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RESUMEN

EFECTO DE LAS PROTEINAS DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C EN LA
REGULACION DE LA EXPRESION DE FOXC1 Y SNAI1

Numero de paginas:

Introduccion: la hepatitis C es una enfermedad infectocontagiosa de etiologia viral (VHC), la
cual infecta a mas de 185 millones de personas alrededor del mundo. Esta enfermedad es una de
las principales causas de fibrosis, cirrosis, carcinoma hepatocelular y muerte relacionada al
higado en el mundo. Los mecanismos patoldgicos del VHC no han sido del todo dilucidados,
pero se sabe que las protefnas virales interaccionan con las vias de sefalizacién celular y son
capaces de inducir la transicién epitelial mesenquimal (TEM) en los hepatocitos infectados, lo
que podria estar relacionado con su actividad profibrética y oncogénica. Es por ello que
consideramos importante estudiar la relacién entre el VHC y los factores de transcripcion
FOXC1 y SNAII, considerados orquestadores de la TEM.

Materiales y Métodos:Se diseiié un plasmido que expresa la proteina Core del VHC, se
caracterizd y se demostrd su expresion a nivel transcripcional y traduccional en células Huh?7
(hepatocarcinoma) transfectadas con el mismo. Se compar6 la expresion a nivel transcripcional
y traduccional de FOXC1 y SNAII en las lineas celulares Huh7 y Huh7-VHC Replicén, la cual
expresa las proteinas no estructurales del VHC. Posteriormente se transfectaron células Huh7
con los pldsmidos pFK1 (proteinas no estructurales), NS5A y Core estudiandose la expresion de
FOXC1 y SNAII usando como control células Huh7 transfectadas con pcDNA.

Resultados: los resultados de la transfeccion transitoriacon pFK1 y NS5A mostraron un
incremento en la expresion de SNAIl y una disminucién en los niveles de expresion de
FOXC1, la transfeccién con el plasmido de Core demostré la Funcionalidad del plasmido y la
expresion de Core en las células transfectadas demostré un incremento en la expresién de
FOXC1 y una disminucién en la expresiéon de SNAIL. Al comparar la expresiéon de FOXC1 y
SNAII en las lineas celulares Huh7 y Huh7-VHC Replicén se encontré una sobreexpresion a
nivel transcripcional de ambos genes y una disminucién en la expresién a nivel traduccional en
la expresion de SNAIL.

Conclusiones: El plasmido disefiado para la expresion de la proteina Core del VHC demostrd
su funcionalidad. Se observé que NS5A y 1 conjunto de las proteinas no estructurales del VHC
son capaces de inducir una regulacion ala alta a nivel transcripcional de FOXC1 y SNAII y una
regulacién a la baja de FOXC1. La expresion de la proteina Core induce una regulacién a la alta
de FOXCI1 y una regulacién a la baja de SNAIL. La linea celular Huh7-VHC Replicén la cual
expresa las proteinas no estructurales del VHC mostro una mayor expresiéon a nivel
transcripcional de FOXC1 y SNAII, sin embargo también se observé una menor expresion a
nivel traduccional de SNAII.

_Era. C. :
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La hepatitis C es una enfermedad infectocontagiosa con una elevada tendencia a la
cronicidad, se produce tras la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) el cual
posee tropismo selectivo por las células hepaticas.A pesar de que la mayoria de los
pacientes pueden permanecer asintomdticos durante décadas,el dafio hepatico crénico
resultante de la infeccién viral, dard lugar en dltima instancia a cirrosis

hepéticay/ocarcinoma hepatocelular(“OMS | Hepatitis C,” 2017).

Una vez que la enfermedad hepdtica sobrepasa la etapa de compensacion, ésta puede
generar hipertension portal, coagulopatia, varices esofdgicas y encefalopatia hepatica.El
costo de tratar esta aparatosa sintomatologia en un enfermo crénico representa un gran

peso para el sistema de salud y la familia(Y Tratamiento De La, n.d.).

