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RESUMEN

Presenta: Q.F.B Sonia Amelia Lozano Sepulveda Fecha de graduacidén: Octubre
2010

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular.
Facultad de Medicina.

Titulo del Estudio: Evaluacién del efecto del HGF en la Expresién del VH C y su Relacién con
el Estrés Oxidativo.
Numero de paginas: 103

Introduccién y objetivo. La infeccién con el virus de la hepatitis C (VHC) es una de las causas
mas importantes de hepatopatia crénica en el mundo. El estrés oxidativo juega un papel
importante en la patogénesis de la infeccion crénica por VHC. Se ha reportado que la
replicacion del VHC puede ser modificada mediante la modulacion del estrés oxidativo en la
célula. Se sabe que el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) modula los niveles de estrés
oxidativo en lineas celulares de hepatoma humano, disminuyendo los niveles de especies
reactivas de oxigeno e interviniendo directamente en los niveles de glutatién reducido en la
célula. Existen reportes relacionados con pacientes infectados con el VHC sometidos a
hemodidlisis, en donde se demuestra que al terminar el protocolo de hemodidlisis hay una
disminucién significativa de la carga viral acompafiada de niveles altos de HGF en sangre.
Objetivo: Evaluar el efecto del HGF en la expresion del VHC utilizando un modelo de
replicones subgendmicos y su relacién con el estrés oxidativo. Material y métodos. Células de
hepatoma humano parental y VHC-replicon fueron expuestas a 50 ng/mL de HGF a diferentes
tiempos (0-72 horas). Se evalud la viabilidad celular a diferentes concentraciones de HGF (20-
100 ng/mL) por medio de Alamar azul. Se realizaron extracciones de RNA y proteinas totales.
Se sintetizé el cDNA a partir del RNA por retrotranscripcion y se amplificé un fragmento del
genoma del VHC para evaluar su expresion por PCR en tiempo real. Se realiz6 un western blot
para medir la expresion de la proteina viral NS5A, ademas de la expresién de las proteinas
antioxidantes Cu/Zn-SOD, Mn-SOD vy catalasa. Se midieron las proteinas oxidadas por medio
de Oxiblot y se determind el nivel de especies reactivas de oxigeno por el método de la DHCF.
Se analizaron los resultados. Resultados. Los niveles de RNA del VHC disminuyeron en un
10% a las 6h y 12h post- tratamiento, respecto a su control sin tratamiento. Al tiempo de 24h, se
obtuvo una disminucion del 50% aproximadamente en comparacién al control; sin embargo, a
las 48h y 72h la expresion del VHC es similar a los controles. A nivel traduccional, se observo
una tendencia de disminucién del nivel de NS5A; sin embargo, no fue estadisticamente
significativa. . Los niveles de ROS no se ven disminuidos en las células al ser tratadas con el
HGF. El indice de proteinas oxidadas se ve disminuido, en las dos lineas celulares, siendo
estadisticamente significativa, alas 72 horas post-tratamiento. La expresion de las enzimas
Cu/Zn SOD, MnSOD vy catalasa, en el caso de las células replicon, no presentan ningin cambio
en su expresion; en el caso de las células parental, se observa un aumento con respecto al
tiempo de la expresion de las enzimas evaluadas. La viabilidad celular se mantiene entre 100-
70% durante los diferentes tiempos de tratamiento. Conclusiones. EI HGF disminuye los
niveles de RNA viral a nivel transcripcional, posiblemente el HGF participe en la
desestabilizacion del RNA viral induciendo su posterior degradacién. Talvez exista una
correlacién entre el estrés oxidativo celular y la expresion viral; debido a que hubo una
disminucién en el nivel total de proteianas oxidadas. EI mecanismo es independiente de la
accion de Cu/Zn SOD, Mn SOD vy catalasa. La elucidacién de la via de sefializacion del HGF
puede ser clave para el disefio de nuevos agentes antivirales.

Dra. Ana Maria Guadalupe Rivas Estilla

Director de Tesis



l. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la Hepatitis C

La hepatitis C es un problema de salud global causado por la infeccion
con el virus de la hepatitis C (VHC). Aunque no se encuentran disponibles datos
de prevalencia representativos de muchos paises, los datos disponibles indican
gue aproximadamente el 3% de la poblacion mundial esta infectada con el VHC.
Se estima que alrededor de 170 millones de personas en todo el mundo se
encuentran crénicamente infectados con este virus[1]. En paises en desarrollo,
la transmision nosocomial de nuevas infecciones de VHC es el mayor problema
ya que debido a la reutilizacion de jeringas contaminadas o esterilizadas
inadecuadamente y agujas usadas en procedimientos médicos, paramédicos y
dentales[2], con 2.3 -4.7 de nuevas infecciones cada afio[3].

En el contexto mundial se describen cuatro niveles epidemioldgicos en
cuanto a la transmision de la hepatitis C. Para ello, se utiliza la frecuencia de
anticuerpos contra VHC en donadores como indicador, siendo asi, un nivel
elevado con frecuencias mayores de 5%, el nivel intermedio con frecuencias de
1.1 a 5 %, el nivel bajo con prevalencia de 0.2 a 1 % y el muy bajo con cifras
menores a 0.1 %. De acuerdo con esta clasificacion, México se encuentra en el

nivel epidemioldgico bajo[4] (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion geogréfica de la poblacion infectada con el VHC hasta

el 2007.

En México, una encuesta con base poblacional de hepatitis C, indica que
hay 700 mil mexicanos infectados mayores de 20 afios, y una cuarta parte de
los infectados (24.7%) tiene una infeccion activa. La prevalencia mas alta esta
en las entidades del norte del pais con 2 %, seguidas del sur del pais con 1.5%
y el centro con 1.1 %. Al considerar la evolucién natural de la infeccién puede
esperarse que esta enfermedad tenga un elevado peso en este pais y

represente un problema emergente de salud publica[5].



1.2 Historia Natural de la Hepatitis C

La enfermedad comienza con una fase aguda generalmente
asintomatica, lo que dificulta el diagnostico a etapas tempranas de la infeccion.
Del total de los infectados, alrededor del 54-86% desarrollan hepatitis C cronica
en un periodo de 20 a 30 afos. De los individuos en fase cronica, el 17-55%
evoluciona a cirrosis hepética, 1-23% desarrollan carcinoma hepatocelular
(CHC) vy el 4-15 % muere a causa de las afecciones anteriores[5-6]. EI CHC
estd considerado como la 3er causa de muerte por cancer a nivel mundial
debido a su mal prondstico.[7]. Se sugiere que el desarrollo de la cronicidad
depende de la edad a la cual la persona adquiere la infeccion, es decir, si la
infeccion comienza antes de los 40 afios de edad, alrededor del 20 %
desarrollaran cirrosis en un periodo de 20 afios; por otro lado, si se contrae la
enfermedad después de los 40 afios, existe un porcentaje mayor, 40%, de

infectados que desarrollaran cirrosis en ese periodo[8] (Figura 2).
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Figura 2. Historia Natural de la Hepatitis C.




1.3Factores de Riesgo y Vias de Transmision

La mayoria de las personas infectadas han contraido el virus a través de
transfusiones sanguineas, productos sanguineos contaminados o material de
inyeccion de drogas contaminado; de manera secundaria, se contrae el virus
por las vias, sexual y perinatal[9]. La transfusion sanguinea ha sido una de las
principales causas de contagio, ya que, como se sabe, antes de los 90°s no se
evaluaba la presencia del virus en los donadores; sin embargo, actualmente la
transmision de este tipo ha disminuido mundialmente debido a la mejora en los
sistemas de salud. La prevalencia de VHC entre personas que adquirieron VIH
a través del uso de drogas intravenosas alcanza el 90%. La coinfeccion con
otros virus como VIH y VHB hace mas dificil el tratamiento. La infeccién por el
VHC también es frecuente en pacientes con hemodidlisis cronica (HD), con una
prevalencia de entre 8 y 10 %[10]. Las vias sexual y perinatal, se consideran
aun de bajo riesgo, ya que la situacion de contagio continua siendo ambigua

[11-13].

1.4Disefios Experimentales para el Desarrollo de Vacunas

La alta tasa de mutacion del virus ha obstaculizado el desarrollo de una
vacuna; sin embargo, una serie de enfoques se encuentran actualmente en
desarrollo. Uno de los principales desafios que enfrenta el desarrollo de

una vacuna para el VHC es el alto grado de diversidad genética que se
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manifiesta en el virus, estimado en 10 veces mayor que la observada en el
VIH. Esto se debe ala que la RNA polimerasa viral no tiene la capacidad de
correccion de error. La proteina de envoltura, que es el principal objetivo de
los anticuerpos contra el VHC, es particularmente variable en los diferentes
subtipos del VHC[14-15]. Otros factores que han obstaculizado el desarrollo de
una vacuna para el VHC son la falta de un modelo animal accesible y el hecho
de que el virus nose puede producir facilmente en el laboratorio. No es
posible desarrollar una vacuna que se dirige a todos los genotipos del VHC,
pero las vacunas genotipo especifico que se administran en las regiones
donde predominan los genotipos especificos es un objetivo realista.

La primer vacuna candidato se administré a los seres humanos en 2003,
y consistié en una proteina recombinante del VHC-E1 en adyuvante de alumbre
(InnoVAC-C desarrollado por Innogenetics, Gante, Bélgica). La razon de ello
es que se sabe que la presencia de anticuerpos preexistentes contra proteinas
de la envoltura del VHC se ha asociado con una mejor respuesta al tratamiento
con interferon. Después de varias inyecciones, la vacuna induce la producciéon
de anticuerpos y la respuesta de células T[16-17]. No se han publicado nuevos
estudios sobre esta vacuna y la empresa dejo el programa de la vacuna contra
el VHC en 2008.

Una posible opcion de vacuna terapéutica es [C41, fue desarrollada
por Intercell AG (Viena, Austria), con base en cinco péptidos sintéticos que
contienen 5 epitopes restringidos de VHC, HLA A2 CD8 + de células T, y 3
epitopes de CD4 +. Se ha demostrado que esta vacuna genera respuesta de

células T proliferativa especifica para VHC y ademas la respuesta especifica
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de IFN-gamma, tanto en individuos sanos como en
infectados cronicamente por el VHC los estudios se encuentran en fase | [18].

Por dltimo, wunavacuna de célulasT conla proteinacore del
VHC producida en levaduras adsorbidas en una matriz compleja
inmunoestimulante (ISCOM) esta siendo desarrollado por Novartis,
estudios en macacos muestran la induccion de la respuesta
de los CD8 +y CD4 + de células T [19].

Estos son algunos de los ejemplos de los numerosos esfuerzos que se
llevan a cabo con la finalidad de desarrollar una vacuna para contrarrestar al

VHC.

1.5Tratamientos Disponibles

Las opciones terapéuticas son aun limitadas, los tratamientos disponibles
son paliativos e inespecificos para el VHC. el tratamiento estandar actual
consiste en interferon-a pegilado combinado con ribavirina, el cual es
frecuentemente dificil de tolerar y resulta en una respuesta viral sostenida
(RVS) en aproximadamente 50% de los pacientes[20]. La RVS esté relacionada
con el genotipo viral, siendo asi el genotipo 1 el de menor respuesta y el
genotipo 2 el de una respuesta mas favorable[21].

Los interferones (IFN’s) son proteinas, especificamente glicoproteinas,
conocidas como citocinas; fabricadas y liberadas por la célula huésped en

respuesta a la presencia de patdgenos, como son los virus. Permiten la
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comunicacion entre las células para desencadenar defensas del sistema
inmune que erradica los patdégenos. Actian mediante la interaccion con sus
receptores epecificos, los IFN"s activan a transductores de sefial y a complejos
activadores de la transcripcion o STAT. Esto desencadena la via de
sefalizacion mejor conocida para los IFN’s, la via Janus cinasa-STAT (JAK-
STAT), provocando la activacion de genes de respuesta al interferon [19].
Tienen un tiempo de vida media muy corto, es por ello, que se le realiz6 una
modificacion, afadiendo un polietilengicol para dificultar su eliminacion y

aumentar el tiempo de vida media en el organismo.

Transcription of 1ISGs

|
H

=
A E»

Nature Reviews | Immunology

Figura 3. Mecanismo de accion del interferon [22].



La ribavirina es un nucledsido triazolico sintético, analogo de la
guanosina e inosina. La accion que ejerce esta directamente relacionada con su
semejanza estructural con el nucledsido natural de guanosina. Los mecanismos
de accion que se han descrito son: inmunomodulacion de TH; sobre THo,
inhibicion de IMPDH que lleva a la deplecion de GTP, inhibicién directa de la
RNA polimerasa del VHC y mutagénesis que resulta en una menor infectividad
(figura 4). Después de fosforilarse por enzimas celulares e ribavirinatrifosfato,
su forma mas activa biolégicamente, puede actuar sobre enzimas del virus
relacionadas con la sintesis de proteinas. Debido a esto, presenta un amplio

espectro de actividad antiviral, tanto en virus DNA como RNA[23].
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Figura 4. Mecanismos de accién de la ribavirina.

