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RESUMEN 

La alteración en la expresión y localización subcelular de las 

claudinas, provoca el libre acceso de factores de crecimiento a 

regiones basolaterales de la célula manteniendo una señal proliferativa 

activa promoviendo procesos como la proliferación, migración e 

invasión celular. El objetivo del presente  trabajo fue determinar  si la 

sobreexpresión de claudinas -6, -7 y -9 tienen algún efecto sobre la 

proliferación, migración, invasión y muerte celular de líneas celulares 

derivadas de hígado normal de rata (C9) y derivadas de carcinoma 

hepatocelular humano (HepG2). Se realizaron transfecciones para los 

genes que codifican para los genes de dichas claudinas en las líneas 

celulares y se corroboró la sobreexpresión mediante ensayos de Western 

blot, RT-PCR y microscopía confocal. Para determinar el efecto de la 

sobreexpresión sobre la proliferación celular, se utilizó el ensayo de 

incorporación de BrdU. Para evaluar la migración celular se utilizó el  

ensayo de regeneración de herida,  para la invasividad los ensayos en 

cámaras de matrigel y para evaluar la muerte celular se utilizó el kit 

Annexin-V-Cy3 Detection Apoptosis. Los resultados obtenidos mostraron 

que la sobreexpresión de las claudinas -7 y -9 aumentó la velocidad de 

proliferación y la invasión de las células C9 y claudina -6 de las células 

HepG2. En lo que se refiere a la migración celular, la sobreexpresión de 
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claudina -9 promovió la  regeneración de la herida más rápidamente 

que las claudinas -6 y -7.  

En células C9 la sobreexpresión de las claudina -9 tiene una mayor 

motilidad, aunque también claudina -6 y -7 logra cerrar por completo la 

herida.  En ambas líneas celulares la sobreexpresión de las tres claudinas 

evade la apoptosis disminuyendo el porcentaje de células que se van a 

muerte celular.  
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Abstract  

Transmembrane proteins claudins preserve cell polarity and determine 

the size and charge of the molecules that pass through the paracellular 

space in epithelial tissues. Altered claudin expression in early and late 

stages of several cancers has been related to increased invasiveness 

and metastatic potential. We have reported an expression of claudin -6, 

-7 and -9 in human gastric adenocarcinomas and their role in the human 

adenocarcinoma cells invasiveness. Modification in the expression 

pattern of tissue-specific claudins may serve as a marker and have a 

prognostic value in certain tumors. To determine if claudin 

overexpression confere advantages to hepatocellular cancer cell line 

(HepG2) and cell line normal, we evaluated the invasive capability of 

claudins transfected cells in Matrigel invasion chambers and by wound-

healing scratch assay. Proliferation rate by Brdu incorporation, and 

apoptosis by Anexin V detection were also measured. Overexpression of 

claudin -6 or -9 resulted in increased migration and invasive potential; 

however claudin-9 transfected cells migrated faster than the others. 
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Introducción 

Un requisito para el funcionamiento adecuado de los órganos es 

la formación de barreras de difusión que permiten la generación y el 

mantenimiento de compartimientos en los organismos.  Los epitelios y 

endotelios mantienen esta función a través de estructuras adhesivas 

especializadas: las uniones intercelulares.  

 

Uniones Intercelulares 

Las uniones intercelulares desempeñan un papel fundamental ya 

que, además de permitir la compartimentalización celular, regulan el 

paso de diferentes sustancias a través de dos vías de transporte: a) la 

vía transcelular, dependiente de energía en donde el paso de iones se 

da mediante canales y bombas que se distribuyen a lo largo de las 

membranas apical y basolateral y b) la vía paracelular, en donde hay 

un transporte pasivo de iones y pequeñas moléculas no cargadas  

(Figura 1). Estos dos tipos de transporte permiten que los epitelios 

funcionen como barreras permeables capaces de crear gradientes 

eléctricos y de concentración de moléculas entre los fluidos luminales y 

serosos1-3. 
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                                          Figura 1. Vías de transporte3. 

 

Las uniones intercelulares estan constituídas por las Uniones 

Comunicantes (o uniones GAP),  las Uniones Adherentes, los 

Desmosomas y las Uniones Estrechas (Figura 2).  

 

                            Figura 2. Complejo de uniones intercelulares. 

Las uniones GAP o uniones comunicantes, son estructuras 

especializadas de membrana que permiten la comunicación de célula 

a célula a través del intercambio de pequeñas moléculas que difunden,  
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a través de canales formados por complejos de proteínas integrales de 

membrana denominados conexones4-5. 

 
 

 Figura 3. Seis unidades de conexinas forman canales (conexones). Diferentes              
conexinas pueden interactúar selectivamente para formar dichos canales5.  

 

Las Uniones Adherentes (UA) tienen múltiples funciones incluyendo 

la iniciación y la estabilización de la adherencia célula-célula, la 

regulación del citoesqueleto de actina, señalización intracelular y 

regulación transcripcional. Las proteínas predominantes en estas 

uniones son las cadherinas, que se unen a filamentos de actina y 

miosina y son dependientes de Ca2+. Dentro de estas uniones se 

encuentra  principalmente la E-cadherina6-7.  

Los Desmosomas conforman los sitios de anclaje para filamentos 

intermedios y  puntos de  contacto que  fijan a  células  adyacentes  por  
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medio de sus membranas laterales y a las células con la matriz 

extracelular (hemidesmosomas)8.  

 

Uniones estrechas  

Las Uniones Estrechas (UEs), son las estructuras que se encuentran 

en la parte más apical del complejo de unión intercelular en las células 

epiteliales y endoteliales y constituyen una barrera selectiva, que 

restringe la difusión entre la membrana apical y basolateral6,9-10. 

En imágenes de microscopía por criofractura, las UEs aparecen 

como una red de filamentos continuos interconectados en una serie de 

puntos focales en donde las membranas de las células adyacentes se 

fusionan (Figura 3)11-12. 
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Figura 3. A) Imágen de microscopia por criofractura y B) La flecha indica presencia de 

las UEs Microscopía electrónica12. 
 

Las UEs se encargan de regular el paso de iones, agua y 

pequeñas moléculas de tamaño mediano (<15Å) a través de la ruta 

paracelular (función de barrera) y de restringir la difusión de los lípidos y 

proteínas de membrana entre los compartimentos apical y basolateral, 

manteniendo así la polaridad celular13-14. Las UEs son estructuras 

dinámicas y están sujetas a modulación durante la remodelación del 

tejido epitelial, la reparación de heridas, la inflamación y la 
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transformación celular. Existe una asociación entre la función anormal 

de las UEs y el desarrollo de tumores15. 

 

Composición Molecular 

Las UEs están conformadas por más de 40 diferentes moléculas, 

entre  las que se  encuentran: 1) proteínas citosólicas; que pueden  servir  

como proteínas estructurales o de anclaje, como las zonula occludens 

(ZOs) ZO-1, -2 y -3; 2); proteínas de regulación del tráfico vesicular, 

involucradas en la señalización, proliferación, polaridad, diferenciación 

celular e incluso en la regulación de la expresión génica;  y 3) proteínas 

transmembranales, como las claudinas, ocludina, tricelulina y las JAM 

(junctional adhesion molecule). Estas proteínas interaccionan de 

manera homotípica con proteínas presentes en la membrana de la 

célula adyacente formando canales paracelulares capaces de regular 

el paso de moléculas de acuerdo a su tamaño y carga (Figura 4)16-18. 

 
Figura 4. Composición molecular de las Uniones Estrechas (modificado17). 
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Proteínas transmembranales 

JAM 

 JAM es una familia de glicoproteínas, cuyo  peso molecular es de 

43   kDa.   Pertenece  a  la superfamilia   de   las   inmunoglobulinas   que  

median la adhesion independiente del Ca2+. Tienen tres dominios 

estructurales: una región extracelular de 215 aminoácidos que contiene 

dos dominios variables de tipo Ig, un dominio transmembranal, y una 

cola corta intracelular de 45 aminoácidos que cuenta con un dominio 

de unión PDZ. Existen cuatro isoformas, JAM-1 que participa en la 

adhesión celular a traves de interacciones homotípicas, JAM-2 se 

expresa en células endoteliales, JAM-3 se expresa en plaquetas 

humanas y medía las interacciones entre leucocitos y plaquetas y JAM-4 

que se localiza en el glomérulo renal en células epiteliales13, 17, 19-20. 