Aunque estan disponibles algunos farmacos que permiten detener la infeccion antes de
su progreso, estos son extremadamente costosos y no se encuentran al alcance de del

paciente promedio(Bryan-Marrugo et al., 2015).

Con el fin de generar nuevos tratamientos, es preciso dilucidar los mecanismos
patoldgicos del virus, entender cdmo interactian las proteinas virales con las vias de
sefalizacion celular y cudl es el papel de esta interaccion en el ciclo viral(Bandiera,

Billie Bian, Hoshida, Baumert, & Zeisel, 2016).

En el presente estudio nos enfocamos en lainteraccion entre las proteinas virales (core y

no estructurales) y los factores de transcripcion FOXC1 y SNAII.

1.1 Epidemiologia

Se estima que mas de 185 millones de personas en todo el mundo se encuentran
infectadas por el VHC, de las cuales cada afio mueren 350,000(“OMS | Hepatitis C,”
2017). la incidencia, prevalencia y factores de riesgo de la infecciéon varian
considerablemente entre paises, sin embargo la prevalencia es mayor en paises de bajos
y medianos ingresos(Shire & Sherman, 2015). En general esto se debe a un sistema
sanitario deficiente, un incorrecto manejo de los productos sanguineos, la carencia de

métodos de diagndstico y al dificil acceso a tratamiento. Sin embargo ain en paises
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desarrollados, el contagio en el medio hospitalario puede seguir siendo un asunto
importante, en un estudio publicado en Espaiia entre los afios 1998 y 2005 se encontré
que el 67% de los pacientes infectados no tenfan mds factores de riesgo que el haber

sido ingresados en un hospital en los dltimos 6 meses (Martinez-Bauer et al., 2008).

| Prevalence Total Infected
(Viremic) (Viremic)

0.0%-0.6% 0-200K
0.6%-0.8%  200KE50K

[Jos%13% e 650K-1.9M
[:] 1.3%-2.9% @ 1.9M-3.5M
I 29%7.8% @ 3.5M-9.2M

Figura I: Infecciones virémicas por VHC (prevalencia y total de infectados) alrededor del mundo. Total
de infectados y porcentaje de la poblacion. (Del centro para el andlisis de enfermedades (CDA). (“HCV
Epidemiology - Summary Slides (updated January 19, 2015),” n.d.)

Actualmente se considera a la Hepatitis C como una de las principales causas de
enfermedad hepética terminal, carcinoma hepatocelular (CHC) y muerte relacionada al
higado en el mundo. En la tabla I se muestran las principales causas de cirrosis hepatica

y cancer de higado en el mundo, entre los afios 1998 y 2013 (Vos et al., 2015).

A pesar de la existencia de diversos tratamientos antivirales no se puede considerar la
erradicacion del VHC, ademds a la fecha no se cuenta con una vacuna para prevenir su
propagacién. Actualmente el principal desafio,en los paises en vias de desarrollo es que
los tratamientos sean asequibles para los sujetos infectados(Lanini, Easterbrook, Zumla,

& Ippolito, 2016a).
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Céncer de Higado: Antes de 1998 Entre 1998-2005  Entre 20062013  Total |
Céncer de higado por hepatitis B 17:0% 17-6% 9-6% 24:5%
Cancer de higado por hepatitis C 17:6% 17-6% 101% 24:5%
Cancer de higado por consumo 6.9% 9-6% 6-4% 112%
de alcohol
Cancer de higado por otras 37% 53% 43% 59%
causas

Cirrosis Hepatica: Antes de 1998  Entre 1998-2005  Entre 2006-2013  Total
Cirrosis causada por hepatitis B 10-6% 6:9% 43% 14-9%
Cirrosis causada por hepatitis C 12:8% 7-4% 43% 16-5%
Cirrosis causada por consumo 6-9% 53% 37% 9-6%
de alcohol
Cirrosis debido a otras causas 5-3% 5-3% 43% 85%

Tabla 1: Principales causas de cirrosis hepdtica y cdncer dehigado en el mundo, entre los afios 1998 y
2013.