La politerapia consiste en administrar interferén a pegilado (interferén A 3

millones de U, 3 veces por semana) mas ribavirina (800-1200 mg/dia). Los



estudios clinicos determinaron también la duracidon de la terapia: 48 semanas
para el genotipo 1 y 24 semanas para el genotipo 2 y 3. Las tasas globales de
respuesta viral sostenida son de 29 % para el genotipo 1 y 62 % para los
genotipos 2y 3.

Debido al bajo porcentaje de respuesta viral sostenida en los pacientes, a
los efectos adversos presentes en la terapia y a la prevalencia se continta con
la busqueda de nuevas opciones terapéuticas.

La clase de farmacos que estan siendo mas estudiados, son los
inhibidores de la serin proteasa de VHC, NS3-NS4A. La terapia STAT-C
(Specifically Targeted Antiviral Therapy, por sus siglas en inglés), representa
una coleccion de agentes bajo investigacion para el uso en el tratamiento de
la infeccién por el VHC. Estos incluyen inhibidores de la
polimerasa (nucledsidos y analogos no nucledsidos) y los inhibidores de la
proteasa que suprimen la replicacién viral por inhibicion selectiva de la
sintesis de proteinas estructurales del virus. La evaluacion de estos agentes ha
producido una eficacia alentadora, mejorado la seguridad y la tolerancia de la
terapia [24-26]. En mayo del 2011, la FDA aprob6 dos de ellos, boceprevir y
telaprevir, asi que actualmente se encuentran disponibles como terapia
combinada al tratamiento estandar (Tabla 1).

Por otro lado estan los inhibidores de la polimerasa Una respuesta
antiviral rapida relacionada con la dosis,| clinicamente significativa se
observo con VCH-759 (un inhibidor no nucledsido) en monoterapia, que fue
similar en ambos genotipos lay 1b[27]. VCH-222, otro inhibidor no

nucleosido, también logré una rapida y potente supresion virologica cuando se

9



utiliza como monoterapia durante tres dias [28]. El tratamiento en pacientes con

infeccion por el genotipo 1 con el inhibidor no nucledsido de la

polimerasa VHCPF-00868554 (filibuvir) dio lugar a un descenso rapido y

moderado el RNA del VHC dentro de las 48 h del inicio del tratamiento, pero la

mayoria de los sujetos experimentaron rebote o mesetas en sus niveles de RNA

[29]. Entre muchos otros.

Inhibidores de proteasa

Inhibidores de polimerasa

Ciluprevir Nucleédsidos
ITMN-191/R-7227 Valopicitabine
Telaprevir* R-1626/R-1479
Boceprevir* R-7128/PSI-6130
GS-9132/ACH-806 MK-0608
BI-1335 No nucleésidos
TMC-435350 HCV-796
MK-7009 A-837093
XTL-2125
ANA-598
GS-9190
PF-00868554
VHC-759
BI-1941
MK-3281

Tabla 1. Nuevas drogas dirigidas especificamente contra VHC. *Farmacos

aprobados por la FDA en 2011
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1.6 Biologia Molecular del Virus de la Hepatitis C

El virus de la hepatitis C fue identificado en 1989 por inmunodeteccion
de suero de un paciente con hepatitis no A, no B [30]. Esta clasificado dentro
del género Hepacivirus en la familia Flaviviridae, existen 6 genotipos del virus y
mas de 50 subtipos. Estos genotipos difieren alrededor de 31 a 34 % en sus
secuencias nucleotidicas, en tanto que los subtipos difieren cerca del 20 al 23
% [31]. Su genoma se compone de una cadena de RNA de polaridad positiva,
la cual posee una region no codificante (NCR) en 5°, que incluye un sitio de
internalizacion del ribosoma (IRES), un marco de lectura abierta que codifica
para una poliproteina de alrededor de 3 mil aminoacidos, y que esta sometida a
procesamiento co- y postraduccional por proteasas de la célula huésped y
virales para producir proteinas virales individuales y una 3'NCR [32-33]. Las
proteinas estructurales, las cuales forman la particula viral, incluyen la proteina
del core y las glicoproteinas de la envoltura E1 y E2. Las proteinas no
estructurales incluyen el canal i6nico P7, la proteasa NS2-3, la serin proteasa
NS3 y la RNA helicasa, el polipéptido NS4A, las proteinas NS4B y NS5A; y la
NS5B, que corresponde a la polimerasa dependiente de RNA (RdRp)[34]. La
region NCR 5°, es altamente conservada Yy tiene una longitud de unos 340
nucledtidos y precede el codon de iniciacion de la traduccion. La NCR 3’de
longitud variable consiste en una cadena corta no conservada de alrededor de

28-42 nucleotidos (Figura 3).
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Figura 3.0rganizacion genética y procesamiento de la poliproteina del VHC.

El VHC solo infecta a humanos y chimpancés, es un virus hepatotropico,
es decir, infecta preferentemente a hepatocitos; sin embargo, es capaz de
infectar otros tipos celulares, tales como, células dedriticas, células B o células
de kupffer. El virus circula en el huésped, unido a lipoproteinas de baja y muy
baja densidad (LDL y VLDL), ademas también circula unido a inmunoglobulinas
o como virion libre.[35] Se han propuesto varios receptores para VHC en la
célula, algunos de ellos son, CD81, el receptor e LDL, scavenger receptor clase

B tipo I, (SR-BI) y el mas reciente Claudina-1.[36-38].
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Una vez que es reconocido por los receptores de membrana, el virus se
internaliza via endocitosis mediada por clatrina, la acidificacion del endosoma
induce la fusion de la membrana glicoprotéica. Poco se sabe del proceso de
pérdida de la envoltura, el cual resulta en la liberacion del genoma en el

citosol[20].
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Figura 4. Ciclo viral de VHC.
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1.7 Estrés Oxidativo y Replicacion Viral

Las especies reactivas de oxigeno (ROS por reactive oxygen species)
incluyen iones de oxigeno, radicales libres y perdxidos tanto inorganicos como
organicos. Son generalmente moléculas muy pequefias altamente reactivas
debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada.
Estas especies se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno y tienen un importante papel en la sefializacién
celular [39]. Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un
electron desapareado por lo que son muy reactivos, ya que tienden a tomar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
gue necesita para aparear su electrén libre, la molécula estable que se lo cede
se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electréon
desapareado, iniciandose asi una verdadera reaccion en cadena que provoca
dafios en la célula [40]. Cuando el aumento del contenido intracelular de
radicales libres y especies reactivas de oxigeno, sobrepasa las defensas
antioxidantes de la célula se produce estrés oxidativo, a través del cual se
induce dafio a moléculas bioldgicas como lipidos, proteinas, acidos nucléicos,
etc.

El estrés oxidativo se presenta en diversos estados patologicos en los
cuales se altera la funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el
desarrollo de enfermedades degenerativas como la aterosclerosis,

cardiomiopatias, enfermedades neurologicas, cancer, etc. Ademas, es ahora
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considerado como un jugador clave en el desarrollo y progresion de la
patogénesis del higado inducida por el VHC [41]. La infeccion por el virus
produce un aumento en la generacion ROS, lo que provoca estrés oxidativo en
el higado[42]. Las ROS pueden dafiar el DNA directamente o mediante los
compuestos con los cuales reaccionan como lipidos y proteinas, provocando
mutaciones, las cuales son responsables del proceso de dafio en el higado y
del desarrollo de cancer hepatico [43-44]. El incremento en las ROS puede
potenciar la replicacion del virus; esto es ciertamente ventajoso, ya que debe
replicarse en los hepatocitos que se encuentran en GO [34].

El virus puede inducir las ROS via multiples mecanismos: la localizacion
particular de la proteina del core en la membrana externa de la mitocondria
puede inducir un incremento en la oxidacion del glutation de la mitocondria y
facilita la entrada de Ca®" a ella por medio de la sensibilizacién momentanea de
la permeabilidad de la membrana. También hay un incremento en la produccién
de ROS por el complejo | de la cadena de transporte de electrones y una
redistribuciéon del Citocromo C de mitocondria a citosol. Por otro lado las
proteinas no estructurales incluyendo NS5A estan asociadas con la membrana
del reticulo endoplasmico (RE), la cual activa la liberacion de Ca** del RE de
esta manera induciendo estrés oxidativo [45]. Se ha demostrado que NS3
desencadena la produccion de ROS via activacion de la oxidasa de NADPH

(Nox2) [46] (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos de inducciéon de ROS por el VHC

Bajo condiciones normales, numerosos sistemas antioxidantes existen

para atenuar el estrés oxidativo y mantener el balance redox de la célula. Las

ROS son eliminadas de la célula por enzimas antioxidantes incluyendo la

glutation peroxidasa (GSH), usando glutation reducido como sustrato. Otros

ejemplos son la superoxido dismutasa y la catalasa (Tabla 2) [46-47].
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Antioxidantes enzimaticos

Mn superodxido dismutasa

Ubicacion celular

Mitocondria

Propiedades antioxidantes

Dismuta radicales superaxido

Cu-Zn superoxido dismutasa

Citosol

Dismuta radicales superdxido

GSH peroxidasa Citosol y mitocondria Remueve H,0, yhidroperoxidos
organicos

Catalasa Peroxisoma Remueve H,0,

Antioxidantes no enzimaticos

Vitamina E Compuestos fendlicos solubles en Principal antioxidante que disrumpe la

lipidos; localizada en membranas.  cadena de peroxidacion lipidica.

Vitamina C (acido ascorbico) Soluble en agua; localizada en Neutraliza una amplia variedad de ROS

citosol. en fase acuosa; regenera vitamina E
Glutation (GSH) Citosol y mitocondria.
Acidolipoico Tiol enddgeno; localizado tanto en  Interviene en el reciclado de vitamina C;
lafase acuosa como en la lipidica.  puede ser buen sustituto de GSH
Ubiguinonas Derivados de quinona soluble en Las formas reducidas son antioxidantes
lipidos; localizadas en membranas.  eficientes
Carotenoides Soluble en lipidos; localizados Antioxidantes; reducen la peroxidacion

principalmente en membranas. lipidica.

Tabla 2. Principales antioxidantes, su ubicacion y su funcion.

Un vinculo entre el estrés oxidativo y la patogénesis es también apoyado
por estudios clinicos sugiriendo que la terapia antioxidante podria mejorar el

dafio hepdtico y ser util en el manejo de pacientes con VHC[42].

1.5 Modelo de Replicén Subgendmico VHC

Uno de los inconvenientes para el estudio de las infecciones producidas
por el VHC es la falta de un sistema in vitro o in vivo capaz de mantener la
replicacion del virus. Aunque, se ha descrito la deteccion de la replicacion del

VHC en varios sistemas celulares, tanto de origen humano como no humano,
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en ningun caso dicha replicacion ha sido suficiente como para poder llevar
acabo estudios concluyentes [48]. Como consecuencia de ello, son limitados los
conocimientos sobre los mecanismos moleculares responsables de la
persistencia de la infeccidon viral. Ademas, esto ha dificultado enormemente el
desarrollo de nuevas alternativas para la profilaxis y el tratamiento de la
hepatitis C. En 1999, Barstenchlager y cols, lograron establecer el primer
replicon subgendmico del VHC en la linea celular de hepatocarcinoma humano
(Huh-7) [49]. Este replicon lo obtuvieron a partir de una clona que contenia el
genoma del VHC aislado de pacientes infectados.

El desarrollo de replicones subgenémicos de RNA del VHC capaces de
mantener niveles de expresion estables, representan la principal alternativa
para el estudio de los mecanismos de infeccion del virus. El replicon
subgenomico del VHC es RNA bi-cistronico, y contiene un gen de resistencia a
neomicina bajo el control traduccional de la regién IRES de VHC seguida de las
proteinas no estructurales del virus desde NS3 hasta NS5B bajo el control
traduccional de la regién IRES de EMCV, se muestra un esquema del replicon

en la figura 5.

NTR EMCV < NTR
5‘“ NS3 ‘«‘5'14543‘ NS5A INSSB - KX
=

IRES IRES

Figura 5. Replicon subgendmico de VHC
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Los replicones subgendmicos del VHC aun careciendo de la regién que
codifica para las proteinas estructurales del VHC, contienen todos los
elementos necesarios para estudiar su replicacion y traduccion. Son capaces de
producir nuevas moléculas subgendmicas que a su vez, pueden continuar
replicandose, pero no son capaces de originar virus completos infecciosos, por
lo tanto es un sistema seguro para trabajar. Se ha demostrado también, que
estos replicones subgendmicos son capaces de producir estrés oxidativo en la
célula, por lo tanto, pueden ser utilizados para evaluar la modulacion del estrés
oxidativo[50]. Por lo anterior, este sistema representa una alternativa para
avanzar tanto en el estudio de los mecanismos de replicacion del VHC, como
en el desarrollo de nuevas expectativas para la profilaxis y tratamiento de la
hepatitis C, en el que los blancos potenciales para el desarrollo de nuevos

farmacos son la proteinas; NS2-NS3 y NS3 proteasa, NS3 helicasa y NS5B.
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1.9Factor de crecimiento de hepatocitos

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), también conocido como
factor disperso (scatter), se identific6 en 1984 como una glicoproteina con gran
actividad mitogénica en cultivos primarios de hepatocitos. Posteriormente se
encontré que presenta actividades biolégicas adicionales como: mitogénesis,
angiogénesis, morfogénesis, aumento de la motilidad celular y antiapoptosis en
una gran variedad de células principalmente células epiteliales y endoteliales,
asi como diferentes tejidos durante el desarrollo embrionario y en el curso de
varias patologias[51-54]. Estudios in vitro muestran que el HGF estimula el
crecimiento de hepatocitos en cultivo primario[55-57]. Diversos estudios indican
también, que el HGF promueve la regeneracion del higado in vivo. La
administracion de HGF exdgeno incrementa el indice de regeneracion del
higado. Por otro lado, estudios en ratones transgénicos de HGF demuestran
que, después de realizarles una hepatectomia parcial, le toma la mitad del
tiempo para regenerarse al tamafio normal en comparacion con los
controles[58-59].