 

Ocludina 

 Fue el primer componente transmembranal identificado en las UEs.  

Con un peso molecular aproximado  de 60 kDa, ocludina posee cuatro 

dominios transmembranales,  dos asas extracelulares de tamaño similar 

y tres dominios citoplasmáticos: una asa intracelular corta, una región 

amino terminal (N-terminal) y una región carboxilo terminal (C-terminal) 

larga, la cual es rica en residuos de serina, treonina y tirosina, que 

frecuentemente son fosforilados por diferentes proteínas cinasas. Esta 
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región se une directamente a ZO-1, que a su vez se asocia con el 

citoesqueleto de actina. Ambas asas extracelulares están enriquecidas 

en residuos de tirosina, y en la primera más de la mitad de los residuos 

son tirosinas y glicinas (Figura 5)12, 21-23. 

 

Tricelulina  

 Tricelulina se encuentra concentrada principalmente en los 

contactos tricelulares. Fue la primer proteína descrita en 

concentraciones notables en las UEs tricelulares en vertebrados. Esta 

proteína tiene cuatro dominios transmembranales, dos asas 

extracelulares  y su C-terminal tiene un 32% de homología a la de 

ocludina  y su N-terminal la dirige hacia los contactos tricelulares (Figura 

5)24. 

 
Figura 5. Estructura de tricelulina y ocludina, proteínas de las UEs25. 

 
 

 

 Estudios recientes en los que se  analiza la función fisiológica de 

tricelulina revelaron que la presencia de la proteína en las UEs 

bicelulares reduce discontinuidades en las hebras, aumenta la 

resistencia eléctrica paracelular y disminuye la permeabilidad a los iones 
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y solutos más grandes sin cambios en la selectividad de iones o 

preferencia de carga. En los contactos tricelulares, tricelulina 

específicamente sella las capas de células epiteliales contra el paso de 

macromoléculas sin afectar significativamente la penetración de 

iones25-26. 

 

Claudinas 

Las Claudinas constituyen una familia de proteínas 

transmembranales de 24 miembros en mamíferos. Tienen un peso 

molecular que varía entre los 20 a 27 kDa. Se predice que estas 

proteínas cruzan cuatro veces la membrana plasmática, dejando 

expuestas dos asas extracelulares.  La primer asa con 60 residuos, es 

importante para la selectividad iónica de la vía paracelular y como 

correceptor viral, como es el caso de las claudinas -1, -6 y -9 las cuales 

se ha reportado que son indispensables para la entrada del Virus de la 

Hepatitis C.  Además  esta asa presenta dos residuos de cisteína muy 

conservados que le confieren estabilidad por la formación de un 

puente disulfuro. La segunda asa extracelular tiene aproximadamente 

24 residuos de aminoácidos y se ha reportado que, para el caso de las 

claudinas -3 y -4, funciona como receptor de toxinas bacterianas como 

la enterotoxina de Clostridium perfringens (ECP).  

Las regiones N-terminal y C-terminal se encuentran expuestos al 

citosol, siendo el C-terminal importante para determinar la localización 

de estas proteínas. La región C-terminal se encuentra ampliamente 



 

     

Facultad de Medicina                                                                                                      19 

conservada en los integrantes de esta familia, y contiene sitios de unión 

a dominios PDZ, con los cuales pueden interactuar con otras proteínas 

citosólicas como las Zos, la proteína asociada a las UEs (PATJ) y MUPP1, 

todas   estas  involucradas  en  procesos  de  señalización.  La  región  C- 

terminal de las claudinas es blanco de modificaciones 

postraduccionales, que afectan la localización e interacción de las 

claudinas con otras proteínas. Como la fosforilación, la cual puede 

presentarse en residuos de serina, treonina y tirosina. Se ha reportado 

que la fosforilación en residuos de serina y treonina regula su 

localización membranal y la fosforilación en residuos de tirosina 

promueve su deslocalización al citosol. Se ha reportado que la 

fosforilación de las claudinas afecta su localización dentro de la 

membrana plasmática, lo que provoca cambios en la permeabilidad 

paracelular. La fosforilación puede ser modulada por la proteína cinasa 

A (PKA), la proteína cinasa C (PKC), las proteínas activadas por 

mitógenos (MAPK), entre otras. Por ejemplo, la fosforilación por PKA de 

claudina -3 y -16, promueve la integración de cludina -16 a las UEs e 

induce la localización citosólica de claudina -3. Por otro lado, la 

fosforilación de claudinas -1 y -4, promueve la incorporación de ambas 

proteínas a las UEs. Otra modificación postraduccional es la 

palmitoilación, la cual estabiliza su localización en la membrana celular 

(Figura 6)11, 18, 27-30. 
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Figura 6. Estructura de las claudinas30. 
 

 
 
 

  Hasta ahora se ha demostrado que los epitelios y endotelios 

expresan  una mezcla de diferentes claudinas que es específica para  la 

función de un tejido o de un tipo celular.  Las claudinas pueden formar 

interacciones con proteínas presentes en la membrana plasmática de 

una misma célula (interacción cis) y con claudinas presentes en la 

membrana de células adyacentes (interacción trans). También pueden 

formar interacciones de tipo homotípicas, entre claudinas del mismo 

tipo y heterotípicas, entre claudinas diferentes (Figura 7)31-32. No todas 

las interacciones heterotípicas son compatibles, por ejemplo claudina -1 

se une a cludina -3, pero no a claudina -2, -4 ó -533-34.  

 Otras interacciones  heterotípicas  incompatibles son la  claudina -4  

con  claudina -3  ó claudina -5 y -16 con claudina -19.  La razón  del  por  
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qué no llevan a cabo estas interacciones son aún desconocidas35. 

 

 
Figura 7. Interacciones de claudinas. Parte inferior: interacciones homofílicas y 
heterofílicas, -cis y -trans. Parte superior: esquema de hebras de UEs que consisten en 
A) interacciones -cis y -trans homofílicas, B) interacciones cis homofílica y -trans 
heterofílica, C) interacciones -cis heterofílicas y -trans homofílicas, y D) interacción -cis y 
-trans heterofílicas31. 
 
 
  
 Las diferentes interacciones entre las claudinas dan lugar a la 

formación de poros paracelulares de diferentes diámetros que pueden ir 

de los 4 a los 50 Å36-37, Estudios realizados con diferentes claudinas 

arrojaron que las claudinas-2 y -10 hacen más laxas las monocapas 

celulares; mientras que las claudinas-1, -4, -5, -7, -8, -11, -14, -15, -16, -18 y  
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-19 vuelven más estrechos a los epitelios. Las claudinas -2, -15, -16 y -19 

tienen preferencia por los cationes, mientras que la claudina 10a es 

selectiva a los aniones38. 

 

Claudinas y cáncer 

 El 90% de los diferentes tipos de cáncer tiene un origen epitelial. Las 

células tumorales se caracterizan por su descontrol en el crecimiento 

celular, la pérdida de la diferenciación y de la arquitectura celular. De 

la misma forma, presentan una función anormal de las UEs con la 

consecuente disminución de la polaridad celular. La pérdida de la 

integridad de las UEs puede ser particularmente importante para 

permitir la difusión de nutrientes y otros factores necesarios para la 

supervivencia y el crecimiento de las células tumorales. Además, la 

disminución de la polaridad y la diferenciación puede ser importante 

para el fenotipo metastásico, donde las células individuales deben 

abandonar el sitio primario y entrar en los vasos sanguíneos para llegar a 

sitios distantes39. Se ha encontrado que la expresión de ciertas claudinas 

se ve alterada en diferentes tipos de cáncer y esta alteración es 

específica de tejido ya que en algunos casos la misma claudina  es 

silenciada y en otros se sobreexpresa40-41. 