1.1.1Vias de transmision

En paises en vias de desarrollo la transmisién ocurre principalmente de forma
1atrogénica debido a trabajos dentales, cosméticos y a poca seguridad durante las
transfusiones sanguineas. En contraste con los paises desarrollados donde la mayoria de
las infecciones son causadas por exposiciones de alto riesgo en poblaciones especificas,

como los usuarios de drogas intravenosas (Lanini et al., 2016a).

La via de transmisiéon sexual no parece desempefiar un rol importante entre parejas
heterosexuales donde la probabilidad de ser contagiado por contactos heterosexuales es
de 1 en 190,000,(Terrault et al., 2013)(Lanini et al., 2016a) sin embargo han ocurrido
multiples brotes entre hombres homosexuales VIH positivos. Se han identificado varios
factores de riesgo independientes en esta poblacion, estos son: una carga baja de
linfocitos CD4, uso de drogas intravenosas, relaciones sexuales sin proteccion,

compartir juguetes sexuales y pajillas para uso de drogas inhalables (Vanhommerig et

al., 2015)(Lanini et al., 2016a).

La transmision vertical de madre a hijo es la ruta mds comun de transmision en infantes

con un riesgo de 6% y 11% en neonatos de mujeres infectadas(Lanini et al., 2016a).

1.1.2Epidemiologia en México

En México se estima que 1, 652,000 personas pueden estar infectadas por el VHC,con
una incidencia de 19,300 casos nuevos por afio. La prevalencia de la hepatitis C varia

segun la zona geografica del pais, 2% en el norte, 1.5% en el sur y 1.1 % en el centro
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del pais. Se calcula que 85% de los individuos infectados (1,404,200 mexicanos)
padecen hepatitis crénica y la mitad de ellos desconoce su estado(Arrese et al., 2015).
En nuestro pais,de 50 a 75% de los pacientescon hepatitis C se infectaron por
transfusion de sangre o productos sanguineos antes de 1995. Una forma de transmisién
que merece especial atencidn es el uso de drogas intravenosas. Esta actividad se ha
incrementado en los dltimos afios entre los jovenes de 18 a 34 afios, segtin los informes
del Consejo Nacional Contra las Adicciones (CONADIC)(Arrese et al., 2015).

En nuestra poblacion el genotipo mds frecuente del virus es el 1
(70%)predominantemente, el subtipo b (figura 2)(Marquez-Rosales, Santoscoy-Tovar,

& Montoya-Fuentes, 2008).
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Figura 2: frecuencia y distribucion de los genotipos de hepatitis C en nuestro pais.(Marquez-Rosales et
al., 2008)

1.2 Historia natural de la enfermedad

La historia natural de la hepatitis C crénica (HCC) es altamente variable. Después de
décadas infectados con el virus los pacientes pueden presentar desde cambios minimos,
hasta fibrosis avanzada, cirrosis o carcinoma hepatocelular (Westbrook & Dusheiko,
2014). Las causas de las variaciones en el ritmo de progresion de la enfermedad ain no
han sido esclarecidas(Preciado et al., 2014).De forma general se considera que tras la

infecciéon aguda, casi siempre asintomdtica, la mayoria de los pacientes (70-80%)
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desarrollardn formas crénicas. Se considera una infeccién crénica a la persistencia de
ARN viral en la sangre durante al menos 6 meses posterior a la primoinfeccion. Tras 25
a 30 afios de la enfermedad un 5 a 25%de los pacientes presentaran cirrosis y un 1 a 3%

carcinoma hepatocelular(Figura 3)(Manns et al., 2010).

100% 70-80%
| Hepatitis Aguda | | Hepatitis Crénica |
Resolucion |
espontanea 2530 aiios
(15-25%)
PersistenmdeARanlen la
sammnnte*almmss
meses después del inicio de la
infeccion.

Figura 3: Progresion de la hepatitis C. Tras una infeccion aguda casi siempre asintomdtica hasta un
80% de los pacientes desarrollard hepatitis cronica, a lo largo de 25 a 30 afios hasta un 25%

desarrollara cirrosis y hasta un 3% desarrollara carcinoma hepatocelular.

