expresan como dpp (dots
per point) y se representan por la media + desviacion estandar (SD). *p <0,01, n=3.
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Figura 11. Expresion de claudina-1 en las células AGSCLDN6 y AGSCLDN9. La expresion de
claudina-1 fue determinada por inmunofluorescencias. Se observa a claudina-1 en la membrana
celular (rojo), GFP (verde), DAPI (azul). El histograma representa la IMF (Intensidad media de
fluorescencia) de todos los experimentos. Los valores se representan por la media + desviacion estandar
(SD). *P <0.05, **p<0.01, n=3.

Para corroborar la pureza de cada fraccion obtenida se realizaron ensayos de Western
blot de cada fraccion subcelular utilizando anticuerpos dirigidos contra proteinas
especificas de citosol, membrana y citoesqueleto. En la figura 12 se muestra la
expresion de PCK-B en el citosol, ATPasa N'/K" en la membrana y B-tubulina en el

citoesqueleto lo cual indica que el fraccionamiento subcelular se realizé adecuadamente.

Figura 12. Expresion de marcadores especificos en las diferentes fracciones de células AGSCLDNG6
y AGSCLDNO9. Los western blots muestran la expresién de PCK-B (citosol), ATPasa N*/K* (membrana) y
B-tubulina (citoesqueleto).

6.3 Interaccion de claudina-1 con MMP-2 en las células AGS que sobreexpresan a
claudina-6.

Posteriormente se realizaron co-inmunoprecipitaciones de claudina-1 en las células AGS
que sobreexpresan a claudina-6 para determinar si co-localizaba con MMP-2. Los
resultados obtenidos mostraron la co-inmunoprecipitacion de claudina-1 con la MMP-2

en células AGSCLDNG6 (figura 13a), asi mismo se confirmé por ensayos de
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Inmunofluorescencia la co-localizaciéon de claudina-1 con MMP-2 (figura 13b). Estos
resultados nos indican una fuerte participacion de claudina-1 en la activacion de MMP-2,
la cual probablemente estda formando complejos con la MMP-2 favoreciendo su
activacion.

Hasta el momento los resultados nos sugieren que la sobreexpresion de claudina-6 en
las células AGS induce un aumento en la expresion enddégena de claudina-1 en la

membrana celular en donde probablemente promueve la activacion de MMP-2.
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b)

Figura 13. Co-inmunoprecipitacién de claudina-1 con MMP-2 en células AGSCLDN®6. a) El “input”
representa el control positivo para cada Inmunoprecipitado y fue obtenido del lisado celular antes de haber
afadido el anticuerpo primario anti-claudina-1, a-actina fue utilizado como control de carga. b) Imagenes
de Microscopia confocal que muestran la co-localizacion de claudina-1 con MMP-2 en las células AGS que
sobreexpresan a claudina-6, (en rosa, merge), n=2.

6.4 Expresiéon de MMP-2 y MMP-14

Se ha reportado en diversos estudios que el aumento en la expresion de algunas
claudinas, entre ellas la claudina-1, induce un aumento en la expresion de MMP-2 en
otros tipos de cancer. Por lo tanto, para determinar si la sobreexpresion de claudina-6 y -
9 regula la expresion de MMP-2 se realizaron ensayos de Western blot de extractos
totales y fracciones celulares de las células AGS, AGSCLDN6 y AGSCLDN9. Los
resultados obtenidos muestran un aumento en la expresion de MMP-2 en las células
AGSCLDN6 y AGSCLDN9, sin embargo, el aumento es mayor en las células
AGSCLDNG (figura 14a). Asi mismo, se observa que se encuentra mayoritariamente en
el citosol (figura 14b). Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de claudina-6
induce, por un mecanismo desconocido, la produccion de MMP-2 en el citosol la cual

sera secretada y activada en el medio extracelular.
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b)