El receptor especifico para HGF ha sido identificado como producto del
protooncogén c-Met[60-61]. Por medio de estudios de receptores quiméricos, se
ha sugerido que todas las actividades biologicas del HGF son transducidas a

través de la proteina de superficie c-Met.

20



HGF Cadena a

Cadena
VA
c-Met receptor

Dominio
Tirosin cinasa

Mitogénica Anti-apoptotica

> - D~
R zx g

Angiogenica Morfogé

€ p= Om W

Figura 6. Estructura esquematica del receptor de HGF, c-Met y la actividad
bioldgica de HGF[62].

Su capacidad para estimularla mitogénesis, la motilidad celular, y

la invasion de la matrizle confiere papel centralen la angiogénesis,
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tumorogénesis, y la regeneracion de tejidos. Es secretado como un polipéptido
inactivo y es escindido por serin proteasas, en una cadena alfa de 69-kDa y
una cadena beta de 34 kDa. Un puente disulfuro entre las cadenas alfa y beta
produce la molécula heterodimérica activa. La proteina pertenece a la
subfamilia del plasminégenode las peptidasas S1pero no tiene
ninguna actividad detectable de proteasa. El splicing alternativo de este
gen produce multiples variantes de transcripcion que codificaban las distintas

isoformas|[63].

Los mecanismos de transduccion de sefal post-receptor son todavia
poco comprendidos (Figura 7). En hepatocitos, el HGF ha demostrado inducir la
expresion de algunos genes tempranos incluyendo c-jun[59]; y activar algunos
mensajeros secundarios como las protein-cinasas activadas por mitdbgenos
(MAPKSs) [64-65]; sin embargo, todavia se desconocen todos los efectores que
participan en esta via de sefializacion.

La activacibn de Met induce la actividad cinasa catalitica, lo que
desencadena la fosforilacion de las tirosinas Tyr 1234 y Tyr 1235. Estas
dos tirosinas activan transductores de sefales, iniciando asi un amplio espectro
de actividades bioldgicas impulsadas por Met, usualmente conocido como el

programa de crecimiento invasivo [66].
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Figura 7. Vias de transduccion de sefiales desencadenadas por HGF/c-

Met[67].

La administracion de HGF es valiosa en diversos modelos de
enfermedades hepéticas, falla renal, diabetes mellitus y enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, el uso en humanos esta restringido debido al
posible papel del HGF en la propagacion de algunos tumores.[68]

Los datos acumulados sugieren que HGF puede funcionar como
un factor antioxidante capaz de proteger contra el estrés oxidativo celular
através de la modulacion de los niveles intracelulares de GSH, el principal
determinante del potencial redox celular, enzimas y citoprotectores [69]. La

sefalizacion PI3K/Akt conduce a la activacion del factor de transcripcion
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nuclear k-B (NFk-B), que a su vez regula la expresion de genes antioxidantes
[70]. Es por ello que se enfoca este trabajo en evaluar el posible efecto
antioxidante que el HGF tenga sobre el modelo celular utilizado y la expresién

del VHC.
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1. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

Recientemente se han probado distintas alternativas terapéuticas que
pueden funcionar como adyuvantes. Ejemplo de ello es el efecto que posee el
acido acetilsalicilico (AAS), sobre la replicacion y expresion del VHC. El AAS
fue capaz de disminuir los niveles de RNA viral y proteina viral, y el efecto fue
dependiente del tiempo. Este efecto, parece ser modulado por un intermediario
de la via del estrés oxidativo [48]. Otra alternativa poco estudiada, es el factor
de crecimiento de hepatocitos, del cual se han reportado propiedades
antioxidantes, por mencionar algunas, provoca la disminucion de las especies
reactivas de oxigeno responsables del estrés oxidativo en hepatocarcinoma
celular [71], se ha descubierto también un efecto benigno en pacientes
infectados con HCV que se encuentran en tratamiento frecuente con dialisis y lo
han asociado a la presencia de este factor [30].

Existen algunos sistemas antioxidantes celulares que previenen o
modulan el dafio oxidativo. Estos sistemas son clasificados como enzimaticos
(SOD, catalasa y glutation peroxidasa), antioxidantes preventivos (transferrina y
ceruloplasmina) y antioxidantes secuestradores de ROS (a-tocoferoles, B-
carotenos, Vitamina C, acido urico y bilirrubina). Algunas moléculas como la
vitamina E y el glutation participan en la regulacion de ROS, y estas moléculas
son estimuladas por factores de crecimiento como el HGF a través de su
receptor Met. Se ha estudiado ampliamente el sistema HGF/Met en procesos de

carcinogénesis y de proteccion antiapoptética. En el 2008, Gémez Quiroz y
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colaboradores, relacionaron la ausencia del receptor Met, al aumento en los
niveles de especies reactivas de oxigeno, estos datos proveen evidencia de que
la sefializacion por Met es un factor critico en la proteccién contra generacion
excesiva de especies reactivas de oxigeno [72]. En este estudio realizaron la
evaluacion del estrés oxidativo utilizando ratones knock-out para el receptor Met
(Met-KO), encontrando que en la ausencia de dicho receptor se detectaba un
aumento en la generacion de ROS (panel b, figura 8) a comparacién del control

gue si expresaba Met (Cre-Ctrl. Panel a, figura 8).

Figura 8. Los hepatocitos Met-KO estan sujetos a

estrés oxidativo.

Ademas, se encontr6 que existe una diferencia en el nivel proteico de
enzimas antioxidantes, como la Catalasa y la CuzZn SOD, presentandose una
mayor cantidad de éstas desde el tiempo cero de los hepatocitos Met-KO, a

diferencia del control (Figura 9).
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Figura 9. Expresion de proteinas antioxidantes. Extractos de
lisados completos se prepararon de los hepatocitos Cre-Ctrl y
Met-KO tratados con HGF (40 ng/ml) a tiempos 0, 3, 6, 12 Y 24 h.

En este mismo estudio se demostré que la relacion de glutation reducido
(GSH) y glutation oxidado (GSSG), se ve disminuida en ausencia del receptor
del HGF, ademas, de que en los hepatocitos normales que si expresan el
receptor vy que fueron tratados con HGF, la relacibn aumentd

significativamente.

Por otro lado Lee y colaboradores en el 2009, probaron el efecto del HGF

en las lineas celulares de hepatocarcinoma humano HepG2 y Hep3B (VHB +),

lo cual resulto en una supresion de la produccion de ROS [71] (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del HGF en la acumulacién de ROS.

Poco se sabe en cuanto a la relacibn que posee el HGF con la
enfermedad del higado causada por el VHC, Rampino y colaboradores, en
1999, demostraron que la enfermedad hepéatica provocada por el VHC se ve
beneficiada en pacientes en tratamiento frecuente de dialisis y puede depender
de la marcada y prolongada liberacion de HGF debida a la didlisis (Figura 11)

[30].
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Figura 11. Niveles de HGF en suero de pacientes
sin patologia renal (WRD) y de pacientes sometidos a
tratamiento con dialisis regulares (RDT).

En 2002 Borawski y colaboradores, demostraron que existe una relacion
entre los niveles de HGF sérico y proteinas relacionadas con el estrés oxidativo
como la Cu/Zinc Superoxido dismutasa (Cu/Zinc SOD), en pacientes VHC
positivos sometidos a tratamiento con dialisis frecuentes [73].

Por otro lado en 2010, Barril y colaboradores, evaluaron lo que hicieron
Rampino y cols. en 1999 pero utilizaron membranas de alto y bajo flujo y
sometieron a los pacientes a dialisis intermitentes o diarias, con la finalidad de
descartar si el tipo de membrana utilizada o el esquema de dialisis utilizado
afectaba en el aumento a nivel sérico de HGF y en la disminucion en los
niveles de RNA del virus, en pacientes VHC positivos en tratamiento con

didlisis, no observaron diferencias entre las distintas variables con lo que
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comprobaron que el efecto es independiente del tipo de membrana utilizada y
del esquema de dialisis. [74].

Es por ello que la presente tesis se enfoca en la evaluacion del efecto del
HGF en células que expresan las proteinas no estructurales del VHC con el fin
de obtener un acercamiento al mecanismo por el cual logra la disminucion de la
carga viral sistémica en los pacientes dializados y esclarecer si existe una

relacion con proteinas e intermediarios del estrés oxidativo.
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Il JUSTIFICACION

Es de gran importancia la busqueda de nuevas alternativas de
tratamiento para el VHC, ya que a la fecha el tratamiento administrado a
pacientes infectados, interferon a-pegilado /ribavirina, posee una baja respuesta
viral sostenida, es por ello que se deben buscar tratamientos que funcionen
como adyuvantes en la terapia. Se ha reportado que en pacientes sometidos a
dialisis existe un aumento en los niveles séricos de HGF y al mismo tiempo que
disminuyen los niveles de RNA de VHC [30, 74], sin embargo, no se sabe si
existe una relacion entre estos dos factores o bien si son eventos
independientes. Con base en lo anterior nuestro grupo de investigacion propone
que puede existir una relacion entre el factor de crecimiento y los niveles de
estrés oxidativo en la célula provocado por la infeccién del VHC, y que en
conjunto podrian definir los niveles de expresion del virus. A la fecha, no se han
realizado estudios in vitro con el fin de evaluar este efecto, es por ello que el
presente trabajo tiene la finalidad de evaluarlo en células que expresan
constitutivamente las proteinas no estructurales del VHC, y la relacion que esto

tenga en la modulacion del balance redox.
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V. OBJETIVOS

4.10bjetivo General

Evaluar el efecto del factor de crecimiento de hepatocitos en la expresion
del virus de la Hepatitis C y su relacion con el estrés oxidativo utilizando el
sistema celular Huh-7 que expresa constitutivamente proteinas no estucturales

del VHC.

4.20bjetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del HGF en la replicacién y expresion génica del VHC
en el modelo de replicbn subgendémico en células HuH-7.

2. Evaluar la modulacion de los niveles de estrés oxidativo en células Huh-7
parental y replicon, en presencia y ausencia del HGF.

3. Evaluar la participacién de las proteinas antioxidantes SOD-1, SOD-2 y
catalasa en células Huh-7 parental y replicon, en presencia y ausencia

del HGF.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos

Para el mantenimiento de la linea celular se utiliz6 medio de cultivo
Advanced Dulbecco’s Modified Eagle Medium (ADMEM. GIBCO, Invitrogen,
EUA) suplementado con L-glutamina (200 mM, 100X), suero bovino fetal (SBF,
2X), antibidtico penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G sodica y
100 ug/mL de sulfato de estreptomicina) y aminoacidos no esenciales (10 mM,
100X). Para realizar los subcultivos se utilizé Tripsina-EDTA 1X (GIBCO,
Invitrogen, EUA). En el caso de las células replicon se utilizé geneticina G418
(Geneticina; Gibco-BRL). Se emple6 material de plastico como, puntas plasticas
desechables, tubos eppendorf de 0.2, 0.6 y 1 mL, tubos falcon de 15 y 50 mL
(Corning, EUA) botellas de cultivo de 25 y 75 cm? (Corning, EUA), placas de
cultivo de 24 y 96 pocillos, placas de cultivo de 100 x 20 mm (Corning, EUA),
raspadores plasticos estériles (Corning, EUA) y pipetas serolégicas de 5y 10
mL (Corning, EUA). Para el recuento celular se utilizd el colorante azul de

tripano al 0.4 % (Gibco, Invitrogen, EUA).

Para el ensayo de viabilidad celular se utiliz6 el reactivo azul alamar al 10

% (Invitrogen, EUA).

Para la extraccion de RNA se utilizd, Trizol (Life Technologies),

cloroformo e isopropanol (Sigma)
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Se utilizé el kit High-Capacity cDNA Archive de la marca Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA) para la sintesis de cDNA. Para la PCR en
tiempo real se utilizé el reactivo TagMan Universal PCR Master Mix de la marca
Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Para normalizar los resultados de
expresion se utilizdé el ensayo de B-Actina 20X también de la marca Applied

Biosystems (Foster City, CA, USA).

En la extraccion de proteinas totales se empled inhibidor de proteasas
(Roche, Alemania). La curva estandar de calibracion se hizo con albumina

sérica bovina ph 5.2 grado reactivo (Amresco, EUA).