1.2.1 Cuadro clinico

La infeccién por el VHC comienza con una fase aguda. La cual generalmente no se
diagnostica porque pocas veces provoca sintomas. Cuando los signos y sintomas se
manifiestan, pueden incluir ictericia, fatiga, nduseas, fiebre y dolores musculares. Los
sintomas agudos aparecen de uno a tres meses después de la exposicion al virus y duran

de dos semanas a tres meses.(“Hepatitis C - Sintomas y causas - Mayo Clinic,” n.d.)

Tras la fase aguda un 80% de los pacientes desarrollan hepatitis crénica, finalmente el
dafio hepético cronico dard lugar a un proceso difuso de fibrosis y la conversion de la
arquitectura normal en una estructura nodular anormal. En la evolucién de la

enfermedad, podemos distinguir dos fases: cirrosis compensada y descompensada. Esta
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diferenciaciéon tiene en cuenta que los pacientes hayan o no desarrollado las

complicaciones propias de la enfermedad.(Y Tratamiento De La, n.d.)

La cirrosis compensada puede ser asintomdtica (40%) o manifestarse con datos
inespecificos como: anorexia, pérdida de peso, debilidad, fatiga y osteoporosis. La
exploracion fisica en esta etapa puede ser también inespecifica. Un importante nimero
de pacientes que todavia no han sido diagnosticados se encuentran en esta fase(Y

Tratamiento De La, n.d.).

Una vez establecida la enfermedad descompensada se presentan un serie de sintomas
como; ictericia por la elevaciéon de bilirrubina en la sangre, ascitis debido a la
deficiencia en la sintesis de albumina, encefalopatia hepdtica por acumulacién de
sustancias no depuradas por el higado, coagulopatia por deficiencia en la sintesis de
factores de coagulacién, hemorragia digestiva por varices esofdgicas subsecuentes a la
hipertensiéon portal, ginecomastia por disminucién en la aromatizaciéon de la

testosterona, entre otros(Y Tratamiento De La, n.d.).

Cirrosis descompensada

‘ij [

Cabezade Ginecomastia
medusa
k|
Ictericia Asterixis Equimosis

Figurad: Signos y sintomas de la cirrosis descompensada. El dafio hepdtico crénico entre sus muchos signosy
sintomas genera ascitis por la disminucion en la sintesis de albumina, hipertension portal que puede manifestarse
como cabeza de medusa, ginecomastia en varones por la disminucion en la aromatizacion de testosterona, ictericia

por aumento de la bilirrubina, asterixis por encefalopatia hepdtica y equimosis secundarias a coagulopatia.
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1.3El Virus de la hepatitis C

Como se menciond anteriormente el agente etioldgico de la hepatitis C es el VHC, un
virus de ARN monocatenario de cadena positiva, perteneciente a la familia flaviviride,
genero hepacivirus, de 30 a 60 nanémetros de didmetro con una envoltura lipidica de
doble capa y una nucleocdpsideicosaédrica.

El virus posee un genoma de 9.6 kb (figura 5), con un marco unico de lectura (MUL)
flanqueado por dos regiones no codificantes (RNC). En la regién 5” se localiza el sitio
interno de entrada al ribosoma(IRES),esencial para la traduccién independiente de las
proteinas virales. E1 ORF da lugar a una poliproteina de 3000 aminodcidos que es
procesada para dar lugar a tres proteinas estructurales (core, E1 y E2) y siete proteinas
no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B)(Preciado et al., 2014).

NO ESTRUCTURALES
|
|

NS3 - NSsA | Nsse &}%O

NS4A 3'UTR

Figura 5: Genoma del Virus de la hepatitis C. Se observa el marco tinico de lectura (MUL) que dard
lugar a las tres proteinas estructurales del virus y a las siete proteinas no estructurales, el MUL estd
flaqueado por dos regiones no codificantes en la region cinco prima se encuentra el IRES( sitio interno
de entrada al ribosoma) necesario para la traduccion independiente de las proteinas virales (Preciado et
al., 2014).

