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. RESUMEN
El cancer de ovario (CaOv) es el sexto cancer ginecolégico mas frecuente y

ocupa cerca del 5% del total de nuevos casos de cancer en mujeres. En el
CaOv, alrededor del 35% de las pacientes en etapas avanzadas (etapa Ill o
etapa 1V), pueden presentar ascitis. El liquido ascitico (LA) funciona como un
microambiente tumoral debido a la presencia de células malignas, células NK,
fibroblastos, adipocitos, células mesoteliales, macrofagos y células T; las
cuales liberan ciertas citocinas y factores de crecimiento que inducen la
Transicién Epitelio-Mesénquima (TEM) de las células. En este proceso, el
comportamiento metastasico se asocia con una perdida de fenotipo epitelial y
uniones epiteliales disminuidas o ausentes, que resultan en cambios en la
polaridad y reduccion de las adhesiones celulares.

En nuestro grupo de investigacion, se analizo la linea celular tumoral SKOV-
3 en presencia de LA, observando cambios morfologicos que sugieren que la
TEM esté ocurriendo en estas células; por esta razén, se evaluaron algunas
proteinas de las uniones intercelulares (Uls) como marcadores de esta
transicion. Sin embargo, a la fecha no se ha caracterizado que tipos de Uls
presentan estas células y como se ven afectadas en presencia de LA de
pacientes con cancer de ovario epitelial. Por lo anterior, se decidié evaluar la
expresion de mRNA y proteinas que conforman las UEs, UAs y Dsm en
células SKOV-3, en presencia y ausencia de LA. Ademas, se observo por
microscopia electrénica de transmisién con tincidon de rojo rutenio, el tipo de
Uls que forman. Se encontré que las células SKOV-3 expresaron todos los
MRNA analizados en condicién control y de induccion con LA, a diferentes
tiempos. Mediante microscopia electrénica y microscopia confocal se
observd que en condiciones confluentes de cultivo estas células forman
uniones estrechas y desmosomas. Sin embargo, solo una proporcion minima
de estas células en medio y LA, presentan la expresion de proteinas de las
UAs con una distribucion irregular. Finalmente, se confirmé la capacidad de
las células SKOV-3 para formar UEs y Dsm por la expresion y localizacion
membranal de las proteinas ocludina, ZO-1y Dsg 2.
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. ABSTRACT
Ovarian cancer (CaOv) is the sixth most common gynecological cancer and

occupies about 5% of all new cases of cancer in women. In CaOv, about 35%
of patients in advanced stages (stage Il or stage IV), may produce ascites.
The ascitic fluid (AF) functions as a tumor microenvironment due to the
presence of malignant cells, NK cells, fibroblasts, adipocytes, mesothelial
cells, macrophages and T cells, which release certain cytokines and growth
factors that induce the Epithelium-Mesenchymal Transition (EMT) of the cells.
In this process, metastatic behavior is associated with a loss of epithelial
phenotype and diminished or absent epithelial junctions that result in changes
in polarity and reduction of cell adhesions.

In our research group, the tumor cell line SKOV-3 was analyzed in the
presence of AF, observing morphological changes that suggest that EMT is
occurring in these cells. For this reason, some proteins of the intercellular
junctions (1Js) were evaluated as markers of this transition. However, the
types of 1Js present in these cells, as well as how they are affected in the
presence of AF from patients with epithelial ovarian cancer have not been
characterized to date. Therefore, we decided to evaluate the expression of
some mMRNA and proteins that comprise TJs, AJs and Dsm in SKOV-3 cells,
in the presence and absence of AF. By transmission electron microscopy with
red ruthenium stain, the type of IJs that these cells form was also observed.
SKOV-3 cells expressed all the mRNA analyzed in the control condition and
under induction with AF, at different times. Moreover, it was found by electron
and confocal microscopy, that these cells form TJs and Dsm in confluent
cultures conditions. However, only a minimal proportion of these cells, both in
medium and AF condition, had the expression of proteins of the AJs with an
irregular distribution. Finally, the ability of SKOV-3 cells to form TJs and Dsm
is confirmed by the expression and membrane localization of the proteins
occludin, ZO-1y Dsg 2.
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1. INTRODUCCION
3.1 Generalidades de Cancer de ovario

En México, el cancer de ovario (CaOv) ocupa el tercer lugar de incidencia
entre los tumores ginecoldgicos con 2315 casos al afio, después del cancer
cervicouterino. Aunque es menos frecuente que el cancer de mama y el
cancer cervicouterino, en proporcion el CaOv presenta una alta tasa de
mortalidad (GLOBOCAN, 2012).

Alrededor de 65% de las mujeres mueren dentro de los primeros 5 afios de
diagndstico, debido a que el diagnostico se da en etapas avanzadas (Il y V)
de la enfermedad. La mayoria de los casos se diagnostican en mujeres de
entre los 40 y 59 afios de edad. No obstante, hay un nimero significativo de
casos desde los 30 afios (Gallardo-Rincén, D., 2016).

La edad es considerada el factor de riesgo mas importante para desarrollar
CaOv, con una incidencia del 80% en mujeres post-menopausicas. Otros
factores de riesgo de tipo hormonal incluyen la menarca temprana, la
menopausia tardia, la nuliparidad, el uso de terapia de remplazo hormonal, la
infertilidad, sindrome de ovario poliquistico y endometriosis. Por otro lado, el
tabaquismo, una alimentacion basada en ingesta de grasas y sobrepeso son
importantes factores de riesgo (La Vecchia, C., 2017; Gallardo-Rincén, D.,
2016).

Ademas, cuando existe un patrén hereditario consistente en que haya dos
miembros en la familia en linea directa con cancer de mama u ovario, y en
donde ademés se demuestre la mutacion del gen BRCA 1 6 2, el riesgo se
incrementa entre 35 a 45% en el caso del gen BRCA 1, y en 15 a 25% en el
gen BRCA 2 (Gallardo-Rincon, D., 2016).

Existen diversos tipos de CaOv de acuerdo al tipo celular de origen: de
células epiteliales, que representan de 85 a 95% de los casos en mujeres
mayores de 50 afos; de células estromales, de 5 a 8% en mujeres de
cualquier edad; y de células germinales, de 3 a 5% en mujeres jovenes de 15
a 19 afos (Roett et al., 2009).



3.2 Microambiente tumoral
El microambiente tumoral juega un papel muy importante en los cambios de
expresion de las Uls y la ganancia de movilidad. Dicho microambiente es
proporcionado por diferentes tipos celulares adyacentes al tumor que liberan
citocinas o factores de crecimiento que promueven la progresion del tumor,
diseminacién del cancer y evasion de la respuesta inmune (Worzfeld et al.,
2017).
Particularmente, el liquido de ascitis puede funcionar como un microambiente
en diferentes patologias. La ascitis es la acumulacion excesiva de liquido en
la cavidad peritoneal y es causada por varias patologias, como son: cirrosis
hepatica (81% de los casos), fallo cardiaco (3%), tuberculosis (2%) vy
malignidades (10%). Sin embargo, la composicion del liquido ascitico
depende de la enfermedad al que esté asociado.
El principal tipo de cancer que se asocia con la produccion de ascitis es el
CaOv, en el 38% de los casos (Kipps et al., 2013).
La presencia de ascitis es un signo de enfermedad avanzada y mal
pronadstico, con solo el 11% de los pacientes que sobreviven mas de 6 meses.
En el cancer de ovario epitelial (COE) la mayoria de las pacientes con etapas
avanzadas (etapa lll o etapa IV) pueden presentar ascitis, sin embargo se
considera un factor pronéstico independiente del tiempo de recaida,
sugiriendo que la presencia de ascitis no se limita a ninglin subtipo
histolégico especifico (Lopez et al., 1996). La presencia de ascitis provoca la
acumulacion de liquido, causando dolor, saciedad temprana, afecciones del
sistema respiratorio, gastrointestinal y urinario (Kipps et al., 2013).
En el COE, se sabe que el LA funciona como un microambiente tumoral
debido a la presencia de células malignas, células NK, fibroblastos,
adipocitos, células mesoteliales, macrofagos y células T, las cuales liberan
ciertas citocinas como son la IL-6, TGF-B involucrados en proliferacion
celular, invasion y metastasis, IL-8, EGF y VEGF involucrados en
angiogénesis y acumulacion de ascitis. En consecuencia, estas moléculas al

ser liberadas pueden llegar a ser importantes factores de induccién de la



TEM de las células tumorales y tener un efecto sobre las proteinas de las Uls
(Worzfeld et al., 2017).