Figura 14. Expresion de MMP-2 en células AGSCLDN6 y AGSCLDN9. a) El western blot muestra un
aumento de la expresion de MMP-2 en lisados totales de células AGSCLDN6 y AGSCLDN9. b) La
expresion de MMP-2 se analiz6 en fracciones subcelulares obtenidas por centrifugacion, se utilizé a-actina
como control de carga. La grafica representa los datos numéricos obtenidos por densitometria del Wester
blot. Los valores se expresan como dpp (dots per point) y se representan por la media + desviacion
estandar (SD), *p <0,01, n=3.
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La activacion de MMP-2 se lleva a cabo en la superficie celular por una metaloproteasa
de membrana, la MMP-14, la cual es indispensable para realizar el corte proteolitico en
el sitio activo. Para corroborar la participacién de esta enzima en la activacion de MMP-2
en las células AGSCLDNG6 Y AGSCLDN9, se analiz6 su expresién mediante ensayos de
Western blot en lisados totales y por ensayos de citometria de flujo y se determind su
localizacion por fraccionamiento subcelular. En la figura 15 se observa un incremento en
la expresion de MMP-14 en las células AGSCLDNG6 determinado por Western blot (panel
a) y citometria de flujo (panel b). Los ensayos de citometria indicaron un aumento
significativo en la IMF que va de 8085 en las células AGS a 14026 en AGSCLDNG. No
se observaron cambios en la expresion de MMP-14 en las células AGSCLDN9 (panel a'y

c)

b)
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c)

Figura 15. Expresion de MMP-14 en células AGS AGSCLDN6 y AGSCLDNB9. a) La expresion de MMP-
14 fue analizada por Western blot en lisados totales de células AGS que sobreexpresan a claudina-6 y -9,
la a-actina se utiliz6 como control de carga. b) y c) La expresion de MMP-14 fue determinada por
citometria de flujo, los datos son expresados en intensidad media de fluorescencia (IMF), fueron
normalizados de acuerdo al nimero de eventos y se analizaron utilizando el software FlowJO V.10.0.7r2.
Se utilizé el anticuerpo secundario Cy5 como control de isotipo. Las graficas representan los datos
numeéricos obtenidos por densitometria del wester blot y por IMF. Los valores se expresan como dpp
(dots per point) y como IMF (intensidad media de fluorescencia) y se representan por la media +
desviacion estandar (SD). *p <0,05, n=3.

Al realizar el fraccionamiento subcelular se observé que la MMP-14 se localiza
principalmente en el citosol y la membrana, importantemente se observa un aumento en
la expresion de la forma activa en la fraccion de membrana de las células AGSCLDNG6
(figura 16). Este incremento, junto con el aumento en la expresién de claudina-1, sugiere

que MMP-14 y claudina-1 podrian estar participando en la activacion de MMP-2.
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Figura 16. Expresion de MMP-14 en fracciones subcelulares de AGSCLDN6 y AGSCLDN9. El
analisis por Western blot muestra la expresion de MMP-14 en la fraccion de membrana, la a-actina se
utilizé6 como control de carga. El histograma representa los datos huméricos obtenidos por densitometria
del wester blot, los valores son expresados en dpp (dots per point) y son representados por la media
desviacién estandar (SD) *p <0,05, n=3.
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6.5 Interaccion de claudina-1 con MMP-14 en las células AGS que sobreexpresan a
claudina-6.

Tomando en cuenta que la MMP-14 es indispensable para la activacion de la MMP-2
en la superficie celular junto con otras moléculas que se encargan de reclutar a proMMP-
2 como TIMP-2, nosotros proponemos que claudina-1 funciona como un reclutador de
MMP-2 en la superficie celular y que, junto con MMP-14, promueve la activacion de
proMMP-2. Para comprobar nuestra hipétesis, se determiné si claudina-1 co-localiza con
MMP-14. Como se muestra en la figura 17, claudina-1 y MMP-14 co-localizan en las
células AGSCLDNG. Estos resultados sugieren que ambas proteinas estan en suficiente

cercania para formar un complejo que active ala proMMP-2.

Figura 17. Co-inmunoprecipitaciéon de claudina-1 con MMP-14 en células AGSCLDNG6. El “input’
representa el control positivo para cada inmunoprecipitado y fue obtenido del lisado celular antes de haber
afiadido el anticuerpo primario anti-claudina-1, a-actina fue utilizado como control de carga.
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6.6 Silenciamiento de claudina-1 y su efecto en la actividad de MMP-2 asi como en

la migracion e invasividad de las células AGS transfectadas.

Para corroborar el papel de claudina-1 en la activacion de MMP-2 se llevé a cabo el
silenciamiento de claudina-1 a través de un siRNA especifico. La eficiencia de
transfeccion se comprobé mediante la observacion por microscopia confocal de un
siRNA control acoplado a fluoresceina (figura 18a) y por ensayos de western blot (figura
18b).

