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Resumen

RESUMEN

La infeccién causada por el virus de la hepatiti®@Cuna de las mas comunes
alrededor del mundo siendo el hepatocarcinomaardhilsecuela mas letal en los pacientes
infectados. Aproximadamente el 2% de la poblaciamdial se encuentra infectada con
VHC. Estos pacientes son sometidos a tratamiersjgscéicos para controlar la infeccion
empleando principalmente la combinacion de Intérfeklfa-pegilado (INFe-PEG) y
Ribavirina. Actualmente, han sido poco estudiadesiecanismos por los cuales se lleva a
cabo el anclaje y la entrada del virus a la célulasped, debido a la falta de modelos
funcionales. Recientemente se han reportado adgworeceptores para el virus,
localizados en la membrana celular como SR-B1, CD®Lr, claudina-1, claudina-9
entre otros. Por otro lado, se ha observado quexpaesion diferencial de claudinas asi
como la funcidon de barrera de las uniones estrephasle ser regulada por diversas
moléculas como factores de crecimiento y citocinaeciadas con procesos de inflamacion
a nivel post y transcripcional. De acuerdo a lceaat el objetivo del presente estudio
radica en determinar si uno de los mecanismosgsocuales el Interferon-Alfa-pegilado
(INF-a-PEG) y la Ribavirina retardan los efectos de fadoién causada por el virus de la
Hepatitis C, es la alteracion en la expresion de dmudinas o de otras proteinas
importantes en el mantenimiento de las unionescelidares como E-caderina y ocludina.
Para lograr los objetivos planteados se realizdratamientos a las células HepG2
(humanas + VHB) con los diferentes antivirales ga en forma separada o conjunta. De
aqui se obtuvieron fracciones citosolicas, membeana de citoesqueleto para evaluar la
expresion y/o localizacion de dichas proteinasgmsayos de Western Blot. Los resultados
obtenidos mostraron una disminucién en la expred@aolaudinas -1, -3,-4,-5,-9 a nivel de
membrana y citoesqueleto asi como también en aguelbteinas que forman parte de las

uniones intercelulares en este caso E-caderintugioa.
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.- INTRODUCCION

1.1 UNIONES CELULARES

La existencia de compartimientos separados cemnetife composicion molecular es
particularmente importante para el desarrollo ymelntenimiento de los organismos
multicelulares. Casi todos los drganos del cuegobadlan cubiertos o revestidos por capas
continuas de células llamadas epitelios, las cdalesonan como barreras para mantener
el ambiente interno de cada compartimiento. Dedioestas capas, las células estan
enlazadas mecanicamente para mantener la integasidctural. De igual forma, el
espacio intercelular entre células adyacentes pwrteasellado evitando la difusién de

solutos a traves de este sitio. [1]

Los complejos de uniones intercelulares de laglalepiteliales estan localizados
en las membranas laterales y estan formadodgwouniones gap (UG) que proveen de
comunicacion intercelular, los desmosomas, lasnas adherentes (UA) y las uniones
estrechas (UE), (Figura. 1). La disposicion desstimplejos y la intercomunicacion con
el citoesqueleto intracelular puede variar de atuer la abundancia de las proteinas que
expresen en la membrana lateral. [1] Las protefraasmembranales que constituyen a
cada una de estas uniones se relacionan con conipsriel citoesqueleto estableciendo
sitios de adhesion sustrato-célula y célula-cédkaigual forma, el aumento en el nimero
de moléculas de anclaje citoplasmicascéffolding moleculéy asociadas a estas uniones,
se encuentran involucradas en diversos procedes damo la transcripcion de genes, la

proliferacion celular, la polaridad celular y larftacion de barreras de difusion especificas.

[1]
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UNIONES CELULARES
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Figura 1. Esquema de las células epiteliales distimo mostrando los principales tipos de uniones
intercelulares. Como en todos los epitelios leesfipe basal de las células descansa sobre la#ébasal
(constituida por fibras de colageno y proteoglicgnba superficie apical da a la luz intestinallb@ts 2002)

1.1.1 UNIONES GAP

Las uniones Gap (UG) se distribuyen en los limitegercelulares de células
adyacentes. Se observan como regiones en lasgjmefabranas de dos células adyacentes
se encuentran separadas por un espacio uniforrdeadenm. Las uniones Gap median la
comunicacion intercelular al permitir el paso dgyefias moléculas entre las células, como
iones inorganicos, ademas de otras pequefias medéchidrosolubles, azucares,
aminoacidos, nucledtidos y vitaminas. Esta comuica intercelular mediada por las
uniones gap juega un papel muy importante en poscesmo; el desarrollo embrionario,

cooperacion metabolica, control del crecimientolifaracion y diferenciacion celular [2].

Las uniones Gap estadn organizadas con base erinptizansmembranales que
forman estructuras llamadas conexones. Cada corestancompuesto por un anillo de 6

subunidades proteicas idénticas nombradas conexinas
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Cada conexina tiene 4 hélices alfa que atraviesaneimbrana formando un canal
mayor y mas permeable que los canales para newsptisores. Cuando los conexones de
las membranas plasmaticas de dos ceélulas adyacestfas alineados forman un canal
acuoso continuo (de 1.5nm) conectando ambos céiols. Los canales de unién se
alternan entre estados abiertos y cerrados y esté#rolados por el descenso en el pH o el

incremento en la concentracion deQ#&igura. 2.) [2].

() (b)

Conexon

.- =
Cana .
N

11 7
~ ' v/
- % ! f) W
¢ - il ¥f : membranas
/ MNH; :
5 el pr— pIEﬁmémcas
\ .:-‘“?4)/ 4 4 "4? & L;QF | de 1.5
: — &3 | canal de 1.5 nm
¥ Vo < 15 ¥/ de diametro
hueco de ] )
2-4nm gl
.
L
Cytosol cone:fén con
. 6 unidades
i dos conexcones en continuidad
Citosol farmando un canal abierto entre
rélilas advacentas

Conexina COO
Separacién 2-4nm

Figura 2. Estructura de las uniones Gap. a) Lasn@si Gap forman una asociacion de canales entre dos
membranas plasméticas. b) Un canal es un cilimroddo por seis subunidades llamadas conexin&€ads
conexina contiene cuatmehélices transmembranales. (Alberts 2002)

1.1.2 DESMOSOMAS

Los desmosomas son uniones puntiformes entre lalsépiteliales adyacentes
las cuales se localizan debajo del cinturon adbesiigtribuidos de forma irregular. Estan
formados por proteinas del tipo de las caderin&sajtaviesan la membrana celular, las
cuales hacia el exterior celular se unen a cadedeala célula adyacente y, por la parte

interior (citosol) a filamentos de queratina.
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Los desmosomas unen fuertemente las células efggekntre si y forman una red
transcelular continua con los filamentos de quesapor todo el epitelio, por lo que le
confieren una gran resistencia mecanica (Fig.3jipglde filamento anclado al desmosoma
depende del tejido: queratirfeélulas epiteliales), desmir{fibras musculo cardiaco). A
mayor tension o estiramiento al que debe ser sdmetn epitelio, mayor nimero de
desmosomas contendra éste [2,3].

; ; proteinas de la familia
BN de las cadherinas

placa citoplasmica formada
por proteinas de anclaje

filamentos de gueratina
S R e e S anclados en la placa

0 § P § it o 13 B 1.1 citoplasmica

| = membranas de
hazal Bannina hoarmdesmasaome células adyacerﬂes

Figura.3 Desmosomas. a) Los desmosomas y hemidesraesson uniones de anclaje que involucran al
citoesqueleto de filamentos intermedios. b) Estmactie un desmosoma. En el lado citoplasmaticouhay
placa densa de proteinas de anclaje intracelulBreteinas de adhesion transmembranal se unerpkatas
e interaccionan a través de sus dominios extrarekilpara mantener a las membranas adyacentes unida
mediante un mecanismo dependiente de calcio. (A#$2002)

intercelular

1.1.3 HEMIDESMOSOMAS

Son semejantes morfologicamente a los desmosomiéigereB tanto a nivel
funcional como bioquimico; se encargan de unirdahinio basal de las células con la
lamina basal. Los contactos focales para la adhesgildlar estan constituidos por proteinas
de union como las integrinagceptoras de la matriz extracelular (Figura.3). [2
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1.1.4 UNIONES ADHERENTES

Las uniones adherentes se encuentran localizadataemente debajo de las uniones
estrechas y realizan diversas funciones como pon@p la iniciacion y estabilizacion de
la adhesion célula-célula formando un “cinturénadéesion continuo” lo que permite la
transmision de fuerzas mecanicas a lo largo dear@ink epitelial, la regulacion del
citoesqueleto de actina, la sefializacion intraeeluly la regulacion transcripcional
(Figura.4). El funcionamiento de las uniones aehigs se lleva a cabo por la interaccion
entre glicoproteinas transmembranales de la supéid de las caderinas como E-
caderina, y de la familia de las cateninas comaddfB2enina,p-catenina yo-catenina.
Todas estas proteinas controlan la formacién, maniento y funcion de las uniones

adherentes [4].

actina LUz microvellosidades en
INTESTINAL  |a superficie apical rnernbrE!nas
B RS res ' plasmaticas
Ll célula 1 / \ célula 2

uniocnes
estrechas

_haces de
actina

membranas |aterales ,

| —{ de células adyacentes e ;
r/ dimeros de  proteinas

j cadherina  de anclaje
-1 (cateninas,
: vinculina,

~ superficie basal w-actinina)

Figura 4. Las uniones adherentes forman cinturadbgsivos por debajo de las uniones estrechaylaim
al citoesqueleto de actina entre células adyacefidesnell, James E.,)

1.1.4.1 Caderinas

Son las principales moléculas de adhesion. Sooggliteinas con un solo dominio
transmembranal, con 700-750 aa, plegadas en 5 simnoada uno con 100 aa. Cuatro de

estos dominios contienen sitios de unién &Jda cual se correlaciona con los principales

7
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procesos morfogénicos en la segregacion tisulgu(&is). E-Caderina se concentra en las
bandas de adhesion en tejidos epiteliales. E-PNEaderinas conectan los filamentos de
actina del citoesqueleto de las células adyacemi@steniéndolas unidas. Tienen una unién
homofilica en la cual participa un dominio citopfégico que interactda con la actina por

medio de la union con proteinas intracelulares cla®cateninas [4,5].

1.1.4.2 Cateninas

Las cateninas son proteinas citoplasmicas quectona las caderinas con el
citoesqueleto de actina y con diversas rutas dalization. Se componen de tres dominios
extracelulares, un dominio transmembranal y un damicitoplasmico con un residuo C-

terminal con sitios de unidon a dominios PDZ (Fig&e[5].

1.1.4.3 Nectinas

La familia de las nectinas, consta de 4 miembrestima-1, -2, -3, -4, y funcionan
como receptores de adhesion semejantes a IgG.elciigas forman homodimeros laterales
gue pueden llevar a cabo interacciones homofilchsterofilicas con otras nectinas o con
receptores semejantes a nectinas aunque con eaaififidad y especificidad. Consisten de
un dominio extracelular incluyendo tres asas semega a 1gG, una sola region
transmembranal y un dominio citoplasmético con xtneeno C-terminal con regiones de
union PDZ (Figura.5) [5,].

Las nectinas forman una unidad adhesiva estructtoml la proteina de union
afadina conocida también como “AF-6", proporciomandn enlace directo con el

citoesqueleto de actina [5].
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Figura 5. Representacion de la estructura basidasduniones adherentes. (Niessen, C.M., 2007)
1.1.5 UNIONES ESTRECHAS

Las uniones estrechas (UE), forman parte del cgjmple uniones intercelulares de
las células epiteliales y endoteliales. Las UEgdgueun papel muy importante por un lado,
regulando la permeabilidad paracelular de solutediamte gradientes electrosmaticos y
por otro, en la polaridad de las células, manteldela composicion diferencial de los
dominios apical y basolateral evitando la libriusiion de lipidos y proteinas entre estos
compartimientos [1, 6]. Esta funcion permite a laemmbrana celular reorganizar

direccionalmente las sefiales y transportar méeratravés del epitelio [1,6].

Pero muchos procesos fisioldgicos requieren ggenalks materiales como solutos,
iones y moléculas de agua sean selectivamentspteados a través de las capas
celulares. El transporte epitelial ocurre a trasiésdos rutas: la via paracelular y la via

transcelular. El transporte transcelular es dice@iy depende de energia. El movimiento
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de materiales se lleva a cabo a través de las raeaw celulares por medio de un gran
namero de canales y transportadores localizadoséfrstamente sobre las membranas
basolateral y apical [6]. En contraste, el trantgpparacelular es pasivo y resulta de la baja
difusion, electrodifusion u osmosis de los gradisrtreados por mecanismos transcelulares
0 por gradientes generados externamente, comolagweéados durante la ingestion de
algunas sustancias como aminoacidos, vitaminadosadiliares etc, dentro del tracto
gastrointestinal. La ruta paracelular no muestsarghinacion en cuanto a la direccion del
transporte, sin embargo esto varia enormemente epitelios en términos de resistencia
eléctrica ya que muestra pequefas diferencias amawa la selectividad idnica. La ruta
paracelular complementa y funciona de manera coaddi con los mecanismos
transcelulares definiendo el grado de selectivigadel mantenimiento de la homeostasis
celular, en la salida y regreso de iones y de @sl{f]. De esta manera las UE no son
simplemente barreras impermeables sino que muasti@aselectividad especifica de iones

y de moléculas de diferentes tamafios dependiezidgd celular.

Ademas de la funcién de barrera, las unionegs@sis funcionan como una cerca.
La membrana plasmatica esta dividida funcionalmentos dominios basolateral y apical
definiendo al compartimiento basal y luminal respemente. Los dominios de las
membranas basolateral y apical difieren en la csiopn de lipidos y proteinas
integrales de membrana. Sin embargo, debido a gtes eroteinas pueden difundir
lateralmente dentro del plano de la membrana pliésadodificando la polaridad celular,

las UE tienen una funcion importante delimitanddifasion entre estos dominios [6].

La estructura de las UE ha sido evidenciada utiivadiversas metodologias. En
micrografias de transmision electronica las ursoestrechas se observan como una serie
de fusiones entre las membranas laterales de sé&dimcentes llamadokissing points
En micrografias electronicas por criofractura apamecomo una serie de fibrillas o hebras
de particulas intramembranosas, en donde cada Hehteo de la membrana plasmética
esta asociada lateralmente con la otra hebra déldéa adyacente formando asi pares de
hebras entre las cuales el espacio intercelularbestado. La relacién entre el nUmero de

hebras-unién estrecha, asi como la frecuencia geaasuificaciones varia notablemente
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dependiendo del tipo celular produciendo una mareadiacion en la morfologia de estas
redes (Figura.6) [7].