3.3 Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM)
Algunas de las proteinas de las Uls son consideradas marcadores de la
Transicién Epitelio Mesénquima (TEM) (Kalluri & Weinberg, 2009). Cambios
en la expresion de la proteina cadherina son indicativos de la plasticidad
fenotipica que ocurre en dicho proceso, durante el desarrollo embrionario,
especificamente la gastrulacién (Hudson et al., 2008). En este sentido, la
TEM se da por la transformacion de células epiteliales inmoviles a células
moviles e invasivas, la cual se acompafia de pérdida de contactos
intercelulares, mediado principalmente por E-cadherina y B-catenina y la
expresion de los factores de transcripcién Snail, Slug, Twist, Zeb, etc., que
regulan negativamente la expresion de proteinas de las Uls y, positivamente
la expresion de proteinas enriquecidas en células mesenquimales como N-
cadherina y vimentina. Sin embargo, un proceso similar es comun en cancer,
donde el comportamiento metastasico se asocia con una pérdida del fenotipo
epitelial y uniones epiteliales disminuidas o ausentes, que resultan en la
pérdida de polaridad y reduccion de las adhesiones celulares (Kalluri &
Weinberg, 2009).
Asi mismo, se ha reportado que la expresion de varias claudinas se ve
alterada en varios tipos de cancer, en comparacién con tejidos normales.
Ademas su baja expresion esta relacionada al dafio de las uniones estrechas
(UEs) durante la tumorogénesis (Osanai et al., 2017).
Los mecanismos moleculares responsables de la regulacion negativa de
éstas proteinas pueden darse a nivel de genes, transcripcional (metilacion de
promotores) o0 post-transcripcionalmente  (microRNAs), siendo mas
frecuentes las alteraciones por mutaciones genéticas (Boggetti & Niessen,
2012; Hudson et al., 2008; Osanai et al., 2017).



3.4 Adhesién celular y metéastasis
La capacidad metastasica de las células tumorales depende de la invasion al
mesotelio, el cual esta formado por capas de células mesoteliales
adyacentes a la membrana basal, que representan la primera linea de
defensa contra el CaOv y otros tipos de cancer metastasicos abdominales.
Las células tumorales se unen directamente a las células mesoteliales a
través de la integrina B1 y de CD44, dandose una sobrerregulacion de genes
mesenquimales (TWIST1 y ZEB1) y una desregulacion de genes epiteliales
(CDH1 que codifica para E-cadherina).
Esta desregulacion de E-cadherina induce una sobrerregulacién de la
integrina a5B1, que a su vez regula la union de las células tumorales a la
membrana basal.
Una vez que las células tumorales interacttan con el mesotelio,
sobreexpresan MMP-2 para degradar la membrana basal y ejercer fuerzas
mecanicas dependientes de miosina sobre las células mesoteliales,
alterando sus Uls para poder invadir al tejido conectivo subyacente (Worzfeld
et al., 2017).

3.5 Uniones intercelulares (UIS)
Las Uls son estructuras que ayudan a la formacion y mantenimiento de las
barreras epiteliales y endoteliales, permitiendo una comunicacién y cohesion
entre células (Niessen, 2007). Dichas estructuras, ayudan a la integridad de
las capas de células epiteliales que protegen a los organismos multicelulares
del ambiente externo y comprenden a las UEs, uniones adherentes (UAS) y
desmosomas (Dsm) (Schneeberger & Lynch, 2004). Las UEs y UAs delimitan
la membrana apical de la basolateral, estan implicadas en la funcion de
barrera e intercambio de iones en los epitelios y se asocian al cinturén de
actina continuo y circunferencial. Ambos complejos son altamente dinamicos,
incluso en epitelios completamente polarizados (Niessen, 2007). Mientras

gue los Dsm son uniones que regulan la cohesion intercelular, mediante el



acoplamiento de interacciones entre cadherinas desmosomales y la red de
filamentos intermedios del citoesqueleto (Kowalczyk & Green, 2013).

3.5.1 Uniones estrechas (UESs)

Las UEs (Figura 1) tienen dos funciones principales: la primera es la funcion
de puerta o barrera que regula el flujo de iones, moléculas y agua a través
del espacio paracelular, y la segunda es la funcion de defensa que ayuda a
mantener y establecer la polaridad celular mediante la redistribucion de
lipidos en la membrana plasmatica. Dichas uniones estan compuestas de
proteinas transmembranales como son las claudinas, ocludinas y JAMs (por
sus siglas en inglés, junctional adhesion molecules) y de proteinas
citoplasmicas de uniébn a actina como son las proteinas ZO (zonula
occludens) (Campbell et al., 2017).

Las claudinas son proteinas de 22 kDa esenciales para la formacion de las
UEs, que tienen 4 dominios transmembranales, 2 loops extracelulares y
extremos N- y C- terminal citoplasmicos que son diferentes en secuencia y
tamafio entre claudinas (Osanai et al., 2017). El primer loop extracelular
incluye varios aminoacidos cargados que regulan la selectividad de carga
paracelular (Colegio et al., 2002). El segundo loop regula la dimerizacién de
claudinas entre células para sellar de manera eficiente las uniones y
coordinar el transporte paracelular (Piontek et al., 2008). El extremo C-
terminal contiene un motivo PDZ que permite que las claudinas interactiien
con ZO-1; ademas dicho extremo interactia con varias vias de sefializacion
debido a que es rico en serina, treonina, y tirosina, presentando varios sitios
de fosforilacion (Itoh et al., 1999; Osanai et al., 2017; Roh et al., 2002).

La ocludina es una proteina de alrededor de 60 kDa, indispensable en el
ensamble de las UEs, la cual se conforma de 4 dominios transmembranales,
2 loops extracelulares y un extremo citoplasmico corto N-terminal y un C-
terminal largo. El primer loop regula la interaccion de ocludinas entre células
y contiene un alto contenido (~61%) de residuos de tirosina y glicina en su

secuencia; mientras que el segundo loop es necesario para la localizacién de



ésta proteina en las UEs y contiene varios residuos de tirosina (~18%)
(Furuse et al., 1993; Schneeberger & Lynch, 2004). Los extremos N- y C-
terminal son esenciales en la interaccion con otras proteinas, como ZO-1
para la funcion de barrera (Campbell et al., 2017).

Por otro lado, las proteinas de adhesion JAMs pertenecen a la superfamilia
de las inmunoglobulinas y estdn compuestas de un dominio extracelular con
2 loops tipo 1gG, una region de un solo paso transmembranal y un extremo
corto citoplasmico. ElI dominio extracelular regula la interaccion homofilica y
dimerizacion de las JAMs entre células, para estabilizar las UEs (Bazzoni et
al., 2000). Asimismo, se ha demostrado que la presencia de las JAMs en las
UEs incrementa la resistencia transepitelial y reduce la permeabilidad celular,
siendo importantes en la regulacion del ensamble de las uniones por su
interaccién directa o indirecta con ocludinas (Liu et al., 2000). También se ha
visto, que para mantener la funcion de barrera, las proteinas JAM reclutan
complejos de proteinas de polaridad celular (PAR-3 y PAR-6) y a ZO-1 para
establecer la polaridad apical y basolateral de las Uls (Ebnet et al., 2003).