1.3.1Funcioén de las proteinas virales
Brevemente las funciones de las proteinas viralesson las siguientes:

-Core:conforma la cépside del virus.

-Las proteinas E1 yE2: son proteinas altamente glicosiladas que participan en la entrada
del virus a la célula.

- P7:posee actividad de canal i6nico importante para la liberacion del virus.
-NS2: es una autoproteasa con actividad cisteina proteasa.

-NS3: es una proteina multifuncional con actividad serina proteasa que al interaccionar
con NS4A tiene actividad NTPasa/helicasa.

-NS4A: actda como cofactor de NS3 e induce la formacion de la red membranosa.
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-NS5A: es una fosfoproteina que puede encontrarse en dos formas fosforilada o
hiperfosforilada, probablemente el estado de fosforilacion modula la eficiencia de la
replicacion.

-NS5B: es la ARN polimerasa dependiente de ARN(Manzanares Ibafiez, 2011).

En la figura 6 se describe la localizacion de las proteinas virales durante la replicacion.

Luz del RER
Membranas del RER

Citosol

Figura 6: Proteinas del VHC y su localizacion en el reticulo endopldsmico rugoso (RER) durante la
replicacion. Las proteinasEly E2 se localizan en la luz del RER, las proteinas Core, p7, NS2,NS4A y NS4B se
localizan en la membrana del RER mientras que las proteinas NS3,NS5A y NS5B se localizan en el citosol.

1.3.2 Ciclo viral

La figura 7 ilustra brevemente el ciclo viral del VHC. Tras la entrada al organismo las
particulas virales viajan en la sangre asociadas con lipoproteinas de baja densidad. La
infeccién inicia con interacciones de baja intensidad entre las particulas virales y los
proteoglicanos de la superficie del hepatocito, también participan el receptor de LDL y
SR-B1 que se une a la proteina E2 del virus.A esto le sigue una unién mas especifica
entre la proteina E2 y CD81 que induce una remodelacién en la actina que facilita el
movimiento lateral del complejo CD81-VHC hacia las uniones comunicantes, una vez
ahi el virus interactia con la Claudina 1 y la Ocludina lo que provoca una endocitosis
mediada por clatrina.

El descenso del pH dentro del endosoma provoca la liberaciéon del ARN viral en el
citoplasma el cual viaja hacia el reticulo endoplasmico rugoso (RER). Dirigido por el
IRES, se traduce directamente dando lugar a una unica proteina que es procesada por
proteasas celulares y virales dando lugar a las proteinas estructurales (core, E1 y E2) y
no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B)(Colpitts & Baumert,
2016).
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Las proteinas virales forman el complejo de replicacién. Dentro de este complejo, el
ARN de polaridad positiva es copiado a un ARN complementario de polaridad negativa,
que sirve de molde para la sintesis de ARN gendémico de polaridad positiva. Estos ARN
de polaridad positiva servirdn para la sintesis de nuevos ARN complementarios

negativos, para la traduccion o serdn encapsidados.

El modelo actual de ensamblaje de las particulas virales postula que las nucleocipsides
formadas en el citoplasma adquieren la envuelta de glucoproteinas mientras brotan a
través del reticulo endopldsmico. Una vez ensambladas, las particulas del VHC son
liberadas a través de la via de secrecion celular(Koutsoudakis, Forns, & Pérez-del-

Pulgar, 2013).

Lipo-viro-particulas

Virus maduros
Unidn y Fusion @

Claudina-1

Ocludina

Entrada @

T

EGFR @ Replicacion
EphA2 @
Traduccién 9°
ARN viral y 8 08o
NPC1L1 procesamiento Q

poliproteina Red de

Reticulo endoplasmatico membrar\j

Figura 7: Ciclo viral del VHC. 1) Interaccion inicial 2) Endocitosis. 3) La fusion de la envuelta del virus
con la membrana del endosoma. 4) Liberacion del ARN viral. 5) Traduccion del ARN viral. 6)
Replicacion. 7) Formacion de la cdpside. 8) Liberacion del virus (Koutsoudakis et al., 2013).