Para determinar el efecto del silenciamiento de claudina-1 en la actividad de MMP-2 se
obtuvieron los medios condicionados de las células AGS que sobreexpresan a claudina-
6 y -9. Los datos obtenidos por zimografia mostraron que el silenciamiento de claudina-1
disminuye la actividad de MMP-2 presente en los medios condicionados de las células

que sobreexpresan a claudina-6 y -9 (figura 19).
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a)

b)

Figura 18. Eficiencia de transfeccién de un siRNA comercial especifico para claudina-1. a) Imagenes
obtenidas por microscopia confocal de las células AGSCLDN6 y AGSCLDNOtransfectadas de forma
transitoria con un siRNA control acoplado a fluoresceina en el cual se observa en el citoplasma de las
células, se utilizé DAPI para tefir los nucleos. b) Analisis por ensayos de Western blot de la expresion de
claudina-1 en las células AGS que se transfectaron con el SiRNA especifico. Se utilizd a-actina como

control de carga.
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Figura 19. Efecto del silenciamiento de claudina-1 en la actividad de MMP-2. Los zimogramas fueron
realizados con sobrenadantes de cultivo en ausencia de SFB por 24hrs, de las células AGS que
sobreexpresan a claudina-6 y -9. El histograma muestra la actividad de MMP-2 en dpp (dots per point) *p
<0,05, n=3.

De acuerdo a lo anterior se evaluo el efecto del silenciamiento de claudina-1 en células
AGSCLDN6 y AGSCLDN9 en procesos de migracion e invasividad, para lo cual se
realizaron ensayos con insertos cubiertos con matrigel y ensayos de regeneracion de

herida de las células AGS que sobreexpresan a claudina-6 y -9.
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Como se puede observar en la figura 20 es muy claro que las células que sobreexpresan
a claudina-6 y -9 muestran significativamente una alta invasividad en comparacién con
las células que no fueron transfectadas. Interesantemente al silenciar a claudina-1 en
éstas células se observa una disminucion en la invasividad celular, similar a lo que
mostraron las células que no fueron transfectadas. El silenciamiento de claudina-1 indujo
un efecto similar en la migracion de las células AGSCLDNG y AGSCLDNO9 (figura 21), en
donde se observa que la tasa de reparacion fue claramente mas lento después de las
10hrs en comparacion con las células que no fueron transfectadas con el siRNA. Estos
resultados sugieren claramente que claudina-1 esta fuertemente involucrada en el
aumento de la invasividad de las células AGSCLDN6 y AGSCLDN9, a través de la
activacion de MMP-2 probablemente junto con MMP-14.
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Figura 20. Efecto del silenciamiento de clauidna-1 sobre la invasividad. Las células AGSCLDNG y
AGSCLDN9 fueron transfectadas con el SiRNA para claudina-1, se sembraron en insertos cubiertos con
matrigel por 30hr, las células que invadieron fueron contadas tomando 3 campos al azar. El histograma
representa los datos numéricos de todos los experimentos, los valores son expresados como numero de
células por campo y son representados por la media * desviacion estandar (SD) *p < 0.05, n=3.
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Figura 21. Efecto del silenciamiento de claudina-1 sobre la migracion celular. Las células
AGSCLDNG6 y AGSCLDN9 fueron transfectadas con el SiRNA para claudina-1, se cultivaron en placas de
6 pozos y la herida se realizd utilizando una punta de 200ul. La migraciéon celular fue observada a
diferentes tiempos.

6.7 Inhibicion de vias de sefializacion p38 MAPK, ERK 1/2, PKC y su efecto en la
expresiéon de claudina-1' y MMP-2.

Previos estudios han reportado que la expresion de algunas claudinas asi como la
activacion de algunas MMPs esta regulada por vias de seinalizacion como p38 MAPK,
ERK 1/2 y PKC las cuales han sido involucradas en el mantenimiento, entre otros
procesos, de la proliferacion celular. Para investigar si las vias de ERK 1/2, p38 MAPK
y/o PKC participan en la regulacion de la expresion de claudina-1 y su relacién con la
activaciéon de MMP-2 en las células AGSCLDN6 y AGSCLDNY, se realizaron ensayos
utilizando inhibidores especificos contra éstas vias de sefalizacion (U0126 inhibidor de
MEK 1/2, SB202190 inhibidor de p38, G66976 inhibidor de PKC) y se analizo la
expresion de claudina-1 y MMP-2 mediante ensayos de Western blot. Los resultados
muestran que los inhibidores de MEK 1/2 y p38 no tienen efecto sobre la expresién de
claudina-1 (figura 22a y b) ya que no se observa algun cambio significativo en los niveles
de proteina en las células AGSCLDNG6 y AGSCLDNS; por el contrario, al inhibir la via de
PKC (figura 22c) hubo una disminucion en la expresion de ésta claudina en las células
AGS que sobreexpresan a claudina-6 lo cual nos sugiere que esta via podria estar
regulando la expresidon de claudina-1, lo que correlaciona con lo reportado en diversos
estudios en los que se ha mostrado que la expresion de algunas caudinas puede
regularse via PKCs.