Por otra parte, las proteinas de andamiaje zonula occludens (ZO) pertenecen
a la familia de proteinas MAGUK (por sus siglas en inglés, membrane-
associated guanylate kinase homologs) y son ZO-1, -2 y -3, contienen
motivos Unicos que no son compartidos con otros miembros de la familia y
presentan dominios PDZ y SH3 que regulan la interaccion con proteinas
especificas de las UEs (claudinas y JAMs) y UAs (afadina y a-catenina)
(Campbell et al., 2017).
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Figura 1. Representacion esquematica de los componentes
transmembranales de la estructura basica de las UEs. ZO-1y
Z0O-2 son importantes para el agrupamiento de claudinas y
ocludina, resultando en la formacion de las UEs. Las proteinas ZO
y cingulina proveen una interaccion directa con el citoesqueleto de
actina (modificado de Niessen, C. M. 2007).

3.5.2 Uniones adherentes (UAS)
Las UAs (Figura 2) son importantes para el inicio y mantenimiento de la
adhesion intercelular en una amplia variedad de tejidos y poblaciones
celulares. Estas estructuras altamente complejas contienen 2 subcomplejos:
el complejo nectina-afadina y el complejo cadherina-catenina, los cuales

determinan la fuerza y especificidad de las UAs (Niessen, 2007)j.

Complejo nectina-afadina
La proteina nectina pertenece a la familia de receptores de adhesion tipo IgG

gue consiste en 4 miembros: nectina-1 a -4, las cuales forman homodimeros



laterales que pueden formar interacciones homofilicas con otros miembros de
la familia o formar interacciones heterofilicas con proteinas relacionadas.
Consisten en un dominio extracelular con 3 loops tipo IgG, una regién
transmembranal y un dominio citoplasmico que contiene motivos PDZ que se
unen a afadina. Estas proteinas regulan la adhesion celular y facilitan el
establecimiento de la polaridad apical-basolateral (Campbell et al., 2017).
Afadina es una proteina de union a actina que une a nectina con el
citoesqueleto de actina, lo cual es esencial para la maduracion de las UAs.
Asi mismo, la interaccion de nectina con proteinas de polaridad celular (PAR-
3) asegura el establecimiento de la polaridad apico-basolateral (Campbell et
al., 2017).

Complejo cadherina-catenina

La superfamilia de cadherinas clésicas presenta alrededor de 20 miembros,
las cuales regulan la adhesién celular por su dimerizaciéon en cis con otras
cadherinas de la misma célula; y después del contacto con la célula vecina
se da la formacion de trans de dimeros con cadherinas de la otra célula, a
través del espacio paracelular, dando lugar a una fuerte adhesién célula-
célula (Campbell et al., 2017).

Las cadherinas forman un complejo con las cateninas (a-, B- y p120
catenina) por repetidos armadillos que estas Ultimas presentan en su
secuencia. Ademas, la interaccion de cadherina con p120 catenina es crucial
para la estabilidad de la superficie celular, por la regulaciéon del proceso de
endocitosis. Por otro lado, se sabe que la regulaciéon de la polimerizacion de
actina ocurre dentro o cerca de las UAs, siendo un proceso dependiente de

a-catenina o afadina (Campbell et al., 2017; Niessen, 2007).
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Figura 2. Representacion esquematica de los
componentes estructurales basicos de las
UAs. Las UAs se componen del complejo
cadherina-catenina y el complejo nectina-afadina
que interactuan con los filamentos de actina
(Modificado de Niessen, C. M. 2007).

3.5.3 Desmosomas (Dsm)

Los Dsm (Figura 3) refuerzan por medio de contactos puntuales la adhesion
intercelular, por ello son importantes en tejidos que experimentan estrés
mecanico, como son el miocardio, vejiga, mucosa gastrointestinal y piel
(Nelson & Elaine, 2010).

Los Dsm, se componen de glicoproteinas transmembranales (desmogleina y
desmocolina), pertenecientes a la superfamilia de cadherinas. Los dominios
extracelulares de las desmogleinas y desmocolinas regulan la interaccion
con la célula adyacente, mientras que su dominio citoplasmico interacciona



con las proteinas de la placa desmosomal que pertenecen a la familia de
proteinas armadillo y plaquina (Nelson & Elaine, 2010).

La proteina placoglobina, perteneciente a la familia de proteinas armadillo, se
une directamente a los dominios citoplasmicos de desmogleina y
desmocolina. Por otro lado, la proteina desmoplaquina que pertenece a la
familia de proteinas plaquina, interactia con placoglobina y otro subgrupo de
la familia de proteinas armadillo, la placofilina. Finalmente, la interaccion
entre desmoplaquina y los filamentos de queratina forman una placa densa
interna, uniendo la red del citoesqueleto al complejo de adhesion (Nelson &
Elaine, 2010).

Desmocolina

Placoglobina
Placofilina

Desmoplaquina

Filamentos
intermedios

Figura 3. Representacion esquematica de
los componentes que conforman los Dsm.
Los Dsm se componen de complejos
multiproteicos basados en cadherinas que unen
la adhesion celular al sistema de filamentos
intermedios (Modificado de Ribsam et al,
2017).
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IV. ANTECEDENTES

Se sabe que la linea celular SKOV-3 de adenocarcinoma ovarico humano
(ATCC® HTB-77™) presenta una morfologia de tipo epitelial, sin embargo,
en un andlisis de 43 lineas celulares de CaOv, clasificaron a las células
SKOV-3 con un fenotipo intermedio mesenquimal por su alta expresion de N-
cadherina y ZEB1, y una baja expresion de E-cadherina y ERBB3/HERS.
Ademas son células con una elevada capacidad esferoidogénica y de
resistencia a anoikis (Huang et al, 2013).

En nuestro grupo de investigacion se ha utilizado como modelo de estudio de
CaOv a las células SKOV-3 y al LA proveniente de pacientes con CaOv.
Toledo-Leyva et al (2017) en su tesis de doctorado analiz6 el efecto de varios
LA sobre la linea celular SKOV-3 y observé cambios morfolégicos hacia un
fenotipo alargado tipo fibroblasto, con abundantes prolongaciones, sugiriendo
que estas células sufren un proceso de TEM (Figura 4A). Para confirmarlo,
analizé6 por WB la expresion de E-cadherina como marcador epitelial v,
vimentina como marcador mesenquimal, observando que las células SKOV-3
en presencia de LA presentan la expresion de ambos marcadores, lo que
sugiere un fenotipo intermedio; mientras que las células malignas de
pacientes expresan solo vimentina, lo que sugiere un fenotipo mesenquimal
(Figura 4B). Ademas, se observdé que el anticuerpo anti-E cadherina
(DECMA) detecté una proteina a 29 kDa (Figura 4B), la cual puede
corresponder a un pequefio fragmento resultante de la digestion de E-

cadherina por metaloproteinasas (Steinhusen et al. 2000).