Para los geles de poliacrilamida se utilizé acrilamida (Invitrogen, EUA) y
N-N"-metilbisacrilamida (Invitrogen, EUA) proporcion 29:1, SDS 10X (ICN
Biomedicals, EUA), Tris-HCI pH 8.8 y pH 6.8, los catalizadores TEMED (Bio-
Rad, EUA) y persulfato de amonio (Sigma, EUA) grado reactivo. El buffer de
corrida se preparé con Tris-base (Sigma, EUA) glicina (Sigma, EUA) y SDS
(ICN Biomedicals, EUA).Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 10-225

kDa (Promega, EUA).

Para el western blot se utiliz6 el buffer de transferencia que fue

preparado con Tris Base, Glicina, SDS y agua destilada
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5.2 Equipos

El cultivo celular se realizé en una campana de flujo laminar clase II, tipo
A2 (Nuaire) y en una incubadora con 5%de CO,, y 37°C de temperatura
(Nuaire). Se emple6 un microscopio invertido (Olympus CKX41) para la

observacioén de las células en cultivo.

Para la lisis celular mecanica se utilizé un vortex (Vortex-gene 2 Scientific
Industries), la centrifugaciéon se hizo en una centrifuga refrigerada Heraus
(Osteroide, Alemania) y en minicentrifuga (Centrifuge Eppendorf 5415D). La
viabilidad celular y los extractos proteicos se cuantificaron en un lector de Elisa

(ELX 800, Biotek).

Para las lecturas de fluorescencia se utilizd un lector de placas Synergy

HT BioTek.

5.3 Lineas Celulares

Se utilizé la linea celular de hepatocarcinoma humano Huh-7 replicon
gue expresa establemente las proteinas no estructurales del VHC vy la linea
celular parental Huh-7 (sin replicon), donadas amablemente por el Dr. A
Koromilas (Lady Davies Institute, McGill University, Canada). Ambas lineas
celulares fueron crecidas en medio de cultivo ADMEM suplementado con 2% de
suero bovino fetal (SBF), 100 Ul/ml de penicilina y 100 pg/ml de

estreptomicina, 1% de aminoacidos no esenciales y en una atmadsfera himeda
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de 5% de CO; a 37°C. Ademas, las células Huh-7 replicon fueron mantenidas
en presencia de 500 pg/ml del farmaco G418 que se utiliza como marcador de

seleccion. La geneticina fue removida antes de realizar los experimentos.

5.4 Conteo Celular con Azul de Tripano y Siembra en Placa

Una vez alcanzada la confluencia de 90-95 %, se les adicion¢ tripsina
(0.25 %) a las células para despegarlas de la superficie de la botella, por un
tiempo de 5-10 min, a 37 °C, a continuacion se inactivo la tripsina con el mismo
volumen de medio de cultivo suplementado. Se recuperd la suspension celular
en un tubo falcon de 15 mL y se centrifug6 por 5 min a 1000 rpm para obtener
un botdn de células, el cual se resuspendio en el volumen de medio apropiado
descartando el sobrenadante de la centrifugacion. De la suspension celular se
prepard una dilucion (1:8) con medio de cultivo y azul de tripano, para contar las
células en la camara de Neubauer. Se sembraron las células segun el

experimento a realizar.
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5.5 Tratamiento con HGF

A partir de un vial con 10 ug de HGF liofilizado (Peprotech), se preparo el
stock de trabajo, se adicion6 1 mL de agua Mili-Q estéril, teniendo una
concentracion final de 10 ug/mL.

Con la finalidad de determinar la concentracion de HGF con la cual se
trabajaria, se realiz6 un ensayo de viabilidad celular por el método del azul
alamar. Se sembraron 1.5 x 10° células Huh-7 replicén en placas de 96 pozos,
se probaron 3 concentraciones distintas 20, 50 y 100 ng/mL y a los tiempos de
0, 24, 48 y 72 horas, se evalu6 por colorimetria el viraje de azul a rosa mediante
la medicion de la absorbancia a 600 nm y 570 nm, esta Ultima usada como
referencia.

Una vez definida la concentracién en 50 ng/mL de HGF, las células Huh-
7 replicon y Huh-7 parental fueron sembradas e incubadas por al menos 12
horas para su estabilizacion y adhesion a la superficie de la placa.
Posteriormente, se les realizé un cambio de medio, sustituyéndolo con medio
sin SBF, con la finalidad de eliminar el efecto que pudiesen tener los factores de
crecimiento presentes en el medio suplementado, se incubaron por 6 horas, y
posteriormente se les adicion6 50 ng/mL de HGF y se incubaron durante 0, 6,
12, 24, 48 y 72 h, segun el parametro a evaluar. Cada condicion se realizé por

triplicado y con su respectivo control sin tratamiento (Figura 12).
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Figura 12. Esquema general de tratamiento con HGF.

5.6 Expresion de RNA y Proteinas Virales de VHC

5.6.1 Extraccién de RNA Total

Para este ensayo se sembraron 2 x 10° células en placas de 6 pozos a
las cuales se les proporcioné el tratamiento descrito previamente. EI RNA total
se extrajo a las 0, 6, 12, 24 48 y 72 horas utilizando el reactivo Trizol de
acuerdo con las especificaciones del proveedor (31). EI RNA fue precipitado,
lavado y resuspendido en 12uL de agua DEPC libre de RNAsas y almacenado

a -70°C hasta el momento de su uso.
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5.6.2 Cuantificacion Relativa del RNA de VHC

A partir de 5 uL de RNA se sintetizo el cDNA por RT-PCR utilizando el kit
High-Capacity cDNA Archive de la marca Applied Biosystems (Foster City, CA,
USA), en un volumen final de 20 uL. EI cDNA obtenido fue cuantificado
utilizando un Nanodrop.

Una vez obtenido el cDNA se realizO una escalera de distintas
cantidades de cDNA para establecer la cantidad con la cual se realizarian los
ensayos de PCR en tiempo real o cuantitativa. Para la PCR cuantitativa se
utilizé un ensayo que contiene la sonda TagMan vy los iniciadores disefiados
sobre regiones para NS5A. Asi mismo, se utilizd el reactivo TagMan Universal
PCR Master Mix de la marca Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Los
volimenes de reaccion fueron los siguientes: 10 uL del PCR Master Mix, 1 ul
del ensayo conteniendo la sonda Tagman y los iniciadores de NS5A, 2.5 ul de
cDNA conteniendo 50 ug y se completd a 20 uL con agua.Para normalizar los
resultados de expresion se utilizé el ensayo de B-Actina 20X también de la
marca Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Cada condicién se realizé
por triplicado. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo ABI Prism 7500

Fast Real Time PCR System de Applied Biosystems.

5.6.3 Extraccion de Proteinas y Cuantificacion por Bradford

Para este ensayo se sembraron 1 x 10° células en placas de 100 x 20

mm, se les expuso al tratamiento mencionado previamente y se extrajo la
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proteina total a las 0, 24, 48 y 72 horas post-tratamiento, utilizando un buffer de
lisis conteniendo 10mM de Tris-HCI pH 7.5, 50mM de KCI, 2mM de MgCl,, 1%
de Triton-X-100, 1mM de DDT, 1mM de PSMF y un stock de inhibidores de
proteasas. Después, el lisado celular se incubé por 20 min en hielo, se
centrifugo, y se colecté el sobrenadante para determinar la concentracion de
proteina total por el método de Bradford y fueron almacenadas a -80°C hasta su
uso. El método de Bradford se realizé en microplaca, se utilizd 1 uL del extracto
proteico, diluido en proporcion 1:5 con agua mili-Q y 40 uL de reactivo de
Bradford (Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad, EUA), mezclando y dejando
reposar por 5 min. a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de color
de la reaccion. La absorbancia se leyé a 600 nm de longitud de onda usando un
lector de placas de Elisa (ELX800, Biotek). La cantidad de proteina fue
estimada interpolando el valor de absorbancia de cada muestra en la curva
estandar de referencia construida previamente con albumina sérica bovina en
un rango de 1 a 20 ug/mL. Los extractos cuantificados se conservaron a -80°C

hasta su uso.

5.6.4 Western Blot de la Proteina Viral NS5A

Para el ensayo de western blot se utilizaron 40 pug de proteina total.
Previo a su resolucion en el gel de poliacrilamida, fueron desnaturalizadas con
el buffer de carga a 95°C por 5 min. Posteriormente fueron resueltas en un gel

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), que consistio
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en un gel separador al 10 % y un gel concentrador al 5%, esto en un periodo de
aproximadamente 2 horas a 80 volts. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a una membrana PVDF, por 2 horas aproximadamente a 120 volts,
en frio y en agitacion. Una vez terminada la transferencia la membrana fue
tefiida con el reactivo Rojo de Ponceau, con la finalidad de evaluar la integridad
de las proteinas transferidas. Posteriormente la membrana se sometio a
lavados para eliminar el colorante, se bloqued con leche al 2% por una hora y
se realizaron lavados para eliminar el exceso de leche. La membrana fue
incubada con los anticuerpos primarios anti-VHC NS5A, y anti-B actina, a 4°C
durante toda la noche. Al dia siguiente se retiré el anticuerpo primario y se
realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno con buffer TBS 1X al 0.1%Tween. A
continuacion se adicion6d el anticuerpo secundario correspondiente a cada
anticuerpo primario y se dejé incubando y en agitacion por 2 horas. Para
finalizar se realizaron 3 lavados con buffer TBS-Tween 1x y se procedié con el
revelado. La presencia de la reaccion antigeno-anticuerpo fue visualizada
empleando un kit de Quimioluminiscencia de Santa Cruz Biotechnologies y se
toméd la imagen por un fotodocumentador de quimioluminiscencia de Bio Rad

utilizando el software Quantity One.
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5.7 Medicién de Marcadores de Estrés Oxidativo

5.7.1 Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno.

La produccion de especies reactivas de oxigeno se comprobd por la
fluorescencia emitida por la diclorofluoresceina (DCFH) en presencia de
peréxidos. Para este ensayo se sembraron 1.5 x 10° células en cajas de 96
pozos, especiales para fluorescencia, y se sometieron al tratamiento antes
mencionado. Posteriormente se agregé 1 uM de DCFH-DA [5 mM] y se incubd
durante 30 min en oscuridad. Inmediatamente se determind la fluorescencia de
la DCFH usando un lector multimodal de microplacas Synergy HT BioTek; a 529
nm/503 nm (emisién/exitacion). Para este ensayo se le proporcioné a las
células un pre-tratamiento con HGF de 12 horas y posterior a eso se le agregé
al cultivo H,O, 2 mM como control positivo de dafio, llevandose a la par el

control sin tratamiento y el control de HGF solamente.

5.7.2 Determinacién de Proteinas Oxidadas

Para este ensayo se sembraron 1 x 10° células en placas de 100 x 20
mm, para extraer proteina a las 0, 24, 48 y 72 horas, se realizo la extraccion de
proteina total como se describié previamente

La produccion de grupos carbonilos en las proteinas oxidadas se
determiné por Western blot usando el estuche comercial Oxyblot (Chemicon), el

cual consistid en la derivatizacion de 20 ug de proteina total, utilizando el
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reactivo DNPH (dinitrofenilhidrazona). En una primera etapa se afiadié a cada
tubo una cantidad 1:1 de SDS al 12%, después se afadieron 10 uL de DNPH, y
se dejo reaccionar al menos 15 minutos y sin sobrepasar los 30 min.
posteriormente se adicionaron 7 uL del reactivo neutralizante de la reaccion y
se procedio a cargar el gel de poliacrilamida a las mismas condiciones que
fueron descritas para el Western blot. Se realizé la transferencia siguiendo las
mismas especificaciones que para el Western blot. Se bloque6 la membrana y
posteriormente se incubd con los anticuerpos provistos por el kit, los cuales
estan dirigidos contra el grupo que fue derivatizado en la proteina y que indicara
la presencia de proteinas oxidadas, se incubd con el anticuerpo secundario, y
se realizaron los lavados correspondientes. La presencia de la reaccion
antigeno-anticuerpo fue visualizada empleando un kit de Quimioluminiscencia
de Santa Cruz Biotechnologies y se tomé la imagen por un fotodocumentador

de quimioluminiscencia de Bio Rad utilizando el software Quantity One.

5.7.3 Determinacion del Nivel Proteico de SOD-1, SOD-2 y Catalasa

Con la finalidad de evaluar el nivel de las enzimas antioxidantes SOD-1,
SOD-2 y Catalasa, se utilizaron 40 ug de proteina total. Previo a su resolucion
en el gel de poliacrilamida, fueron desnaturalizadas con el buffer de carga a
95°C por 5 min. Posteriormente fueron resueltas en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), que consistié en un gel separador

al 10 % y un gel concentrador al 5%, esto en un periodo de aproximadamente 2
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horas a 80 volts. Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una
membrana PVDF, por 2 horas aproximadamente a 120 volts, en frio y en
agitacion. Una vez terminada la transferencia la membrana fue tefiida con el
reactivo Rojo de Ponceau, con la finalidad de evaluar la integridad de las
proteinas transferidas. Posteriormente la membrana se sometié a lavados para
eliminar el colorante, se bloqued con leche al 2% por una hora y se realizaron
lavados para eliminar el exceso de leche. La membrana fue incubada con los
anticuerpos primarios anti-MnSOD, anti-CuZnSOD, anti-Catalasa y anti-p
actina, a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente se retird el anticuerpo
primario y se realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno con buffer TBS 1X al
0.1%Tween. A continuacion se adicion6 el anticuerpo secundario
correspondiente a cada anticuerpo primario y se dejo incubando y en agitaciéon
por 2 horas. Para finalizar se realizaron 3 lavados con buffer TBS-Tween 1x y
se procedio con el revelado. La presencia de la reaccién antigeno-anticuerpo
fue visualizada empleando un kit de Quimioluminiscencia de Santa Cruz
Biotechnologies y se tomdé la imagen por un fotodocumentador de

guimioluminiscencia de Bio Rad utilizando el software Quantity One.