 La alteración de la función de las UEs está reflejada en el aumento 

y/o disminución de la expresión de las claudinas en la membrana 

celular,  y  como  consecuencia  en  la  distribución  subcelular42.   Se  ha  
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encontrado que claudina -7 se ve disminuida en cáncer de cabeza, 

cuello y mama. Por otro lado, claudina -3 y -4 son frecuentemente 

elevadas en cáncer de páncreas, próstata, ovario y de mama mientras 

que en hapatocarcinoma disminuye la expresión de claudina -4 y -5. La 

expresión de claudina -2 y -7 es indetectable en epitelio escamoso 

cervical, sin embargo en neoplasia cervical es aumentada15. En la Tabla 

I se muestran reportes acerca de la expresión y localización alterada de 

diferentes claudinas en distintos tumores humanos43. 
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Tabla I. Expresión de claudinas en diferentes tipos de tumores16 

 

ND: No Determinado 

 
 



 

     

Facultad de Medicina                                                                                                      25 

 

Migración, proliferación  y apoptosis 

La adhesión celular es esencial para la organización del epitelio 

en un tejido y para la regulación de procesos celulares tales como la 

diferenciación, la expresión génica, la motilidad, el crecimiento, la 

proliferación celular y muerte celular44. 

Durante el proceso de invasión y metástasis ocurren cambios en el 

acoplamiento de las células con su microambiente y la activación de 

proteasas extracelulares. Por ejemplo, se encuentra ampliamente 

estudiado el papel que juegan algunas proteínas involucradas en la 

adhesión célula-célula, como la E-caderina, la cual  esta inhibida o 

desaparece en la mayoría de los cánceres epiteliales, permitiendo la 

transmisión de señales que inhiben el crecimiento45.  

Poco se sabe sobre el papel que tienen las proteínas de las UEs en 

estos procesos, aunque se ha reportado la asociación de los cambios 

en la expresión y localización de algunas claudinas con fenotipos más 

invasivos de diferentes tipos de cáncer. Claudina -4 es un potente 

inhibidor de la invasividad en células de cáncer de páncreas, tanto en 

condiciones in vitro como in vivo, donde este efecto fue 

morfológicamente asociado con el incremento de la formación de UEs 

entre las células tumorales46-47.  
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La invasividad de células derivadas de tumor primario y metástasis 

de cáncer de colon, se asocia con el aumento de la expresión de 

claudina  -1   y  su   deslocalización   de   la   membrana   plasmática   al  

citoplasma y núcleo45. La sobreexpresión de claudina -7 en células de 

cáncer de ovario, promueven la invasividad y por otro lado disminuyen 

la migración celular47. 

La vida de la mayoría de las células se mantiene principalmente 

por las señales de sobrevivencia generadas por las interacciones célula-

matriz extracelular y célula-célula.  Uno de los eventos en los cuales una 

célula normal muestra pérdida de estas uniones es durante la muerte 

celular programada o apoptosis.  Durante la apoptosis se activan una 

serie de proteasas, denominadas caspasas, que son importantes en los 

mecanismos que llevan a la muerte celular promoviendo la destrucción 

de estructuras, organelos y genoma celular. La expresión de claudina -1 

en células tumorales de mama no altera la proliferación celular o la tasa 

de apoptosis en cultivos en monocapa. Sin embargo, la reexpresión de 

cludina -1 en células de cáncer de mama da lugar a un aumento de la 

apoptosis en cultivos tridimensionales, apoyando la hipótesis de que el 

suministro de nutrientes limitados es una propiedad antitumoral de las 

UEs funcionales48-49.  
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Otro estudio en células de cáncer de mama humanas, en 

tratamientos con tamoxifeno muestra que, claudina -1 tiene un efecto 

antiapoptótico49-50. 

 La sobreexpresion de claudina -1 en células de cáncer colorectal, 

así como de las claudinas -3 y -4 en células de cáncer de ovario 

aumentan   la   sobrevivencia   celular   al   reducir   la  velocidad  de   la  

apoptosis51. Por otro lado, la sobreexpresión de claudina -1 en células de 

carcinoma nasofaríngeo reduce la apoptosis en lugar de aumentar la 

proliferación celular52. 

Varios informes han demostrado un papel importante para 

claudina -1 en procesos de metástasis a través de la activación de 

metaloproteasas, aumento de la migración así como de la 

supervivencia celular y por otro lado reducción de la tasa de 

apoptosis53-54.  

 

Claudinas como marcadores moleculares, diagnóstico y terapia 

 Se ha sugerido que las claudinas, ya sea solas o en combinación 

con otras proteínas, pueden ser utilizadas como biomarcadores para la 

detección, diagnóstico y pronóstico de ciertos tipos de cáncer, como el 

carcinoma gastrointestinal, principalmente por su capacidad de 

promover la supervivencia celular, la migración y la invasividad. 
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Debido a que las claudinas -3 y -4 son altamente expresadas en 

muchos tipos de cáncer, se han propuesto como posibles blancos 

terapéuticos para varios tipos de tumores. En xenoinjertos en ratones 

utilizando células de cáncer de mama que expresan claudinas -3 y -4, 

se ha observado que el tratamiento con la EPC (enterotoxina de 

Clostridium perfringens) produce una disminución del tumor 

acompañado por necrosis55-58.  

Una alternativa más es la terapia con anticuerpos dirigidos contra 

la claudina -4 para probar lesiones primarias y metastásicas en cáncer 

de páncreas, ya que casi el 100% de estos tumores expresan a esta 

proteína en la membrana, por lo que el desarrollo de inmunoterapias 

para el tratamiento de esta enfermedad cobra gran importancia . Sin 

embargo, debe tomarse en cuenta que debido a que esta claudina se 

expresa en varios tejidos en condiciones normales, una terapia en 

contra de la misma podría generar  efectos secundarios no deseables40.  
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Planteamiento del problema 

Durante la conversión de células normales a células cancerosas 

los procesos de diferenciación y la polaridad celular se pierden. El 

fenotipo invasivo se lleva a cabo mediante un proceso llamado 

“transición epitelio-mesénquima” (EMT), en el cual, se observa una 

disminución en la adhesión intercelular y un incremento en la motilidad 

celular.  Estas características están asociadas a una pérdida de la 

polaridad celular, de la diferenciación y de la estructura de las UEs. La 

alteración continua de las UEs, generada por la sobreexpresión, 

disminución y cambios en la localización subcelular de las claudinas, 

permite el libre acceso de factores de crecimiento a regiones 

basolaterales de la célula manteniendo una señal proliferativa activa 

favoreciendo el crecimiento continuo de las células.   

A la fecha se sabe poco acerca de los mecanismos que  regulan  

la expresión y la localización subcelular de diferentes claudinas, asi 

como el papel que tienen en los procesos de proliferación y migración 

celular. 

Estudios previos en el laboratorio mostraron un aumento en la 

expresión y cambios en la localización subcelular de las claudinas -6, -7 

y -9 en biopsias de adenocarcinoma gástrico humano59.  Utilizando 

ensayos in vitro donde se sobreexpresaron claudinas -6, -7 ó -9 en 

células    AGS   (adenocarcinoma   gástrico   humano),   se   observó   un  
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incremento en la velocidad de proliferación, migración e invasividad de 

esta línea celular, siendo claudina -9 la que tuvo un efecto 

predominante en los procesos evaluados60. 

Dado que existen muy pocos estudios en los que se muestra la 

función de estas proteínas, el presente trabajo pretende determinar si los 

efectos de la sobreexpresión de claudinas -6, -7 y -9, sobre la 

proliferación y migración celular se mantienen en líneas celulares de 

distinto origen.  Para ello se utilizarán  líneas células derivadas de 

hepatocitos normales de rata (C9) y derivadas de hepatocarcinoma 

humano (HepG2). 
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Hipótesis 
 
 

La función y la estructura de las UEs se alteran debido a cambios en la 

expresión y localización de las claudinas. Dado que la sobreexpresión 

de claudinas -6, -7 y -9 promueve la proliferación y migración de células 

de adenocarcinoma gástrico humano, nuestra hipótesis es que la 

sobreexpresión de estas claudinas promoverá los mismos procesos en 

una línea celular de cáncer hepático. 
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Objetivos 

 

• Determinar si la sobreexpresión de las claudinas -6, -7 y -9 confiere 

la capacidad de regeneración de herida de líneas celulares 

hepáticas. 

• Evaluar si la sobreexpresión de estas claudinas promueve la 

invasividad celular. 