11



Células de
paciente kDa

c o N I
e-caah [N I < 25
Vim e e ——ww (58
S o I T XEZ

Medio A1 A2 A3 CMP1CMP2

Ascitis

E-Cadherina E-Cadherina

80 kDa Vimentina

~w

;52 3 i w4
55in i £
e §3il 85 1
i il e
!; w g o
2 ik Soi
000 i !
T WD $ 4
P ARGV W f‘b‘,pff g el
Condiciones Condiciones Condiciones

Figura 4. TEM inducida por LA. A) Cambios morfolégicos mostrando
protrusiones de membrana (flechas blancas) de células SKOV-3
inducidos por varios LA . B) Analisis por WWB de E-cadherina y vimentina
en celulas SKOV-3 inducidas con LA y céelulas malignas de pacientes
(CMP1, CMP2) con COE. (Modificado de Toledo-Leyva, Tesis de
doctorado, 2017)
En ensayos preliminares realizados por microscopia electronica de
transmision (MET) con tincién de rojo rutenio de células SKOV-3 en cultivo
normal, pudimos observar que estas células solo presentan uniones de tipo
Dsm (Figura 5). Ademas, al analizar estas células por microscopia
electrénica de barrido (MEB) observamos que crecen como multicapas

(Figura 6) (Sanchez M.E. & Chavez B 2017, imagenes no publicadas).
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Figura 5. Dsm en células SKOV-3 en cultivo normal. Formacion
de Dsm en células SKOV-3 en cultivo normal observadas por MET
con tincion de rojo rutenio. DS: desmosoma. Escala 500 nm.
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Figura 6. Multicapas de células SKOV-3. Formacion de multicapas de células
SKOV-3 en cultivo normal observadas por MEB. Escala 10 pm.
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V. JUSTIFICACION

Las Uls sufren alteraciones en diferentes tipos de cancer, por un
microambiente tumoral que proporciona estimulos que modifican la expresion
de proteinas de las Uls lo que incrementa la capacidad invasiva de las
células malignas.

En cuanto al CaOv, el LA constituye parte del microambiente tumoral donde
diferentes tipos celulares liberan moléculas inductoras. Estudios anteriores se
centran en estudiar algunas de estas proteinas como marcadores de la TEM
en COE, sin caracterizar que tipos de Uls presentan estas células y como se
ven afectadas en presencia del LA de pacientes con COE.

Por lo anterior, resulta necesario analizar los componentes de las Uls en la
linea celular SKOV-3 y el efecto del LA sobre la expresion de transcritos y
proteinas que conforman estas estructuras, para entender mejor su papel en

el proceso de la TEM.
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VI. HIPOTESIS

Las células malignas de CaOv presentan alteraciones en la expresion de
proteinas que forman las uniones intercelulares lo que contribuye a la

transicion epitelio-mesénquima.

Vil.  OBJETIVOS

Objetivo general
e Analizar la presencia de transcritos y proteinas que conforman las Uls

en la linea celular SKOV-3, en ausencia y presencia de LA.

Objetivos especificos

e Realizar un analisis bioinforméatico comparativo de los transcritos y
proteinas que conforman las Uls en células normales y cancerosas.

e Comparar por MET el tipo de Uls presentes en la linea celular SKOV-3,
en presencia y ausencia de LA.

e Analizar la expresibn de algunos de los transcritos de los
componentes de las Uls en la linea celular SKOV-3, en presencia y
ausencia de LA.

e Determinar la localizacién celular de algunas de las proteinas que
conforman las Uls en la linea celular SKOV-3, en presencia y ausencia
de LA.
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VIll. ESTRATEGIA METODOLOGICA
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IX. METODOLOGIA

Cultivo de lineas celulares

La linea celular de carcinoma ovéarico humano SKOV-3 (ATCC® HTB-77™) y
la linea celular de adenocarcinoma colorrectal Caco-2 (ATCC® HTB-37™), la
cual se utilizo como control, se cultivaron en medio de cultivo McCoy 5A
modificado (Gibco, No. Cat.: 16600-082) y en medio DMEM (Gibco, No. Cat.:
31600-083) respectivamente, suplementados con 10% de suero fetal bovino

y 1% de penicilina/estreptomicina a 37 °Cy 5 % de CO..

Obtencidn y procesamiento de ascitis de pacientes con COE

El LA se recuperé de pacientes diagnosticadas con CaOv en el Instituto
Nacional de Cancerologia de México (INCan), bajo la aprobacion de los
comités cientificos y de bioética (No. de protocolos INCAN/CC/134/09 y
CB/549/09) y cartas de consentimiento informado firmadas por las pacientes
antes de la toma de muestra. El LA se extrajo por paracentesis bajo
condiciones de esterilidad y se colocé en cajas de cultivo para ser
transportado al laboratorio en un recipiente con refrigerante y procesarlo
inmediatamente. El LA se centrifugé a 4,000 rpm por 10 min a 4°C para
recuperar el sobrenadante libre de células. Las muestras de LA fueron
etiquetadas y almacenadas a -70 °C para su uso posterior.

Microscopia electrénica de transmision (MET)

Para observar la ultraestructura y analizar si hubo alteracion en la
permeabilidad paracelular, las células SKOV-3 se cultivaron en cajas de
cultivo T-25 con un indculo inicial de 5 x 10° células durante 5 dias (cultivo
confluente). Posteriormente, las células se incubaron con LA durante 24 h a
37 °C y 5% de CO2 Las muestras se procesaron para ensayos de
permeabilidad paracelular por MET con tincion de Rojo rutenio, se lavaron
dos veces con PBS, se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en cacodilato de

sodio durante 1 h a TA, se lavaron tres veces con cacodilato de sodio 0.1 My
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se dejaron en una solucién 0.5 mg de Rojo rutenio / ml de tetréxido de osmio
al 1% durante 1 h a TA. Posteriormente, se lavaron las muestras con
cacodilato de sodio 0.1 M, con agua bidestilada y etanol al 25%. Después, se
deshidrataron con alcoholes graduales: 50, 70, 90 y 100% y se les agrego
oxido de propileno (No. Cat. 20401, EMS) para transferir la capa de células a
un tubo Eppendorf. Se dejaron en una solucion de preinclusién 1:1 de resina
Polybed 812 y 6xido de propileno durante toda la noche (ON) a TA, la
solucion se retir6 y se agregé una solucién de inclusién 2:1 de resina
Polybed 812 y oOxido de propileno durante 1 h 30 min. Finalmente, las
muestras se incluyeron haciendo tres cambios de resina pura de 1 h cada
uno para transferir las células a moldes de inclusion y dejar polimerizar a 60
°C durante 24 h. Se obtuvieron cortes finos de 60 nm mediante el uso de un
Ultramicrotomo (Reichert-Jung, Leica microsystems, Germany) y se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo para después ser
analizados mediante un microscopio electronico de transmisién Jeol JEM-
1011.

Andlisis bioinforméatico y disefio de primers

Con la finalidad de elegir las proteinas a estudiar y algunas que estuvieran
relacionadas con cancer de ovario, se realizé un andlisis bioinformatico de
transcritos y proteinas que conforman las UEs, UAs y Dsm en bases de
datos como son UniProtKB, GeneCards y Ensembl para conocer su
estructura, funcién o mutaciones reportadas en ciertas enfermedades con la
finalidad de elegir las proteinas a estudiar y algunas que estuvieran
relacionadas con cancer de ovario. De los transcritos seleccionados con
base en la secuencia de Homo sapiens, se disefiaron primers usando los
softwares PRIMER3 (http://primer3.ut.ee/) y Primer BLAST-NCBI (Tabla 1).
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Oligonucleétido Oligonucleétido Producto
sentido antisentido (pb)
" Claudina 1 GGAAGACGATGAGGTGCAGA  GCAGCCCAGCCAGTGAAGAG 189
Claudina 4 GCCTTCATCGGCAGCAACAT | GCAGTTGGTACACTTGCCCC 222
UEs 4 | Z7O-1 GTCTGCCATTACACGGTCCT CTTAAAGAATCAGCTTGTGG 312
70-2 CGTCCTAGTCCTGAAGATGA | CCACAAGCCAGGATGTCTCT 317
L Ocludina CGCCTGTGGATGACTTCAGG | TCAGCAGCAGCCATGTACTC 304
UA [~ E-cadherina GGTTCAAGCTGCTGACCTTC AGGCACAAAGATGGGGGC 433
) -._ ﬁ-catenina CCTCCCAAGTCCTGTATGAG CTTCAGCACTCTGCTTGTGG 860
Dsm Desmogleina 2 | GCCACAGAGCCTTATTGTGA | GCTGCACACCTGAGCTGG 221
Desmoplaquina GAGAGGATGGATCACCTGCG | GCTGGATGCTGATTGAGGAC 239