En la figura 23, los resultados muestran que el inhibidor de la via de p38 disminuye la
expresion de MMP-2 en las células que sobreexpresan a claudina-6, por el contrario, al
inhibir las vias de ERK 1/2 y PKC no se observa cambio significativo en la expresion de
ésta metaloproteasa, por lo cual podemos sugerir que la via de sefializacién de p38

probablemente regule la expresion de MMP-2, similar a lo ya reportado para MMP-9 en
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d%rjde la produccién de ésta es regulada por la via de p38.

b)

Figura 22. Expresion de claudina-1 en células AGSCLDN6 y AGSCLDN9 tratadas con inhibidores
especificos de las vias de sefializacién ERK 1/2, p38 MAPKs y PKC. a) Las células fueron tratadas
con inhibidores para MEK 1/2 (U012610uM), (b) para p38 (SB202190 10uM) y (c) para PCK (Go6976
1uM) por 1hr, posteriormente fueron tratadas con EGF 200ng/ml y PDBU (2X 107 M) y se incubaron por
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3h y 30 min respectivamente. Se realizd el analisis por western blot de la expresion de claudina-1. Se
utilizé a-actina como control de carga, n=2.

a)

b)

Figura 23. Expresion de MMP-2 en células AGSCLDN6 y AGSCLDN9 tratadas con inhibidores
especificos de las vias de sefalizacion ERK 1/2, p38 MAPKs y PKC. Las células fueron tratadas con
inhibidores a) para MEK 1/2 (U012610uM), (b) para p38 (SB202190 10uM) y (c) para PCK (Go6976 1uM)
por 1hr, posteriormente fueron tratadas con EGF 200ng/ml y PDBU (2X 10”7 M) y se incubaron por 3h y 30
min respectivamente. Se realizé el analisis por western blot de la expresion de claudina-1. Se utilizé a-
actina como control de carga, n=2.

57




Claudina-6 regula la activacion de MMP-2 en células de Adenocarcinoma gastrico humano (AGS)

Posgrado en Ciencias Bioldgicas UNAM 2017

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de claudina-6 induce una probable
regulacion de la expresion de claudina-1 a través de la via de PKC y de MMP-2 a través

de la via de p38.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Las Uniones Estrechas son importantes reguladoras de la polaridad y permeabilidad
paracelular de los epitelios, ademas estan involucradas en la regulacion de las funciones
celulares como proliferacién, diferenciacion y apoptosis a través de la capacidad de las
proteinas de las UE para reclutar moléculas de sefalizacion y de citoesqueleto que se
encargan de modular estas funciones®. Las claudinas son consideradas como los

componentes principales de las UE, y se expresan de manera tejido especifico®’.

Un creciente conjunto de datos indica que la expresién de claudinas se encuentra
alterada (disminuye o aumenta) en numerosos canceres epiteliales incluyendo
adenocarcinoma gastrico®”. En particular, la desregulacion de la expresion de claudinas
y/o la distribucion celular tiene un potencial inherente de alterar la homeostasis celular
comprometiendo la integridad de la barrera, selectividad de carga y polaridad del epitelio
la cual esta asociada con el desarrollo del cancer. En este sentido, se ha reportado que
la expresion incrementada de claudinas puede promover la progresidon tumoral a través
de un efecto positivo sobre la migracion celular, invasion y metastasis. A pesar de ello no
es claro el papel que ejercen las claudinas cuando estan sobreexpresadas en diferentes