.Moléculas traz

Microvellosidac ! \
Jm )

Uniones | Unién de
Estrecha proteinas
en células "‘ /
; adyacentes i
Celpla 1 Uniones estrechas‘ Y £ ‘
i A Claudinas
i Espacio | y ocludina
intercelula dispuestas
H en filas

W

Figura 6. Localizacion de las uniones estrechdasemembranas. (Albert’s 2002)

Desde la identificacion en 1986 de ZO-1 como lanpra proteina asociada a las
uniones estrechas, alrededor de 30 proteinas adiemhan sido descritas. Ellas pueden ser
agrupadas en 4 grandes categorias. Las primerapretginas de anclajesdaffolding
proteins) asociadas con otras proteinas citosolicas, co@el,ZZ0-2, ZO-3, AF6 y
cingulina, que parecen organizar a las proteiastnembranales y reclutar a las proteinas
citosolicas con los filamentos de actina. Las sdganson numerosas proteinas de
sefialamiento  las cuales estan involucradas emlaregrocesos como el ensamble y
desensamble de las uniones estrechas, la reguldeolas funciones de barrera, la
regulacién de la transcripcion de genes especiffcogas rutas que en la actualidad no
estan bien definidas. El tercer grupo de proteprapuesto, son aquellas cuya accion se
lleva a cabo sobre la regulacion del trafico vdarcde membrana, tales como sec6/8 y la
proteina de union a ocludina, VAP-33. Por ultimoeseuentran tres diferentes tipos de

proteinas transmembranales, la proteina JAMctional_alhesién roleculg, la ocludina y
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las claudinas. Estas son probablemente los priesigandidatos para regular las barreras

paracelulares (Figura. 7) [8].
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Figura 7. Modelo esquematico de las interaccioedsslproteinas de las Uniones Estrechas. (NLitic,
2000)

1.1.5.1 ZO9gZonula Occludens)

Las ZOs (ZO-1, ZO-2 y Z0O-3) son proteinas que forrparte de las uniones
estrechas, son miembros de una familia de protdizmasada MAGUK (guanilato cinasa
asociada-membrana), las cuales se caracterizapogseer en su extremo N-terminal tres
dominios PDZ, un dominio SH3 homologo a Src y umpieo guanilato cinasa (GUK).
Estos dominios pueden unirse a GMP pero sin aetivithtalitica. Estas proteinas pueden
interaccionar con ocludina y claudinas via susidms PDZ, mientras que su extremo C-
terminal puede asociarse con actina, proporcionandenlace directo con el citoesqueleto
[5, 9].

La mayoria de las proteinas MAGUK se localizan egiones especificas de las

células tales como uniones o sinapsis y actlan @voteinas de membrana asociadas a la
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periferia. Estas proteinas interactian juntas jylaana proteinas de membrana como
claudinas, ocludinas y JAMs al citoesqueleto damaciTambién estas proteinas establecen
numerosas interacciones proteina-proteina quetaeclen las UE a diversas cinasas,

fosfatasas, proteinas G pequefias y factores detieion [9].

Z0-1 se localiza en las uniones estrechas de lalsé&ndoteliales y epiteliales y
también se encuentran en células no epitelialesocfilbnoblastos, astrocitos y células
Shcwann. ZO-1 ademas posee dos sefiales; una dedodm nuclear y otra region
carboxilo con diferentes regiones ricas en proliklgunos estudios muestran que ZO-1 se
localiza en el ndcleo durante la maduraciéon de nonapa epitelial y regula la
proliferacion interactuando con la caja-Y del fade transcripcion ZONAB. ZO-1 juega
un papel importante en el ensamble y funcion denésnes estrechas, ha sido implicada en
la formacion de las UE durante la formacién destaeisto en ratén. En células epiteliales
T84 la reduccion en la expresion de ZO-1 disminkayéuncion de barrera inducida por
INF-y [10].

Z0-2 y Z0O-3 fueron identificados como compafierosud&n de ZO-1. ZO-2
también posee dos sefiales de localizacion nucbealizadas una en el primer dominio
PDZ y la segunda en el dominio GUK y algunos eswdiuestran que ZO-2 se localiza en
el nucleo en células epiteliales subconfluentesiddanteracciona directamente con varias
proteinas nucleares como Fos, Jun, C/EBP y KyoERcgmponente de la cromatina SAF-

B involucrado en el ensamble de transciptosomase etros [10].

1152 JAM

La JAM (@untion Adhesion Moleculees una proteina glicosilada que ha sido
localizada junto con la ocludina y claudina en U#s. Pertenece a una superfamilia de
inmunoglobulinas y tiene un solo dominio transmeanhkt. Su porcion extracelular esta
plegada dentro de dos dominios similares a inmleboagnas tipo V, y posee un dominio

carboxi-terminal intracelular corto (Figura. 8).sLproteinas JAM estan involucradas en la
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transmigracion celular y en el ensamble de las nasocelulares, asi como en los

mecanismos de adhesién de células epitelialesgtelrales [8, 10].

1.1.5.3 Ocludina

Esta proteina fue identificada como la primeratggna integral de membrana
localizada en las uniones estrechas. Su peso neremoroximado es de 60 kDA, tiene
cuatro dominios transmembranales y tres regionéscitoplasmaticas (un dominio
carboxilo terminal largo, un dominio amino terminarto y una asa intracelular corta). El
dominio carboxilo terminal es rico en residuos €ers, treonina y tirosina los cuales son
blancos para diferentes tipos de proteinas de janglproteinas cinasas (Figura. 8) [8, 9,
10]. En estudios de microscopia electronica poruimonéplica se ha podido medir la
presencia de las UE utilizando anticuerpos conttadina indicando que esta proteina se
incorpora directamente en estas uniones. La maysliede ser fosforilada en residuos de
serinal/treonina y la forma fosforilada parece gefgpencialmente expresada en las UE,
mientras que la ocludina no fosforilada se detecka largo de la membrana basolateral.
Sin embargo se ha demostrado también que las Udlepdermarse sin ocludina, como es
el caso de las células endoteliales, en tejidageniconales y en algunas especies las células
de sertoli. [7, 10].

Diversos estudios muestran que la ocludina paaieip las funciones de barrera de
las uniones estrechas. Por ejemplo, la sobreegpre& ocludina en monocapas de células
MDCK (células epiteliales derivadas de rifion capiimcrementa el nimero de UE

aumentando los valores de resistencia transepitelip

1.1.5.4 Claudinas

Las claudinas son proteinas de 20 a 27 KDa y prégna una familia multigénica
constituida hasta la fecha de 24 isoformas en nemosif Las claudinas, comparten la
misma topologia con la ocludina, sin embargo noetieninguna similitud en cuanto a

secuencia [12].
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Son proteinas integrales de membrana con cuatringi@ntransmembranales, una
secuencia amino terminal muy corta (de 2 a 6 residle aminoacidos) y una secuencia
carboxilo terminal, ambas localizadas en el citogotlos asas extracelulares separadas por
un dominio intracelular de ~15 aminoacidos. Lasiomgs citoplasmicas son las mas
diversas en secuencia y varian en longitud de@3 rasiduos de aminoacidos [12, 13]. La
primer asa extracelular, constituida de 49 a S5Rlues, contiene una secuencia altamente
conservada (GLWxxC), la cual se ha reportado qtermiéna el flujo de iones y pequefias
moléculas a traves de la via paracelular (Figur@B)ersos estudios han demostrado que
la segunda asa extracelular (constituida por 16 ar8siduos de aminoacidos) de las
claudinas 3 y 4 funciona como receptor para laretugina deC. perfringensy por
ultimo, la secuencia carboxilo terminal funcionaomo anclaje para proteinas
citoplasmicas tales como proteinas ZO-1, -2, p8pteinas con dominios PDZ (MUPP) y
PALS-1, una proteina asociada a las uniones essEATJ) [13].

40 kDa N"::)
4 isoforms e
65 kDa 22-24 kDa =
2 isoforms 24 isoforms

P

LanATTe  qRRe i fift et inn TATHATART
LHCTRARAR  BUBBEZSURLZSLL ieRibill HEBLLLLLL
e - N -

211 C 300°C

H

Occludin Claudin-1 JAM-1

Figura. 8. Proteinas integrales de membrana coystites de las Uniones Estrechas. Ambas proteinas
ocludina y claudina presentan cuatro dominiosstrembranales pero no existe homologia en cuargo a
secuencia. La primer asa extracelular de ocludinaca en residuos de glicina y tirosina y la selgutiene

un gran nimero de residuos de aminoéacidos carg&mosontraste, el contenido de aminoacidos endas d
asas de claudina varia notablemente en las dstistzformas. La proteina JAM presenta dos asas
extracelulares tipo Ig, en donde la primer asda@ual se encuentra la region Ntdrminal, interacciona con
otro miembro homologo de la célula adyacente. (8eberger, E. E., 2004)

La region carboxilo terminal de las claudinas parmfluir en la estabilidad de la
proteina alterando la rotacidén de ésta y por efet#ando la permeabilidad paracelular [13,
14].
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En la membrana las claudinas pueden formar oligosnemuy dindmicos
estabilizados por interacciones homotipicas y b#fcas y la estabilidad de estas

interacciones puede variar de acuerdo al tipo ae[u4].

1.1.6 Claudinas y permeabilidad paracelular

Se ha reportado que las claudinas son los priesiganstituyentes de las uniones
estrechas y reguladores importantes de la perndbiparacelular. La ausencia en la
expresion normal de claudina-1 en la epidermisatienr resulta en una dramatica pérdida
de agua transepitelial, lo que sugiere que la prates indispensable para crear y mantener
la barrera epidérmica [15, 16]. Estudiosvitro usando monocapas de diversas células
epiteliales (p.e. MDCK o LLC-PK1) muestran que presion de claudina-1, -4, -7, -8, -
14 y -15 incrementa dramaticamente la resisteré@riea transepitelial (TER) [15]. En
modelos de cultivos celulares, se ha observaddagusaudinas que son capaces de inducir
un aumento en la TER (resistencia transepitel@Brscuentran frecuentemenie vivo en
tejidos epiteliales con alta resistencia por gjemen los segmentos de la nefrona distal.
De manera contraria, claudina-2 por ejemplo, lal sgaha reportado que induce una
disminucion en la resistencia transepitelialyivo se localiza en epitelios laxos tales como
el tabulo renal proximal vy la criptas intestinal&s,17, 18]. Estos estudios pueden explicar
las diferentes propiedades de barrera de las emiestrechas observadas alrededor de
diferentes tejidos epiteliales como una consecaerd® la heterogeneidad de la

composicion de las claudinas en la membrana plasanat

Un modelo que explica la selectividad de los iomesdiados por claudinas sugiere
gue las cargas de estos iones se fijan sobre ks edracelulares de las claudinas
regulando electrostaticamente el paso de los misglgsemplazo de algunos aminoacidos
con carga negativa por aminoacidos cargados yasiénte en la primer asa extracelular
de claudina-15 y -4 convierte al poro selectivacdones en un poro selectivo de aniones
[19]. Estos resultados son importantes principatm@orque demuestran que las claudinas
no regulan simplemente la permeabilidad paracelsiao también tienen un papel directo
en las rutas de permeacion, actuando probableroemte poros paracelulares.
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1.1.7 Regulacion de las claudinas

En los sistemas biolégicos, las modificaciones rnadsiccionales de una proteina
pueden determinar el estado de la actividad, ika@Ebn e interacciones con otras
proteinas. La fosforilacion, la nitrosilacion, dailacion y la glicocilacion son algunos
ejemplos de estas modificaciones. Las modificacguestraduccionales de las claudinas
por fosforilacion pueden inducir alteraciones &mpérmeabilidad paracelular para iones y
moléculas no cargadas, ya que estas son modulamfagliferentes mecanismos de
sefalizacién. En células de ovario, se ha mostgadoclaudina-3 y -4 son sustratos de la
proteina cinasa A (PKA) y proteina cinasa C (PKE&3pectivamente [20]. En este estudio,
las claudinas fosforiladas en residuos de treompase encontraron localizadas a lo largo
de la membrana celular, sino en el citosol. Seesaggue esto es causado por un
incremento en la permeabilidad paracelular, prarabhte debido a la pérdida de
claudinas en la membrana. En células epitelialéssfarilacion de claudina-1 se requiere

para que se lleve a cabo una apropiada funciémuaterh, [20].

La palmitoilacion es otra modificacion presenteatmudinas. Esto promueve un
aumento en la asociacion de las claudinas con égshmanas y regiones ricas en caveolas.
Como las UE son consideradas microdominios de mamab la palmitoilacion puede
incrementarr la asociacion de las claudinas a IBs Ademas las claudinas al no ser
palmitoiladas no son capaces de incrementar lateesia de la misma manera que las que

si lo estan [21].

La expresion de claudinas puede ser regulada persdis moléculas como factores
de crecimiento Yy citocinas, dando una respueteeticial dependiendo de la combinacion
del estimulo vy del tipo de claudina analizada.h@&eencontrado por ejemplo, que en
monocapas de células epiteliales renales tratamfaslcfactor de crecimiento epidermal
(EGF) la expresion de claudina-3 y -4 se incremanientras que la de claudina-2
disminuye. Estos cambios fueron mediados por tlaeamidn de proteinas cinasas activadas
por mitdgenos (MAPK) [15, 22].
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El factor de crecimiento transformante beta (TgFes capaz de inducir un
incremento en la expresion de claudina-1 y redagiermeabilidad paracelular en células
epiteliales. Las células epiteliales transformadas Ras (las cuales presentan
constitutivamente activa a MAPK) pierden la safalclaudina-1 en los contactos célula-

célula pero ésta se relocaliza en el citoplasmad3p

Existen evidencias que apoyan la idea de que leidarde barrera en las uniones
estrechas esta regulada negativamente por cito@sasiadas con los procesos de
inflamacion a nivel post y transcripcional. La eegion de claudinas también se ha visto
afectada por estos mecanismos. En pacientes clammedades inflamatorias del intestino
se observa un aumento en la expresion de cla@diade largo de las criptas intestinales,
mientras que el colon normal presenta niveles bajesésta claudina [15]. En contraste,
claudina-3 y -4 estan presentes en todo el epitieli colon normal pero estas reducen su
expresion y modifican su distribucion en el epiteBn condiciones de inflamacion.
También citocinas como el factor de necrosis ram@NF-v), el interferon-gama (INF-

v) Y la interleucina-13 (IL-13), regulan negativareea las claudinas e inducen un marcado

incremento en la permeabilidad paracelular en aglepiteliales en cultivo [24, 25].

1.1.8 Expresion de claudinas en tumores humanos

La estructura y funcion de las UE se encuentraoufntemente alteradas en
carcinomas humanos, donde la pérdida de estasasiquuede favorecer, como muchos
otros mecanismos, al progreso del cancer. Los aardn la expresion de las claudinas
durante el desarrollo del tumor concuerda conda ide que este proceso se acompafia por
el desensamble de las UE y la pérdida de la adheéidala-célula, proceso que puede jugar
un papel muy importante en la pérdida de la digeeion, de la cohesion celular, la

proliferacion incontrolada y en la invasividad. [P5)]

La alteraciéon en las UE durante la transformaciéinlar, se ha visto reflejada en
cambios en la expresion y localizacion de las dfeagd Claudina-1, por ejemplo, esta

reducida en cancer de mama y se ha sugeridoigue @n papel como supresor de
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tumores. En cancer de colon esta claudina se heiadso con recurrencia y baja

sobrevivencia [27]. Por otro lado, se ha observadoregulacion positiva de claudina-4 en
células pancreéticas causada por una invasividddcida, desarrollo del tumor y un

elevado potencial metastasico. Claudina-3 y -4 tdmbe han encontrado positivamente
reguladas en cancer colorectal, de ovario, gastleonama, de prostata y pancreatico [28].
La expresion de claudina-7 fue reportada como indsttectable en células normales pero
altamente inducida en tumores primarios de mamaetastasicos y esta expresion fue
también elevada en la carcinogénesis hepatoceinlducida por la sobreexpresion del

EGF [28].