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para RT-PCR. Diseiio de oligonucleotidos empleados para la
amplificacion de los mRNA de UEs (claudina 1, claudina 4, ZO-1, ZO-2), UAs (E-cadherina y -
catenina) y Dsm (desmogleina 2 y desmoplaquina), disefiados con base en la secuencia canénica de
Homo sapiens, empleando los softwares PRIMER3 y Primer BLAST-NCBI.

Aislamiento de RNA total por el método de “TRlzol”

Para analizar la expresion de los transcritos antes mencionados, se utilizaron
células SKOV-3 cultivadas en cajas T-25 en cultivo confluente (indculo inicial
5 x 10° células) y cultivo disperso (in6culo inicial 2 x 10° células), incubadas
en presenciade LA a 24,48y 72ha37°Cy5 % de COz. Las células fueron
lisadas directamente en las cajas con 2 ml de TRIzol (Invitrogen, No Cat.:
15596018) y se recuperaron en tubos eppendorf nuevos. Para permitir la
disociacion completa de los complejos nucleoprotéicos se dejaron reposar
las muestras durante 5 min a TA. Posteriormente, se adicionaron 200 ul de
cloroformo por cada ml de TRIzol y se realizé un ciclo de vortex/reposo (15
seg/15seq) por 5 min. Las muestras se centrifugaron a 6,000 rpm por 15 min
a 4 °C y se procedié a transferir la fase acuosa (fase superior mas clara) a
otro tubo nuevo. Después el RNA de la fase acuosa se precipitdé con 500 pl
de isopropanol por cada ml de TRIzol utilizado para la homogeneizacion
inicial. Se mezclaron las muestras, se incubaron 10 min a TA y se
centrifugaron a 6,000 rpm por 10 min a 4 °C, formandose un precipitado en el
fondo del tubo. Se retir6 el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1 ml de
etanol al 75% por cada ml de TRIzol. Después, se centrifugaron a 3,500 rpm
por 5 min a 4 °C, se retir0 el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla, la cual
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después se resuspendié en 20 pl de agua DEPC (pirocarbonato de dietilo).
Finalmente, las muestras se incubaron en bafio de agua a 55-60 °C por 15
min y se almacenaron a -20 °C. La concentraciéon de RNA total se calcul6 por
la absorbancia a 260 nm de la muestra en una dilucion 1:500 en agua DEPC

con la siguiente férmula:

_ Abs 260 nm X factor de dilucion x 40

[RNA] 1000

= [ug/ul]

RT-PCR

Para la sintesis de cDNA se utilizé el First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo scientific, #K1612), de acuerdo a lo indicado por el fabricante. Se
realiz6 una mezcla (volumen final 12 pl) con 5 pg de RNA total por condicion,
1 ul de oligo dT y agua DEPC, que fue incubada 5 min a 65 °C.
Posteriormente, se agregaron 4 pl de buffer de reaccion 5X, 1 ul del inhibidor
de ribonucleasas RiboLock™ (20u/pl), 2 pl del ANTP mix 10 mM y 1 pl de M-
MuLV transcriptasa reversa (20u/ul), y las muestras se incubaron 60 min a 37
°C y 5 min a 70 °C en un termociclador iCycler (BIO-RAD).

El cDNA se procesé durante 30 ciclos de amplificacion usando el
termociclador iCycler (BIO-RAD). La reaccion de PCR se realiz6 en una
mezcla de reaccién (volumen final 20 pl) con 10 yl de PCR Master Mix (2x)
(Thermo scientific, #K0171), 3 pl de oligos sentido, 3 pl de oligos anti-sentido,
3 pl de cDNA y 1 ul de agua DEPC. Los productos de amplificacion se
procesaron en un gel de agarosa al 2% con 0.02% de bromuro de etidio.
Como control de carga se amplifico de la enzima constitutiva gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Inmunofluorescencia

Cultivos confluentes de células SKOV-3 y Caco-2 crecidos sobre

cubreobjetos en caja Petri, se mantuvieron en condiciones de medio de
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cultivo y en induccion con LA durante 24 h a 37 °C con 5% de CO..
Posteriormente, se les retirdé el medio y LA, se lavaron tres veces con PBS,
se fijaron con etanol al 95% durante 30 min a -20 °C y se lavaron tres veces
con PBS. Las muestras se bloquearon con 0.5% de albumina sérica bovina
(BSA) en PBS durante 1 h a TA. Cada muestra se incub6 ON a4 °C mas 1 h
a TA, con los siguientes anticuerpos primarios diluidos en PBS dirigidos
contra proteinas de las UEs: anticuerpo monoclonal de ratén anti-Claudina 4
(dilucion 1:100, Invitrogen, No. Cat. 32-9400), anticuerpo policlonal de conejo
anti-Ocludina (dilucién 1:100, Invitrogen, No. Cat. 71-1500) y anticuerpo
policlonal de conejo anti-ZO1 (dilucion 1:100, Invitrogen, No. Cat. 40-2200);
proteinas de las UAs: anticuerpo monoclonal de rata anti-E cadherina
(dilucién 1:100, Santa Cruz, No. Cat. sc-59778) y anticuerpo monoclonal de
ratbn anti-B catenina (Santa Cruz); y proteinas de Dsm: anticuerpo
monoclonal de raton anti-desmogleina 2 (Santa Cruz, No. Cat. sc-365856).

Después las muestras se lavaron tres veces con PBS y se incubaron por 1 h
a TA con los siguientes anticuerpos secundarios: FITC de cabra anti-raton
(Invitrogen, No. Cat.: 819511), FITC de burro anti-ratén (Jackson Immuno
Research, No. Cat.: 715096150), AF594 de burro anti-ratén (Invitrogen, No.
Cat.: A21203), TRITC de pollo anti-ratén (Invitrogen, No. Cat.: A15986) y
FITC de burro anti-conejo (Jackson Immuno Research, No. Cat.: 711095152).
Los nudcleos se tifieron con Hoechst (diluciéon 1:1000. Thermo Fisher
Scientific, No. Cat.: 62249) durante 20 min a TA y finalmente la muestras se
montaron con medio de montaje VectaShield (No. Cat. H-1000, Vector
Laboratories). Como control negativo las células se incubaron sélo con el
anticuerpo secundario. Finalmente, las muestras se observaron en un
microscopio confocal Carl Zeiss (Carl Zeiss LMS 700) y los resultados de
inmunofluorescencia se analizaron con el software del microscopio (ZEN

2011, Carl Zeiss Microscopy).
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X. RESULTADOS

10.1 Analisis bioinformatico de transcritos y proteinas que conforman
las Uls

Para la busqueda de transcritos y proteinas que conforman las UEs, UAs y
Dsm, se realizé una busqueda bioinformética en bases de datos como
UniProt, NCBI, The Human Protein Atlas, Ensembl, GeneCards y Expression
Atlas.