tipos de cancer®®®,

La invasion celular es un paso crucial en el inicio de la metastasis. Durante este proceso
las células individuales se desprenden del tumor primario e invaden las células
adyacentes sanas®. Esto se lleva a cabo mediante la degradacién de la matriz
extracelular y las membranas basales, lo cual es dirigido por la secrecion de varias
enzimas principalmente las metaloproteasas de matriz -2 y -9%%° las cuales se
encuentran sobreexpresadas en muchos tipos de cancer. Diversos estudios han
reportado a las claudinas como reguladores de las metaloproteasas de matriz de
membrana y activadores de las proMMPs®8. Por otro lado, la expresién incrementada
de claudina-6 y -9 en biopsias de adenocarcinoma tipo difuso se han asociado con un

mal prondstico®’. Estas observaciones se confirmaron en un estudio previo en donde se
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mostro en las células AGS (adenocarcinoma gastrico humano) transfectadas con
claudina-6 y -9 una mayor capacidad invasiva y tasa de proliferacion®. Asi mismo
reportamos que la sobreexpresion de claudina-6 induce un incremento en la actividad de
MMP-2. Del mismo modo mostramos que la expresion enddgena de claudina-1 aumenta

en las células AGS que sobreexpresan a claudina-6.

7.1 Parte 1. Expresion y localizacion de claudina-1 en las células AGS
transfectadas.

Dado lo anterior, una de las principales contribuciones de la primera parte del presente
trabajo fue haber confirmado con nuestros resultados que la expresion de claudina-1 no
solo incremento en las células AGS que sobreexpresan a claudina-6, sino que ademas
el aumento es especifico para ésta isoforma, y que la expresion de ésta claudina se
observé principalmente a nivel de membrana celular. Estos datos concuerdan con lo
reportado por algunos autores en donde muestran la sobreexpresion de claudina-1 en
distintos tipos de cancer como cancer de colon, estomago, prostata, ovario entre otros*
91 Por su parte Huang et. al. 2014 demostraron que al suprimir la expresién de
claudina-1 en diferentes lineas celulares de cancer gastrico se inhibié la migracion,
invasion y formacién de colonias en un modelo “in vitro” y la metastasis “in vivo”%%. Asi
mismo Shiozaki et. al. 2014 reporto que la caida de claudina-1inhibe significativamente
la proliferaciéon, migracion, invasion de células de adenocarcinoma gastrico humano
MKN28'®.  Sappayatosok K. 2015 encontré que claudina-1 se sobreexpresa en
carcinoma escuamoso oral y se asocid con la presencia de invasion perineural

microscoépica, invasion vascular, metastasis ganglionar y estadio clinico avanzado'®.

Nuestros resultados demostraron que, en cancer gastrico claudina-1 esta fuertemente
asociada con invasion celular y metastasis las cuales son etapas avanzadas en la
progresion del cancer, por lo que no se descarta la posibilidad de ser utilizada como
biomarcador para el prondstico o para la recurrencia predictiva de cancer gastrico o

incluso como una herramienta para distinguir y/o confirmar el diagndstico patolégico.
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7.2 Parte 2. Expresion de MMP-2 y MMP-14 y su interaccion con claudina-1 en las
células AGS que sobreexpresan a claudina-6.

Por otro lado, el hecho de que claudina-1 se localice en la membrana celular nos sugiere
que probablemente se encuentra interaccionando con alguna molécula extracelular que
esté involucrada en la invasividad como MMP-2, sin embargo, no se sabe nada acerca
del mecanismo a través del cual esto se lleva a cabo. Es por ello que en este trabajo el
principal objetivo fue dilucidar si claudina-1 participa en la invasion celular y migracion a
través de la activacion de MMP-2 en la linea celular de adenocarcinoma gastrico
humano (AGS). Por lo cual , una de las grandes contribuciones de la segunda parte del
trabajo fue que mostramos claramente que claudina-1 y proMMP-2 co-precipitan en las
células AGS que sobreexpresan a claudina-6 y que la expresion de proMMP2 se ve
incrementada a nivel de citosol, esto nos hizo sugerir que mas tarde sera secretada y
activada en el medio extracelular, para después formar complejos con claudina-1 la cual
se encuentra en la membrana celular. Estos datos son similares a lo reportado por
Miyamori et. al. 2001 en donde demostré que claudina-1 puede reclutar y promover la
actividad de proMMP-2 en células de rifidn embrionarias 293T"°. Asi mismo, Chang-
Hwan 20098, Dhawan et al. 2005”" y Oku et al. 2006'"2, encontraron que al silenciar
claudina-1 en células de carcinoma hepatocelular, carcinoma escuamoso oral y

adenocarcinoma colorectal, respectivamente, disminuyo la actividad de MMP-2.