Hasta la fecha no se conocen las razones pouddsscla expresion de claudinas es
diferencial en cada tejido, sin embargo esto pustigr relacionado con las caracteristicas
especificas de cada uno de ellos. (Tabla 1)

CLAUDINA | NEOPLASIA EXPRESION |LOCALIZACIO
N
Cldn-1 Colon T Citoplasma
Mama ¢ ND
Esdéfago de Barret | ND
Cervix f ND
Cldn-3 Ovario Membrana
T plasmatica y
citoplasma
Préstata T ¢,? Difuso
Mama T ND
Cldn-4 Ovario Membrana
T plasmatica y
citoplasma
Pancreas Membrana
T plasmatica
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Estébmago ¢ ND
Mama T ND
Préstata T ND
Cldn-6 Glandula ND
mamaria i
Cldn-7 Cabezay cuello ¢ ND
Mama Membrana
¢ citoplasmica
Esoéfago (fenotipa Membrana
invasivo) l plasmatica
Estébmago T ND
Cérvix T ND
Cldn-10 Higado T ND
Tiroides T ND
Cldn-16 Ovario T ND
Cldn-23 Estémago ¢ ND
Mama ¢ ND
Pancreas ¢ ND

Tabla 1. Expresion de claudinas en diferentes tama@¢Zavala, Z. 2007)

1.1.9 Papel de las claudinas en el desarrollo tienores.

La pérdida de propiedades importantes para lo®liegi como la inhibicién por

contacto, reflejada en la alteracion de las rueagr@hsduccion celular que modulan a las

interacciones célula-célula, es tipica de losdéstatemprano (pérdida de polaridad celular

y control de crecimiento) y tardio (invasion y nst#éis) durante el progreso del tumor.

Las uniones estrechas juegan un papel muy impertnia adhesion intercelular, la cual

esta involucrada en la proliferacion, diferenciacig polarizacion celular, ademas

participan en los procesos que involucran el toaffcla fusion vesicular [28]. En este

contexto es interesante hacer notar que las UHtaech diferentes tipos de proteinas como
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es el caso de la fosfatasa homologa a la tensiFaNPuna proteina supresora de tumores),
la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K, una proteimpmomotora de tumores) y proteinas
importantes en la polaridad celular tales como BARAR-6, CDC42 y PATJ, entre otras
[28].

Estudios recientes muestran que las claudinas pued&r asociadas con la
activacion de algunas rutas que controlan el @elalar, por ejemplo, la sobreexpresion de
claudina-1 favorece la activacion del complejo TIEHF (T-cell factor/Lymphoid
Enhancing Factorbeta-catenina. Este complejo es conocido poraactomo un factor
transcripcional, induciendo la expresion de oncegeimportantes, relacionados con la
proliferacion celular, invasion y sobrevivencia gngyclin D1, MMP-7). Sin embargo el
mecanismo por el cual la sobreexpresion de claadipaede causar la activaciéon de esta

via de sefializacion aun es desconocido. [30].

1.2 Hepatitis C, papel de las claudinas.

El carcinoma hepatocelular (HCC) es una neoplasiigna muy frecuente y es
considerada uno de los cinco canceres con mayided alrededor del mundo y la tercera
causa mas comun de enfermedades relacionadas rumer.cAproximadamente el 2% de la
poblacion global se encuentra infectada por el \WdGsando hepatitis crénica, cirrosis y
hepatocarcinoma celular En los pacientes con éidaccrénica por el VHC, el 20%
desarrolla cirrosis y de estos el 5% carcinoma toeplular. El VHC esta generalmente
confinado al higado, sin embargo, hay una fuertgeecia que sugiere que el VHC puede
replicarse en tejidos extrahepaticos incluyendalaglmononucleares de sangre periférica
(CMSP) [31].

ElI HCC es mas comun en hombres que en mujeresir@imcidencia aproximada
de 3:1, la cual incrementa con la edad presenténakasalmente raro antes de los 40 afios.
La cirrosis y el dafio hepatico crénico, como se ifiteta en la hepatitis activa cronica,
representan un factor fundamental para la pred@posal desarrollo de la cirrosis
hepatica cronica (CHC) (>80%). Aproximadamente Sl@ Tin 80% de estos casos en todo
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el mundo estan relacionados con infeccidon crércesat virus de la Hepatitis B (VHB) y C
(VHC) [31].

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de RN#equeiio que pertenece a la
familia Flaviridae. El genoma del HCV codifica a una sola poliproteiee8000 aa, la cual
es fragmentada en 10 proteinas maduras incluyegtiodproteinas de envoltura E1y E2,
las cuales se cree que interactian con receppotatvos en la membrana de la célula
huésped [32].

Las glicoproteinas de la envoltura E1 y E2 formaretodimeros sobre la superficie
de las particulas de VHC infecciosas y restringerapismo viral hacia hepatocitos.
CD81, una proteina con cuatro dominios transmenalbgan fue identificada como el
receptor putativo para la proteina E2. Subsecuemttan debido a que algunas lineas
celulares humanas, incluyendo diversas célulasepatbma, son positivas a CD81 pero
resistentes a la entrada de VHC, se mostré quexpleesion de CD81 es necesaria pero no
suficiente para la entrada del virus en las célhlgésped. [33].

Otros factores celulares juegan un papel importamela entrada del VHC,
incluyendo el receptor HDL, SR-Bhyman scavenger receptor class B typelLDLr
(Low-density lipoprotein receptpry los glicosaminoglicanos. SR-B1 inicialmente fue
implicado en la entrada de VHC por su capacidacgteciarse también con la forma
soluble de E2. LDLr también promueve la entrad®¥EHE a través de interacciones de E2
con lipoproteinas. Estas observaciones sugierenogueeceptores a lipoproteinas pueden
facilitar la entrada del VHC modulando el contenigdico de las membranas de las
células blanco [34].

En lo que se refiere a las claudinas y la infeccieusada por el virus de la hepatitis
C, se ha reportado que claudina-1 funciona commugceptor para el anclaje del virus con
la membrana de la célula huésped. Después de daimnar con CD81, el VHC
interacciona con claudina-1, resaltando la impaitade esta proteina en la regulacién de

la fusién entre las membranas lipidica celularrglvi La participacion de claudina-1 sobre
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el aumento de la entrada del VHC esta estrechamelsigionada con la patogénesis del
hepatocarcinoma. Por otro lado, se ha demostradppara la mayoria de los canceres
humanos incluyendo el hepatocarcinoma celularglaiga de los contactos célula-célula
favorece la transformacion maligna alterando laresipn de claudina-1 y otras proteinas
de la misma familia [32, 33, 34].

Estudios similares muestran que claudina-6 y -bit@mse encuentran expresadas
en células de hepatocarcinoma humano (Bel7402)eylosl residuos N38 y V45 de la
primer asa extracelular (EL1) de claudina-9 soresagos para la entrada del VHC [33,
34].

1.3 Tratamientos utilizados actualmente contra éVirus de la Hepatitis C.

Existen diversas estrategias antivirales con ladesuse puede interferir con la
habilidad de los virus para infiltrarse en las EWlanco. Para realizar esto el virus tiene
gue pasar a través de diversas etapas, comenzandi® union a receptores especificos en
la membrana de la célula huésped y terminando kcdasempaquetamiento del mismo en
la célula y la liberacion de su contenido. Unaatstia antiviral utilizada es el uso de
agentes que interfieran con la habilidad del vipasa entrar a la célula huésped. Una
segunda aproximacién es bloqueando el proceselmaral se sintetizan los componentes
del virus después de que éste invade la célula ulpmo, se pueden utilizar estrategias en
la etapa final del ciclo de vida del virus, paradulear la liberacion de las formas virales

completas [35].

El INF-a (pegilado o no pegilado) y la ribavirina, son coregtos que se utilizan en
forma combinada para bloquear la sintesis de logsven la célula huésped. Esta
combinacion es exitosa tan solo en el 50% de tdowssujetos, con una velocidad de

repuesta dependiente del genotipo viral que seegrtira en el paciente [35].
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1.3.1 Interferon —Alfa (INF-a)

Los interferones pertenecen a la clase de laspybteinas como las citocinas y se
producen de manera natural por el sistema inmum@dgomo respuesta a agentes
externos. Existen tres tipos de interferones namaate producidos por el cuerpo como
respuesta a la infeccion de los cuales el intenfatfa es el de mayor actividad antiviral. El
interferén sintético o “convencional” ha sido laaga mas utilizada para el tratamiento de
la hepatitis C crénica. Hasta ahora, el interfealfa se ha utilizado durante més de 10 afios

para tratar adultos con el VHC [36].
1.3.2 Interferén-Alfa-pegilado (INF-a-PEG)

Este es un interferon alfa de efecto prolongaddaiaimoléculas de polietilenglicol
(PEG). Este tipo de interferon proporciona un niméks constante de la droga en la sangre
en comparacion con el interferon “convencional”.|&A fecha, se han desarrollado y
estudiado dos tipos de interferones pegilados @oitantes ensayos clinicos en adultos: el
peginterferéne: 2a (Pegasys®, Roche) y el peginterferss2b (Pegintron®, Schering—
Plough). Aunque las dosis utilizadas de estos dodugtos difieren ligeramente, son muy
parecidos con respecto a su eficacia y seguridacha¥ importante aun, es que estos
productos aparentemente inhiben con mayor -eficdaiareplicacion del VHC en
comparacion con los interferones “no modificadoseyles relaciona con mayores indices
sostenidos de erradicacion viral, por lo cual lderferones pegilados han sustituido a los
interferones “no modificados” para el tratamienéola hepatitis C crénica en adultos [37,
38,39,40].

El peginterferéna—2a (Pegasys®, Roche) y el peginterferdi2b (Pegintron®,
Schering—Plough) se forman por conjugacion delfiextén a-2a y a-2b respectivamente
con bis-monometoxipolietilenglicol. Ambos, son puodlos de forma biosintetica
empleando tecnologia de DNA recombinante, sonalymto de un gen interferonico de
leucocitos humanos clonado, insertado y expresadoaeterias de la espedie coli. La

estructura del polietilenglicol (PEG), como el téimgy la ramificacion del grupo PEG de
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40 KD determina las caracteristicas de absorcigsiriticion y eliminacion del

medicamento [39, 40].

Los interferones realizan sus actividades celularegiante su union a receptores de
membrana especificos en la superficie celular yepan marcha una via intracelular de
transduccion de sefiales que activa rapidamentetrafescripcion génica. Los genes
estimulados por los interferones regulan multited edectos bioldgicos; entre ellos, la
inhibicion de la replicacion viral en las célulagectadas, la inhibicién de la proliferacion
celular y la inmunomodulacion, por ejemplo, el @moento de la actividad fagocitica de los
macrofagos y el aumento de la citotoxicidad esmecile los linfocitos hacia las células
blanco [36, 41].

Pegasys® promueve la maduracion de células inds@ecde la respuesta inmune
como son los macréfagos y los “asesinos naturdéK) asi como la estimulacion de los
linfocitos TCD4 y TCD8 de forma directa e indireante a los linfocitos B, ayudando asi

a la depuracion viral por parte del huésped.

1.3.3 Ribavirina

La ribavirina es un nucledsido sintético con adeptabiodisponibilidad, que posee
actividad antitumoral y probablemente inmunomodaitadFue una de las primeras drogas
gue demostré su eficacia para reducir la capacaadeproduccion de los virus. La
ribavirina es eficaz contra diferentes tipos deisji especialmente contra los virus del
“ARN" tales como el VHC. La ribavirina pertenedegaupo de las carboxamidas, y puede
funcionar como un nucleosido nativo parecido adangsina o adenosina dependiendo de
su rotacion. Por esta razon la ribavirina es ino@aga al RNA como una base analoga de
guanina o adenina, que se aparea equitativamenteada citosina o uracilo induciendo
mutaciones en la replicacién dependiente de RN&nirus de RNA. Tal hipermutacion

puede ser letal para los virus de RNA [42].
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Existen reportes en los cuales se sabe que lanimamplifica la inmunidad mediada por
las células T en el hospedero, contra la infeceital a través de cambios en el fenotipo
de células T tipo 2 a tipo 1. Esto puede expliaaadtividad antiviral de la ribavirina contra
algunos virus como el de la hepatitis C en dosislasncuales no interfiere con la

replicacion de los virus cuando el tratamientotdiza sin interferén [43].

Con respecto a la Ribavirina y algunas proteinasdteesion, se ha reportado que en
pacientes con hepatitis C cronica y fibrosis lanf@rsoluble de la molécula de adhesion
intercelular (sICAM-1) se encuentra incrementadapitratamiento con interferan-y

ribavirina produjo una disminucién significativa Bs niveles de esta molécula en suero.
De acuerdo a estos hallazgos podria pensarse gbavaina puede regular indirectamente

la sintesis de algunas proteinas [43, 44, 45].

26



Planteamrento del problema

Il.- JUSTIFICACION

La infeccidén causada por el virus de la hepatitess@na de las mas comunes alrededor del
mundo siendo el hepatocarcinoma celular la secuakletal en los pacientes infectados.
Sabemos que estos pacientes son sometidos a tatamespecificos para controlar esta
infeccion, empleando principalmente la combinaaiéninterferon-Alfa-pegilado (INE-
PEG) y Ribavirina.

Actualmente, han sido poco estudiados los mecasigo los cuales se lleva a cabo el
anclaje y la entrada del virus a la célula huésmhido a la falta de modelos.
Recientemente se ha reportado algunos coreceparas! virus los cuales se encuentran

en la membrana celular como SR-B1, CD81, LDLndiaa-1, claudina-9 entre otros.

Por otro lado, existen estudios en los cuales sestraique la funcion de barrera de las
uniones estrechas asi como la expresion diferemdaklaudinas, son reguladas por
citocinas. De acuerdo, a lo anterior nosotros prepms estudiar si uno de los mecanismos
por los cuales el Interferon-Alfa-pegilado (INFPEG) y la Ribavirina retardan los efectos
de la infeccion causada por este virus, es laagli@n en la expresion de las claudinas o de

otras proteinas importantes en el mantenimientagdeniones intercelulares.

27



Hipotesis y Objetivos

[11.- HIPOTESIS

Con base en los hallazgos de que claudina-1 ydiclat® son importantes como
coreceptores para la entrada del VHC, proponemesugumecanismo por el cual el IFN-
PEG y la Ribavirina disminuyen o retardan los efectle la infeccion en pacientes
infectados con el VHC, podria ser que éstas maéaglgulen indirectamente la expresion

de claudinas en la membrana, evitando asi la entteldvirus.