5.8 Anéalisis de Datos

Los experimentos se realizaran por triplicado y las variables fueron evaluadas
mediante T de student de variables independientes (SPSS 15.0v). Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un valor de p <

0.05.

44



VI. RESULTADOS

6.1 Ensayo de Viabilidad Celular

Con la finalidad de evaluar la respuesta vy la viabilidad de las células
Huh-7 replicon al ser expuestas a distintas cantidades de HGF, se realizo el
ensayo de viabilidad celular, utilizando el reactivo azul alamar, el cual es un
indicador aprobado de viabilidad celular que utiliza el poder reductor natural de
las células viables para convertir la resazurina (azul) en resorufina (rojo), un
compuesto que puede ser medido por colorimetria. Las células viables
convierten continuamente la resazurina en resorufina, generando de este modo,
una medida cuantitativa de la viabilidad y la citotoxicidad [75-76].

En el ensayo realizado, se probaron 3 concentraciones distintas de HGF,
20, 50 y 100 ng/ml, a diferentes tiempos de exposicién 0, 24, 48 y 72 horas. Los
resultados muestran que a través del tiempo la viabilidad celular se mantiene
estable hasta el tiempo de 72 horas en donde observamos hasta un 70 % de
viabilidad comparado con el control sin tratamiento del tiempo evaluado (ver
Gréfica 1). El porcentaje de viabilidad fue adecuado en los distintos tiempos
evaluados, es decir se mantuvo estable; sin embargo, no se observé un
aumento significativo en la proliferacion de las células al ser tratadas con el
HGF, a ninguna de las concentraciones evaluadas.

Se optd por utilizar la concentracion de 50 ng/mL, debido a que es la que

posee un mayor efecto terapéutico en los diferentes modelos presentados en
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los antecedentes; ademas, la viabilidad celular no se vio afectada, como se

mencion6 anteriormente.

1.4 -
)
S 1.2
]
>
(]
S 1 -
o
< 0.8
5 T T T 00 h
=}
@ 0.6 - m24h
[
e
2 04 - m48h
9 72 h
S 0.2 -
a

0 .
20 50 100
Concentracion (ng/mL)

Gréfica 1. Viabilidad celular. Las barras representan el No. de veces de
proliferacion en comparacién con el tiempo de 0 horas al cual se le dio

el valor de 1.

6.2 Cuantificacion del RNA del VHC por PCR en Tiempo Real

Para el ensayo de PCR en tiempo real, se extrajo RNA total de células
tratadas y no tratadas con HGF 50 ng/mL a las 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Se
realizé la RT-PCR, posteriormente se cuantific6 el cDNA obteniéndose las

concentraciones mostradas en la tabla 3.
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Concentracion en ng/ul
Tiempo (horas) Sin tratamiento HGF (50 ng/mL)

345.7
0 365.2 --
348.7
348.9 350.7
6 351 337.4
340.7 344.6
337.4 340.4
12 336.3 360.8
335.9 356.2
369 370.9
24 386 369
368.8 377.4
372.1 349.9
48 349.5 381.7
361.8 364.2
371.8 354.6
12 378 345.3
371.8 367.8

Tabla 3. Cuantificacion de cDNA del ensayo de RT-PCR.

Se muestran los triplicados de cada experimento.

Una vez obtenido el cDNA se realizaron diluciones de éste con la
finalidad de utilizar 2.5 ul conteniendo 50 ug de cDNA para el ensayo de PCR

en tiempo real, en el caso de las dos cuantificaciones, VHC y -actina.

Con la finalidad de estandarizar la cantidad de cDNA necesario para la
reaccion de PCR en tiempo real, se realiz6 una escalera de diferentes
cantidades de cDNA que fueron 10, 100 y 1000 ng. obteniendo valores de Ct
aceptables en todos ellos. Se eligio la cantidad de 50 ng para las

cuantificaciones de los ensayos.
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Se realiz6 la PCR en tiempo real de todos los tiempos obtenidos, en la
grafica 2 se presentan los datos arrojados una vez hecho el calculo de AACt y
en la tabla 3 y 4 se presentan los valores de Ct correspondientes a VHC y B-
actina. Se observa una disminucion a partir de las 6 horas de exposicion a HGF
en comparacion con el control sin tratamiento, manteniéndose a las 12 horas y
siendo mas evidente a las 24 horas con una disminucion de hasta el 50 % del
nivel de RNA en comparaciéon con el control sin tratamiento, siendo

estadisticamente significativo con un valor p<0.05.

Tiempo Sin tratamiento HGF (50ng/mL)
0 23.00 --
6 23.20 22.77
12 23.05 22.38
24 20.95 21.07
48 21.54 20.68
72 20.16 20.92

Tabla 4. Valores promedio de Ct de la cuantificacion del RNA del VHC.

Tiempo Sin tratamiento HGF (50ng/mL)
0 21.46
6 21.92 21.31
12 22.25 21.59
24 22.25 20.51
48 22.41 21.67
72 21.96 22.50

Tabla 5. Valores promedio de Ct de la cuantificacion de 3-actina.
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Gréafica 2. Cuantificacion relativa de RNA de VHC, medida por PCR

en tiempo real utilizando B-actina como gen normalizador. *p<0.05

Sin embargo, el nivel de RNA del virus se ve recuperado a partir del

tiempo de 48 horas manteniéndose cerca del nivel observado en células que no

fueron tratadas con HGF.
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6.3 Evaluacién del Efecto del HGF sobre los Niveles de Expresion de

la Proteina Viral NS5A

Para evaluar la respuesta a la exposicion a HGF a nivel traduccional, se
extrajo proteina a las 0, 24, 48 y 72 horas posteriores a la exposicion a HGF 50
ng/mL. se cuantifico la proteina utilizando el método de Bradford y para ello se

construy0 una curva de estandares que se muestra en la gréafica 3.
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Grafica 3. Curva de calibraciéon de Bradford. Las mediciones se

realizaron por triplicado y se grafica la media de ellas. Se muestra en la

esquina superior derecha la ecuacion de la recta utilizada y el valor de R.

Una vez cuantificada la proteina se utilizaron 40 ug para correr el gel de
poliacrilamida al 10 % (gel separador). Posteriormente se realiz6 la
transferencia del gel a la membrana de PVDF y se procedié con el inmunoblot,

el resultado de la reaccion de quimioluminiscencia se muestra en la figura 13.
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Células Huh7-Replicén
HGF50ng/le - - - - + + + l
Tiempo (h} 0 24 48 72 24 48 72
T S s aeee SR WS W | Nooa 58 kDa
— o = W W W | Actina 42 kDa
Carril 1 2 3 4 5 6 7

Figura 13. Western blot de la proteina viral NS5A. Imagen representativa del

triplicado de ensayos.

Se realizd el andlisis densitométrico del triplicado de imagenes y se
normalizaron los resultados obtenidos con (B-actina. El software utilizado para el
andlisis fue el ImageJ version 1.44 p. En la gréfica 4 se presenta el resultado

global.
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Grafica 4. Andlisis densitométrico del triplicado del Western blot de la

proteina viral NS5A. Los datos fueron normalizados con [3-actina y
posteriormente se compararon con su correspondiente control sin

tratamiento dandole el valor de 1 a este ultimo.
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En la grafica 4 podemos observar que no hay una disminucion
significativa del nivel de la proteina viral NS5A; sin embargo, se puede observar

una tendencia a la disminucion en los niveles de dicha proteina.

6.4 Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno

Para este proposito se utilizaron placas especiales para determinar
fluorescencia, y se evalud la respuesta a tiempos cortos; posteriores al pre-
tratamiento con HGF. Se evalu¢ la respuesta al dafio con H,O, 2mM, a las 0, 3
y 6 horas de exposicion a este agente, el cual produce radicales libres en la
célula, los cuales pueden ser medidos por el método de la diclorofluoresceina.

Se evalu6 también la respuesta en células parentales como control.

Huh-7 parental
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5 -
w 4
Q
o
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[}
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Z o | E H,0,2mM
B HGF + H,0, 2mM
1 ﬂ
0

0 3 6
Tiempo{h)

Grafica 5. Determinacion de ROS en células Huh-7 parental. Fueron
pretratadas con HGF 50 ng/mL por 12 horas y posteriormente expuestas

a H,O, 2mM por 3y 6 horas.
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Gréfica 6. Determinacion de ROS en células Huh-7 replicon. Fueron
pretratadas con HGF 50 ng/mL por 12 horas y posteriormente expuestas

a H,O, 2mM por 3 y 6 horas.

En ambas lineas celulares se observa el mismo comportamiento,
observamos claramente como las células que estan en contacto con el H,O,
presentan niveles mayores de fluorescencia, lo que es directamente
proporcional a las especies reactivas de oxigeno presentes en la célula. Esto en
comparaciéon con los niveles presentes en el control sin tratamiento y en lo
observado con el pre-tratamiento con HGF. Observamos que el pre-tratamiento
con HGF no evité ni aminor6 la generacion de especies reactivas de oxigeno al

exponer las células a peroxido de hidrégeno.
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6.5 Determinacion de Proteinas Oxidadas Totales

Las proteinas oxidadas poseen un grupo carbonilo, el cual puede ser
derivatizado con la finalidad de afadir un grupo metilo, Gtil para la identificacion
especifica del total de dichas proteinas por Western blot. Este método, llamado
Oxiblot, es util para evaluar estrés oxidativo en la célula a nivel proteico.

Se evaluaron las dos lineas celulares, replicon y parental como control,
no tratadas y tratadas con HGF.

A diferencia de lo observado a tiempos cortos con las especies reactivas
de oxigeno, las proteinas oxidadas disminuyen de manera significativa en el
caso de las células tratadas con HGF, como se puede observar en el caso de

parental, figura 14 y grafica 6 y en el caso de replicén, figura 15 y gréfica 7.

Células r Huh-7 Parental
HGF 50 ng/ml - - - - + + +
Tiempo {h) 0 24 48 72 24 48 72

L . -

Cam 1 2 3 4 5 6 7

Figura 14. Oxiblot de células Huh-7 parental en presenciay

ausencia de HGF 50 ng/mL
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Grafica 7. Andlisis densitométrico del triplicado de Oxiblots realizado

para la linea celular Huh-7 parental.
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Figura 15. Oxiblot de células Huh-7 replicon en presencia y

ausencia de HGF 50 ng/mL
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Gréfica 8. Analisis densitométrico del triplicado de Oxiblots realizado

para la linea celular Huh-7 replicon
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6.6 Nivel de proteinas antioxidantes SOD-1, SOD-2 y Catalasa

Con la finalidad de evaluar la participacion de las proteinas antioxidantes
SOD-1, SOD-2 vy catalasa en el comportamiento observado en la expresion del
VHC con el tratamiento con HGF, se evalué a nivel traduccional la produccion
de estas enzimas. Se extrajo la proteina total a las 0, 24, 48 y 72 horas de las
células tratadas y no tratadas con HGF, se evaluaron las 2 lineas celulares,
replicon, y parental como control. Se cuantificd la proteina por el método de
Bradford utilizando la curva de calibracion mostrada anteriormente. Se
realizaron Western blots para cada una de las proteinas antioxidantes
mencionadas.

Se analiz6 el comportamiento a nivel traduccional de la SOD-1 que
corresponde a la dismutasa citosolica. En células Huh-7 parental, se observa un
aumento en el nivel de esta enzima como se puede observar en la figura 16 y
su correspondiente grafica 8 del andlisis densitométrico realizado para el

triplicado de los ensayos.
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Figura 16. Western blot de la proteina antioxidante SOD-1 para células

Huh-7 parental.
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Gréafica 9. Analisis densitométrico del nivel de la proteina SOD-1
en células Huh-7 parental. Se comparan las células tratadas con

las no tratadas a las cuales se les asign6 el valor de 1.
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Por otro lado, se analizé el comportamiento del nivel de dicha proteina en

células Huh-7 replicon. Observandose un comportamiento distinto al de las

células parental, se muestra la figura 17 que corresponde a la representativa del

triplicado y la grafica 9 que corresponde al analisis densitométrico.
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Figura 17. Western blot de la proteina antioxidante SOD-1 para células

Huh-7 replicén
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Gréfica 10. Analisis densitométrico del nivel de la proteina SOD-1

en células Huh-7 replicon. Se comparan las células tratadas con

las no tratadas a las cuales se les asigno el valor de 1.
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Se evalu6 también el nivel de la proteina SOD-2 que corresponde a la
dismutasa mitocondrial. En el caso de las células Huh-7 parental, se observé un
aumento en el nivel de la expresion de dicha proteina, como se observa en la

figura 18 y en el analisis densitométrico correspondiente en la grafica 10.