Liberacion de ARN viral @

1.4 Tratamiento

No existe una vacuna para prevenir la infeccién por el VHC. En 1990 se propuso por

primera vez la ribavirina para tratar la infeccion y el primer ensayo clinico para la

9
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evaluaciéon de su eficacia comenzé en 1991. La terapia antiviral combinada de
interferén pegilado yribavirina(RIV y PEG-IFN) se convirti6 en el estidndar de atencién
para esta enfermedad, y a pesar de sus deficiencias (efectos secundarios no deseados y

50% de recaida) permanecié como tal por mds de 15 afios.

1.4.1 Antivirales de accion directa

No fue sino hasta el 2011 que la mejor comprension del ciclo de viral llevé al
descubrimiento, evaluacién y aprobacidn de los primeros agentes antivirales de accién
directa (AAD) que se dirigen selectivamente al virus, estos fueronTelaprevir y
Boceprevir,inhibidores de la proteasa, que reducen efectivamente la carga viral en
pacientes con infeccion crénica por VHC. Poco a poco se han agregado nuevos AAD a
esta lista: simeprevir (inhibidor de proteasa), sofosbuvir(inhibidor de la polimerasa
NS5B), daclatasvir (inhibidor de la proteina NS5A) y faldaprevir (inhibidor de la
proteasa NS3 / 4A), todos ellos mostrando resultados muy prometedores y algunos
incluso han sido propuestos como la columna vertebral del tratamiento para las terapias
contra el VHC, libres de interferon. En la tabla 2 se muestran las opciones terapéuticas

para la hepatitis C.

Medicamento Duracion
Simeprevir + pegINF + RBY 24-48 semanas
Sofosbuvir + pegIMF + REV 12 semanas
Faldaprevir + pegINF + RBV 24-48 cemanasz
Daclatasvir + pegINF + RBV 24 semanas
Asunaprevir + daclatasvir + 24 semanas
peglNF + RBV

Tabla 2: opciones terapéuticas para el VHC genotipo 1

Sofosbuvir + RBV (INF-intolerante | 24 semanas,

o no elegible, pretrazplante) hasta THO disponibles en el mundo en el 2014-2015 (Tagle
ABT-450/r** + ombitasvir + 12 semanas Arréspide & Bussalleu Rivera, 2015).

dasabuvir + RBV

Sofosbuvir + simeprevir £ RBY 12 semanas

(off label®)

Sofosbuvir + faldaprevir = RBV 12 semanas

{off label*)

Sofosbuvir + daclatasvir = RBV 12-24 semanas

(off label*)

Sofosbuvir + ledipasvir dosis fija | 8-12 zemanas

combinada + RBY

Fuente: Pawlotsky ™
* Por fuera de las indicaciones aceptadas
** Potenciado con ritonavir

10
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En la actualidad, varios AAD (incluidos los inhibidores de la proteasa del VHC, los
inhibidores de la polimerasa y los inhibidores de la NS5A) se encuentran en diversas
etapas de desarrollo clinico (figura 8). Las investigaciones actuales intentan mejorar la
farmacocinética y la tolerabilidad de estos agentes, definir los mejores regimenes y

determinar estrategias de tratamiento que produzcan los mejores resultados.

Luz del RER

Inhibidores de la proteasa NS3/NS4A { ‘ Inhibidores de NS5A ! ' Inhibidores de la polimerasa

First class Linear covalent PIs Dadlatasvir () Nucleosides or nucleotides

Boceprevir Ledipasvir/GS-5885 () Sofosbuvir
Telaprevir ABT-267 () Mericitabine (1)
PPI-668 (1) VX-135 (1)
Second dass Linear non-covalent PIs MK-8742 (11)
Asunaprevir (In) Non-nudlecsides
Faldaprevir () ABT-333 (In)
GS5-9451 (1) Deleobuvir (1)
ABT-072 (11)
Third dass Macrocyclic Pls BMS-791325 (1)
Simeprevir GS-9669 (1)
ABT-450 (m) Setrobuvir (11)
Vaniprevir (1) Lomibuvir/VX-222 (11)
Danoprevir (11) BI 207127 (11/m)
MK-5172 (1) Tegobuvir (1)