Por lo anterior, se espera que al tratar a losvosl de células epiteliales con
combinaciones de PEG IFN-alfa y Ribavirina 0 emrmi@arseparada a concentraciones y
tiempos diferentes se observaran cambios en lagxpry/o en la localizacion de alguna
de las claudinas y de otras proteinas que formee pa las uniones intercelulares como

Ocludina y E-caderina.
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IV.- OBJETIVOS

4.1 GENERAL

@ Determinar si el tratamiento con IFN-PEG y Ribanariproduce cambios en la

expresion y/o en la localizacién de claudinas dma® epiteliales.

4.2 PARTICULARES

@ Determinar cual de las isoformas de claudinagxpeesan de manera enddégena en
las lineas celulares HepG2.

@ Por ensayos de Inmunoblot, determinar si el tragataicon IFN-PEG vy ribavirina
de manera separada o conjunta produce algun caenbla expresion y/o en la
localizacion de dichas claudinas.

@ Determinar si los cambios en la expresion de gstaginas son dependientes de la
concentracion y tiempo de exposicion con el IFN-BBG&ribavirina.

@ Evaluar de manera general, si se producen carebita expresion de alguna otra

proteina que forme parte de las uniones interaelsileomo E-caderina y ocludina.
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V.- METODOS

5.1 CULTIVOS CELULARES

Uno de los modelos mas utilizados actualmente gstradiar diversos procesos celulares es
el cultivo celular. Este proceso se fundamentalenamtenimiento “in vitro” de células

vegetales o animales de diferentes 6rganos, casoaad condiciones especiales, propicias
para su sobrevivencia y multiplicacion, mantenieqoa esto todas sus propiedades
fisioldgicas, bioquimicas y genéticas ademas dduswgones metabdlicas, semejantes a las

gue tenia en el huésped.

El cultivo en monocapa se basa en la adherenciasdeglulas al sustrato y en esa forma
inician la proliferacion aumentando notablementenksa celular del cultivo a lo largo de

las generaciones. Muchas lineas celulares sonjedutependientes, es decir no inician la
proliferacion hasta que se han adherido al sustEste es el modo normal de proliferacion
de la mayor parte de las células, con excepciolasleélulas hematopoyéticas maduras
[46].

Cuando el cultivo proviene de células que han sidgregadas de un tejido original
tomado de un organo de un animal, reciben el nomér€ultivo Primario. Cuando éste
cultivo primario es sometido a procesos de transfoion que le confiere capacidad

ilimitada de multiplicacién, reciben el nombre dedas Celulares [46].

Las Lineas Celulares continuas estan formadas glalas que se diferencian genética y
morfologicamente de las células de las cualesigaaron. El paso de un cultivo primario
a linea se denomina transformacion. Las lineasacekipueden provenir de células que se
derivan de tumores o de un proceso de transformatgdun cultivo primario mediante
transfeccidn con oncogenes o con tratamiento cozincgenéticos, lo que les confiere un

nuevo fenotipo.
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5.2 MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE LA LINEA CELUL AR HEPG2

Para el presente trabajo se utilizé la linea celdepG2 derivadas de hematoma humano y

gue son positivas al virus de la hepatitis B.
5.2.1 Descongelamiento de células HepG2

@ Se descongel6 un criovial de células HepG2 y secéasu contenido en un tubo
conico. Posteriormente se adicion6 3 ml del medicultivo respectivo, DMEM
(Sigma-Aldrich) para HepG2, se centrifugd a 150 gurante 5 min, se descart6
el medio, para posteriormente resuspender el bogtidar con 1 ml de medio de
cultivo, y se colocé la suspension celular en @ caspectiva con el medio de
cultivo DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado con: Ol de Insulina de SIGMA
de 10 mg/ml (1Qug/ml 0 0.1 U/ml), 0.2 ml de Piruvato de Sodio d8B8GO 100mM
(2mM), 1.0 ml de L-Glutamina de GIBCO 200 mM (2mML.0 ml de
Penicilina/Estreptomicina de GIBCO 10,000U/mi/1@00Qg/ml (100U/mi/100
ug/ml), 5.0 ml de Suero Fetal Bovino de GIBCO (5%@aja de petri p-100 (7-10 ml

aprox.), finalmente se incubaron en condicioneSH€ y 5% de CO2.

5.2.2 Propagacion de células HepG2

@ Para poder realizar los experimentos corresporeies¢ procedido a propagar la
linea celular HepG2, se retird el medio de cults@]avaron dos veces con 5 ml de
PBS 1X, y se desecho. Se adicioné 1 ml de tripSD&AA 1X, se incubd hasta el
desprendimiento total de las células, posteriormeatinactivo la tripsina con 5 ml
de medio de cultivo y se resuspendieron suavenmasta deshacer el boton celular,
posteriormente se colocé la suspension en tubasasjry se centrifugo a 1500 rpm
durante 5 min, se elimind el medio, y nuevamestadicionaron 2 ml de medio
DMEM (Sigma-Aldrich) y resuspendieron nuevamentetdaeliminar el boton
celular, finalmente se tomé una alicuota para cartda camara de Newbauer, y se

colocaron aproximadamente 7x105 células por cajsettea sembrar.
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5.2.3 Congelamiento de células HepG2

Es importante disponer de alicuotas de célulaaa@nmadas en congelacion con el fin de
evitar la senescencia y la transformacion en fesaH finitas, y evitar la pérdida accidental

de una linea por muerte o contaminacion.

En la actualidad el mejor método de almacenamiestda congelacion en nitrégeno
liquido. Las células crecidas hasta un 70-80% adlwencia (fase logaritmica del cultivo)
se resuspenden segun alguno de los métodos cldsiceaspension celular, idealmente de
alta concentracion celular, debe ser congeladar®ite (descenso de aproximadamente
1°C/min) en presencia de un agente preservante &ngticerol o el dimetilsulfoxido
(DMSO). Las células son transferidas rapidamentétrageno liquido (-196°C) cuando
alcanzan una temperatura inferior a -50°C dondamsacenan sumergidas en nitrégeno o
en la fase gaseosa superior durante largos pergeldiempo (afios) sin deterioro celular
apreciable. El almacenamiento a temperaturas t@s lsamo -80°C es posible aunque se

detecta deterioro de las células a las pocas sesmyimaneses [46].

& Para la congelacion de las células, se retiroeglionde cultivo de las cajas petri a
congelar, se lavo dos veces con 5 ml de PBS 1i&tse el PBS y se adiciono 1 ml
de tripsina-EDTA 1. Se incubo hasta el desprenditnigotal de las células
llevando un control del tiempo par evitar que l&kilas se dafien al estas expuestas
a la tripsina. Posteriormente se inactivo la tripston 5 ml de medio de cultivo, se
resuspendid y se coloco en tubos conicos, se fuggdra 1500 rpm por 5 miny se
elimino el medio. Se adiciono el volumen necesal@ Cell Culture Freezing
Medium-DMSO (GIBCO) o medio + Glicerol al 10% pareongelar
aproximadamente 5x106 células por vial o 1 cajapdti. Posteriormente se
resuspendid y se coloco en crioviales marcados Kiedn, y al dia siguiente se

colocaron en ultracongelacion (-70°C).
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5.3 TRATAMIENTO DE CELULAS HepG2 CON PEG INF-a 2a y 2b Y
RIBAVIRINA

Con el fin de comparar si la fuente de la cual fueparado el antiviral, se utilizaron
antivirales de diferentes marcas farmacéuticas: -mMEGa 2a (Roche), PEG-INE- 2b
(Schering Plough), Ribavirina (Schering Plough)ilpaRirina (Roche).

& Para evaluar si las expresion de claudinas esagguydor PEG-INFx 2a 0 2b y/o
por Ribavirina se realizaron los tratamientos @&poadiente. Una vez que las
células se encontraron en confluencia se lavamsrveces con PBS 1X, se retiro el
medio, se coloco medio DMEM (Sigma-Aldrich) nuevo suero fetal de bovino
(SFB) y se dej6 incubar durante toda la noche.iAlsiguiente se cambio a medio
fresco y se adicionaron las diferentes combinasialee PEG-INFa 2a y 2b ( 10,
50, 100 y 200ng/ml) y de Ribavirina (10, 50, 10@G30ug/ml) segun el cuadro

siguiente:
Tratamiento Proveedor
PEG-INF«a 2b Schering Plough
Ribavirina Schering Plough
PEG-INFa 2b + Ribavirina Schering Plough
PEG-INFa 2a Roche
Ribavirina Roche
PEG-INFa 2a+ Ribavirina Roche
Ribavirina Sigma
Ribavirina + PEG-INFa 2b Sigma/ Schering Plough

Cada tratamiento se incubo a diferentes tiemp@s3(#irs). Concluido el mismo, se saco la
cajita de la incubadora, se retiro el medio lavadds veces con PBS 1X y finalmente se

coloco a -70°C hasta su procesamiento.
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5.4 OBTENCION DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES

Para determinar en que region subcelular se erreuant proteina determinada, el
primer paso es la lisis celular y posteriormentatiézacion de un amortiguador adecuado
para la solubilizacién de las proteinas de intefégseden utilizarse amortiguadores
especificos para proteinas solubles o bien quesegan detergentes si se desea separar
proteinas asociadas a membrana. Para evitar o inamifactores de manipulacion que
puedan dafiar o desnaturalizar a las proteinas cambios bruscos de pH, acidos y bases
fuertes, temperaturas extremas y la accion dertdaegsas, el procedimiento se lleva a cabo
en soluciones a bajas temperaturas (4°C) y es arézes amortiguador de extraccién que
posea agentes protectores de grupos funcionalescibsps de la proteina o bien
inhibidores de proteasas.

@ Para realizar la caracterizacién de las claudinas éinea celular HepG2 y con el
fin de verificar en que fraccion subcelular se emttan estas proteinas, se llevo a
cabo la separacion de las proteinas de citosomaelmbrana (fraccién soluble en
Triton X-100) y de citoesqueleto (fraccion insoklein tritdbn X-100).

Para esto se descongelaron las cajas con losaaultelulares, se adicioné 1 ml de
amortiguador A (20 mM Tris base, 0.25 M Dextroshidra, 10 mM EGTA, 2 mM
EDTA) con inhibidores de proteasas y fosfatasag@éptina 121g/ml, inhibidor de
tripsina 1mg/ml, coctel 1y coctel Il de inhibiderde fosfatasas 10 ml) a 4°C.

Se levantaron las células manualmente y se recupesaspension celular en un
tubo de polipropileno previamente marcado, secgopor 1 min a un 25% de
amplitud y posteriormente se centrifugo a 39,0080, rB0 minutos a 4°C.
Terminado el tiempo se colocd el sobrenadante ¢lmacCitosolica) en tubos
eppendorf previamente marcados y mantenidos ero hjekel precipitado se
resuspendié con 15@ de amortiguador A en presencia de 1% de TrXél00
con inhibidores de proteasas y fosfatasas comes®ilié anteriormente Se incubo
1 h a 4°C con agitacion suave, se centrifugo a0B9rpm, 30 min. a 4°C, y se
colocd el sobrenadante (Fraccion Membranal) en studpendorf previamente

marcados y colocados en hielo. El precipitadoltasie se resuspendié en 150
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de amortiguador de lisis (150 mM NaCL, 50 mM trssé, 1mM EGTA, 1mM

EDTA, IGEPAL 1%, Desoxicolato de sodio 0.1%, Dotlecilfato de sodio 0.1%
(SDS)) con inhibidores de proteasas y fosfatasé¥Ca Se incubo 1 h a 4°C con
agitacion suave y se centrifugd a 39,000 rpm, 30 ai4°C. EI sobrenadante
resultante (Fraccion de Citoesqueleto) se colocéubas eppendorf previamente

marcados y colocados en hielo.

Finalmente se tomaron alicuotas de cada fraccidmlpacuantificacion de proteina
y se almacenaron en tubos eppendorf nuevos prentanmearcados, y a cada
fraccion restante se adiciono amortiguador de Liadkl en las proporciones

adecuadas y se almaceno en congelacion hastacasanaiento.

55 CUANTIFICACION DE PROTEINA POR EL METODO DE B IO-RAD
“Protein Assay” (Modificado de Bradford)

5.6.1 Determinacion de la concentracion de prote en las células HepG2.

Determinar la concentracion de proteina en una traues una técnica basica cuando se
aborda un esquema de separacion de una protepetemlar. Existen diferentes métodos
para la cuantificacion de proteinas, muchos deci@des se basan en: a) la propiedad
intrinseca de la proteina para absorber la luzhjVa formacién de derivados quimicos, o

c) la capacidad que tienen las proteinas de waritosi colorantes.

El método utilizado en este trabajo es el métodBraeford (Bio-Rad), el cual se basa en
la unién del colorante Comassie Blue G-250 a lagefmas. El colorante existe en dos
formas en solucidén &cida, una azul y otra nardma. proteinas se unen a la forma azul
para formar un complejo proteina-colorante con agficiente de extincién mayor que el
colorante libre. Este método es sensible (1td)0 simple, rapido, barato y pocas sustancias
interfieren en su determinacion. Entre las susgangue interfieren estan los detergentes y

las soluciones basicas.
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@ Para poder realizar la cuantificacion de proteig@egalmente se realizan diluciones

de acuerdo a la fuente de la misma. En este tralegjpoocedio a preparar diluciones
con amortiguador A. Una dilucion 1:50 para las draces de Membrana y
Citoesqueleto (para Ll de muestra se afiadieron 4@0de amortiguador A) y
para la fraccion de Citosol se diluyo 1:20 (parauR8e muestra se afladieron 475
ul de amortiguador A). Todas las diluciones se @moc en tubos limpios
marcados y en hielo.

Para una cuantificacion de proteina adecuada essaw@s elaborar una curva
patron, para la cual se utilizé una solucién stdekalbumina de 10ig/ml. Esta
dilucion se preparo a partir de una solucion derralba de 1 mg/ml, esto es, se
colocaron 50Qul de la solucion de albumina de 1 mg/ml y se amlen un tubo
conico nuevo, y se adicionaron 45d@le agua desionizada o buffer A para obtener
una concentracion final de 1Q@/ml.

Curva patrén de Albumina (BSA)

Concentracion Volumen de Albumip§ ( Volumen de
(ug/ml) (1@@/ml) amortiguador A
pi)(

0.0 0 1000
1 10 990
2 20 980
3 30 970
4 40 960
5 50 950
6 60 940
7 70 930
8 80 920
9 90 910
10 100 900
20 200 800
30 300 700
40 400 600
50 500 500
60 600 400
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@ Posteriormente se colocaron @0de cada muestra problema y de las muestras de
albumina en una placa de 96 pozos por duplicadegnéinuacion se colocaron 20
ul del reactivo de BIO-RAD. Se mezclo y se incubplkca a temperatura ambiente
15 min, y se registraron las lecturas en el egVigtor2 1420 Multilabel Counter
de Wallac a 560 nm. Finalmente se calcularon lasentraciones de proteina

especifica para cada muestra tomando en cuenfzctoses de dilucidn realizados.