La activacién de MMP-2 esta mediada por una gran variedad de moléculas incluyendo a

TNF-a'® y receptores AT1'% 107,108,

, asi como por MMP-14 unida a la membrana celular
En este ultimo modelo se sugiere la formacion de un complejo ternario entre proMMP-2,
TIMP-2 y MMP-14 (MT1-MMP) en donde subsecuentemente proMMP-2 en éste
complejo es cortada por una molécula de MMP-14 libre para generar una forma
intermediaria activa de MMP-2. De esta forma las concentraciones focales de MMP-14
son un factor regulatorio para la activacion de MMP-2. Otra de las principales
contribuciones de esta tesis fue que mostramos un aumento en la expresion de MMP-14

activa en la membrana de las células AGS favorecido por un mecanismo desconocido
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por la sobreexpresion de claudina-6. Esto se ha observado en células cancerosas que
expresan ADAM12 y la integrina aVB3 en la superficie celular que reclutan a MMP14
endoégena a la membrana celular y regulan la funcién enzimatica'®. También se ha
reportado que MMP-14 regula la migracion e invasion celular en carcinoma

"% v en cancer de pulmon de células no pequefias’'’. Asi mismo nuestros

nasofaringeo
resultados también mostraron la co-precipitacion de claudina-1 con MMP-14 en las
mismas células. Sabemos que la MMP-14 es indispensable para la activacion de la
MMP-2 en la superficie celular junto con otras moléculas que se encargan de reclutar a
proMMP-2 como TIMP-2. De acuerdo a lo anterior, nuestra mayor contribucién de este
trabajo es haber propuesto dos eventos: 1) que claudina-1 podria funcionar como un
reclutador de MMP-2 y que, junto con MMP-14 promuevan la activacion de MMP-2 en la
superficie celular, o 2) que claudina-1 funcione como una proteasa de membrana, tal
como lo describieron Miyamori y colaboradores en 2001 en donde demostraron que

claudina-5 funciona como una proteasa de membrana activadora de MMPs’®.

El mecanismo exacto de como claudina-1 se une a estas enzimas y que funcion tiene en
este complejo aun esta por ser dilucidado, sin embargo, nuestros datos podrian dirigirse
hacia ambas propuestas ya que, estudios previos de nuestro equipo de trabajo
demostraron por analisis bioinformaticos de alineamientos de secuencias de claudina-1,
MMP-2 y MMP-14 que un fragmento de la secuencia proteica del dominio extracelular 1
de claudina-1 es similar a una regidén del dominio carboxilo terminal de pro-MMP-2,
region por la cual interactua con TIMP-2 y quien es el reclutador de proMMP-2; mientras
que una region del dominio extracelular 2 de claudina-1 es parecido a una parte del
dominio catalitico de MMP -14, esto resulta interesante por el hecho de que el dominio
catalitico de esta metaloproteasa de membrana y de otras de la misma familia tienen la
capacidad de romper el enlace peptidico Asn37-Leu38 de proMMP-2 en solucion en
ausencia de TIMP-2 para asi activar a MMP-2"°. Estos datos nos podrian ayudar a

detallar el mecanismo de activacién de MMP-2 mediado por claudina-1.
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7.3 Parte 3. Silenciamiento de Claudina-1y su efecto en la migracion e invasividad.

Previamente se demostré que la actividad de MMP-2 se ve incrementada en las células
que sobreexpresan a claudina-6. Ahora reportamos que este aumento esta dado por
claudina-1, por lo cual nuestro fin fue corroborar el papel de claudina-1 en procesos de
migracion e invasividad en éstas células utilizando un siRNA para silenciar la expresion
de claudina-1. Por lo cual, la principal contribucion de la tercera parte del trabajo fue
demostrar que al inhibir la expresion de claudina-1 en las células AGS que
sobreexpresan a claudina-6 la capacidad invasiva y la migracion se ven disminuidas;
estos datos concuerdan con lo reportado por Chang-Hwan Yoon et. al. 2010 en donde
muestran que el silenciamiento de claudina-1 en células de hepatocarcinoma humano
inhibe completamente la invasion celular mientras que la sobreexpresion de claudina-1
claramente induce un aumento en la expresion de MMP-278. Asi mismo en otro estudio
se demostré que claudina-1 induce un comportamiento invasivo en células de cancer de
higado y de mama a través de MMP-9''3. Nuestros datos confirman que claudina-1
regula de manera positiva la invasividad y migracion de las células a través de la
activacién de MMP-2.