Células Huh-7 Parental
| |
HGF 50 ng/mL - - - - + + +
Tiempo {h) 0 24 48 72 24 48 72
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W weew R GURRS eee mmew S pcting 42 kDa
Carril 1 2 3 4 5 6 7

Figura 18. Western blot de la proteina antioxidante SOD-2 para

células Huh-7 parental.
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Gréfica 11. Analisis densitométrico del nivel de la proteina SOD-2
en células Huh-7 parental. Se comparan las células tratadas con

las no tratadas a las cuales se les asigno el valor de 1.
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En el caso de las células replicon, que expresan las proteinas virales, no
se observa un aumento en la expresion como en las células parentales; al
contrario parecer ser que disminuye al inicio y posteriormente vuelve a sus

niveles de expresion basales. Figura 19 y grafica 11.

Células Huh-7 Replicén
| 1
HGF 50 ng/mL - - - - + + +
Tiempo (h}) 0 24 48 72 24 48 72
e B B e e W e | sop-232kpa
— —— s S W W 0 | Actina42kDa
Carril 1 2 3 1 5 6 7

Figura 19. Western blot de la proteina antioxidante SOD-2 para

células Huh-7 replicén.
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Gréfica 12. Analisis densitométrico del nivel de la proteina SOD-2
en células Huh-7 replicon. Se comparan las células tratadas con

las no tratadas a las cuales se les asigno el valor de 1.
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Por ultimo se evalud el nivel de la proteina catalasa, la cual present6 un
comportamiento similar al presentado por la SOD-1y la SOD-2, en el caso de la
linea celular parental. Se observé un aumento del nivel de esta proteina al ser
tratada con HGF 50 ng/mL, como se puede representa en la figura 20 y en el

analisis densitométrico en la grafica 12.

Células Huh-7 Parental

| |
HGF50ng/mL = - - - + + +

Tiempo (h) 0 24 48 72 24 48 72
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Carril 1 2 3 4 5 6 7

Figura 20. Western blot de la proteina antioxidante Catalasa para

células Huh-7 parental.
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Grafica 13. Andlisis densitométrico del nivel de la proteina Catalasa

en células Huh-7 parental. Se comparan las células tratadas con

las no tratadas a las cuales se les asigné el valor de 1.
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En el

caso del nivel de catalasa en la linea celular replicén, se mantiene

en niveles basales sin ningun cambio aparente al ser tratadas con HGF 50

ng/mL. Figura 21 y gréafica 13.
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Figura 21. Western blot de la proteina antioxidante Catalasa para

células Huh-7 replicon.
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Grafica 14. Analisis densitométrico del nivel de la proteina Catalasa

en células Huh-7 replicon. Se comparan las células tratadas con

las no tratadas a las cuales se les asigné el valor de 1.
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VIl. DISCUSION

La infeccion por el virus de la hepatitis es actualmente la causa mas
frecuente de hepatitis cronica en nuestro pais, con una prevalencia cercana al
3% [77] y en aumento progresivo debido a multiples factores. Es facil
comprender el enorme problema sociosanitario dado que el riesgo de cronicidad
esta en torno al 80%; y de ellos, un 10-25% desarrollaran cirrosis a los 20-30
afios de evolucion con el consiguiente riesgo de mortalidad relacionada con la
propia cirrosis y/o aparicion de hepatocarcinoma [5, 78].

Actualmente, el tratamiento de la hepatitis cronica por VHC consiste en la
combinacion de interferén a pegilado y ribavirina. Con ello, se consigue una
respuesta virologica sostenida en el 45-55% de los pacientes con genotipo 1,
cercana al 65-70% en los sujetos con genotipo 4 y del 75-90% de los pacientes
con genotipo 2 6 3 [23, 25].

El mecanismo molecular de la patogénesis del VHC sigue siendo poco
claro. Sin embargo, el estrés oxidativo se ha convertido en un jugador clave en
el desarrollo y la progresiéon de muchos estados patoldgicos, incluyendo la
patogénesis del higado inducida por el VHC [41, 44, 46].

El estrés oxidativo altera a lipidos, carbohidratos, proteinas y &cidos
nucléicos, inhibe enzimas y deteriora el metabolismo y la viabilidad celular. Un
nivel alto de estrés oxidativo es comun en los pacientes en hemodialisis (HD), y
contribuye al desarrollo de numeros desordenes. Por otro lado, es posible que
estas lesiones inespecificas evoquen una reaccion de reparacion en el

organismo, una parte de la cual es el incremento de la sintesis de la citocina
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mitégena, morfogénica, y antiapoptoética, el HGF [73]. A pesar de que los
niveles enddégenos de HGF se elevan después de la lesion del tejido, los
niveles son bajos cuando ocurre el dafio. Ademas, los niveles altos y sostenidos
de HGF son necesarios parala subsecuente reparacion de tejidos. Por lo
tanto, el uso de HGF exdgeno como terapia puede ser un tratamiento eficaz
para la prevencion de lalesién de los tejidos y para promover su reparacion
[79]. Ademas, a este factor de crecimiento, se le han atribuido propiedades

antioxidantes, las cuales han sido evaluadas en distintos modelos[69, 72-73].

Por otro lado, la posible relaciéon que posee este factor y la infeccion con
el virus de la hepatitis C, es desconocida. Hay evidencias de que el HGF tiene
un papel, en la disminucién sérica del VHC en pacientes con hepatitis C crénica
gue se encuentran en tratamiento con hemodialisis. Este factor se ha
encontrado elevado durante el procedimiento de dialisis y posterior a ello se
observa una disminucion en la carga viral de los pacientes evaluados [30, 74].
Varios mecanismos se han propuesto paraexplicar la reduccion de la
concentracion de RNA del VHC en suero:la adsorcidn de las particulas
virales en las membranas de hemodidlisis[80], la filtracion de los viriones en el
liqguido de didlisis [81],y la induccionde interferon alfa durante Ila
dialisis que inhibe la replicacion de VHC [82]. El trabajo realizado por Barril y
cols. en el 2010 descarta la hipotesis de la adsorcion de las particulas en las
membranas ya que se evaluo la respuesta con diferentes tipos de membranas y
en diferentes protocolos de dialisis y no se observaron diferencias significativas

entre las variables.
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En el presente trabajo se evalud la participacion del HGF en la expresion
del VHC a nivel RNA y proteinas, con la finalidad de de determinar si este factor
de crecimiento tiene algo que ver con la disminucion del RNA viral.

En primera instancia, se evaluo el efecto del HGF sobre la proliferacion
en las células Huh-7 replicon, las cuales expresan de manera estable y
constitutiva las proteinas no estructurales del VHC. Se les dio el tratamiento a
las células con diferentes concentraciones de HGF, 20, 50 y 100 ng/mL, en las
3 concentraciones evaluadas se observé el mismo comportamiento, la viabilidad
celular se mantiene estable durante las 24 y 48 horas post tratamiento y a las
72 horas disminuye al 70 %, se considerd aceptable la viabilidad celular
lograda, y se eligid la concentracion de 50 ng/mL para trabajar en los
experimentos siguientes. Ademas, se pudo comprobar que el comportamiento
en la proliferacion fue similar al reportado para las células Huh-7 parentales. Por
otro lado, se comparé la respuesta al HGF de las células Huh-7 contra las
células de hepatocarcinoma HepG2 reportada por Lee y cols. en donde se
observa como las células HepG2 aumentan sus niveles de proliferaciéon al ser
expuestas a distintas concentraciones de HGF [83], lo que no sucede con la
linea celular Huh-7 replicén evaluada en este trabajo. Algunos reportes por el
contrario, mencionan que el HGF inhibe el crecimiento de algunas lineas
celulares de hepatoma [84-85].

En cuanto a la replicacion viral, se encontr6 que ésta disminuye por
efecto del tratamiento con el HGF. En las primeras horas evaluadas, 6 y 12 h se
observa una disminucion de alrededor del 10% en comparacion con los

controles sin tratamiento. Al tiempo de 24 horas post exposicion se observo una
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disminuciéon de hasta 50 % del RNA del VHC, siendo este un hallazgo
importante para determinar si este factor participa de alguna manera en la
disminucién de la carga viral en los pacientes con hemodialisis. Sin embargo, el
nivel de RNA viral se ve recuperado a niveles basales a las 48 y 72 horas de
iniciado el tratamiento, esto puede deberse a que el HGF posee un tiempo de
vida media muy corto, y no es capaz de mantener el efecto durante tiempos
muy largos. Por el momento desconocemos el mecanismo por el cual el HGF
ejerza ese efecto sobre la replicacion del VHC. A la par se evalud el efecto de
este factor sobre la traduccidn de las proteinas virales por western blot, usando
como indicador la proteina viral NS5A. La disminucion observada en los niveles
de la proteina viral no fue significativa; sin embargo, se puede constatar una
tendencia a la disminucion del nivel de esta proteina, lo que sugiere que el HGF
participa en la disminucion pero de manera parcial.

Con la finalidad de averiguar si el efecto causado por HGF sobre la
expresion del virus se debia a su participaciéon en la modulacion del estrés
oxidativo, se evaluaron distintos parametros.

Por un lado se evalud la participacién del HGF sobre la generacion de
especies reactivas de oxigeno, en este caso, no se observé un efecto inhibitorio
sobre las ROS. En las dos lineas celulares, parental y replicén, el pre-
tratamiento con HGF no fue capaz de disminuir el estrés generado por un
agente oxidante como el peroxido de hidrogeno, usado como control positivo de
dafo en este estudio. Se ha evaluado el efecto del HGF sobre las ROS en
distintos modelos, en donde la generacion de éstas es inhibida por accion del

tratamiento con HGF [71-72]. Sin embargo, las técnicas usadas para evaluarlo
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han sido distintas a la usada en este trabajo, ademas de la concentracion y los
tiempos de exposicion al peroxido de hidrégeno, este puede ser un factor
determinante en la discrepancia de los datos obtenidos.

Como se mencion6 antes, uno de los dafios generados en el estrés
oxidativo es la oxidacién de proteinas, las cuales pierden su funcién al ser
dafiadas de esta manera. En este trabajo se evaluo el nivel de proteinas
oxidadas totales, las cuales presentaron un cambio al ser tratadas con el factor
de crecimiento de hepatocitos. En las dos lineas celulares se observa una
disminucién con respecto al tiempo de las proteinas oxidadas, siendo
estadisticamente significativa, al tiempo de 72 horas. Como se menciono antes,
las ROS no fueron inhibidas por el HGF, es por ello que la disminucion en las
proteinas oxidadas no esta relacionada a este hallazgo. Se sabe que las
proteinas oxidadas son enviadas a degradacion por proteasoma, ya que tienden
a acumularse y formar agregados que son nocivos para la célula[86], es posible
gue las proteinas oxidadas disminuidas que estamos observando, estén siendo
degradadas solamente, en vez de que la oxidacibn de proteinas este
disminuyendo por efecto del HGF, sin embargo, se requieren ensayos para
asegurar gue esto sea lo que en realidad esta sucediendo.[87]

Se evalud por ultimo el nivel de proteinas antioxidantes en las lineas
celulares parental y replicon y el efecto que el HGF ejercié sobre su expresion.
Reportes previos indican que el HGF fue capaz de estimular la expresion de
enzimas antioxidantes como, la Cu/Zn superoéxido dismutasa y la catalasa[72].
En este trabajo se encontré que el HGF es capaz de estimular las proteinas

antioxidantes mencionadas solo en la linea celular Huh-7 parental, se observo
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un aumento con respecto al tiempo en las 3 enzimas antioxidantes evaluadas
(SOD-1, SOD-2 y Catalasa) al ser tratadas con el HGF. Por otro lado, en células
gue expresan las proteinas del virus se observa el efecto contrario en el caso
de la SOD-1 y en el caso de la SOD-2 y Catalasa no existen cambios
significativos en cuanto a su expresion, es por ello que sugerimos que la
presencia de las proteinas virales pudiera estar afectando en la respuesta
antioxidante provocada por el HGF. Con estos resultados podemos
complementar lo encontrado con la disminucion de las proteinas oxidadas, ya
gue al no haber un estimulo en la expresién de enzimas antioxidantes, estas no
estan participando directamente en la disminucién de las proteinas oxidadas.

Por lo tanto, proponemos que los sistemas antioxidantes evaluados no
estan directamente relacionados con la regulacion negativa a nivel traduccional
y/o postraduccional ejercida por el HGF sobre la expresion del VHC.

Al observarse simultdneamente la disminucion de las proteinas virales
asi como de las proteinas oxidadas cabe la posibilidad de que estos eventos
guarden relacién entre si. Es posible que existan otros mecanismos alternativos
para disminuir el dafio celular inducido por las proteinas oxidadas, como la

activacion del sistema de degradacion en proteasoma.
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VIIl.  CONCLUSIONES

El HGF no presenta un efecto mitogénico en las células Huh-7
parentales ni en las replicon, a diferencia de otras lineas celulares de
hepatoma que si son estimuladas por este factor de crecimiento.