5.6 ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS POR ENSAYOS DE
INMUNOBLOT

5.6.1 Electroforesis para el andlisis de proteina

La electroforesis es un método en el cual se afiliza corriente eléctrica controlada con la
finalidad de separar biomoléculas segun su tamafarga eléctrica a través de una matriz

gelatinosa.

Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y coraaaetp es colocada en un campo
eléctrico, estas moléculas experimentan una fuéezatraccion hacia el polo que posee
carga opuesta. Dejando transcurrir cierto tiemgoni@léculas cargadas positivamente se
desplazaran hacia el catodo (el polo negativo) yekas cargadas positivamente se
desplazaran hacia el anodo (el polo positivo).

La electroforesis de proteinas en geles con unaizndé poliacrilamida, comiunmente
denominada electroforesis en poliacrilamida (PAGE)irata de un tipo de electroforesis la
cual se basa en afadir compuestos que alteremrasciones nativas de las proteinas en
presencia de calor, de agentes reductores cofiimelcaptoetanol, que reduce los puentes
disulfuro, duodecil sulfato de sodio (SDS) que désraliza, recubre a la proteina, y se
separan como cadenas polipeptidicas aisladas.tErc&so el método es conocido como
SDS-PAGE.

El SDS es un detergente de accion desnaturalizametse une a las cadenas polipeptidicas

desnaturalizadas con una relacion de 1.4 g de S@Sgpde proteina, uniéndose
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aproximadamente una molécula de SDS por cada do®aridos de la cadena. Esta union
masiva de moléculas de SDS bloquea la carga pagpila molécula de proteina y le
confiere al complejo una carga neta negativa popoal a su masa, haciendo que todas
las proteinas acomplejadas con SDS viajen hadaaglo.

@ Para analizar los posibles cambios en la expred@mhas claudinas y de otras
proteinas que forman parte del las uniones intderels en los diferentes
tratamientos se realiz6 un analisis por inmunoldRatra esto, previamente a la
realizacion de la electroforesis, a cada muestraraieina se le adiciono 5% fle
Mercaptoetanol y se colocaron en ebullicibn dur&ntain. Se cargaron 5@g de
proteina en geles de poliacrilamida al 12.5% esgeia de SDS y enseguida se
aplico una corriente de 50 mA por cada gel duraritepara geles pequefios, y de 3
a 4 h para geles grandes. Una vez terminada la@d@esis, se incubo el gel con
amortiguador de transferencia durante 10 min a ¢éeatpra ambiente con agitacion
suave, posteriormente la proteina se transfiri6 embmanas de nitrocelulosa
utilizando la metodologia especificada para el go8emidry transfer (BIORAD),
durante 1 h a 120 mA.

@ La transferencia consiste en la inmovilizaci@laks proteinas sobre membranas
sintéticas a través de la migracion de las mismadiante un campo eléctrico.
Transcurrido el tiempo se tifio la membrana con Ri@d?onceau para verificar la
transferencia de las proteinas y se lavo con TBSphra retirar el colorante. El
siguiente paso es la saturacion de todos los lsagdeeunion de proteinas de la
membrana no ocupados para evitar la union no dgg@ede anticuerpos, por lo que
se bloquearon los sitios inespecificos utilizand® de leche descremada en TBS

1X, durante 1 h a temperatura ambiente con agitasiave.

@ Terminada la etapa de bloqueo, cada membrana sbdincon los anticuerpos
primarios correspondientes para cada proteina thutada la noche a 4°C con

agitacion suave.

38



Materiales y método

Anticuerpo Origen Concentracion Marca
Claudina-1 Rabbit, Mouse| 1pg/ml ZYMED
Claudina-2 Rabbit lpg/ml ZYMED
Claudina-3 Rabbit lpg/ml ZYMED
Claudina-4 Mouse lpg/ml ZYMED
Claudina-5 Rabbit lpg/ml ZYMED
Claudina-6 Goat 1:500 Sta. Cruz
Claudina-7 Rabbit lpg/ml ZYMED
Claudina-9 Goat, Rabbit 1:500, 1pg/ml Sta.Cruz,ZXME
Claudina-10 Goat, Rabbit 1:500, 1pg/ml Sta. CrodMED
a- Actina Mouse 1:1000 | -------

Ocludina Rabbit lpg/ml ZYMED

Z0O-1 Rabbit 1pg/ml ZYMED
E-caderina Mouse lpg/ml ZYMED

@ Al dia siguiente se realizaron tres lavados de tDagada uno con 10 ml de TTBS
1X con agitacion suave. Posteriormente se incubeoo el segundo anticuerpo en

TTBS 1X durante 2 h a temperatura ambiente y cada@gn suave.

Anticuerpo Dilucion Marca

Rabbit anti-Goat IgG-HPR 1: 10 000 ZYMED
Goat anti-Mouse IgG-HPR 1: 4000 ZYMED
Goat anti-Rabbit IgG-HPR 1: 10 000 ZYMED

@ Finalmente se lavaron las membranas tres vece3 B8 1X y una vez con TBS

1X para proceder a la deteccion de las sefialesiéisps para cada proteina.

5.7 REVELADO

@ Para evidenciar las bandas especificas de cadaimmose utilizo el protocolo
reportado para el Kit de quemiluminiscencia de Gfefsham Biosciences. La
reaccién quimioluminiscente ocurre cuando la emedg una reaccién quimica se
emite en forma de luz. Se emplea la peroxidasaleno (HRP) para catalizar la
oxidacion del luminol en presencia de peroxido d#rdgeno. Inmediatamente
después de la oxidacion el luminol se encuentraneestado excitado del que pasa
a la situacion basal, reducida, més estable, emdiiduz. La luz emitida tiene un
maximo de emision entre 15 y 20 minutos despuémidada la reaccion y una
emision que se puede prolongar de 2 a 3 hrs Sirestaion se produce sobre una

membrana en contacto con una pelicula de autonadiagsta queda impresa.
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VI.- RESULTADOS

6.1 Caracterizacion de claudinas en las célulasegG2

Tomando en cuenta que el objetivo general del ptedeabajo radica en determinar si el
tratamiento con IFM-PEG Yy ribavirina tienen algun efecto sobre la egjgm de claudinas,

y con el conocimiento de que la expresion de estadejido especifica, en primera
instancia, se determino el tipo de claudinas quexpeesan de manera endogena y en que
fraccion subcelular se encuentran en la lineaaelépG2 derivada de hepatoma humano,
ademas de algunas otras proteinas que formandgalés uniones intercelulares. Para ello
se realizaron ensayos de Western blot utilizandticuerpos especificos contra las
claudinas -1,-2,-3,-4,-5,-6,-7,-9,-10, asi comoudiia, E-Caderina y ZO-1. De acuerdo a
los resultados obtenidos se detecto la expresidasdelaudinas -1, -3, -4, -5, -7 y -9. Las
primeras cuatro claudinas se detectaron en lafrét@gones subcelulares analisadas siendo
mayor la expresion en la fraccion de membrana. laadina -7 se observo en citosol y

citoesqueleto y claudina-9 solo se detectd ensifioeleto. (Figura 9)

et
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Claudina-4 || ——— E-Caderina" b ||

Claudina-3 Ocludina

Claudina-5 || * || Z0-1 "! ||

Claudina-7 | " - ||

Figura 9. Expresion de diferentes tipos de claaglen Células HepG2
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De la misma manera se detectd a ocludina en ks fracciones subcelulares,
mayoritariamente en membrana, E-caderina en taila de membrana y finalmente ZO-

1 se observo en la fraccion de citosol (Figura 9).

6.2 Expresion de claudinas en células tratadas td?EG-INF-a 2a (Roche) y 2b

(Shering Plough) y Ribavirina (Roche, Shering Plougy Sigma).

De acuerdo a las claudinas encontradas en lagaséfdpG2 las cuales fueron claudina -1,
-3, -4, -5, -7 y -9 y considerando que las clauslisa localizaron en las tres fracciones
subcelulares a excepcion de claudina-7 y -9, Igsiantes objetivos fueron determinar si
existia algun cambio en la expresion y/o localizade dichas proteinas con el tratamiento
de PEG-INFe 2a y 2b y Ribavirina en forma conjunta o de foseparada y determinar si
los efectos que se llegaran a encontrar eran degreesl de la concentracion. Para lo cual
las células HepG2 se incubaron con concentracicneegentes de PEG-IN&-2a y 2b (10,

50 100 y 200 ng/ml) y Ribavirina (10, 50 100 y 20§'ml), y se realizaron ensayos de
Western Blot para determinar los posibles camhida @xpresion de dichas proteinas. Con
el fin de corroborar si la concentracion de pr@eiargada en los geles era equivalente en

todas las muestras, se utilizo como control deacAagina para todos los tratamientos.

6.2.1 Efecto del PEG-INF-a 2b (SP) y Ribavirina (SP) sobre la expresion de
claudina-1

Con el fin de determinar si ®EG-INF-a 2b (SP) y Ribavirina (SP)tenian algun efecto
sobre las claudinas, se realizaron ensayos de kvdste utilizando muestras de fracciones
celulares a partir de células HepG2 tratadas canestraciones crecientes de los mismos.
La Figura 10, muestra los resultados obtenidos lpaskudina-1 cuando las células fueron
tratadas Unicamente c®EG-INF-a 2b. Como puede observarse la cantidad de claudina-1
detectada no fue modificada por este tratamientoigun tiempo aun a concentraciones
de 200 ng/ml.
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Figura 10. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nd®B&-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

Para el caso del tratamiento de las células Ritmavirina (SP) sola los resultados no
mostraron ningun cambio en la expresion de clavtiémaningdn tiempo ni aun a 200

ug/ml (Figura 11).

Tiempo(h) 0 4 8 4 8 4 8 4 8 Actina

(071 (o 170 ] QS p———— | [ —————

Membrana = e S e O —— i —— - —— —

Citoesqueleto mmmemmemam e enaRanen | = — = w— S

Ribavirina(ng) 0 10 50 100 200

Figura 11. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y gf@eRibavirina (SP) a 4h y 8h de tratamient(Derecha)
Expresién de Actina como control de carga.

Sin embargo, al tratar a las células d@BG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (SP)se observo

una clara disminucién en la expresion de claudingsta disminucion se observo en la
fraccion membranal desde los 50ng/ml y 50ug/ml eespamente a las 8 horas de
incubacion y la disminucibn fue cada vez mayor oconk se incrementaba la
concentracion y el tiempo de incubacion. La cadidle claudina-1 observada en las

fracciones de citosol y de citoesqueleto no mastraingun cambio (Figura 12).

42



Resultados
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Figura 12. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngug/dePEG-INF-a 2b+Ribavirina (SP)a 4h y 8h de
tratamiento(Derecha) Expresion de Actina como control de carga

6.2.1.1 Efecto del PEG-INFa 2a (Roche) y Ribavirina (Roche) sobre la expresioie
claudina-1

En el caso del tratamiento de las células HepG2 RB&-INF-a 2a (Roche)se observo
una clara disminucion en la expresion de claudiea-la fraccion de citoesqueleto (Figura
13) a partir de 10ng a las 4h de tratamiento. Ee esso se observo que a medida que
aumento la concentracion deEG-INF-a 2a, disminuyo la expresion de claudina-1 hasta
casi desaparecer la sefial . No se observo ningahican la fraccion de membrana y de

citosol.
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Figura 13. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 n?H&-INF-a 2a (Roche)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

Para el tratamiento coRibavirina (Roche) (Figura 14), las células HepG2 mostraron

cambios en la expresion de claudina-1 en las fraesi de citosol y membrana. En la
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fraccion de citosol se observd un aumento de ataudli proporcional al aumento en la
concentracion y fue muy evidente a partir de {§@e Ribavirina a las 4h. En la fraccidon
de membrana se observo una ligera disminucionta dar5qig de Ribavirina a las 8h de
tratamiento y esta fue mas evidente a0 8h de tratamiento. En la fraccion de

citoesqueleto no se detecto ninglin cambio (Figdya 1
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Figura 14. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ndRdmvirina (Roche) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

El tratamiento combinado cd?EG-INF-a 2a y Ribavirina (Roche)generé cambios en la
cantidad de claudina-1 en la fraccion de citoegqadlFigura 15), siendo mas evidente a
10ng/1Qug y a las 8h de tratamiento; la pérdida de sefalaledina-1 es proporcional al
aumento en la concentracion y en el tiempo ma® lgug es de 8h. Por otro lado, en las
fracciones de citosol y membrana no se observéunircgmbio en la expresion de esta

proteina.
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Figura 15. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresion de Actina como control de@arg
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Posteriormente el tratamiento cdRibavirina (Sigma) no mostro ningun cambio

significativo en la expresion de claudina-1 (figa6.
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Figura 16. Expresion de claudina-1 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Sigma) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

Para finalizar los experimentos con claudina-1resdizo el tratamiento COREG-INF-a

2b (SP) + Ribavirina (Sigma)el cual generé cambios en la expresion de estaipeoen

las fracciones de citosol y citoesqueleto (Figui@. 1 En ambos casos hubo una
disminucion en la expresion, sin embargo la comeeittn y el tiempo a la cual se observo
fue diferente. Para el caso de la fraccion de dite$ efecto se observo a partir de
10ng/1Qug y 4h de tratamiento. En el caso de la fracd@mritoesqueleto se observo una
disminucion de la expresion desde los 50ngdh® 8h de tratamiento. Aun cuando en

100ng/10Qg se detectd un ligero aumento, preferentementdeia disminuir.
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Figura 17. Expresion de claudina-1 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngug/dePEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (Sigma)a
4h y 8h de tratamient@Derecha) Expresion de Actina como control de carga
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6.2.2 Efecto del PEG-INFa 2b (SP) y Ribavirina (SP) sobre la expresion de
claudina-3

Siguiendo la secuencia de las claudinas encontradasa linea celular HepG2 los

siguientes ensayos de western blot se realizaroa gaudina-3. De acuerdo a estos

ensayos, se observo un cambio en la expresionadelich-3 en todos los tratamientos,

mismos que se desglosaran a continuacion.

Como se muestra en la (Figura 18), el tratamieatoREG-INF-a 2b (SP) tuvo un claro
efecto en la fraccion de citoesqueleto donde serebsina disminucion de la expresion de
claudina-3 a partir de 100ng a 4h de tratamiengtahdesaparecer a 200ng y 8h. Por su
parte en la fraccion de membrana se observé umairdision en 100ng y 200ng, sin

embargo en la fraccion de citosol no se observiinatg@mbio significativo.

Tiempo(th) 0 4 8 4 8 4 8 4 8 )
Actina

e SN -0 T e e
Membrana ™ "= o @GR e« e o0 o | PO Gooeaa
- e e e o

Citoesqueleto === S @B == wn = o

IFN-a-PEG (ng) 0 10 30 100 200

Figura 18. Expresion de claudina-3 en tres framscsubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ndPE&-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

En segundo término se muestra el tratamientdRibavirina (SP) (Figura 19) en donde se
observé una ligera disminucion de la expresionldadina-3 en la fraccién de citosol a
10ug y a las 4h de tratamiento. En cuanto a la fracdié citoesqueleto se observo una
disminucion a 100 y 200g y 4 horas de tratamiento, misma que se restabdeleis 8 h de

la misma concentracion. La fraccion de membranaosird ningun cambio.
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Figura 19. Expresion de claudina-3 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y g@@eRibavirina (SP) a 4h y 8h de tratamientdDerecha)
Expresion de Actina como control de carga.