• Evaluar si la sobreexpresión de estas claudinas le confiere una 

ventaja proliferativa a las células.  

• Determinar el efecto de la sobreexpresión de claudinas sobre la  

apoptosis. 
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Material y métodos  
 
Cultivos celulares 
 
Se utilizó la línea celular derivada de hepatocarcinoma humano, 

HepG2, y la línea C9 derivada de hígado de rata. Ambas se 

mantuvieron en medio D-MEM(GIBCO) suplementado con 5% de suero 

fetal bovino, con 2mM de glutamina, 2mM de piruvato de sodio, 100 

U/ml de penicilina/estreptomicina y 0.1 U/ml de insulina, a 37ºC en una 

atmósfera de humedad al 5% de CO2.  

 

Construcción de vectores pcldn6GFP, pcldn7GFP y pcldn9GFP 

A partir del RNA total extraído de la línea celular AGS (Adenocarcinoma 

Gástrico Humano) y con el Kit Single Step RT-PCR (Invitrogen) se obtuvo 

el cDNA de las claudinas -6, -7 y -9 empleando los iniciadores 

correspondientes.  

hACTIN forward 5`-TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG-3` 

ACTIN reverse 5`-GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC-3` 

hCLD6 forward 5`-CAGTGCAGCTCCTTCAACC-3` 

hCLD6 reverse 5`-CTGTTGGGCACTGCCACTTC-3 

hCLD7 forward 5`-TTTCTGAGGGCGGAAATGGC-3` 

hCLD7 reverse 5`-GGCATCTAGACACTCCCATAGC-3` 

hCLD9 forward 5`-ATGGCTTCGACCGGCTTAG-3` 

hCLD9 reverse 5`-CAGGGCATCTGGTCATCAGG-3` 

 



 

     

Facultad de Medicina                                                                                                      34 

 

Se colocaron 10µl de la mezcla de reacción, 0.5µl de Iniciador A 10µM, 

0.5µl de Iniciador B 10 µM, 2.5µl de RNA 0.1 µg/µL, 0.4µl de RT/Taq, 6.1µl 

de H2O por reacción y se sintetizó el cDNA bajo las siguientes 

condiciones: 55°C por 30 min, 94°C por 2 min, 40 ciclos de: 94°C por 20 

seg, 56.9°C (cldn 6 y 7) ó 59.7°C (cldn9) por 30 seg, 72°C por 40 seg, y 7 

min a 72°C. Para construir cada vector se tomaron 4µl del producto 

obtenido de RT-PCR y se incubaron con 1µl del vector TOPO 

pcDNA3.1/NT-GFP y 1µl de la solución salina por 5 minutos a 

temperatura ambiente y posteriormente 20 minutos a 4°C. Se 

transformaron células de Escherichia coli DH5α competentes con 2µl de 

esta reacción de clonación y se seleccionaron las células transformadas 

en placas de agar LB-Ampicilina 100 µg/ml. Se seleccionaron 10 colonias 

para cada construcción y se realizó la extracción de plásmidos por mini-

prep (Invitrogen). Se corroboró el sentido en el que se insertó la 

secuencia deseada empleando la enzima Pst1 para las construcciones 

denominadas pcldn9GFP y pcldn7GFP y las enzimas XcmI y EcoRV para 

la construcción pcldn6GFP. Se secuenciaron las construcciones 

obtenidas para verificar la integridad de la secuencia. 
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Transfección de líneas celulares 

Para obtener líneas celulares que sobreexpresaran a las claudinas en 

estudio, se sembraron células en placas de 6 pozos (8 X 105 

células/pozo) hasta alcanzar un 80% de confluencia. Se lavaron dos 

veces con PBS y se cambió el medio por Opti-Mem (GIBCO). La 

transfección se llevó a cabo utilizando una mezcla de las 

construcciones previamente descritas con Lipofectamina 2000 de 

acuerdo a las especificaciones del fabricante (Invitrogen). Las células 

fueron mantenidas por siete días en D-MEM(GIBCO) suplementado con 

5% de suero fetal bovino, con 2mM de glutamina, 2mM de piruvato de 

sodio, 100 U/ml de penicilina/estreptomicina,  0.1 U/ml de insulina  y 700 

µg/ml de G-418. 

 

Fraccionamiento celular y Western blot 

Para confirmar la sobreexpresión y la localización de las claudinas 6, 7 y 

9, se realizó un fraccionamiento celular. Para ello se sembraron células 

hasta alcanzar confluencia, se lavaron con PBS frío y se resuspendieron 

en 1ml de amortiguador A (Tris 20 mM, Dextrosa 0.25 M, EGTA 10 mM, 

EDTA 2 mM, pH 7.5), + inhibidores de proteasas (Leupeptina 20 µg/ml e 

inhibidor de Tripsina 1 mg/ml) y cocteles de inhibidores de fosfatasas I y II 

(SIGMA). Las suspensiones se sonicaron y se centrifugaron a 39,000 rpm 

(156,553 x g),  por 30  min a 4°C. Los  sobrenadantes obtenidos  (fracción  
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citosólica) se colocaron en tubos nuevos. El precipitado se resuspendió 

en 150µl de amortiguador A con los inhibidores antes mencionados 

adicionado con 1% de Tritón X-100 y se incubó durante 1h a 4°C en 

agitación suave. Posteriormente se centrifugó nuevamente a 39,000 

rpm, 30 minutos a 4°C. Se colocó el sobrenadante (fracción 

membranal) en tubos nuevos. Se resuspendió el precipitado en 150 µl de 

amortiguador de lisis (NaCl 150 mM, Tris 50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, 

IGEPAL 1%, SDS 0.1% y Desoxicolato de Sodio 0.1%) con los mismos 

inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se incubó por 1 h a 4°C con 

agitación suave y se centrifugó por a 39,000 rpm, 30 min a 4°C. El 

sobrenadante resultante (fracción de citoesqueleto) se colocó en tubos 

nuevos previamente marcados y colocados en hielo. Se tomaron 

alicuotas para determinar la concentración de proteína  empleando el 

kit de determinación de proteína de BioRad.  

 La detección de las claudinas se evaluó mediante ensayos de 

Western blot en los que  se cargaron  25 µg de proteína en geles de 

poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes y se transfirieron 

a membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con 5% 

de leche libre de grasas en TBS durante 1 h y se incubaron con los 

anticuerpos primarios correspondientes a las claudinas 6, 7 y 9 durante 

toda la noche a 4ºC en agitación suave. Al día siguiente se hicieron 3 

lavados  con TTBS  por 10 min  cada uno  y se  incubaron las membranas  
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con los anticuerpos secundarios correspondientes durante 1 h a 

temperatura ambiente con agitación suave. La detección se llevó a 

cabo mediante el método de quimiluminiscencia con los reactivos del 

kit PIERCE (Supersignal West Dura Extended Duration Substrate). 

 

Microscopia confocal 

Con la finalidad de observar la localización de las claudinas 

sobreexpresadas en las líneas se utilizó microscopía confocal, se 

crecieron células transfectadas en cubreobjetos a 90% de confluencia, 

se lavaron con PBS frío dos veces, después se fijaron con metanol 

absoluto frío durante 10 min y posteriormente se fijaron con metanol 

absoluto frío a -20ºC y se montaron en portaobjetos para su 

observación. 

 

Ensayo de invasividad en cámaras de matrigel 

Para evaluar el efecto de la sobreexpresión de las claudinas sobre la 

capacidad invasiva de las líneas celulares, se realizaron ensayos de 

invasividad en cámaras de matrigel. Antes de iniciar el trabajo con las 

células, los insertos con matrigel se rehidrataron adicionando 0.5ml de 

medio a temperatura ambiente y se incubaron durante 2h a 37ºC y 5% 

de CO2. En placas de 24 pozos  se adicionaron 750µl de medio con 5% 

de SFB a cada pozo para servir como quimioatrayente. Se colocó un 

inserto por pozo se sembraron 2.5X104 de células en el pozo. La  placa se  
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incubó 36h a 37ºC y 5% de CO2 para permitir la migración de las células. 

Las células que no migraron y el matrigel se removieron tallando 

ligeramente con un hisopo. Las células que migraron se fijaron con 

metanol y se detectaron en la membrana del inserto con azul de 

toluidina al 1%. Posteriormente se cortó la membrana del inserto y se 

montó en portaobjetos para contar  las células presentes en 3 campos 

diferentes. 