Al analizar la expresion de transcritos y proteinas reportados en tejido de
ovario sano (Figura 7A) y tejido tumoral de pacientes con CaOv (Figura 7B),
pudimos observar que hay una expresion diferencial tanto en la expresion de
MRNA como en la expresion proteica de las moléculas que componen las
Uls en ambas condiciones.

Por otro lado, se hizo la busqueda de expresion de transcritos para los genes
analizados en el genoma humano (Tabla 2) y observamos que la mayoria de
genes codifican para varios transcritos y que no todos codifican para proteina.
Los transcritos que no codifican proteina pueden ser transcritos con intrones
retenidos que son modificados por splicing alternativo y que contienen
secuencias intrénicas relativas a otras variantes codificantes; o transcritos

procesados que no contienen un marco de lectura abierta.

A Ovary B Protein expression

Ovarian cancer
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Figura 7. Andlisis bioinformatico de la expresion de transcritos y proteinas de Uls en tejido ovarico y cancer de
ovario. A) Expresion diferencial de RNA y proteinas de las Uls en tejido ovarico sano. B) Expresion proteica en
pacientes con CaOv. Base de datos utilizada "The Human Protein Atlas” (hitps:/fiwww.proteinatlias.org/).
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No. de TranscrlFos que
Gen . codifican
transcritos z
proteina
Claudina 1 2 1
Claudina 4 5 3
UEs = Z0-1 12 8
Z0-2 12 8
Ocludina ) 3
~ E-cadherina 14 )
UAS
[>-catenina 15 10
~ Desmogleina 2 2 2
Dsm - :
Desmoplaquina 3 2

Tabla 2. Numero de transcritos encontrados para cada uno de
los genes analizados. Busqueda bioinformatica de transcritos
encontrados en el genoma humano para cada y cuales de ellos
codifican para proteina. Base de datos utilizadas The Human
Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), Ensembl
(https://mar2017.archive.ensembl.org/) y GeneCards
(https://mwww.genecards.org/).

10.2 Las células SKOV-3 en cultivo confluente pueden llegar a formar
UEs y Dsm

Con base a los estudios preliminares, donde se observd la formacion de
uniones de tipo Dsm en células SKOV-3 en cultivo normal, se decidié evaluar
si las condiciones de confluencia podrian llevar a la formacién de UEs y UAs.
Por consiguiente, las células SKOV-3 se cultivaron en condiciones
confluentes con el doble del indculo inicial y se procesaron hasta alcanzar un
90-100% de confluencia, para posteriormente inducir a las células con LA
durante 24 h a 37 °C (Figura 8).
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Figura 8. Células SKOV-3 en condicion de cultivo confluente. Fotomicrografias por microscopia éptica por la técnica de

contraste de fases (objetivo 10X). Células SKOV-3 en medio con un indculo inicial de 5x10° células durante 5 dias e
induccion con LA durante 72 h.

Las muestras se procesaron para la técnica convencional de MET con tinciéon
de rojo rutenio, el cual es un colorante que reconoce polisacaridos en la
superficie celular y que en combinacion con tetroxido de osmio forma un
material electrondenso (Dierichs R., 1979). Dicha molécula electrondensa
difunde a lo largo del espacio paracelular pero se detiene a nivel de la UE,
indicando que hay una barrera por la ruta paracelular (Gunzel, D., & Yu, A. S.
L. 2013).

Se observé que las células SKOV-3 en cultivo confluente si pueden formar
UEs y Dsm (Figura 9), ya que no hay paso del rojo rutenio por el espacio
paracelular a nivel de la UE. Ademas, los Dsm se aprecian claramente a lo
largo de la membrana lateral de las células. Por su parte, las células
inducidas con LA presentan una morfologia alargada, confirmando lo que se
observé por microscopia Optica y que sugiere que los cambios observados
se deben a la induccién del proceso de TEM, en el cual pierden las Uls para

ganar capacidad migratoria e invasiva (Figura 10).
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Figura 9. Células SKOV-3 en condicion de cultivo confluente forman UEs y Dsm. MET
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Figura 10. Células SKOV-3 en induccién con LA durante 72 h. MET de células SKOV-3
en LA durante 72 h que muestra la morfologia alargada de las células. Escala5 pm.
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10.3 Las células SKOV-3 en cultivo confluente y subconfluente control
e inducidas con LA, expresan todos los mRNA analizados para UEs,
UAs y Dsm

Para evaluar la expresion de transcritos de genes involucrados en las UEs,
UAs y Dsm, se hicieron ensayos de RT-PCR con los oligos disefiados y a
partir de células SKOV-3 en cultivo confluente (inéculo inicial 5 x 10° células)
y subconfluente (inéculo inicial 2 x 10° células), control e inducidas con LA
durante 24,48y 72 h a 37 °C.

En la Figura 11 se muestra el perfil de expresion de transcritos a partir de
células SKOV-3 confluentes control e inducidas con LA, encontrando que se
amplificaron todos los mensajeros analizados en los tamafios esperados:
OCLDN (364 pb), CLDN 1 (189 pb), CLDN 4 (222 pb), ZO-1 (312 pb), ZO-2
(317 pb), CTNNB1 (860 pb), E-cadh (860 pb), DSG 2 (221 pb) y DSP (239
pb). Lo anterior permite concluir que las células en ambas condiciones de
cultivo expresan los mensajeros correspondientes para las proteinas de
interés de las diferentes Uls.

Asi mismo, en la Figura 12 se muestra la expresion de todos los transcritos a
partir de células SKOV-3 en cultivo subconfluente control e inducidas con LA.
Estos resultados indican que no importa el grado de confluencia o si las
celulas SKOV-3 son inducidas con LA, ya que en estas condiciones expresan
todos los mRNA de las proteinas que conforman las Uls.
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Expresion de mRNA de proteinas implicadas en la formacién de Uls en cultivo

confluente de células SKOV-3 control y LA. Expresiéon de mRNA de las proteinas que forman las
UEs (ocludina, claudina 1, claudina 4, ZO-1, Z0O-2), UAs (B-catenina y E-cadherina) y Dsm
(desmogleina 2 y desmoplaquina) por RT-PCR en células SKOV-3 en cultivo confluente control e

inducidas con LA durante 24,48y 72 h.
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Figura 12. Expresion de mRNA de proteinas implicadas en la formacion de Uls en cultivo
subconfluente de células SKOV-3 control y LA. Expresion de mRNA de las proteinas que forman
las UEs (ocludina, claudina 1, claudina 4, ZO-1, ZO-2), UAs (B-catenina y E-cadherina) y Dsm
(desmogleina 2 y desmoplaquina) por RT-PCR en células SKOV-3 en cultivo subconfluente control e
inducidas con LA durante 24,48y 72 h.
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10.4 Localizacion subcelular de las proteinas que conforman las Uls

Para determinar si las proteinas se encuentran localizadas en la membrana
plasmatica, se analizé la localizacion subcelular de las proteinas de UEs
(claudina 4, ocludina, ZO-1), UAs (E-cadherina, [(-catenina) y Dsm
(desmogleina 2), mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta por
microscopia confocal de células SKOV-3 en medio control e inducidas con
LA durante 24 h. Como un control de la localizaciéon y expresion de las
proteinas analizadas, se utilizo la linea celular de adenocarcinoma colorrectal
Caco-2, la cual forma un epitelio resistente que desarrolla resistencia
transepitelial (Datta & Weis, 2015).

En el caso de las proteinas de UEs, se observé que claudina 4 (Figura 13A)
tiene una expresion minima en células SKOV-3 en medio control, mientras
que en condicién de LA, la proteina incrementa y se localiza en citoplasma.
El patrén es muy diferente al observado en las células epiteliales Caco-2, las
cuales presentan predominantemente a la claudina 4 en la membrana
plasmatica y un poco en citoplasma.