Por otro lado, mostramos que en las células AGS que sobreexpresan a claudina-9 hay
un incremento en la expresion de MMP-2 y de MMP-14 ésta ultima en la membrana
celular y que al silenciar a claudina-1 disminuye la invasion y migracion celular, sin
embargo, no se observo co-precipitacion de MMP-2 con claudina-1 ni de claudina-1 con
MMP-14, y principalmente no se encontré6 aumento en la actividad de MMP-2 en estas
células (dato obtenido en un estudio previo) por lo tanto, podemos sugerir que claudina-9
esta induciendo la invasion y migracion celular por un mecanismo diferente al de MMP-2
en donde probablemente estan involucradas otras moléculas que estan modificando la

expresion de MMP-2 y MMP-14 pero no su activacion.

Nuestros resultados sugieren fuertemente que el aumento de la expresiéon de claudin-1

promueve un aumento de la actividad de MMP-2 e incrementa la migracion y la
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invasividad celular. En conjunto, estos datos muestran una cascada de eventos iniciados
por la expresion en la membrana celular de claudina-1 (mediada por claudin-6) que
interactua con la proMMP-2 promoviendo asi su activacion junto con MMP-14, que a su
vez inducen la metastasis, proceso que requieren mayor migracion celular e invasividad.
Se requiere realizar estudios futuros en donde se establezca la funcidn exacta de
claudina-1 en este mecanismo de activacion, de acuerdo a las dos propuestas antes
mencionadas y analizando si existe interaccion biologica entre los dominios encontrados

en el analisis de alineamientos de secuencia.

7.4 Parte 4. Inhibicién de las vias de sefalizacion p38MAPK, ERK 1/2, PKC y su

efecto en la expresion de Claudina-1y MMP-2.

Durante la sefalizaciéon celular los estimulos son transmitidos via cascada de
sefalizacion a la molécula efectora para orquestar las respuestas celulares deseadas.
Sin embargo, las vias de sefializacion celular a menudo estan interconectadas para
formar redes de sefalizacion complejas y pueden ser iniciadas por diversos
mecanismos, incluyendo la estimulacion de los receptores de factores de crecimiento,
las interacciones célula-matriz y/o los contactos célula-célula®. En este sentido se ha
reconocido en investigaciones recientes que miles de proteinas de sefalizacion y las
vias de transduccion residen en las uniones estrechas e interactuan con sus proteinas
constituyentes®. Reportes previos han mostrado que la expresién de algunas claudinas
asi como la actividad de algunas MMPs esta regulada por diferentes vias de
sefalizacion, teniendo efecto sobre procesos invasivos y metastasicos. Esto se ha
observado en células de melanoma, en donde la activacion de la via de PKC incrementa
la expresidn de claudina-1 mientras que la sobreexpresion de esta claudina correlaciona
con un incremento en la activacion y secrecién de MMP-2 asi como en la migracion e
invasion de estas células''*. Similarmente, se ha reportado que la sobreexpresion de
claudina-1 en células de carcinoma hepatocelular induce TEM via c-Abl/Raf/Ras/ERK
promoviendo el cancer''™®. También en células de cancer pancreatico se demostrd que la
activaciéon de la via p38 MAPK induce la expresiéon de MMP-2 y la invasion de estas

células''®. Nosotros investigamos si las vias de ERK 1/2, p38 MAPK y PKC participan en
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la regulacion de la expresion de claudina-1 y su relacion con la activacion de MMP-2 en
las células AGS que sobreexpresan a claudina-6 y -9. La gran contribucion de esta
cuarta parte de ésta tesis fue que al inhibir la via de PKC hubo una disminucién en la
expresion de claudina-1 mientras que al inhibir via de p38 disminuyd la expresion de
MMP-2, interesantemente en las células AGS que sobreexpresan a claudina-6. Por lo
anterior sugerimos que la sobreexpresion de claudina-6 induce una probable regulacién
de la expresion de claudina-1 a través de la via de PKC, y de MMP-2 a través de la via
de p38, y que éstas a su vez modifiquen procesos como proliferacion celular e influyan

en el aumento en la migracién y capacidad invasiva de estas células.
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8. CONCLUSIONES