 

Ensayo de regeneración de herida 

Para determinar si la sobreexpresión de las claudinas promovía la 

migración celular, se sembraron 1 X 105 células transfectadas en placas 

de seis pozos y se incubaron hasta alcanzar confluencia. Posteriormente 

se realizó una herida con la punta de una micropipeta, se midió la 

distancia entre la separación de las células de tres campos diferentes y 

nuevamente se incubaron para evaluar la migración celular mediante 

la regeneración  de la zona afectada. Los resultados fueron registrados 

mediante toma fotográfica a   diferentes tiempos. 

 

Ensayo de proliferación celular 

Para evaluar la velocidad de proliferación de las células transfectadas 

se empleó el kit BrdU Cell Proliferation (Calbiochem). Para ello se 

colocaron  10  µl  de   una   suspensión  de  1X104  células/ml   de  células  
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HepG2 ó C9 en placas de 96 pozos y se incubaron durante 4 h para 

permitir su adhesión. Después de este tiempo se adicionaron 20 µl de la 

solución de BrdU y se incubaron las placas por 30 min a temperatura 

ambiente. Después se adicionaron 100 µl del anticuerpo secundario 

acoplado a peroxidada (1:1000) y se incubó por 30 min más. Se retiró y 

se lavó el exceso de anticuerpo, se reveló y se detectó la cantidad de 

BrdU incorporada midiendo a 490 nm.   

 

Ensayo de apoptosis 

Para determinar si la sobreexpresión de claudinas inhibe los procesos de 

apoptosis, se utilizó el kit Annexin V-Cy3 Apoptosis Detection siguiendo 

las indicaciones proporcionadas por el distribuidor. 

Se sembraron 1 X 105 células, se hicieron lavados con PBS y se 

despegaron. Posteriormente se resuspendieron en 500 µl de buffer 1X y 5 

µl de annexin V-Cy3 y se incubaron durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Para inducir la apoptosis en las células, se expusieron a rayos 

UV durante 20 minutos, las muestras se analizarón por citometría de flujo 

inmediatamente. 

 

Análisis estadístico. Todos los valores se expresan como promedio ± 

desviación  estándar  (SD).   Para  evaluar  si  las  diferencias  observadas  

entre dos grupos eran significativas se empleó un análisis de T- de 

Student. 
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Resultados 

 

Análisis de la expresión de claudinas endógenas 

En primera instancia se analizó la expresión de las claudinas -6, -7 y -9 se 

de manera endógena en las líneas celulares C9 y HepG2. Como puede 

observarse en la Figura 8, lisados totales de ambas líneas celulares  

muestran la expresión de claudinas -6, -7 y -9. Cabe señalar que la línea 

celular HepG2 muestra una expresión muy baja de claudina-6.   

 

Figura 8. Expresión de las claudinas -6, -7 y -9 en células C9 y HepG2. Análisis 

por Western blot de lisados totales de ambas líneas celulares. 

 

Pocos son los estudios en los que se muestra una expresión constitutiva 

de las claudinas-6 y -9. Esta se ha evidenciado en pocas líneas celulares 

y su expresión se ha observado en el citosol. Se acepta que estas 

claudinas tienen una expresión restringida al desarrollo embrionario y la 

vida fetal, disminuyendo su expresión en la etapa posnatal y adulta61. 
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Debido a que no existen reportes en los que se muestre cuál es la 

localización subcelular de estas claudinas en las líneas celulares 

utilizadas, se realizó un fraccionamiento celular en el que se obtuvieron 

fracciones de citosol, membrana y citoesqueleto y se evaluó la 

expresión mediante ensayos de Western blot con anticuerpos 

específicos. Como lo muestra la Figura 9, la línea celular C9 muestra la 

expresión de claudinas -6 y -9 en las tres fracciones subcelulares y 

claudina -7 solo se detectó en la fracción de citosol y citoesqueleto.   

                           

Figura 9. Expresión de claudinas en fracciones subcelulares de la línea celular 

C9. Se muestra el análisis por Western blot de las fracciones subcelulares 

obtenidas, marcadas como citosol, membrana y citoesqueleto.  

 

Las células HepG2  expresan claudinas  -7 y -9  en las fracciones de 

citosol y citoesqueleto (Figura 10).  Como se mencionó anteriormente, 

estos  resultados están de acuerdo  con lo publicado donde se  muestra  
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la expresión citosólica evidenciada en biopsias de carcinoma de células 

escamosas, cáncer de mama y carcinoma hepatocelular62-64. 

 

 

Figura 10. Expresión de claudinas -7 y -9 en fracciones subcelulares de células 

HepG2. Se muestra el análisis por Western blot en las fracciones de citosol, 

membrana y citoesqueleto.  

 

Sobreexpresión de claudinas -6, -7 y -9 

 

Para promover la sobreexpresión de las claudinas, se transfectaron las 

líneas celulares C9 y HepG2, con las construcciones de pcDNA3.1/cldn6,  

7 ó 9NT-GFP.  Una vez seleccionadas, se corroboró la expresión por RT-

PCR, microscopía confocal y Western blot.  

En las figuras 11 y 12 se muestra el incremento en los niveles de RNAm de 

las claudinas -6, -7 y -9 en las líneas transfectadas. 
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Figura 11. Detección de los niveles de RNAm de claudinas sobreexpresadas en 

células C9. RT-PCR empleando RNA total extraído de las células control sin 

transfectar (C9), de células control con el vector vacío (C9 GFP) y de las 

células transfectadas con el vector específico de cada claudina. 

 

 

 

Figura 12. Detección de los niveles de RNAm de claudinas sobreexpresadas en 

células HepG2. RT-PCR empleando RNA total extraído de las células control sin 

transfectar (HepG2), de células control con el vector vacío (HepG2 GFP) y de 

las células transfectadas con el vector específico de cada claudina. 

 

Para determinar la localización celular de las claudinas transfectadas, 

se realizaron ensayos de Inmunofluorescencia.  Las figuras 13 y 14 
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muestran  que la expresión de las claudinas transfectadas está 

confinada principalmente a nivel de citosol en ambas líneas celulares. 

 

Figura 13. Sobreexpresión de claudinas -6, -7 y -9. Imágenes de microscopía 

confocal (40X) en las que se muestra la expresión y localización de las 

claudinas acopladas a la proteína verde fluorescente (GFP) transfectadas en 

las células C9. 
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Figura 14. Sobreexpresión de claudinas -6, -7 y -9. Imágenes de microscopía 

confocal (40X) en las que se muestra la expresión y localización de las 

claudinas acopladas a la proteína verde fluorescente (GFP) transfectadas en 

las células HepG2. 

 

Esto coincide con estudios previos en los que se muestra que la 

sobreexpresión de claudinas promueve su deslocalización60. Cabe 

mencionar que la línea celular HepG2 no forma monocapas sino que 

crece como cúmulos sobrelapados, por lo que es difícil determinar el 

nivel  de expresión  de cada claudina.  Tomando en cuenta  lo  anterior,  
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las imágenes en la figura 14 sugieren una baja expresión para la 

claudina -6 a diferencia de las claudinas -7 y -9.  

Las figuras 15 y 16 muestran los ensayos de Western blot de lisados 

obtenidos de las células C9 y HepG2 transfectadas utilizando 

anticuerpos específicos para las claudinas -6, -7 y -9.  En las figuras 17 y 

18 se muestran los resultados utilizando un anticuerpo contra la GFP 

acoplada a cada una de las claudinas. 

 

 

 

 

Figura 15. Expresión de las claudinas transfectadas en las células C9. Ensayos 

de Western blot en los que se detecta una banda de alrededor de 50 kDa 

(claudinas fusionadas a la GFP), y una banda de 25 kDa (claudinas 

endógenas). En las células transfectadas con el vector vacío (C9 GFP), así 

como las células control sin transfectar sólo se observa la claudina endógena.  
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Figura 16. Expresión de las claudinas transfectadas en las células HepG2. 