En contraste con los tratamientos anteriores, eass del tratamiento cd?EG-INF-a 2b

+ Ribavirina (SP) (Figura 20), no se observo ningun cambio.
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Figura 20. Expresion de claudina-3 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/de PEG-INF-a 2b + Ribavirina (SP)a 4h y 8h
de tratamiento(Derecha) Expresion de Actina como control de @arg
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6.2.2.1 Efecto del PEG-INFa 2a (Roche) y Ribavirina (Roche) sobre la expresiode
claudina-3.

En la (Figura 21) se muestran los resultados aiidencon el tratamiento cdEG-INF-a
2a (Roche) en donde no se detecto cambio en la expresi@addina-3 en las fracciones
de membrana y citoesqueleto. Unicamente en laifiaate citosol se pudo observar un

aumento en la expresion de esta proteina a 108rgde tratamiento.
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Figura 21. Expresion de claudina-3 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 n?H&-INF-a 2a (Roche)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

En cuanto al tratamiento cdribavirina (Roche) (Figura 22), la expresion de claudina-3
aumenta en la fraccion de citosol a partir de 16su§ a las 8h y éste aumento fue
proporcional al aumento en la concentracion deitt@\Rina. Por otro lado, disminuy6 en
la fraccion de citoesqueleto a partir de losyip@ las 4h de tratamiento. Cabe mencionar
gue la proteina se detecto en forma de dobleta &adcién de citosol, lo cual sugiere que

se pueda tratar de formas con modificaciones phsttagonales.
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Figura 22. Expresion de claudina-3 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Roche) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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En lo que se refiere al tratamiento d®BG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)(Figura 23),
en la fraccibn de membrana se observé una pequsitandcion de la expresion en
concentraciones de 200ng/2@0a las 8h de tratamiento y en la fraccion de sgaeleto
hubo una disminucion a partir de concentracionesl@eg/1Qug a 8h de tratamiento

tendiendo a desaparecer en concentraciones de/200mng
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Figura 23. Expresion de claudina-3 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h'y
8h de tratamientqDerecha) Expresion de Actina como control de carga

El tratamiento corRibavirina (Sigma) produjo una ligera disminucion en la fraccion de
citoesqueleto a partir de 10§ a las 4h. En las fracciones de citosol y membranhubo
cambios (Figura 24). Finalmente, en lo que regpaltratamiento coREG-INF-a 2b +
Ribavirina (Sigma), se detectd una ligera disminucién en la fracdércitosol a partir de
100 nglig a las 4h (Figura 25), sin embargo, estos can#ndss dos tratamientos no son

significativos.
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Figura 24. Expresion de claudina-3 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Sigma) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 25. Expresion de claudina-3 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2b + Ribavirina (Sigma)a 4h y
8h de tratamiento. (Derecha) Expresion de Actimaaoontrol de carga.

6.2.3

claudina-4

Efecto del PEG-INFa 2b (SP) y Ribavirina (SP) sobre la expresion de

Continuando con el andlisis de la expresion y Ieaalon de proteinas que forman parte de
las uniones estrechas, se analiz0 si los tratdaosieron estos antivirales tenian algun
efecto sobre la claudina-4. De acuerdo con loglteetos obtenidos, se observé que esta
claudina responde diferencialmente a cada unogigdtamientos. En primer lugar cuando
se realizé el tratamiento cdPEG-INF-a 2b (SP)se observd un ligero aumento en la
fraccion de citosol a los 10 ng y 8h de tratamientemo que disminuyd después de los
100 ng y 4 horas de incubacion. En contrasteetecth una disminucion en su expresion

en la fraccion de membrana a partir de los 50 &dngras de tratamiento (Figura 26).
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Figura 26. Expresion de claudina-4 en tres framscsubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ndPE&-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento

(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Posteriormente, cuando las células HepG2 se tratamoRibavirina (SP) se observo una
ligera disminucion en la deteccion de esta proteméa fraccion de membrana a L0

las 8h y en 200y a las 4 y 8h de tratamiento. Interesantementelaefraccion de
citoesqueleto se observo la expresion de estaipaotepartir de los 5@ de incubacion

con la Ribavirina (Figura 27).
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Figura 27. Expresion de claudina-4 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y gaeRibavirina (SP) a 4h y 8h de tratamient(Derecha)
Expresion de Actina como control de carga.

En el caso del tratamiento en forma conjunta B&&G-INF-a 2b + Ribavirina (SP) la
expresion de claudina-4 no se modifico en lasciomes de citosol y de membrana (Figura
28). Sin embargo, en la fraccion de citoesquesetaobservd una disminucion de la
expresion a partir de 50ngia® a las 4h, desapareciendo casi en su totalidad co

200ng/20Qg y 8h de tratamiento.
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Figura 28. Expresion de claudina-4 en tres framsosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresién de Actina como control de carga
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Resultados

6.2.3.1 Efecto del PEG-INFa 2b (Roche) y Ribavirina (Roche) sobre la expresiéon

de claudina-4.

Al igual que con el tratamiento ctEG-INF-a 2b (SP) el tratamiento coRPEG-INF-a

2a (Roche) produjo un aumento de esta proteina con 50ng yndld@sde las 4h en la
fraccion de citosol, pero en 200ng disminuy6 ena@sritempos (Figura 29). Por otro lado y
a diferencia de los tratamientos anteriores, efnalecion de membrana no se observo la
expresion de claudina-4 en ninguna concentracidn¢ulal puede sugerir una posible
relocalizacion de esta proteina. Finalmente endecion de citoesqueleto no se observo

algun cambio en la expresion de claudina-4.
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Figura 29. Expresion de claudina-4 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 n{HE-INF-a 2a (Roche)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

Continuando con el tratamiento cBibavirina (Roche), se detectaron algunos cambios en
membrana y citoesqueleto, sin embargo estos norfuaty claros ya que se observéd una
ligera disminucién en la fraccion de membrana éimpde 5qug a 4h de tratamiento y en la
fraccion de citoesqueleto no se observd exprefda proteina en 109 y 20Qug a 4 h de

tratamiento Unicamente (Figura 30).
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Figura 30. Expresion de claudina-4 en tres framsosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Roche) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

En el caso del tratamiento en forma conjuntalBG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche) se
observé una disminucion de la expresion de claudliea las fracciones de citosol en
100ng/10Qg a 4h y 200ng/2Q@ a 4h, en membrana se observo una ligera disndimeci
200ng/20@g a las 8h, finalmente en citoesqueleto no se wbsa&ingun cambio

significativo (Figura 31).
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Figura 31. Expresion de claudina-4 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresién de Actina como control de carga

El siguiente tratamiento para claudina-4 fue eRd®virina (Sigma), en donde se observé
un aumento significativo a partir de gy 8h de tratamiento en la fraccion de citosadr P
otra parte, en la fraccion de citoesqueleto serabae ligero aumento con p@y 4h de

tratamiento (Figura 32).
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Figura 32. Expresion de claudina-4 en tres framsosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Sigma) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

Por ultimo la (Figura 33) muestra el tratamientofemma conjunta coPEG-INF-a 2b
(SP) + Ribavirina (Sigma)en el cual se observaron algunos cambios en daifra de
membrana y de citoesqueleto. En la fraccion de mamabla expresion de claudina-4 se
vio disminuida rapidamente a partir de 10ngl{@& las 8h de tratamiento. En lo que se
refiere a la fraccion de citoesqueleto se observdigero aumento de la proteina en la

concentracion de 200ng/2@9de tratamientoa las 4h.
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Figura 33. Expresion de claudina-4 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2b + Ribavirina (Sigma)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresién de Actina como control de carga
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6.2.4  Efecto del PEG-INFa 2b (SP) y Ribavirina (SP) sobre la expresién de
claudina-5

Continuando con la caracterizacion de las claudilaasiguiente proteina analizada en las
células HepG2 fue claudina-5. Para esta protelngyual que algunas de las anteriormente
mostradas, se observo un efecto claro en la digidinge esta proteina con el tratamiento
conjunto dePEG-INF-a 2b (SP) y Ribavirina SP.

En primer término tenemos al tratamiento 8G-INF-a 2b (SP)en donde la expresion
de claudina-5 sufri6 cambios en las fracciones denbmana y citoesqueleto (Figura 34).
En el primer caso se observo un aumento muy ewdeah 50ng del IFN, la cual
disminuyé a partir de 100ng a las 4h de tratamiefio el caso de la fraccion de
citoesqueleto se observo una disminucion a paetirs®ng a 8h. Cabe mencionar que la
sefial de la proteina se detecto como doblete Id noa podria hablar de que

probablemente se estén induciendo cambios postimmales en estas proteinas.
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Figura 34. Expresion de claudina-5 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con

concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ndPE&-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

En el caso del tratamiento cBibavirina SP, la expresion de claudina-5 presento cambios
en la fraccion de citosol (Figura 35). En la fréccde citosol la proteina sufre una primera
reduccion en 5@ a las 4h y posteriormente la reduccioén fue méteate en 100g a las

4h y hasta los 2Q@ de tratamiento. En las fracciones de membracitogsqueleto no se
observaron cambios significativos.
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Figura 35. Expresion de claudina-5 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y gf@eRibavirina (SP) a 4h y 8h de tratamient(Derecha)
Expresion de Actina como control de carga.

Y en lo que se refiere al tratamiento corP&8G-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (SP)se
observé disminucion de la proteina en las trescivaes analizadas (Figura 36). En las
fracciones de citosol y membrana hubo una reducsiisiente a partir de 50ngio@y 4h

de tratamiento. En la fraccion de citoesqueleta esduccion se observa a partir de los

10ng/1Qug y 4h de tratamiento.
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Figura 36. Expresion de claudina-5 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/de PEG-INF-a 2b + Ribavirina (SP)a 4h y 8h
de tratamiento(Derecha) Expresion de Actina como control de @arg
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6.2.4.1 Efecto del PEG-INFa 2b (Roche) + Ribavirina (Roche) sobre la expresiode

claudina-5

En cuanto al tratamiento c?EG-INF-a 2a (Roche)(Figura 37), se observo un aumento
en la expresiéon de claudina-5 en las fraccionestdsol y membrana a 100ng y 50ng y 4
horas de tratamiento respectivamente. En el casla draccion de citoesqueleto no se

observo ningan cambio significativo.
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Figura 37. Expresion de claudina-5 en tres framsosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nfPHE-INF-a 2a (Roche)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

De manera contraria al efecto del PEG-IMR2a en el tratamiento coRibavirina
(Roche) (Figura 38) se observé disminucion de la proteindas fracciones de citosol y
citoesqueleto, a partir de s a las 8h y a 1Q@ a las 4 y 8h de tratamiento para citosol, y

de 5Qug a las 4h para la fraccion de citoesqueleto.
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Figura 38. Expresion de claudina-5 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Roche) a 4h y 8h de tratamiento.
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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El tratamiento corPEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche) produjo una reduccién en la
expresion de claudina-5 en las fracciones de mearabyacitoesqueleto (Figura 39). En la
fraccion de membrana esta reduccién se dio a phrtios 200ng/2QQ a las 4h y en la de

citoesqueleto a los 100ng/1QP a las 4h desapareciendo por completo la sefial en

200ng/20Qug a las 8h.
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Figura 39. Expresion de claudina-5 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/dePEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientqDerecha) Expresion de Actina como control de carga

Posteriormente, el tratamiento c®ibavirina (Sigma), produjo una disminucion en las
fracciones de membrana y citoesqueleto (Figuraetd)a fraccion de membrana fue mas
evidente a las 8h a partir de g0 mientras que en citoesqueleto la disminucién fue

proporcional al aumento en la concentracion @ghimiento asi como del tiempo.

Tiempoth) 0 4 8 4 8 4 8 4 8 Actina
Citosol .. . e ——— »
Membrana S s +0 WS - B it
Citoesqueleto =28 = R —
Ribavirina (ng) 0 10 50 100 200

Figura 40. Expresion de claudina-5 en tres framsosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Sigma) a 4h y 8h de tratamiento

(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Finalmente el tratamiento cdPEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (Sigma)(Figura 41),
produjo un ligero aumento de la proteina en lacitacde citosol la cual comienza a partir
de 5Qug a las 8h. En la fraccion de citoesqueleto no hedmbios significativos y no se

detectd proteina en la fraccion de membrana.
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Figura 41. Expresion de claudina-5 en tres framscsubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngug/de PEG-INF-a 2b + Ribavirina (Sigma)a 4h y
8h de tratamientqDerecha) Expresion de Actina como control de carga
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6.2.5 Efecto del PEG-INFa 2b (SP) + Ribavirina (SP) sobre la expresion de

claudina-9

Finalmente, otra proteina que también se encudettro de la familia de las claudinas y
gue fue detectada en las células HepG2 fue clax®irain cuando en el apartado de la
caracterizacion de la linea celular se encontréegtee proteina se localizé Unicamente en la
fraccion de citoesqueleto, se analizaron los pesilsbembios en su expresion en las tres

fracciones subcelulares obtenidas.

Como se observo en el tratamiento &BG-INF-a 2b (SP) (Figura 42), claudina-9 se
detecto solo en la fraccion de citosol, con 10 hagsaBh disminuye la expresion y a partir

de 50 ng de tratamiento desaparecio la sefal.
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Figura 42. Expresion de claudina-9 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngREG-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

De la misma forma que para el tratamiento R&G-INF-a 2b (SP) en el tratamiento con
Ribavirina (SP) (Figura 43) la sefial fue detectada solo en ur@ifya subcelular. En este
caso fue la fraccion de citoesqueleto en dondeeserid una disminucion de la expresion

en 10ug a las 4h y a partir de p§ desaparecio la sefial.
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Figura 43. Expresion de claudina-9 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y gf@le Ribavirina (SP) a 4h y 8h de tratamient(®erecha)
Expresion de Actina como control de carga.

En el tratamiento cOREG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (SP)(Figura 44), esta proteina

fue detectada solo en la fraccion de citoesqueletisminuyo su expresion desde los

10ng/10ug a las 4h de tratamiento con respecto al control.
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Figura 44. Expresion de claudina-9 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con

concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngug/de PEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (SP)a 4h
y 8h de tratamientdDerecha) Expresion de Actina como control de carga
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6.2.5.1 Efecto del PEG-INFa 2b (Roche) + Ribavirina (Roche) sobre la expresiode

claudina-9

En lo que se refiere al tratamiento d®BG-INF-a 2a (Roche) (Figura 45),Ribavirina
(Roche) (Figura 46) yPEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche) (Figura 47), se detect6 a
claudina-9 solo en la fraccion de citoesqueleta yaglos los tratamientos no se observo
ningun cambio significativo.
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Figura 45. Expresion de claudina-9 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con

concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngP#eG-INF-a 2a (Roche)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 46. Expresion de claudina-9 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Roche) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 47. Expresion de claudina-9 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con

concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nquy/de PEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresion de Actina como control de carga

El tratamiento conRibavirina (Sigma) permitio la deteccion de esta proteina en las
fracciones de citosol y citoesqueleto, sin embargse observd ningln cambio con este

tratamiento (Figura 48) ni en combinacion coREG-INF-a 2b (Figura 49).
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Figura 48. Expresion de claudina-9 en tres fra@sasubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (sigma) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 49. Expresion de claudina-9 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nguig/de PEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (sigma)a
4h y 8h de tratamient@Derecha) Expresién de Actina como control de carga

6.2.6 Efecto del PEG-INFa 2b (SP y Roche) y Ribavirina (SP, Roche y Sigmajlzre

la expresion de ocludina.