El efecto del HGF sobre los niveles de RNA-VHC es dependiente del
tiempo de exposicion, mostrando una disminucion del 50% del RNA a
las 24 horas (p< 0.05); sin embargo, el nivel de RNA se ve
recuperado a las 48 horas.

El HGF modula a nivel traduccional, la expresion de la proteina viral
de NSHA.

La exposicion al HGF disminuyod los niveles de proteinas oxidadas
tanto en las células parentales, como en las células replicdn. Sin
embargo, esto no se ve reflejado en los niveles de especies reactivas
de oxigeno.

El HGF ejerce un efecto diferencial en la expresion de las enzimas
antioxidantes SOD-1, SOD-2 y catalasa en las células Huh-7,
aumentando su expresion en células parentales y disminuyendo
(SOD-1) o no modificando significativamente su expresion (SOD-2 vy

catalasa) en células que expresan el VHC.
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IX. PERSPECTIVAS

Comprobar la participacién de los sistemas de ubiquitinacion en
los mecanismos de replicacion e inhibicion del VHC presentes en
las células expuestas a HGF.

Evaluar la participacion de los mecanismos antioxidantes
primarios y secundarios en la supervivencia de las células

infectadas con RNA virus.
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XI. ANEXOS

Protocolos Generales y Preparacion de Reactivos

Protocolos

1. Congelacion de células

1.

Retirar el medio de una botella de 75 cm? con confluencia de 90%, la
cual contiene aproximadamente entre 5y 7 millones de células.

Lavar con PBS 1x.

Tripsinizar con 3 mL de tripsina (0.25%, 1x, GIBCO, Invitrogen, EUA) por
5-7 min a 37°C. Transcurrido el tiempo, se debe verificar que las células
se han despegado macro o microscopicamente.

Inactivar con un volumen igual de medio con suero (3 mL).

5. Transferir las células a un tubo Falcon de 15 mL, centrifugar por 5 min a

1000 rpm para formar un boton. Retirar el sobrenadante de medio de
cultivo y tripsina inactivada.
Resuspender en el volumen adecuado de SBF (900 uL por cada vial a

preparar).

. Depositar en cada vial 100 uL de DMSO y 900 uL de células

resuspendidas en SBF. Agitar suavemente, flamear, sellar con parafilm y
rotular.
Dejar reposar en hielo por 5 min, luego 2 h a -20°C y almacenar a -80°C

hasta su uso.

Observaciones:

* Cada mL de mezcla para congelar debe contener 1-2 millones de células.

* Para congelar puede usarse medio de cultivo con un alto porcentaje de SBF,

pero se obtienen mejores resultados en la preservacion al congelar sélo en SBF
con un 10% de DMSO.

* De la temperatura de -80°C, las células pueden transferirse a un contenedor

de nitrégeno liquido para extender su vida util.
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2. Descongelacion de células

1.
2.

Preparar un bafo de agua a 37°C.

Retirar los crioviales del congelador de -80°C y sumergirlos, a modo de
cubrir casi todo el vial, en el agua a 37°C.

Limpiar rdpidamente los viales con etanol antes de introducirlos en la
campana de flujo laminar.

Transferir el contenido del vial descongelado, lenta y cuidadosamente, en
botellas de 25 cm? acondicionadas previamente con 5 mL de medio
ADMEM.

Observar 12-24 h después en el microscopio para verificar la adhesion
celular. Si se necesita, puede hacerse un lavado con 3 mL de PBS y

adicionar medio fresco para eliminar células muertas y detrito celular.

Observaciones:

* Una vez que se inicia el atemperamiento no se puede congelar de nuevo las

células.

3. Cultivo y subcultivo de la linea celular Huh-7 Parental y Huh-7 Replicon

1.

Revisar las células al microscopio en 10x y 40x para corroborar que se

encuentren a un 90-95% de confluencia.

2. Retirar el medio por aspiracion.

Lavar con PBS 1x, botellas de 75 cm?con 5 mL y de 25 cm? con 3 mL.
Retirar el buffer por aspiracion.

Adicionar tripsina (botellas de 75 cm? con 3 mL y de 25 cm? con 2 mL),
incubar a 37°C por 5-7 min.

Neutralizar usando medio de cultivo con suero en proporcion 1:1
respecto a la tripsina, agitando suavemente de un lado a otro para
mezclar.

Colocar el contenido de un tubo Falcon de 15 mL para centrifugar 5 min

a 1000 rpm y formar una pastilla.
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7.

Remover el medio y la tripsina inactivada con puntilla estéril o pipeta
estéril, evitando tocar el boton de células. Resuspender en el volumen
apropiado de medio nuevo, 2 mL por cada botella de 75 cm?.

Tomar la alicuota correspondiente de la resuspension celular segun la
cantidad de células a conservar.

Depositar en botellas nuevas o reusadas acondicionadas con medio

nuevo suplementado y geneticina en el caso de las células Replicon.

Observaciones:

* La tripsina no debe dejarse por mas de 10 min.

* A botellas de 75 cm? se les adicionan 10 mL de medio. Para botellas de 25

cm? es suficiente con 5 mL.

* Deben adicionarse 5 uL de geneticina (100 mg/mL) por cada mL de medio de

cultivo.

* Las botellas pueden reutilizarse para subcultivos, previo lavado con PBS 1x

para eliminar residuos.

4. Conteo y viabilidad celular con azul de tripano

1.

Retirar el medio de cultivo de la botella por aspiracion y lavar con 3-4 mL
de PBS 1x.

Tripsinizar con 3 mL de tripsina por 5 min a 37°C e inactivar con un
volumen igual de medio con suero.

Depositar en un tubo falcon de 15 mL y centrifugar a 1000 rpm por 5 min.
Retirar el sobrenadante y resuspender en 3 mL, o el volumen adecuado
segun el tamafo del botdn celular, de medio nuevo.

Preparar en un tubo eppendorf de 0.3 mL una mezcla de 60 uL de
medio, 10 uL de azul de tripano y 10 uL de las células resuspendidas a
modo de tener una dilucion 1:8. Los volimenes pueden ajustarse segun

las necesidades particulares tomando nota de la dilucién.
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6. Contar en la camara de Neubauer en los 4 cuadros grandes, en el
cuadro del centro o en ambos para corroborar el célculo. EI nUmero de
células por mL se estima segun las siguientes férmulas:

Células/mL = (Promedio de células contadas en los 4 cuadros
grandes)(8)(1x10%
Células/mL = (Células contadas en cuadro central) (8 )(1x10%
7. Tomar el volumen que contenga las células deseadas. Subcultivar,

sembrar en placa o desechar el resto.

Observaciones:
* En el célculo de conteo usando los 4 cuadros grandes de la camara, se
multiplica por 8 porgue la dilucion es 1:8, pero puede diluirse mas o menos
segun convenga.
* Una vez hecha la mezcla con el colorante azul de tripano, el conteo debe
realizarse inmediatamente para tener un dato confiable de las células vivas y

muertas.

5. Siembra en placas de cultivo
1. Con las células contadas (células/mL), se toma el volumen que contenga
el nimero de células deseadas y se mezcla con el volumen total de
medio de cultivo para sembrar las placas correspondientes.
2. Mezclar suavemente por agitacion y observar al microscopio.
3. Incubar a 37°C con 5% de CO, el tiempo establecido de acuerdo al

experimento a realizar.

Observaciones:

* La adhesion de las células debe permitirse en un tiempo de 12-16 h. Luego,
se realiza el cambio de medio a medio sin suero, para dejar incubando al
menos 6 horas. Posteriormente se inicia el tratamiento adicionando la cantidad

establecida de HGF directo sobre la placa.
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6. Tratamiento con HGF

La solucién de trabajo de HGF se realizdé a partir de un vial conteniendo
10ug de HGF liofilizado el cual fue disuelto en 1 mL de agua Mili-Q estéril,
para terminar en una concentracion de 10 pg/mL. La cual fue almacenada a

-20°C hasta su uso.

7. Extraccion de RNA total

Fase de homogenizacion

1. Adicionar 200 uL de reactivo trizol a la placa, en este caso de 6 pozos)
después de haber quitado el medio de cultivo. Mezclar y pasar el
contenido a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Fase de separacion

2. Incubar 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociacién
completa de los complejos de nucleoproteinas.

3. Afadir 40 uL de cloroformo por cada 200 uL de trizol y mezclar por
inversiéon 15 s.

4. Incubar el tubo en hielo 3 min.

5. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min a 4°C.

Precipitacion del RNA

6. Recuperar la fase acuosa y adicionarle 100 uL de isopropanol e incubar a
-80°C por 1 hora o toda la noche.

7. Centrifugar a 13,000 rpm por 15 min a 4°C.

Lavado

8. Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 200 uL de etanol al 70 %
(preparado con agua DEPC). Mezclar con vortex.

9. Centrifugar a 13,000 rpm por 5 min a 4 °C.

10.Retirar el etanol cuidadosamente con la pipeta.

11.Resuspender en 12 uL de agua DEPC y 0.3 uL de RNAsas out.

12.Almacenar a -80°C.
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. Retrotranscripcién (RT-PCR)

. Cada una de las muestras de RNA se descongelan cuidadosamente en
hielo y de preferencia una sola vez, para disminuir la degradacion del
RNA.

2. Marcar un microtubo para PCR con la leyenda Mix 1 y otro con Mix 2.

. Al microtubos marcado con Mix 1, se le agregan los siguientes
componentes:

a. 5,5 uL de H20 DEPC

b. 1 pL de Random Primers

c. 5 uL del RNA extraido en el procedimiento anterior.

4. Incubar el Mix 1 a 72°C durante 10 minutos en el termociclador.

5. Durante la incubacion del Mix 1, se procede a preparar el Mix 2, al cual

se le agregan los siguientes componentes:

a. 4puL de Buffer RT 5x.

b. 2uLde DTT 0,1 M

c. 0,5uL de RNasa-Out 40 U/uL

d. 1 puL de dNTP’s

e. 1luL de M-MLV 200 U/uL
. Luego de terminar la incubacion, el tubo rotulado como Mix 1 se coloca
en hielo durante 3 minutos.
. Pasado este tiempo, se toman los 8,5 pL del tubo rotulado como Mix 2 y
se mezclan con el contenido del Mix 1.
. La mezcla de los dos Mix se coloca en el termociclador para continuar
con el siguiente orden de temperaturas:

a. 10 minutos a 25°C

b. 1 horaa37°C

c. 5 minutos a 94°C

d. 30 minutos a 4°C

. Una vez terminado, se almacenan a -20°C hasta su uso.
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9. PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR)

Posteriormente se realiza la PCR en tiempo real siguiendo las siguientes
indicaciones:

1. Realizar un mix para todas las muestras a analizar conteniendo la sonda
tagman y el master mix.

Afadir a cada tubo 11 pL de la mezcla (10 Master mix y 1 de sonda).
Afnadir la cantidad de cDNA estipulada.

Completa con agua DEPC a la cantidad de 20pL.

o b~ 0N

Tapar cuidadosamente los tubos sin tocar la parte superior de la tapa y

usando toallas libres de polvo.

6. Colocar los tubos en el equipo y especificar el protocolo de reaccion en
reaccion estandar, cuantificacién relativa AACt y uso de sonda tagman.

7. En las tablas se presenta los reactivos en la reaccion y las condiciones

de ciclos de la PCR.

Reactivo Cantidad (L)
Master Mix 10
Agua DEPC 6.5
Sonda 1
Cdna 2.5
Componentes de al reaccion
Paso 1 50°C - 2°
Paso 2 95°C - 10°
Paso 3 95°C -15”
Paso 4 60°C - 1°
Paso 5 Repetir 45 veces paso 3y 4
Ciclos de PCR
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10.Extraccién de proteinas.

1.
2.
3.

Eliminar el medio de la placa con pipeta y puntilla desechable.

Agregar 1 mL de PBS frio para humedecer la superficie.

Raspar con scraper o raspador plastico estéril el contorno de la mitad de
la caja y el centro en un solo sentido, girando la placa en sentido de las
manecillas de reloj, a modo de colectar las células en todas las
posiciones.

Transferir el liquido a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

5. Afadir 500 uL mas de PBS 1x a la placa, raspar de nuevo y transferir al

8.
9.

eppendorf. Depositar en hielo.

Dar una centrifugacion répida y retirar el sobrenadante. Repetir la
centrifugacion rapida y eliminar el remanente de liquido.

Adicionar un volumen 1:1 de buffer de lisis con respecto al pellet
obtenido, aproximadamente 20 uL para el tiempo de 0 horas y aumentar
de 1-5 uL por cada dia transcurrido.

Incubar en hielo por 20 min.

Centrifugar 5 min, a 13,000 rpm a 4°C.

10. Retirar el sobrenadante (proteina) y pasarlo a un tubo nuevo.

11. Almacenar a -80°C hasta su uso.

Observaciones:

* EI PBS 1x se necesita frio (4°C) para preservar de mejor manera las células

hasta la extraccion de proteinas.

* Es importante eliminar la mayor cantidad de sobrenadante de medio y dejar la

menor cantidad posible de liquido sin perturbar la pastilla celular debido que un

exceso de liquido podria diluir la proteina a extraer.