Ensayos de Western blot en los que se detecta una banda de alrededor de 50 

kDa (claudinas fusionadas a la GFP), y una banda de 25 kDa (claudinas 

endógenas). En las células transfectadas con el vector vacío (HepG2 GFP), así 

como las células control sin transfectar sólo se observa la claudina endógena. 
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Figura 17. Detección de las claudinas transfectadas en las células C9 mediante 

Western blot usando un anticuerpo contra la GFP. El análisis de extractos totales 

mostró una banda de alrededor de 50 kDa (claudinas exógenas fusionadas 

con la GFP) y una de alrededor de 25 kDa en las células transfectadas con el 

vector vacío (C9 GFP) correspondiente a la GFP. Las células control sin 

transfectar no expresan esta proteína. 
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Figura 18. Detección de las claudinas transfectadas en las células HepG2 

mediante Western blot usando anticuerpo contra la GFP. El análisis de extractos 

totales mostró una banda de alrededor de 50 kDa (claudinas exógenas 

fusionadas con la GFP) y una de alrededor de 25 kDa en las células 

transfectadas con el vector vacío (HepG2 GFP) correspondiente a la GFP.  Las 

células control sin transfectar no expresan esta proteína. 

 

Cabe mencionar que los anticuerpos comerciales utilizados contra 

cada una de las claudinas en estudio son anticuerpos policlonales que  

se generaron en cabra, por lo que las señales que se obtienen en 

ensayos por Western blot son muy poco confiables.  Por lo anterior se 

realizaron los mismos ensayos utilizando un anticuerpo monoclonal 

dirigido contra la GFP.  Las bandas obtenidas con los anticuerpos anti-

GFP mostraron que para todas las células transfectadas se revela una 

banda de 50 kDa equivalente a la proteína de fusión GFP-claudina. Por 

lo anterior, aún cuando los resultados obtenidos con los anticuerpos 

específicos contra las claudinas no fueron claros, estos resultados 

confirman que ambas líneas celulares expresan a las proteínas de 

interés. 
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Efecto de la sobreexpresión de las claudinas en la migración de las 

células C9 

 

Para evaluar si la sobreexpresión de las claudinas promueve la 

migración celular, se realizó el ensayo de regeneración de herida 

únicamente en las células C9 ya que las HepG2 no tienen esa 

capacidad. A diferencia de lo reportado con las células AGS 

transfectadas con las mismas claudinas, los resultados obtenidos 

mostraron que la sobreexpresión de las claudinas-7 y -9 promueve la 

migración celular ya que después de 6 h de haber hecho la lesión, las 

células ya poblaron la zona casi en su totalidad, lo que no se observó 

con la claudina-6 (Figura 19). Los reportes que a la fecha muestran un 

efecto de claudinas sobre la migración celular utilizan líneas celulares 

derivadas de diferentes tipos de cáncer. En este estudio las células C9, 

células normales derivadas de hígado de rata, mostraron un aumento 

en la migración celular significativo cuando la claudina -9 se 

encontraba sobreexpresada.    
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  WT                      GFP                      CLDN-6                CLDN-7                CLDN-9 

 

 

Figura 19. La sobreexpresión de claudina-9 promueve la migración celular en 

células C9. Las células que sobreexpresan claudina -9 migraron a mayor 

velocidad que las que sobreexpresan a claudinas-6 y -7. 
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Efecto de la sobreexpresión de las claudinas en la invasividad de las 

células C9 

La capacidad de invasión de las células transfectadas se evaluó en 

insertos cubiertos de matrigel, una matriz rica en factores de 

crecimiento, proteínas de matriz extracelular, inhibidores y enzimas de la 

degradación de la matriz extracelular (Figura 19 y 20).  

Como se puede observar en la figura 20, hubo un aumento en la 

capacidad de invasión del 50%, 350% y 275%, en las células que 

sobreexpresan claudinas -6, -7 y -9 respectivamente.  

 

 

 

Figura 20. Invasión de Matrigel por las células C9 que sobreexpresan claudinas 

-6, -7 y -9. La capacidad de invasión de las células que sobreexpresan 

claudinas -6, -7 y -9 fue mayor que en las células control. 
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Células C9 

 

 ★P=<0.001 

Figura 20. Representación gráfica del efecto de la sobreexpresión de  

claudinas -6, -7 y -9 sobre la invasividad celular. La invasividad de las células 

C9 que sobreexpresan a la claudina -7 es tres veces mayor en comparación 

con las células control.  Las células que sobreexpresan claudina -9 también 

tienen un incremento significativo. 
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Efecto de la sobreexpresión de las claudinas en la invasividad de las 

células HepG2 

La capacidad de invasión de las células transfectadas se evaluó de la 

misma manera que para las células C9 (Figura 21). Los resultados 

obtenidos mostraron que la sobreexpresión de las tres claudinas 

incrementó significativamente la capacidad de migración celular.  Los 

resultados cuantitativos de estos ensayos (figura 22) muestran que, la 

sobreexpresión de claudina -9 en estas células aumenta 4 veces la 

capacidad de invasión con respecto al control.  

 

 

Figura 21. Invasión de Matrigel por las células HepG2 que sobreexpresan 

claudinas -6, -7 y -9. La capacidad de invasión de las células que 

sobreexpresan claudinas -6, -7 y -9 fue mayor que en las células control. 
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Células HepG2 

 

 ★P=<0.001 

Figura 22. Representación gráfica del efecto de la sobreexpresión de  

claudinas -6, -7 y -9 sobre la invasividad celular. La invasividad de las células 

HepG2 que sobreexpresan a la claudina -9 es tres veces mayor en 

comparación con las células control.  Las células que sobreexpresan claudina -

6 y -9 también tienen un incremento significativo. 

 

Al igual que para lo reportado en las células AGS, la sobreexpresión de 

estas claudinas promueve la capacidad de invasión de las células 

transfectadas60. Los mecanismos por medio de los cuales se promueven 

tales procesos son desconocidos, sin embargo, es importante señalar 

que claudina-9 tiene un efecto importante en los eventos de 

proliferación e invasividad celular. 
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Evaluación de la proliferación de células C9 transfectadas con las 

claudinas-6, -7 y -9 

Dado que la sobreexpresión de estas claudinas promueve la migración 

y la invasividad celular, se evaluó si había algún efecto sobre la 

proliferación de estas líneas celulares mediante la incorporación de 

BrdU partiendo de una misma densidad celular. Como se puede 

observar en la figura 23, las células transfectadas con claudinas -6, -7 y -

9 incrementaron la proliferación 52%, 50% y 50% respectivamente.  

 

 

Células C9 

 

        ★P=<0.001 

Figura 23. Proliferación de las células C9 transfectadas con claudinas -6, -7 y -

9. La sobreexpresión de las claudinas aumenta la proliferación celular. 
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Evaluación de la proliferación de células HepG2 transfectadas con las 

claudinas-6, -7 y -9 

Las células HepG2 que sobreexpresan a las claudinas -6, -7 y -9 

incrementaron su velocidad de proliferación en un 31%, 22% y 24% 

respectivamente. En todos los casos el incremento de proliferación fue 

estadísticamente significativo (Figura 24). 

 

 

HepG2 

 

        ★P=<0.001 

Figura 24. Proliferación de las células HepG2 transfectadas con claudinas -6, -7 

y -9. La sobreexpresión de las diferentes claudinas aumenta la proliferación 

celular. 
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Evaluación de apoptosis de las células C9 y HepG2 transfectadas con 

claudinas -6, -7 y -9 

 Debido a que la sobreexpresión de las claudinas-6, -7 o -9 promovió los 

mecanismos de proliferación e invasión, se decidió evaluar si de la 

misma forma, esta sobreexpresión confería “resistencia” a las células 

ante un factor externo de stress que pudiera promover muerte celular. 

Para ello, ambas líneas celulares se expusieron 20 minutos a rayos UV 

para inducir la apoptosis y se midieron los efectos de esta exposición 

utilizando el kit Annexin V-Cy3 Apoptosis Detection siguiendo las 

indicaciones proporcionadas por el distribuidor. Los efectos se midieron 

por citometría de flujo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

     

Facultad de Medicina                                                                                                      59 

 

C9 

 

 

Figura 25. Evaluación de apoptosis en células C9. En el cuadrante R2 se 

muestra el porcentaje de la población celular que está en apoptosis. 
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HepG2 

 

 

 

Figura 25. Evaluación de apoptosis en células HepG2. En el cuadrante R2 se 

muestra el porcentaje de la población celular que está en apoptosis.  