Por otro lado, la proteina ocludina (Figura 13B) en células SKOV-3 crecidas
en medio control presenta una expresibn minima en membrana y una
localizacion nuclear/nucleolar; mientras que en la condiciéon de LA se observé
predominantemente en el nucleo/nucléolo. Por su parte, las células Caco-2
control, ocludina se expresa principalmente en membrana, y un poco en
nucleo.

Asi mismo, la proteina ZO-1 (Figura 13C) en células SKOV-3 en medio
control se observé localizada en membrana y citoplasma, mientras que en
células tratadas con LA se localiza solo en el citoplasma, aparentemente en
estructuras tipo vesiculas. Esta proteina presenta una localizacion

membranal en la linea celular control.
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Figura 13. Localizacion subcelular de proteinas que forman las UEs en células
SKOV-3 en medio control y LA. Inmunofluorescencia indirecta de la expresion y locali-
zacion subcelular de las proteinas A) claudina 4, B) ocludina y C) ZO-1 en células SKOV
-3 en medio y en induccién de LA durante 24 h. Como control positivo de localizacion de
estas proteinas se usaron células Caco-2. Flecha blanca: localizacion membranal. Ca-
beza de flecha: localizacion nuclear. Flecha amarilla. Localizacion citoplasmica.
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En cuanto a las proteinas de UAs, se observi que E-cadherina (Figura 14A)
tuvo una ligera expresion citoplasmica en células SKOV-3 en medio control,
no obstante las células en LA no expresaron la proteina. En cambio, en
células control Caco-2, la E-cadherina se localiza claramente en la
membrana.

Algo similar sucedié con la proteina B-catenina (Figura 14B) en células
SKOV-3 control y en condicion de LA donde incremento su expresion y se
localiz6 en el citoplasma y en algunos puntos del nucleo. A diferencia de las
células control, donde B-catenina se observa localizada en la membrana.
Finalmente, la proteina desmogleina 2 (Figura 14C) que pertenece a las
uniones de tipo Dsm se encuentra localizada en la membrana y citoplasma
de células SKOV-3 en medio control. En tanto que en condicién de LA se
localiza solo en citoplasma. Por su parte, las células Caco-2 presentan a la
desmogleina 2 en la membrana plasmética.

Con lo anterior, se concluye que las células SKOV-3 control forman UEs y
Dsm. Sin embargo, estas células al ser inducidas con LA pierden las Uls y

relocalizan estas proteinas.

SKOV-3 SKOV-3

Proteina __ Medio _ LA B

Expresion Localizacion Expresion Localizacion

Claudina 4 - - + Citoplasma

Ocludina + Membrana + Nicleo
Nucleo

70-1 + Membrana + Citoplasma

Citoplasma Vesiculas

E-cadherina + Citoplasma - -

B-catenina . } + Citoplasma

Nucleo

Desmogleina 2 + Membrana + Citoplasma
Citoplasma
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Figura 14. Localizacién subcelular de proteinas que forman las UAs y Dsm en célu-
las SKOV-3 en medio control y LA. Inmunofluorescencia indirecta de la expresién y lo-
calizacion subcelular de las proteinas de uniones adherentes A) E-cadherina, B) B-
catenina y de desmosomas C) desmogleina 2 en células SKOV-3 en medio y en induccion
de LA durante 24 h. Como control positivo de localizacion de estas proteinas se usaron
células Caco-2. Flecha blanca: localizacion membranal. Cabeza de flecha: localizacién nu-
clear. Flecha amarilla. Localizacion citoplasmica.
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XI. DISCUSION

Las Uls determinan la polaridad celular, participan en la diferenciacion celular
y en el establecimiento y mantenimiento de la homeostasis de tejidos.
Durante la carcinogénesis, las adhesiones celulares son afectadas por
cambios genéticos y epigenéticos, resultando en la alteracion de la
sefalizacion, pérdida de la inhibicion por contacto y una migracion celular
alterada (Nelson & Elaine, 2010).

La desregulacion de los complejos de adhesion esta implicada en el proceso
de la TEM en cancer, llevando a las células a una transformacién oncogénica
y metastasica. Ademas, se sabe que la expresién ectdpica de los principales
factores de transcripcion relacionados a la TEM (Snail, Slug, Twist), conlleva
a una desregulacion de los genes de las UEs, UAs y Dsm, generando células
altamente moviles e invasivas (Knights et al., 2012).

La desregulacion de las proteinas que conforman las Uls se puede dar en
diferentes niveles, como son alteraciones epigenéticas, represion
transcripcional, a nivel post- transcripcional (Knights et al., 2012) o a nivel
proteico por su internalizacion para ser recicladas o degradadas (Stamatovic
et al., 2017).

Sin embargo, los trabajos anteriores solo se centran en estudiar algunas de
estas proteinas como marcadores de la TEM en CaOv, sin caracterizar que
tipos de Uls presentan estas células (Kurrey et al , 2005; Huang et al 2013).
En nuestro grupo de investigacion, se desarroll6 un modelo para el estudio
de CaOv basado en la utilizacion de LA de pacientes con cancer de ovario
simulando el microambiente tumoral y el uso de la linea celular SKOV-3,
aislada de ascitis de una paciente caucadsica de 64 afios con
adenocarcinoma ovarico (American Type Culture Collection, ATCC®).

Dicho modelo se utilizo para analizar los componentes de las Uls en células
SKOV-3 y el efecto del LA sobre la expresion de transcritos y proteinas que
conforman estas estructuras.

Por lo anterior, se realizaron ensayos preliminares para conocer qué tipos de

uniones presentaban estas células mediante MET con tincion de rojo rutenio,
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encontrando que forman uniones de tipo Dsm; sin embargo este ensayo se
realizo en células cultivadas en medio control con alrededor de un 80% de
confluencia. Ademas, mediante MEB fue posible apreciar que bajo estas
condiciones las células formaron multicapas (Sanchez M.E. & Chavez B 2017,
imagenes no publicadas).

Debido a que estas células estan clasificadas como epiteliales por la ATCC,
surgio la pregunta de si eran capaces de formar UEs y UAs, en condiciones
de cultivo confluente y con un inéculo inicial mayor a la condicion anterior.
Por lo anterior, se procesaron cultivos con un indculo inicial de 500 mil
células hasta que alcanzaron de un 90 a 100% de confluencia y observamos
que la mayoria de las células formaron UEs y Dsm. Sin embargo, la
presencia de UAs no fue clara. La posible ausencia de UAs, probablemente
se deba al origen de las células SKOV-3, las cuales fueron aisladas de LA
donde las células se mantienen en suspension y presentan un fenotipo
intermedio mesenquimal; la adhesion de estas células induce la formacion de
UEs y Dsm. Sin embargo, hace falta realizar ensayos adicionales, debido a
que por MET no es posible confirmar la presencia de UAs.

Al realizar una busqueda bioinformatica de las proteinas que conforman las
Uls en bases de datos como “The Human Protein Atlas”, se encontrd que los
niveles de RNA y proteina expresados en tejido ovarico normal y en CaOv
eran variables, por lo tanto se decidié evaluar algunos de estos genes por
RT-PCR, para lo que en primer lugar se disefiaron oligonucle6tidos con base
en las secuencias nucleotidicas en humano. Para este ensayo se usaron
cultivos confluentes y cultivos subconfluentes de SKOV-3 en condicién de
medio control y en induccion con LA a 24, 48 y 72 h. Se usardn cultivos
subconfluentes y diferentes tiempos de induccion con LA, debido a que no se
observaron abundantes cambios morfoldgicos de protusiones de membrana
en las células crecidas en cultivo confluente, inducidas con LA. Los
resultados revelaron la expresion de todos los mMRNA analizados en
condicion de medio y LA, tanto en cultivo confluente como subconfluente.