Dentro de los objetivos del presente trabajo, stuyd también el determinar si otras
proteinas de uniones estrechas eran afectadatpataeiento de estos antivirales. Una de
estas proteinas es ocludina, una proteina transraaaitgue comparte la misma topologia
con las claudinas, sin tener ninguna semejanza@&rescia. Ocludina es una proteina de
aproximadamente 60 KDa cuya actividad es tambiédutada por fosforilacion y de

acuerdo a esta puede modificarse su localizacida eglula.

La proteina fue detectada en todas las fracciamesefilares y aun cuando el tratamiento
con Ribavirina (Sigma) parece que produjo un aumento en la fraccion tesali a
50ng/5Qug a las 4h y una disminucién a 200ng/20@ las 4h, se observéd que todos los

tratamientos realizados no mostraron cambios segivos (Figuras 50 a la 54).

64



Resultados

Tiempoth) 0 4 8 4 8 4 8 4 8 Actina
Citosol e g e A = op .
Membrana (T Byt anlir | —-—————— -
Citoesqueleto (s s - en G- e e G - e
IFN-a-PEG (ng) 0 10 50 100 200

Figura 50. Expresion de ocludina en tres fraccianéscelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ng B&EG-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento.
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 51. Expresion de ocludina en tres fracciaéscelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngug/de PEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (SP)a 4h
y 8h de tratamiento. (Derecha) Expresion de Aatirao control de carga.
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Figura 52. Expresion de claudina-5 en tres fra@sosubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nquy/de PEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 53. Expresion de ocludina en tres fracciaéscelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (sigma) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 54. Expresion de ocludina en tres fracciaéscelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nquig/de PEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (sigma)a
4h y 8h de tratamient@Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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6.2.7 Efecto del PEG-INFa 2b (SP) + Ribavirina (SP) sobre la expresién de E-

Caderina.

Otra de las moléculas analizadas fue E-caderinead€rina es una de las principales
moléculas de adhesion y por ello se decidié evaluat tratamiento con estos antivirales
producia algin cambio. Los resultados obtenidesofumuy interesantes ya que, como lo
muestra la Figura 55, cuando las células son @atadn elPEG-INF-a 2b (SP) la
expresion de esta proteina en la fraccibon membidisalinuye significativamente a partir
de los 50ng a las 8h de tratamiento y esta distidonwes proporcional conforme aumenta

la concentracién y se acentia mas a las 8h.

- Actina
Tiempo(th) 0 4 8 4 8 4 8 4 8
Citosol | — - S T TR T &S O fam arer s
Membrana Wiﬁ"‘ A e =
Citoesqueleto .ﬁq anw ] - - - - -
IFN-o-PEG (ng) 0 10 50 100 200

Figura 55. Expresion de E-caderina en tres fraes@ubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngREG-INF-a 2b (SP)a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga

El tratamiento con IRibavirina (SP) produjo un aumento significativo en la expresion a
10ug a las 4h de tratamiento y este se mantuvo hastaOug a las 8h. Posteriormente se

observé una disminucién en la expresion (Figura 56)
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Figura 56. Expresion de E-caderina en tres fraes@ubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y g9@e Ribavirina (SP) a 4h y 8h de tratamientDerecha)
Expresion de Actina como control de carga.

Interesantemente el tratamiento en conjuntoRIBG-INF-a 2b y la Ribavirina (SP)en la
fraccion de membrana produjo un aumento en 10 iyga@ en ambos tiempos comparado
con el control, y posteriormente fue disminuyendpagir de los 100 ngg a las 8h de
tratamiento. Esta disminucién fue también evidgrae la proteina que se encontraba en

las fracciones de citosol y citoesqueleto (Figufa 5
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Figura 57. Expresion de E-caderina en tres fraes@ubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 ngug/de PEG-INF-a 2b (SP) + Ribavirina (SP) a 4h
y 8h de tratamientdDerecha) Expresion de Actina como control de carga
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6.2.7.1Efecto del PEG-INF-a 2a (Roche) y Ribavirina (Roche) sobre la expresiéde

E-Caderina.

En contraste con el tratamiento anterior, los tadok obtenidos coRibavirina (Roche)
no produjeron cambios significativos en ningundagefracciones analizadas (Figura 58) y
conPEG-INF-a 2a + Ribavirina (Roche) se observo una disminucion en la fraccion de

citosol y membrana a partir de 10ng/a las 4h y 8h de tratamiento respectivamente

(Figura 59).
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Figura 58. Expresion de E-caderina en tres fraes@ubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 2@0de Ribavirina (Roche) a 4h y 8h de tratamiento
(Derecha) Expresién de Actina como control de carga
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Figura 59. Expresion de E-caderina en tres fraes@ubcelulares de células HepG2 tratadas con
concentraciones de 0, 10, 50, 100 y 200 nqug/de PEGNF-a 2a + Ribavirina (Roche)a 4h y
8h de tratamientdDerecha) Expresién de Actina como control de carga
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VIl.- Discusion de resultados

Las UE juegan un papel muy importante en el nmamiento de la polaridad
celular y en la permeabilidad selectiva de iones l@n epitelios por lo que son
fundamentales para mantener la homeostasis erejidest Se sabe que las UE estan
constituidas por diversas proteinas entre las guensuentran las claudinas, proteinas
transmembranales cuyo patrén de expresion es @spede cada tejidd47]. Se ha
reportado que la expresion de estas proteinascaemna alterada en diferentes tipos de
cancer, en algunos casos aumentada y en otrosndisiai[29] y que juegan un papel

importante en los procesos de transformacion yiraagénesis [48].

A la fecha se han reportado diversos estudiososngle se ha observado la
participacion de algunas proteinas de uniones celidares en diferentes tejidos. En
relacion a higado por ejemplo, se ha publicado ejueRNA de ZO-1 y ocludina sufre
perdida de actividad y posterior degradacion (degulation) en células de
hepatocarcinomas y las proteinas son expresaddseéte en hepatocitos de higados
normales [49]. Por otro lado, aunque claudina-sada visto expresada en hepatocitos
normales ni en células tumorales de carcinoma beplalar, se ha propuesto como
marcador de cancer del tracto biliar diferenciadavado de carcinomas hepatocelulares
[50].

Claudinas 1 y 2 se expresan en ceélulas fetalegadiess de hepatoblastoma humano
y parecen ser buenos candidatos como marcadonesateos durante la diferenciacion de
células fetales y embrionarias que daran lugar ta bepatoblastoma. Sin embargo,
claudinas 3, 4 y 7 no se detectaron ni en céldtadels ni en embrionarias [51]. Otros
estudio en el que se bloques la expresion de l&cutd de adhesion (JAM) en células
HepG2, se observo una redistribucion de la loceilirade claudina-1 y de ocludina hacia

el nucleo y se indujo una fuerte actividad trammsanal de la proteina E-caderina [52] .

Un hallazgo muy importante reportado recientemestgue las claudinas 1, 6 y 9

son utilizadas por el virus de la Hepatitis C cameceptores para la entrada a las células
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blanco. Ese trabajo demostré que claudina-1 espedsable para la interaccion del virus
con la membrana celular y aun cuando las claudna® no son indispensables, también

favorecen la entrada del virus [32,33].

En este sentido, dado que en este trabajo seawifi células HepG2, uno de los
objetivos fue determinar que claudinas se expresdbananera endogena en estas células.
Las células HepG2on derivadas de hepatoma humano y son positivasgrua de la
hepatitis B. Como tales, estas células crecen enafa@e cumulos o islas y no forman
monocapas como lo hacen las células no transfosnddss claudinas detectadas fueron la
claudina -1, -3, -4, -5, -7 y -9, las cuales sebatraron en su mayoria en las tres fracciones
subcelulares analizadas, la funcion que desempesizacificamente cada una de ellas en
estas células no se conoce aun, sin embargo, sspbdado por ejemplo que claudina-1
tiene un papel muy importante en la funcion dedsaren el epitelio de mamiferos [53],
pero se encuentra sobreexpresada en carcinomaataldb4], ademas recientemente se ha
propuesto como un posible coreceptor para la emtdadl virus de la hepatitis C. Para el
caso de claudina-3 se sabe que existe una peelaliiga de esta proteina en las UE de la
barrera hemato-encefalica (BBB) bajo condicione®lpgicas como glioblastoma [55],
ademas de que se ha encontrado sobreexpresadacem dé ovario [56]. Por otro lado
claudina-4 reduce la permeabilidad paracelulattiarees en células MDCKII [57], pero en
adenocarcinoma de ovario [58], adenocarcinoma eciar humano [59] y carcinoma de
postata [60] se ha detectado sobreexpresada, Y @ud respecta a higado como se
menciono anteriormente, no se ha detectado su ®&pren tejido hepatico normal [61]
pero si en canceres de tracto biliar derivadosad@rmomas hepatocelulares [50]. En el caso
de claudina-5 se considero inicialmente como urcatkor de uniones intercelulares en los
endotelios [62], en estudios mas recientes se ls@reddo que claudina-5 reduce la

permeabilidad paracelular de cationes en célula€KID[63].

Por lo anterior se ha observado que células dextvdé diferentes tipos de cancer
muestran expresion y localizacion alterada de aguaudinas. En nuestro caso para las
células HepG2 que son transformadas también obmessana expresion diferencial de las

claudinas, en particular estas células muestrargeesion de claudina-4 y -5 que no se han
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detectado en tejido hepatico sano. Dado que estaslitas estan implicadas en la
permeabilidad paracelular de iones comd MeCl [64,65], probablemente los cambios
observados en estas proteinas alteren la pernzambiin estas ceélulas, provocando un
desequilibrio en la entrada y/o salida de ciertadéoulas haciendo mas permeable la

membrana celular modificando asi su microambiente.

También se evalud la localizacién de ocludina, Ual esta presente en las tres
fracciones subcelulares pero preferentemente g#adeiéon de membrana. ZO-1 se detecto
en la fraccion de citosol y E-caderina, una pratefuy importante para el mantenimiento

de la polaridad celular, se localiz6 en la fracadiémembrana.

Otro de los objetivos del presente trabajo fuemeinar si la incubacién de células
HepG2 con concentraciones crecientes de PEG olFN-Ribavirina, dos antivirales
utilizados en pacientes con hepatitis C, afectaxjaresion y localizacion de claudinas,
ocludina y E-caderina, ademas de determinar siclsbios son dependientes de la
concentracion y del tiempo de exposicidn. Los Itados obtenidos (tablas | y II)
mostraron que el tratamiento con [leN2b + Ribavirina (SP) produjo cambios mas
significativos comparado con el IFN-2a + Ribavirina (Roche). Aiun cuando se ha
reportado que el tratamiento de estas dos mareoasrciales no muestra ninguna diferencia
en pacientes a los que se les ha administrado fééktro estudio claramente mostré que
las células en cultivo responden de manera dif@aka@stos. El tratamiento de IF\2b +
Ribavirina (SP) en las células HepG2 indujo unandisicion significativa en la expresion
membranal de las claudinas 1 y 5. Esta disminuftiénproporcional al aumento en la
concentracion de ambos compuestos, l0 que sugieréacexpresion de estas proteinas se
ve modificada a concentraciones altas de los misegartir de 50 ng y/ag. Por otro
lado, como ya se menciono claudina-5 esta invotlacem el paso paracelular de cationes,
por lo tanto, al disminuir la expresién de estatgirma puede tener un efecto directo y

proporcional con la permeabilidad paracelular.

Con respecto a lo anterior se han reportado alguizaspor las cuales se puede

regular la localizacion de las proteinas que chng&n las uniones intercelulares, una de
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ellas es la comunicacidn entre estas proteinas.oCsen mencioné anteriormente, la
ausencia de JAM altera la localizacién de ZO-1 ldioa e induce la expresion de E-
caderina [52]. Otro factor que determina la disicibn y localizacion de estas proteinas es
la composicion lipidica de la membrana. Se haod#rado que las UE se localizan en
microdominios de membrana que juegan un papel TMmpoitante en la organizacion
espacial de las proteinas y la regulacion de langabilidad paracelular [67]. Diversas
citocinas pueden alterar la composicion lipidicale® microdominios de las uniones
estrechas. El IFN-y TNF-u inducen cambios en la composicion lipidica y prewan
sustituciones de fosfolipidos en los microdomimdedas UE en células T84. Estos cambios
provocan una deslocalizacién de ocludina, sin egthano se observaron cambios en la
claudina-1 y claudina-4 [68]. Por otra parte, eN4& es capaz de inducir apoptosis en
células epiteliales de tabulo renal sin alteramtagridad de la barrera epitelial. Se ha
propuesto que este mecanismo se puede llevar gpocalbma reestructuracién del complejo
de unién [69]. IFNe induce también una redistribucion intracelularEleaderina y de
ocludina [70].

De acuerdo a lo antes mencionado, nuestros resslRadjieren que en estas células
quiza se este alterando la composicion lipidicdaemembrana celular y por ende los
microdominios donde se localizan las UE, y comoseonencia se este induciendo una
modificacion en la expresion y/o localizacion de ¢taudinas por efecto de los antivirales,

sin embargo, se requiere realizar estudios postsrjgara corroborar esta hipotesis.

Cabe sefalar, en el caso de claudina-3 y clalgisa-mostro que la expresion en
citosol y citoesqueleto respectivamente se detectdorma de doblete, lo cual indica que
posiblemente se este llevando a cabo alguna madific postraduccional, como
fosforilacion o palmitoilacién ya que se ha repdotajue se presentan en claudinas, sin
embargo, se requeriria realizar algunos otros mstuglra confirmar dicha teoria, por

ejemplo utilizando anticuerpos dirigidos contrapasteinas fosforiladas.

Un hallazgo importante fue el observado con E-éadet/nicamente el tratamiento

con IFN« 2b + Ribavirina (SP) mostr6 cambios dependiengels @oncentracion de estos
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compuestos en la fraccion de membrana. Concentiexibajas produjeron un aumento de
E-caderina y concentraciones mayores una disminu€iéo hallazgo importante es que la
incubacion con IFNx 2b (SP) o con Ribavirina (SP) de manera separasthujp cambios

en la expresion de esta proteina, lo que sugiezecgda uno de estos compuestos puede
estar ejerciendo una regulacion directa en la estrgcion de E-caderina lo que puede

influenciar la expresion de las otras claudinadizadas.