 
 

En las figuras 24 y 25, se muestran los diagramas de las citometrías de 

flujo de las células que sobreexpresan claudinas -6, -7 y -9 sin inducción 

de apoptosis (del lado izquierdo) y los diagramas de las células 

inducidas a apoptosis (del lado derecho).   
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Aún cuando no se muestran los resultados con ambas líneas celulares sin 

transfectar ambas figuras muestran que, al exponer a las células a un 

factor externo de stress (rayos UV), la expresión de las claudinas 

“protege”, por algún mecanismo, la cantidad de células que entran en 

apoptosis.  Los datos muestran un efecto mayor para la claudina-7 en 

las células C9 en donde el porcentaje de células que entran en este 

proceso se reduce de un 35% a un 7%.   Los efectos de “evasión” de 

apoptosis fueron más evidentes en la línea celular C9 que en la HepG2. 

Una probable explicación puede ser que la línea celular C9 son células 

epiteliales normales y las células HepG2 derivan de un hepatoma, por lo 

que los efectos observados en las células C9 son más evidentes ya que 

las células HepG2 tienen mecanismos alterados en los cuales las 

claudinas no pueden ejercer su efecto. 
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DISCUSIÓN 
 

El alto grado de organización celular observado en los tejidos 

diferenciados se pierde en diferentes procesos como el cáncer. Esta 

desorganización se refleja en cambios en la expresión y distribución de 

proteínas, entre estas, aquellas que están regulando las funciones de las 

UEs y por ende afectando la polaridad celular. La pérdida de la 

integridad de las UEs es particularmente importante ya que permiten la 

difusión de nutrientes y otros factores necesarios para la supervivencia y 

el crecimiento de las células tumorales. Además, la alteración de estas 

uniones tiene un papel importante en el control de crecimiento celular, 

en la pérdida de la polaridad y la diferenciación  celular, promoviendo 

el fenotipo metastásico, donde las células individuales migran y 

abandonan el sitio primario para entrar en los vasos sanguíneos y llegar 

a sitios distantes58.  

A la fecha, se encuentra ampliamente estudiado el papel que 

juegan algunas proteínas involucradas en la adhesión célula-célula, 

como la E-cadherina, la cual esta inhibida o desaparece en la mayoría 

de los cánceres epiteliales. Poco se sabe sobre el papel que tienen las 

proteínas de las UEs en estos procesos, aunque se ha reportado la 

asociación de los cambios en la expresión y localización de algunas 

claudinas con fenotipos más invasivos en diferentes tipos de cáncer45. 

Debido a la alta especificidad de los patrones de expresión en el 
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cáncer de las diferentes claudinas, se ha sugerido que estas proteínas 

pueden ser utilizadas como posibles marcadores moleculares para el 

diagnóstico temprano de cáncer. Por ejemplo, un conjunto de cuatro 

marcadores, incluyendo a claudina-3, se encontró que era suficiente 

para identificar de forma precisa a 158 tipos de cáncer de ovario, 

incluyendo ocho tipos de cáncer en estadio temprano. Además, la 

expresión de claudinas se puede utilizar como un indicador pronóstico, 

tal es el caso de la disminución de la expresión de claudina-1, la cual se 

ha demostrado que está asociada con un mal pronóstico de cáncer de 

colon en estadio II.  La expresión de claudina -10 también se ha 

demostrado que es un factor pronóstico independiente para la 

recurrencia de carcinoma hepatocelular después de hepatectomía 

curativa. 

En la tumorigénesis las células normales se transforman a células 

altamente invasivas y proliferativas. Al respecto se ha observado que la 

expresión de diversas claudinas cambia conforme se desarrolla la 

capacidad de invasión y migración de las células tumorales59. Por 

ejemplo, la sobreexpresión de claudina -3 y -4 en cáncer de ovario se 

relaciona con el desarrollo de la capacidad de migración de las 

células.  

El significado de la sobreexpresión de claudinas-6, -7 y -9 en 

biopsias de adenocarcinoma gástrico humano fue evidenciado en 

estudios in vitro utilizando células AGS.  Estos estudios mostraron que  la 
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sobreexpresión de estas claudinas promueve la proliferación, la 

migración y la invasividad celular60. Para determinar si los efectos 

generados por estas claudinas se encuentran de manera general en 

diferentes líneas celulares, en este trabajo se utilizaron líneas celulares 

derivadas de hígado normal (C9) y de hepatoma (HepG2).  Nuestras 

observaciones mostraron que en las células C9 la sobreexpresión de las 

claudinas -6, -7 -9 incrementó la migración celular, siendo mayor la 

velocidad de migración en las células que sobreexpresaron claudina -9 

ya que el ensayo mostró la regeneración de la herida a las 6 horas.  

Estos ensayos no se realizaron con la línea celular HepG2 ya que esta 

línea no crece en monocapa sino en cúmulos. 

A la fecha, los reportes que hablan sobre la participación de estas 

claudinas en la migración celular son escasos. La tumorigenesis 

involucra un proceso de muchas etapas en las cuales se lleva a cabo la 

transformación de células normales para hacer que migren e invadan 

otros tejidos.  Este es el caso de la sobreexpresión de claudina-3, la cual 

estimula la migración de células de cáncer de colon y de claudinas-3 y 

-4, las cuales aumentan la invasividad de células epiteliales de ovario51, 

53. También se ha reportado que la expresión diferencial de claudinas 

puede promover la invasión y migración celular65, sin embargo, los 

mecanismos que pueda modificar la sobreexpresión de claudinas 6, 7 y 

9 en estas células es desconocido.  



 

     

Facultad de Medicina                                                                                                      65 

Al evaluar la capacidad de invasión se observó que la 

sobreexpresión de  claudinas-7 y -9 promovió, de manera significativa, 

este proceso.  En las células HepG2 hubo un incremento significativo en 

las células transfectadas con las tres claudinas, sin embargo las células 

que sobreexpresan claudina-9 tienen un mayor efecto, ya que 

incrementaron 3 veces más la capacidad invasiva.  Este efecto 

coincide con los observados en reportes anteriores utilizando células de 

cáncer gástrico (AGS)60.   

Está bien establecido que los cambios en el microambiente iónico 

de las membranas lateral y apical y la alteración de transportadores de 

membrana y canales iónicos pueden modificar el pH intracelular y la 

proliferación celular. 

En lo que se refiere a la proliferación celular, la sobreexpresión de las 

claudinas-6, -7 y -9 incrementó la proliferación en las células C9 en un 

52%, 50% y 50% respectivamente (Fig. 23).  Este incremento puede 

asociarse con el aumento en la capacidad invasiva en las células 

transfectadas con las mismas claudinas. 

 Por otro lado en la línea celular HepG2 las células transfectadas 

con las claudinas -6, -7 y -9 el incremento en la proliferación fue de 31%, 

22% y 24% respectivamente (Fig. 24). Aún cuando el porcentaje de 

proliferación fue menor en comparación con la línea C9, en los tres 

casos fue estadísticamente significativo. 
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Se ha reportado que, en células de cáncer de mama MCF-7, la 

sobreexpresión de claudina -6 endógena sensibiliza a las células a entrar 

en apoptosis 66-67. En otro estudio se observó que la deslocalización de 

ocludina promovía  apoptosis68.  Para determinar si los efectos 

observados correlacionaban con evasión de apoptosis, las líneas 

celulares se expusieron a rayos UV. 

Los resultados mostraron que la sobreexpresión de las claudinas-6, 

-7 y -9 resulta en menos células que entran a apoptosis.  En ambas líneas 

celulares claudina-7 fue la que redujó el porcentaje de células 

apoptóticas, siendo la línea celular C9 la que redujo el índice 

apoptótico en un 26%.  
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En las siguientes tablas se resumen los resultados obtenidos en ambas 

líneas celulares 

 

El efecto de la sobreexpresión de las claudinas -6, -7 y -9 en las células 

C9 y HepG2 en la apoptosis. 
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Conclusiones 

Efecto de la sobreexpresión de claudina -6, -7 y -9 en la línea celular C9 

 La sobreexpresión de claudina -9 promueve la migración celular a 

mayor velocidad que claudina -6 y -7. 