Ademas, se hizo evidente algunos cambios en la expresién de los transcritos,
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sin embargo esto deberd ser confirmado con ensayos adicionales de PCR
cuantitativa. De acuerdo a estos resultados, es posible concluir que las
células SKOV-3 expresan mRNA de las proteinas que forman las Uls.
Finalmente, para analizar la localizacion de las proteinas, se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia indirecta de las proteinas claudina 4,
ocludina y ZO-1 de UEs, E-cadherina y B-catenina de UAs, y desmogleina 2
de uniones de tipo Dsm.

Se sabe que en canceres tejido especifico, la desregulacidén en la expresion
de claudinas, proteinas transmembranales de las UEs, sugiere su
participacion durante la carcinogénesis y de hecho son consideradas como
potenciales biomarcadores pronosticos (Osanai et al., 2017).
Especificamente en CaOv, se ha visto una desregulacion de las claudinas 1
y 3; y una sobreexpresion de las claudinas 4, 5,7 y 16 (Osanai et al., 2017).
En concordancia, en este estudio se observdé una expresidbn minima de
claudina 4 en células SKOV-3 control y un incremento de su expresion en el
citoplasma de células tratadas con LA. Sin embargo, para que las claudinas
contribuyan a la funcién de barrera epitelial es necesario que se localicen en
la membrana plasmatica y no es el caso para la claudina 4. Por otra parte,
nuestros resultados de MET con rojo de rutenio, sugieren la formacion de
UEs funcionales, por lo que es posible que otras proteinas
transmembranales cubran esta funcién de barrera, como otras claudinas.
Esto sera confirmado con ensayos adicionales.

Por otro lado, la proteina ocludina se localiz6 en membrana y ndcleo en
células SKOV-3 en medio control y solo en nucleo en la condicién de LA. La
localizacion nuclear no se ha reportado en CaOv; sin embargo, en estudios
recientes con ceélulas neuroepiteliales (astrocitos de humano), las cuales no
poseen UEs, se encontrd que ocludina se localiza en citoplasma y nucleo y
mediante estudios proteémicos se determind que interactlia con proteinas
relacionadas con el metabolismo del RNA, la iniciacion de la traduccion y el

ensamble funcional de los ribosomas 80S; ademas interactia con
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ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas que contienen sefiales de
transporte nuclear que pudieran traslocarla al nacleo (Morgan et al., 2018).
Asi mismo, se observé que la proteina ZO-1 presenta una localizacion
membranal y citoplasmica en la condicion de medio control y una localizacién
citoplasmica en condicion de LA. Aparentemente, en esta Ultima condicion se
encuentra localizada en estructuras tipo vesiculas, o que sugiere que esta
proteina se esté regulando por via endosomal; sera necesario realizar
ensayos adicionales para confirmar esta hipotesis. Ademas, estudios previos
con células Caco-2 mostraron que el reciclaje de esta proteina se puede dar
por endosomas dependientes de clatrina y de flotilina, y que en células del
endotelio cerebral se reciclan por endosomas dependientes de caveola
(Stamatovic et al., 2017).

En cuanto a las proteinas de UAs, la proteina E-cadherina tiene una minima
localizacion citoplasmica en células SKOV-3 en medio control y esta ausente
en la condicién de LA. Por su parte, la proteina B-catenina se observo con
localizacion citoplasmica y nuclear en la condicion de LA.

Este resultado es muy interesante, ya que se a observado que en ausencia
de ligandos Wnt, B-catenina se une a E-cadherina para formar complejos de
adhesion en la membrana celular. La B-catenina libre que queda en el
citoplasma es reclutada por un complejo de degradacion constituido por la
proteina APC (complejo promotor de anafase), axina, GSK3p (cinasa de
glucégeno sintetasa 3pB) y CK1 (cinasa de caseina 1). GSK3B y CK1
fosforilan a B-catenina, la cual es ubiquitinada y degradada en el proteosoma.
Sin embargo, cuando Wnt-1 se une los receptores FZD/LRP5/6 se da la
inactivacion del complejo de degradaciéon y la B-catenina que no es
fosforilada se transporta al nucleo, donde se une a los factores TCF/LEF y
activa la expresion de genes de proteinas responsables del ciclo celular,
proliferacion y sobrevivencia. Por lo cual, la desregulaciéon de la via Wnt- -
catenina o la expresion alterada de E-cadherina se ha visto en varios tipos de

cancer, inclusive el COE (Bodnar et al., 2014). En nuestro caso, la presencia
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de B-catenina en el nucleo de células SKOV-3 tratadas con LA, podria
sugerir cambios en la expresidén de genes involucrados en la TEM.

Asi mismo, la pérdida funcional de E-cadherina se ha identificado como un
paso clave hacia la adquisicion de invasividad en la transicion epitelio
mesénquima, que resulta en la pérdida total de la polaridad celular epitelial.
Esta desregulacion de E-cadherina se da por varios mecanismos como son
mutaciones, modulacion epigenética y regulacion transcripcional (Kurrey et
al., 2005). Seran necesarios experimentos adicionales para determinar cual
de estos puntos de afectacion se presenta en el modelo de células SKOV-3.
En el caso de los Dsm, la proteina desmogleina 2 se encuentra localizada en
membrana y citoplasma en células SKOV-3 en medio control, mientras que
en condicion de LA se relocaliza al citoplasma.

En estudios anteriores se ha visto que la alteracion en los patrones de
expresion de cadherinas desmosomales en cancer, podria resultar en la
liberacion de placoglobina de los desmosomas, el desplazamiento de -
catenina de las UAs y un incremento en la sefalizacion Wnt/B-catenina
(Chidgey & Dawson, 2007). Por lo tanto, existe la posibilidad de que la
modulacion en la expresion de cadherinas desmosomales en cancer pueda
contribuir con la estimulacion de la transcripcion de genes blancos de -
catenina y ademas tener un efecto sobre el comportamiento celular y la
proliferacion (Chidgey & Dawson, 2007).

Finalmente, las proteinas de las Uls se relocalizan durante la estimulacion
con LA y en algunos casos estas proteinas pueden moverse al nucleo tales
como ocludina y p-catenina, las cuales podrian funcionar como cofactores de
transcripcion regulando otros procesos celulares. Sin embargo, se requieren

estudios adicionales para conocer su funcién en nucleo.
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Xll. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluye que las células SKOV-
3 en condiciones de cultivo confluente observadas por MET, pueden formar
uniones estrechas y desmosomas. Ademas, estas células en condiciéon
control y en induccion con LA a diferentes tiempos expresan todos los mRNA
analizados de los componentes de las UEs, UAs y Dsm.

Asi mismo, se confirmé la capacidad de estas células para formar las UEs y
Dsm por la localizacibn membranal de las proteinas ocludina, ZO-1 y Dsg 2,
y presentan proteinas de UAs, en células SKOV-3 en medio y su

relocalizacién en induccién con LA.
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Xlll.  PERSPECTIVAS

Confirmar por WB la expresion de estas proteinas en células SKOV-3
en medio control y LA.

Estudiar que tipos de regulacion post-transcripcional sufren estas
proteinas.

Analizar la participacion de proteinas de transporte vesicular (Rab
GTPasas) que ayuden a la movilizacion de estas proteinas hacia la
membrana plasmatica.

Busqueda de mutaciones en la secuencia de las proteinas en estudio,
que pudieran afectar su localizacion en membrana y su funcion.
Explorar con mayor detalle la funcion de la ocludina en su localizacién
nuclear/nucleolar.

Blsqueda de biomarcaodores de la TEM.
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