En cada ronda de experimentos se usaron células Huh-7 parental y replicon del

mismo pasaje; se trabajé con células con nimero de pasaje interno 20 hasta

30.
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11. Curva estandar de referencia de proteinas

1. Preparar una solucion stock de BSA a una concentracién de 100 mg/mL,

se recomienda un volumen final de 1 mL.

2. Diluir esta solucion inicial 100 veces para obtener una segunda de 1 000

ug/mL.

3. Diluir la solucién de 1 000 pg/mL 10 veces mas para preparar una

solucion de 100 pg/mL, con la cual se prepararan los 5 estandares de la

curva.
4. En la siguiente tabla se muestra las cantidades de los diferentes

reactivos a mezclar para la preparacion de los estandares directamente

en la microplaca, con un volumen final de 200 uL, usando la solucién

stock de 100 pg/mL.

Estandar (ug/mL)

0

1
5
10
15
20

Reactivo de Bradford Sol. Stock de proteina Agua miliQ

40 pL
40 pL
40 pL
40 pL
40 pL
40 pL

2 uL
10 uL
20 pL
30 pL
40 pL

160 pL
158 pL
150 pL
140 pL
130 pL
120 pL

Observaciones:

5. Mezclar, dejar reposar por 5 min y leer a 600 nm de longitud de onda.

6. Con las absorbancia, construir la curva de calibracion y calcular la

ecuacién de la recta con la que se hara la estimacion de la cantidad de

proteina.

* Para las soluciones stock, el volumen de preparacion recomendado es de 1

mL.

84



* La evaluacién de los estandares debe hacerse por triplicado, es recomendable
que el coeficiente de variacion sea menor al 5% vy el coeficiente de correlaciéon

de la curva de, al menos, 0.980.

12. Cuantificacion por el método de Bradford

1. Preparar en una microplaca de 96 pozos lo siguiente:
Blanco 160 uL de agua miliQ + 40 uL de reactivo de Bradford
Muestra 159 uL de agua miliQ + 40 uL de reactivo de Bradford + 1

uL de extracto de proteina sin diluir o diluido 1:3 0 1:5

2. Dejar reposar la reaccion, luego de mezclar bien, por 5 min.

3. Leer en el lector de ELISA a 600 nm, seleccionando la opcion #12
(Alamar 600).

4. Estimar la concentracion haciendo el calculo correspondiente con la
ecuacion de la recta previamente obtenida de la curva estandar de

referencia.

Observaciones:
* Este método en microplaca permite que la reaccion se realice con un volumen
minimo de muestra.

* Una vez preparada la reaccion es estable por 1 hr.
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13.SDS-PAGE

1. Preparar un gel de poliacrilamida de 7x10 cm con el gel separador a una
concentracion de 10% y el concentrador al 5%. Dejar polimerizar.

2. Tomar 20(Oxiblot) o 40Western blot) upg de proteina y mezclar con
buffer de desnaturalizacion en una proporcion 1:4. La mezcla puede
ajustarse para tener un volumen manejable de 10-12 uL, aunque puede
cargarse menos, 2-3 plL.

3. Desnaturalizar las proteinas calentado a 94°C por 5 min en thermomixer
y poner en hielo.

4. Armar la camara, poner buffer de corrida 1x y cargar las muestras,
incluyendo el marcador de peso molecular.

5. Correr a 80V por aproximadamente 2 h.

6. Desmontar el gel y seguir a la transferencia.

14. Transferencia ala membrana de PVDF.

1. Recortar la membrana Hybond-P PVDF (Amersham Biosciences) con las
dimensiones de 6 cm de ancho por 8.5 cm de largo.

2. Sumergir la membrana en metanol 100% (v/v) por 30 s,

3. Lavar la membrana con agua Mili-Q por 5 min.

4. Equilibrar la membrana con buffer de transferencia 1X minimo 5 min
antes de realizar la transferencia.

5. Colocar también en buffer de trasferencia 4 piezas de papel filtro y 3

esponjas en una charola grande.

Remover y descartar el gel concentrador.

Colocar sobre el gel un filtro himedo y despegar el gel del vidrio.

Colocarlo sobre la esponja del set de transferencia.

© © N O

Armar el sandwich colocando sobre el gel la membrana previamente
equilibrada. Eliminar burbujas con la pipeta rolling.

10.Colocar un papel filtro humedecido sobre la membrana,
consecutivamente colocar la esponja.

11.Transferir a 4°C a 120 V por 2 horas o a 35 V por toda la noche.
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15.Western Blot o inmunodeteccion

1.

Después de la transferencia tefiir la membrana con el reactivo rojo de
Ponceau.

Enjuagar la membrana tefiida con buffer TBS-T 1X utilizando un agitador
mecanico, hasta eliminar el colorante y marcar con lapiz los pesos
moleculares del marcador.

Sumergir la membrana en el buffer de bloqueo con leche e incubar por 1
hora de preferencia a 4°C.

Posteriormente lavar la membrana para eliminar restos del buffer de
bloqueo.

Incubar la membrana con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C.
Retirar el anticuerpo primario y lavar la membrana 3 veces por 10 min
cada vez a temperatura ambiente.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario por 2 horas y en
agitacion de preferencia a 4°C.

Lavar la membrana 3 veces con buffer TBS-T 1X por 10 min cada lavado.

9. Al terminar los lavados preparar el material necesario para efectuar el

desarrollo de quimioluminiscencia.

16. Quimioluminiscencia

1.

Preparar la solucién de deteccion mezclando la solucién A 'y B del kit de
quimioluminiscencia Santa Cruz Biotechnologies, en una proporcion 1:1
(1 ml de cada reactivo). La cantidad requerida de la mezcla es de
aproximadamente 0.1 ml /cm? de membrana.

Incubar la membrana con la solucidbn en otro recipiente cubierto con

aluminio. Alrededor de 1 min mezclando suavemente.

3. Colocar la membrana en un acetato y llevar a fotodocumentador.

4. Capturar la imagen.
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17.Eliminacion de anticuerpos (Stripping out)

1. Sumergir la membrana PVDF en el buffer stripping 1X

2. Incubar la membrana a 50 °C durante 30 min por agitacion.

3. Lavar la membrana 4 veces con TBS-T 1X o las veces que sean
necesarias para eliminar el B-mercaptoetanol presente en el buffer.

4. Bloquear la membrana en buffer de bloqueo con leche durante 30 min.

5. Repetir el procedimiento de inmunodeteccion.

18.Oxiblot

1. Realizar la extraccién de proteinas como se describié anteriormente.

2. Utilizar de 15 a 20 pg de proteina para la reaccion de derivatizacion.

3. Desnaturalizar con un volumen equivalente de SDS 12% (1:1) para una
concentracion final de 6%.

Derivatizar la muestra afladiendo 10 pL de DNPH 1x.

Incubar la reaccién por 15 min. sin sobrepasar los 30 min.

Afadir 7.5 pL de la solucién neutralizadora.

N o g A

Continuar con el procedimiento antes descrito para Western blot,
utilizando los anticuerpos primario y secundario provistos en el kit de
Oxiblot.

Observaciones:

* Utilizar una dilucién de 1:150 para el anticuerpo primario y 1:300 para el

anticuerpo secundario.
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19. Determinacién de ROS por DCFH

1.
2.
3.

Sembrar alrededor de 15 mil células en placas negras de 95 pozos.
Aplicar los tratamientos correspondientes

30 min antes de cumplirse el tratamiento, afiadir 2 uL de DCFH 0.5 mM
para obtener una concentracion final en el pozo de 5um.

Forrar la placa con aluminio e incubar los 30 min. a 37 °C.

5. Leer en un lector de fluorescencia para placas a una longitu de ondda de

excitacion de 503 nm y de emision de 529 nm.
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Preparacion de Reactivos

|. Cultivo Celular

1. Medio de cultivo ADMEM (Invitrogen, Cat. 12491015)

Para 500 mL,
Suero 2% 10 mL
Glutamina 1% 5 mL

Aminoéacidos no esenciales 1% 5 mL
Antibidtico 1% 5 mL

2. Buffer PBS 1x
Cantidad Concentracion final

NaCl 80 g 8%

KCl 29 0.20%
NaHPO, 14.4 g 1.44%
KH,PO4 249 0.24%

Ajustar el pH a 7.4 con HCl y aforar a 1 L con agua destilada. Esterilizar y
alicuotar.

3. Geneticina

Para preparar 10 mL de geneticina, pesar 1.35 g de polvo en un tubo falcon de
15 mL, cuidando que la boca del tubo no toque ninguna superficie. Aforar con
agua miliQ estéril completando a 10 mL, para obtener una concentracion de 100
mg/mL. Alicuotar en tubos eppendorf y rotular. Se hace ademas una prueba de
esterilidad dejando incubar una porcion de geneticina con medio de cultivo por
una semana. La geneticina recién preparada no puede ocuparse hasta que se

demuestre su esterilidad.

90



Il. Electroforesis

1. Buffer Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 (Buffer separador)

Reactivo Cantidad Concentracion final

Tris-base 27.25¢9 15M

SDS 0.60 g 9.4%
Ajustar pH a 8.8 con HCI y aforar a 150 mL con agua destilada. Almacenar a
4°C.

2. Buffer Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 (Buffer concentrador)

Reactivo Cantidad Concentracion final

Tris-base 9.0g¢g 0.5 M

SDS 0.60g 0.4%
Ajustar pH a 6.8 con HCl y aforar a 150 mL con agua destilada. Almacenar a
4°C.

3. Buffer de corrida 5x
Reactivo Cantidad Concentracion final

Tris-base 15.1¢ 125 mM
Glicina 94.0¢9 1.25M
SDS 50¢9 0.50%

Aforar a 1 L con agua destilada hasta la completa disolucion de todos los
sélidos. Agitar en placa de agnacion si es necesario. Puede almacenarse a

temperatura ambiente.
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4. Gel de Poliacrilamida de 7x10 cm por 1 mm de grosor

Separador (10%) | Concentrador (5%)
Agua miliQ (mL) 4.02 3.05
Poliacrilamida al 30% (mL) 3.33 0.650
Buffer* (mL) 2.5 1.25
SDS 10% (uL) 0.1 0.050
PSA 10% (uL) 0.05 0.025
TEMED (uL) 0.01 0.010
10.01 mL 8.085 mL

* Buffer de pH 8.8 para el gel separador y de 6.8 para el concentrador.

5. Buffer de desnaturalizacion para proteinas

Reactivo Cantidad
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.0 mL
Glicerol 0.8 mL
SDS 10% 1.6 mL
Azul de bromofenol 1% 0.4 mL
2-mercaptoetanol 0.4 mL
Agua destilada 3.0mL

6. SDS al 10% (ICN Biomedicals, Cat. 194831)
Pesar 10 g de SDS y aforar a 100 mL con agua destilada, agitar en placa para
lograr la disolucién. El reactivo es irritante por lo que se recomienda el uso de

cubrebocas al pesarlo.

7. Persulfato de amonio al 10% (Sigma, Cat. A9164)
Pesar 100 mg de reactivo soélido en tubos eppendorf y guardar a -20°C

protegidos de la luz. Agregar 1 mL de agua destilada justo antes de usar.
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18. Inhibidor de proteasas

Disolver 1 tableta de marca comercial en 1 mL de agua.

ll. Western blot

1. Buffer de transferencia 10 X

Tris Base 25mM 60.6gr
Glicina 192mM 288gr
SDS 0.05% 10g
Agua DE 2000 ml
2. TBS 10X

24.2 g Tris HCI + 80 g NaCl disolver en 900 mL de agua destilada.
Ajustar pHa 7.6 y aforara 1 L.

3. TBS-T 1X
Diluir 100 mL de TBS 10X en 900 mL de agua destilada y adicionar 1 mL
de Tween 20.

4. Buffer de bloqueo con leche 1X

Reactivo Cantidad
Leche descremada en polvo 129
TBS-T 1X 40 mL

5. Solucién de Ponceau 0.1 %

Reactivo Cantidad
Ponceau S. 0.2¢9
Ac. acético 10 mL

Aforar a 200 mL con agua destilada
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6. Diluciones de anticuerpos
Los anticuerpos de diluyeron en 5 mL de TBS-T 1X segun el anticuerpo

utilizado fue la dilucién que se usoé.

7. Buffer de stripping 1X

Reactivo Cantidad

Tris-HCI pH 6.7 31.25¢g
SDS 10% 100 mL
B-mercaptoetanol 3.5mL

Aforar a 500 mL con agua destilada.

IV. Ensayo de viabilidad con azul alamar

Se utilizé azul alamar al 10 %. Directo del frasco se tomo la cantidad necesaria

a utilizar y se diluyé con medio ADMEM, se prepara 1 dia previo a su uso.

V. Determinacién de ROS

Para ello se utiliz6 la diclorofluoresceina diacetilada o DCFH al 0.5 mM se

pesaron 0.00048 g, y se disolvieron en 2 mL de etanol grado reactivo.
Se prepard también peroxido de hidrégeno al 0.2 M a partir de una solucién al

0.88 M. Se tomaron 227 pL de la solucion concentrada y se diluyeron con

773uL de agua Mili-Q estéril para obtener al concentracion final de 0.2 M.
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