Por otro lado, se sabe que el dafio provocado pmratasinas en el citoesqueleto,
especificamente en los microfilamentos en célulpgelmles MDCK, provoca una
disminucion en la Resistencia Eléctrica TransepitEl1l] y en células T84 se incrementa
la permeabilidad de moléculas pequefas en las emiestrechas lo que sugiere una
relacion directa entre los microfilamentos y lagooas estrechas [72] . De manera general
nosotros observamos claramente una reducciénfesctzdn de citoesqueleto de claudina-
1, -3, -4, -5- -9 y E-caderina con todas las madmsantivirales utilizadas (tablas I, Il'y
), lo cual nos sugiere que los cambios que sérepresentando en el citoesqueleto
puedan afectar la permeabilidad de las unionesabsts y por lo tanto se pueda llevar a

cabo una redistribucion de alguna claudina o dadeitna.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugagrerel tratamiento con IFN2b +
Ribavirina (SP) regula la expresion de claudinataemembrana celular. Este hallazgo es
muy importante ya que se ha propuesto que esté&simae son utilizadas como receptores
por el virus de la hepatitis C para entrar a ldslag blanco. Por lo anterior nosotros
proponemos que uno de los mecanismos que estosraes utilizan para retardar la
infeccion, es la disminucion en la expresion declasidinas en la membrana celular. El
mecanismo por el cual esto se lleva a cabo se maiuéliar en experimentos futuros. En
primera instancia sugerimos que estos antivirateBign estar bloqueando la sintesis de
claudinas y/o modificando la reorganizacion dedbgfdos en los microdominios de las
UE afectando la expresion de estas proteinaseriargo no podemos descartar otras vias
de accion, por ejemplo la via de MAPKSs, la cuahaeaeportado que esta implicada en la

regulacion de la localizacion de las claudinas.
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Es importante mencionar que en los resultadossdégaras 20, 23, 26, 27, 42, 50,
51, 52 la cantidad de proteina detectada en lasates internos referidos como tiempo 0 y
concentracion 0 no se observaron igual que emglail en donde se muestra las claudinas
gue se expresan de manera enddgena. La explicpei@ esto es que los cultivos
utilizados como controles que no fueron sometidomgun tratamiento con los antivirales
si se incubaron el mismo tiempo (24 h) que laslagloon tratamiento en medio sin suero
fetal de bovino. Diversos reportes y resultadagmbos en nuestro laboratorio muestran
gue la localizacién de las claudinas puede versetada por variaciones en respuesta a
diferentes concentraciones de factores de crecimipor lo que la ausencia de los mismos

pudo haber generado diferencias en la localizaéoestas proteinas.
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Conclusiones

Conclusiones

Las claudinas encontradas en las células HepGarfuigaudina-1, -3, -4, -5, -7 y -
9, en las tres fracciones subcelulares, a excemigorlaudina-7 que se detecto en
citosol y citoesqueleto y claudina-9 solo en citpedeto. Ademas se identificaron
otras proteinas que forman parte de las unionesc#gltulares como ocludina, ZO-1
y E- caderina.

En la linea celular HepG2 en particular, se detkciExpresion de claudina-4 y -5

gue no se encuentran en tejido hepatico sano.

Los tratamientos administrados con los diferentewieales PEG-INFa 2ay 2b y
Ribavirina si mostraron cambios en la expresiogldedinas a nivel de membrana

y citoesqueleto asi como en la expresion de E+tade

El tratamiento en forma conjunta con IleN2b + Ribavirina (SP) mostr6 efectos
mas pronunciados en comparacion con el tratamamoFN-alfa2a + Ribavirina

(Roche) en membrana.

Los cambios observados en la expresion de lasinsifleron dependientes en su
mayoria de la concentracion y no del tiempo dennénto.
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PERSPECTIVAS

Nuestros resultados mostraron que el tratamientoétidas HepG2 con INFy
Rivabirina provoca la diminucién en la expresionaudinas 1, 4 y 5 en la membrana
celular. Este hallazgo es muy importante ya qudaeropuesto a claudina 1 como

coreceptor, entre otros, para la entrada del deuls hepatitis C a las células blanco.

Con base en lo anterior, y tomando en consideraqgige una de las vias de
sefalizacion que regula la distribucion de las ditsas es la de las PKC y MAPKSs, se
pretende estudiar el papel de estas en la egprgsilocalizacion de las claudinas,
utilizando activadores o inhibidores de los efezdode estas vias, para conocer los

mecanismos por los cuales estos antivirales altaraxpresion de estas proteinas.

Por otro lado se pretende analizar si estos candmofas claudinas afectan la
funcion de barrera de las uniones estrechas coayesmsde Resistencia Eléctrica

Transepitelial.

Ademas de examinar si existen formas fosforiladasad claudinas por efecto de

estos antivirales.
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ANEXO |

Soluciones, medios de cultivo, amortiguadores y re@vos utilizados.

Medio de cultivo para HepG2

D-MEM solo

Disolver un sobre del medio en aproximadamentendiOfle agua tratando de no dejar nada
de medio en el sobre

Adicionar 2 g de NaHC®y disolver

Ajustar a pH = 7.4 (puede quedar 0.1 o0 0.2 abajo)

Levar a 1 L de volumen con agua

Esterilizar por filtracion separando en botellad86 ml etiquetadas

Por cada 100 ml de medio DMEM solo adicionar:
0.1 ml de Insulina de SIGMA de 10 mg/mL ({@§/ml o 0.1 U/ml)
0.2 ml de Piruvato de Sodio de GIBCO 100mM (2mM)

1.0 ml de L-Glutamina de GIBCO 200 mM (2mM)
1.0 ml de Penicilina/Estreptomicina de GIBCO 1010006l/10,000 ug/ml (100U/mi/100

png/mi)
5.0 ml de Suero Fetal Bovino de GIBCO (5%)

DMEM + GLICEROL 10%, para congelar células HepG2.
DMEM + GLICEROL 10% Para 10 ml de medio total:

1.25 ml de Glicerol al 80%
8.75 ml de DMEM suplementado.

PBS 1X pH = 7.5, para lavado de los cultivos celulss.

Para 1L:

Pesar 9.6 g de PBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffei@tkyde GIBCO
Disolver en 900 ml de agua

Ajustar el pH

Aforar con ddHO, esterilizar por filtracion y guardar en refrigeion.

BUFFER A pH = 7.5, para extraccion y cuantificaciérnde proteinas.
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Para preparar 100 ml:

0.242 g de Tris base (PM = 121.14 g/malHGNO3) de SIGMA (20 mM)
4.506 g de Dextrosa Anhidra (PM = 180.16 g/m@HG0s) de SIGMA (0.25 M)
0.38 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol 4,4N-010) de SIGMA (10 mM)

0.058 g de EDTA (PM = 292.2 g/molEl;16N20g) de SIGMA (2 mM)

Disolver los compuestos y ajustar el pH
Aforar a 100 ml con agua
Almacenar en Refrigeracion

Antes de emplear adicionar los siguientes inhit@dppor cada ml de Buffer a emplear:
4 ul de Leupeptina 5 mg/mL (2@g/ml)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas | de SAGMI 1:100)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas Il deN&Qdil 1:100)

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

Una vez adicionados los inhibidores dejar el bugfehielo para su uso.

BUFFER DE LISIS pH = 7.5, para extraccion de protaias.
Para preparar 100 ml:

0.8766 g de NaCl (150 mM)

0.6057 g de Tris base (PM = 121.14 g/maKHGNOs3) de SIGMA (50 mM)
0.038 g de EGTA (PM = 380.4 g/mol;424N2010) de SIGMA (1 mM)
0.029 g de EDTA (PM = 292.2 g/mol;i16N20s) de SIGMA (1 mM)

1.0 ml de IGEPAL (1%)

1.0 ml de Solucion de Desoxicolato de Sodio al 10%%0)

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 Refrigeracion

Antes de emplear adicionar los siguientes inhit@dppor cada ml de Buffer a emplear:
4 ul de Leupeptina 5 mg/mL (20g/ml)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas | de SAGMI 1:100)

10 ul de Coctail de Inhibidores de Fosfatasas Il deNsQdil 1:100)

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

Buffer de Laemli 4X
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Para 50 ml: 20 ml de SDS al 10% (4%)
12.5 ml de Tris 0.5 M pH = 6(B125M)
10 ml de Glicerol (20%)
0.02 g de Azul de BromofenoD@%o)

Disolver y aforar a 50 ml
Alicuotar en tubos de 15 ml
Almacenar en congelacion

Usar la mitad del volumen de este buffer en el weln de la muestra.
Antes de emplear la muestra para corrimiento @gwttico adicionar1-Mercaptoetanol
para tener una concentracion del 5%.

Acrilamida 30.8%

Para 100 ml: 30 g de Acrilamida (BIO-RAD) (30%)
0.8 g de Bis N, N’'- metilers bicrilamida (BIO-RAD) (0.8%)

Disolver poco a poco la acrilamida en 50 ml de gy posteriormente disolver la bis
acrilamida.
Llevar a 100 ml con dd#D y guardar en refrigeracion.

Tris 1.5M pH=8.8

Para 100 ml: 18.171g de Tris
Disolver poco a poco en 50 ml de ddH ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml.

Tris 0.5M pH=6.8

Para 100ml: 6.057g de Tris
Disolver poco a poco en 50 ml de d€H ajustar el pH y posteriormente aforar a 100ml.

Gel Separador al 12.5%

12.5 ml de Acrilamida 30.8%
7.5mlde Tris1.5MpH =8.8

9.55 ml de ddkD

150ul de SDS al 20%

15ul de TEMED

150l de Persulfato de Amonio al 10%

Gel Concentrador
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2.5 ml de Acrilamida 30.8%
3.75mlde Tris 0.5 M pH =6.8

8.55 ml de ddKO

75 ul de SDS al 20%

15ul de TEMED

150l de Persulfato de Amonio al 10%

Amortiguador para Electroforesis, pH = 8.3
Para 4L: 12.13 g de Tris (25 mM)

57.65 g de Glicina (192 mM)

4 g de SDS (0.1%)
Aforar con ddHO
Amortiguador de Transferencia, pH = 8.3
Para 1l L: 3.03 gde Tris (25 mM)

14.4 g de Glicina (192 mM)

200 ml de Metanol (20%)

Nota: No ajustar pH con acidos o bases, el pH 8es@.obtiene si se pesan correctamente
los ingredientes.

Aforar con ddHO y guardar en refrigeracion.

Para lavados de membranas se utiliz6 TBS 1X, pHZ%6
Para 1L:

2.423 g de Tris (20 mM)

8 g de NaCl (136 mM)

Aforar con ddHO y guardar en refrigeracion.

Para lavados e incubaciones con anticuerpos de merahas se utilizo TTBS 1X, pH =
7.6

Para 1L:

2.423 g de Tris (20 mM)
8 g de NaCl (136 mM)

1 ml de Tween 20 (0.1%)

Aforar con ddHO y guardar en refrigeracion.
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Discusion de resultados parte 1T

Tabla I. Cambios observados en la expresion deliclas y proteinas de uniones celulares, por etketos tratamientos cdNF-a 2b y
Ribavirina de Schering Plough (SP). A ) Aumento(y ) Disminucién.

INF-a 2b (ng) (SP) Ribavirina (ug) (SP) INF-a 2b + Ribavirina (ng/ pg) (SP)

Concentracion | 10 50 100 | 200 10 50 (100 | 200 10 50 | 100 200
Tiempo (h) 4 |8]4 [8 |4 |8 [4 |8 4 |8 |4 |8 [4 |8 |4 |8 |4 |8 |4 |8 |4 |8 |4 |8
Cldn-1 C

M v Vv Vv %

E
Cldn-3 € vV ViV vV ¥

M v Vv v ¥

E v Vv v v v v
Cldn-4 C AN ANV Vv ¥

M v vlv v v v viv v

E v VI vy v v ¥
Cldn-5 ¢ v A A 2N / vV VY v v v v

M A AV Vv ¥ vV VYV vV ¥

E ViV Vv (v v vV Vv VIV VI v ¥
Cldn-9 C |y ¥

M

E LA / vV VvV YV VIV ¥
Ocludina C

M | No Hubo cambios | en ninguna | fraccién | con ningun | trata miento

E
E-Caderina C v Y. Vv viv ¥

M vV ovilvy vy v A AN ALY vV v N AN ANTY VY Y

E v Vv v ¥

C=citosol, M=Membrana, E=Citoesqueleto
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Discusion de resultados parte 1T

Tabla Il. Cambios observados en la expresion algdahas y proteinas de uniones celulares, porcefiectos tratamientos cdNF-o 2a y
Ribavirina de Roche. ¢\ ) Aumento, ¥ ) Disminuoén.

INF-a 2a (ng) (Roche) Ribavirina (jJg) (Roche) INF-a 2b + Ribavirina (ng/ Jg) (Roche)

Concentracién | 10 50 100 | 200 10 50 | 100 | 200 10 50 100 200
Tiempo (h) 4 [8]4 |8 |4 |8 [4 |8 |4 |8 |4 [8 |4 |8 |4 |8 [4 [8 |4 [8 |4 |8 [4 |8
Cldn-1 C AN AN N A

M Vv v v ¥

E (v V| v V| v Vv v ¥ Vv vV vV ¥
Cldn-3 € AN N AMNA NN A v

M

E v Vv v Vvl v vV v v v[Vv ¥
Cldn-4  C N AN AN A v VIl vV ¥

M vV Vv V|V ¥

E vV Vv vV V[V ¥
Cldn-5 C AN AN AN A viv v

M A AA AL A v v

E v Vlv v[v vy v|lv 3
Cldn-9 C No Hubo cambios | en ninguna | fraccién | con ningun | trata miento

M

E
Ocludina C No Hubo cambios | en ninguna | fraccién | con ningun | trata miento

M

E
E-Caderina C No Hubo cambios | Con viv vIiv viv ¥

M este Trata miento v Vviv viv v v ¥

E

C= citosol, M=Membrana, E=Citoesqueleto
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Tabla Ill. Cambios observados en la expresionaadmas y proteinas de uniones celulares, poteticlos tratamientos cONF-ao 2b y

Ribavirina de Sigma. {\ ) Aumento, ¥ ) Dismincion.

Ribavirina (ug) (Sigma)

INF-a 2b + Ribavirina (ng/ pg) (Sigma)

Concentracién | 10 50 [100 | 200 10 50 100 200
Tiempo (h) 4 |8 [4 [8 [4 [8 [4 |8 [4 |8 |4 [8 |4 |8 |4 |8
Cldn-1 € v YV VYV vV ¥
M
E vV Vv vV ¥
Cldn-3 € v v v
M
E v [v ¥
Cldn-4 C NN AN A
M vV vy v v ¥
E A A N A
Cldn5 ¢ ATA AN A
M v v v
E ViV Vv v v ¥
Cldn-9 C No hubo cambios | Significa | tivos
M
E
Ocludina C No hubo cambios | Significa | tivos
M
E

C= citosol, M=Membrana, E=Citoesqueleto.

Discusion de resultados parte 1T
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