 La capacidad de invasión de las células que sobreexpresan 

claudina -7 y -9 resultó significativo. 

 La sobreexpresión de claudina -6, -7 y -9 aumentan la velocidad de 

proliferación. 

 La sobreexpresión de claudina -7 disminuye el porcentaje de células 

que entran en apoptosis. 

 

Efecto de la sobreexpresión de claudina -6, -7 y -9 en la línea celular 

HepG2 

 La sobreexpresión de claudina -6, -7 y -9 aumenta la invasidad 

celular, siendo claudina -9 la que tiene un mayor efecto. 

 La sobreexpresión de claudina -6, -7 y -9 aumenta la velocidad de 

proliferación. 

 La sobreexpresión de claudinas -6, -7 y -9 disminuye el porcentaje de 

células que entran en apoptosis. 
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ANEXO 

MEDIOS Y SOLUCIONES 

D-MEM  

Disolver un sobre del medio en aproximadamente 800 ml de agua 

tratando de no dejar nada de medio en el sobre 

Adicionar 2 g de NaHCO3 y disolver 

Ajustar a pH = 7.4 (puede quedar 0.1 o 0.2 abajo) 

Llevar a 1 litro  de volumen con agua 

Esterilizar por filtración separando en botellas de 500 ml etiquetadas. 

Por cada 100 ml de medio DMEM solo adicionar: 

• 0.1 ml de Insulina de SIGMA de 10 mg/ml (10 µg/ml ó 0.1 U/ml) 

• 0.2 ml de Piruvato de Sodio de GIBCO 100mM (2mM) 

• 5 ml de L-Glutamina de GIBCO 200 mM (2mM) 

• 5 ml de Penicilina/Estreptomicina de GIBCO 10,000U/ml/10,000 

µg/ml (100U/ml/100 µg/ml) 

• 5.0 ml de Suero Fetal Bovino de GIBCO (5%) 

PBS pH = 7.5 

Para 1 litro: 

Pesar 9.6 g de PBS (Dulbecco´s Phosphate-Buffered Saline) de GIBCO 

Disolver en 900 ml de agua 

Ajustar el pH 
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Llevar a un litro de volumen final con H2O desionizada, esterilizar por 

filtración y guardar en refrigeración 

 

BUFFER A pH = 7.5 

Para 100 ml 

• 0.242 g de Tris base (PM = 121.14 g/mol, C4H11NO3) de SIGMA (20 

mM) 

• 4.506 g de Dextrosa Anhidra (PM = 180.16 g/mol, C6H12O6) de 

SIGMA (0.25 M) 

• 0.38 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol, C14H24N2O10) de SIGMA (10 mM) 

• 0.058 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol, C10H16N2O8) de SIGMA (2 mM) 

Disolver los compuestos y ajustar el pH 

Aforar a 100 ml con agua 

Almacenar en Refrigeración 

 

Antes de emplear,  adicionar los siguientes inhibidores por cada ml de 

Buffer a emplear: 

• 4 µl de Leupeptina 5 mg/ml (20 µg/ml) 

• 10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas I de SIGMA (dil 1:100) 

• 10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas II de SIGMA (dil 1:100) 

• 1 mg de Inhibidor de Tripsina de SIGMA (1mg/ml) 

Una vez adicionados los inhibidores dejar el buffer en hielo para su uso. 
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BUFFER DE LISIS  pH = 7.5 

Para 100 ml:  

• 0.8766 g de NaCl  (150 mM) 

• 0.6057 g de Tris base (PM = 121.14 g/mol, C4H11NO3) de SIGMA (50 

mM) 

• 0.038 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol, C14H24N2O10) de SIGMA (1 mM) 

• 0.029 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol, C10H16N2O8) de SIGMA (1 mM) 

• 1 ml de IGEPAL (1%) 

• 1 ml de Solución de Desoxicolato de Sodio al 10% (0.1%) 

• 0.1 g de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (0.1%) 

Disolver los compuestos y ajustar el pH 

Aforar a 100 ml con agua 

Almacenar en refrigeración 

 

Antes de emplear este buffer, adicionar los siguientes inhibidores por 

cada ml a emplear: 

• 4 µl de Leupeptina 5 mg/mL (20 µg/ml) 

• 10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas I de SIGMA (dil 1:100) 

• 10 µl de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas II de SIGMA (dil 1:100) 

• 1 mg de Inhibidor de Tripsina de SIGMA (1mg/ml) 

 

BUFFER DE LAEMLI 4X 

Para 50 ml: 
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• 20 ml de SDS al 10% (4%) 

• 12.5 ml de Tris 0.5 M pH = 6.8 (0.125M) 

• 10 ml de Glicerol (20%) 

• 0.02 g de Azul de Bromofenol (0.04%) 

Disolver y aforar a 50 ml 

Distribuir en tubos de 15 ml 

Almacenar en congelación 

Usar la mitad del volumen de este buffer en el volumen de la muestra. 

Antes de emplear la muestra para su análisis por electroforesis, adicionar 

5% de β-Mercaptoetanol. 

 

ACRILAMIDA 30.8% (usar guantes y lentes para protección) 

Para 100 ml: 

• 30 g de Acrilamida (BIO-RAD) (30%) 

• 0.8 g de Bis N, N´- metilen bis acrilamida (BIO-RAD) (0.8%) 

Disolver poco a poco la acrilamida en 50 ml de H2O desionizada y 

posteriormente disolver la bis acrilamida. 

Llevar a 100 ml de volumen final con H2O desionizada y guardar en 

refrigeración. 

 

TRIS 1.5 M pH = 8.8  

• 16.17 g de tris 
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Disolver el poco a poco el tris en 50 ml de  H2O desionizada y ajustar el 

pH. 

Llevar a 100 ml con H2O desionizada y guardar en refrigeración.  

 

TRIS 0.5 M pH = 6.8 

• 6.05 g de tris  

Disolver el poco a poco el tris en 50 ml de  H2O desionizada y ajustar el 

pH. 

Llevar a 100 ml de volumen final con H2O desionizada y guardar en 

refrigeración.  

 

Gel Separador al 12.5% 

• 12.5 ml de  Acrilamida 30.8% 

• 7.5 ml de Tris 1.5 M pH = 8.8 

• 9.55 m de H2O desionizada 

• 150 µl de SDS al 20% 

• 15 µl de TEMED 

• 150 µl de Persulfato de Amonio al 10% 

 

Gel Concentrador (5%) 

• 2.5 ml de Acrilamida 30.8% 

• 3.75 ml de Tris 0.5 M pH = 6.8 

• 8.55 ml de H2O desionizada 
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• 75 µl de SDS al 20% 

• 15 µl de TEMED 

• 150 µl de Persulfato de Amonio al 10% 

 

Amortiguador para Electroforesis  

Para 4 litros: 

• 12.13 g de Tris (25 mM) 

• 57.65 g de Glicina (192 mM) 

• 4 g de SDS (0.1%) 

pH = 8.3 

Aforar con H2O desionizada 

 

Amortiguador de Transferencia 

Para 1 litro: 

• 3.03 g de  Tris (25 mM) 

• 14.4 g de Glicina (192 mM) 

• 200 ml de Metanol (20%) 

pH = 8.3  

Nota: No ajustar pH con ácidos o bases, el pH de 8.3 se obtiene si se 

pesan correctamente los ingredientes. 

Aforar con H2O desionizada y guardar en refrigeración. 

 

TBS 1X (Para lavados de membrana) 
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Para 1 litro: 

• 2.423 g de Tris (20 mM) 

• 8 g de NaCl (136 mM) 

pH = 7.6 

Aforar con H2O desionizada y guardar en refrigeración. 

TTBS 1X (Para lavados e incubaciones con anticuerpos) 

 

Para 1 litro: 

• 2.423 g de Tris (20 mM) 

• 8 g de NaCl (136 mM) 

pH = 7.6 

• 1 ml de Tween 20 (0.1%) 

Aforar con H2O desionizada y guardar en refrigeración. 

 

Rojo de Ponceau 

Para 100 ml 

• 0.2 g de Rojo de Ponceau (0.2%) 

• 3ml de ácido acético 
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