En conjunto, los datos obtenidos en esta tesis demostraron que claudina-1 regula la
activacion de MMP-2 asi como la invasividad y migracion de las células AGS
(adenocarcinoma gastrico humano) que sobreexpresan a claudina-6, dado que la
expresion de claudina-1 enddgena incrementd y se observd principalmente a nivel de
membrana celular, ademas ésta claudina co-precipit6 con MMP-2 y MMP-14 y co-
localizé con MMP-2. Por otro lado, la expresion de MMP-2 asi como de MMP-14 se vio
incrementada a nivel de citosol y membrana celular, respectivamente. Asi mismo, el
silenciamiento de claudina-1 disminuyd la actividad de MMP-2 e inhibid la migracion y la
invasividad celular. Finalmente, la inhibicion de las vias de PKC y p38 MAPK
disminuyeron la expresion de claudina-1 y de MMP-2, respectivamente. La importancia
de claudina-1 en la regulacién de procesos invasivos en células de cancer gastrico abre
nuevas opciones para desarrollar nuevas terapias anticancer, como generar
biomarcadores que puedan ser utilizados para prondstico, diagndstico o como

herramienta de deteccion temprana.

En la siguiente imagen se presenta el modelo propuesto para explicar cdmo se lleva a
cabo la activacion de MMP-2 a través de claudina-1 mediado por claudina-6 de acuerdo

a los resultados de este trabajo.
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Figura 24. Efecto de la sobreexpresiéon de claudina-6 en células AGS. La sobreexpresion de claudina-
6 induce el aumento de la expresion enddégena de claudina-1 en la membrana celular, esta a su vez
promueve un incremento en la expresion de MMP-2 y MMP-14 en el citosol y en la membrana
respectivamente, ambas metaloproteasas co-inmunoprecipitan con claudina-1 y finalmente se induce un
incremento en la actividad de MMP-2 asi como en la migracién e invasividad de las células AGS. El
silenciamiento de claudina-1 disminuye la actividad de MMP-2 e inhibe la migracion e invasividad de éstas
células.
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Figura 25. Modelo propuesto para la activaciéon de MMP-2 a través de clauidna-1 en células AGS
gue sobreexpresan a claudina-6. a) Claudina -1 se une a través del dominio extracelular 2 al sitio activo
de MMP-14, pro-MMP -2 es reclutada del espacio extracelular y se une via su dominio c-terminal al
dominio extracelular 1 de claudina -1, una molécula de MMP-14 libre que se encuentra en cercania puede
cortar el propéptido de pro-MMP-2 liberando la enzima activa al espacio extracelular. b) Claudina-1 se une
a través del dominio extracelular 2 al sitio activo de MMP-14, proMMP-2 es reclutada del espacio
extracelular y se une al dominio extracelular 1 de claudina-1, proMMP-2 puede ser activada mediante el
dominio extracelular 2 de claudina-1 liberandola al espacio extracelular.
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9. PERSPECTIVAS
* Determinar si existe interaccion directa entre claudina-1 y MMP-2 o MMP14.

* Determinar si esta interaccion es a través de los sitios obtenidos por el analisis

bioinformatico de claudina-1.

* Analizar si estos sitios tienen actividad biolégica y si son los que llevan a cabo la
activacién de MMP-2.

* Analizar los niveles de TIMP-2 en el medio extracelular.

* Analizar otras moléculas de las vias de sefalizacion PKC y p38 MAPK tanto rio

arriba como rio abajo.
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Fig. 10. Co-immunoprecipitation of claudin-1 with MMP-14 in claudin-6 transfected
AGS cells. Input represents a sample control of the cell lysate before the specific anti-
claudin-1 antibody was added. a-actin was used as loading control.

2.8. Gelatin zymography

Production of MMPs in claudin-1 overexpressing cells was analyzed
by gelatin zymography. Sub confluent cells (about 70% confluence)
were washed, replenished with serum-free Dulbecco's modified Eagle's
medium, and incubated for 24 h. In all, 20 ml of serum-free condi-
tioned medium were mixed with SDS sample buffer without reducing
agents, and applied to 10% polyacrylamide gels copolymerized with
1 mg/ml gelatin. Gels were washed in 2.5% (v/v) Triton X-100 for 2 h
at room temperature to remove SDS, rinsed twice with water, and then
incubated in developing buffer (50 mm Tris-HCl, pH 7.5, 0.2 m NaCl,
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