Ciluprevir/GS-9256 (11)
Sovaprevir/ACH-1625 (1)
ACH-2684 (1)

Figura8: Moléculas blanco de la terapia anti-VHC y sus AAD relacionados. Los AAD se dividen en
inhibidores de la proteasa NS3/NS4A, inhibidores de NS5A e inhibidores de la polimerasa (NS5B). A
cada una de estas familias pertenecen diversos farmacos, los niimeros romanos indican la fase de ensayo
clinico en que se encuentran, aquellos aprobados por la FDA (Food and DrugAdministration de los

Estados Unidos de America) se muestran subrayados en rojo (Preciado et al., 2014).

La posibilidad de resistencia a los AAD fue motivo de preocupacién debido a la alta

variabilidad genética del VHC, sin embargo se considera poco frecuente en los AAD
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recientemente aprobados como el sofosbuvir, a pesar de ello se ha descrito (M. B. Zeisel

& Baumert, 2017).

1.4.1.1 Los AADyel CHC

Recientemente se ha establecido un debate sobre el efecto de los AAD sobre la
aparicion de carcinoma hepatocelular (CHC), ya en los tratamientos antiguos RIV y
PEG-IFNse considera que aun los pacientes que alcanzaban la respuesta viral sostenida
(RVS) presentaban una mayor probabilidad de desarrollar CHC que la poblacién
general. En esto fue atribuido principalmente al dafo hepético crénico, aunque algunos
autores han sefialado la probabilidad de que el VHC induzca la apariciéon de una firma
molecular en la célula infectada, mediante la alteracion del transcriptoma, que favorezca
la replicacion viral favoreciendo la carcinogénesis como efecto colateral (Baumert,
Jiihling, Ono, & Hoshida, 2017)(Ono et al., 2017).Esto vuelve indispensable estudiar los

mecanismos que pudieran favorecer estas alteraciones.

A vpartir del afio 2016 hasta la actualidad se han realizado diversos estudios
considerando la posibilidad de que los AAD favorezcan la aparicion de CHC aun en
aquellos pacientes que logran la RVS (Zeng et al., 2016)(C.-F. Huang et al., 2017). Se
ha observado una mayor incidencia y prevalencia de CHC en pacientes tratados con
AAD en comparacion con aquellos que logran la curacién espontanea de la infeccion y
los tratados con PEG-IFN, sin embargo todos estos han sido pequefios estudios
retrospectivos. Para esclarecer este asunto idealmente se deberian realizar grandes
estudios prospectivos multicéntricos, pero esto no ha sido posible, debido
principalmente a que la terapia con AAD es relativamente nueva y costosa (Konjeti &

John, 2018).

1.4.2 Agentes huésped-blanco

También vale la pena mencionar que diferentes lineas de investigacion estdn evaluando
otras formas de mejorar el tratamiento de los pacientes infectados con el VHC. Un
ejemplo son los antivirales que interfieren con los factores celulares implicados en la
infeccidn, es decir, agentes huésped-blanco (AHB) (figura 9)(Bryan-Marrugo et al.,
2015).
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Al actuar a través de un mecanismo de accién complementario y al exhibir una barrera
generalmente mds alta a la resistencia, los AHB pueden asociarse con AAD para
prevenir la resistencia viral. De hecho, dado su mecanismo de accién complementario,
las AHB y los AAD pueden actuar de forma sinérgica para reducir la carga viral (M. B.
Zeisel, Lupberger, Fofana, & Baumert, 2013).

Varias AHB estdn actualmente en desarrollo en ensayos preclinicos o clinicos. Los
estudios sobre alisporivir y miravirsen ya han mostrado tasas de curacién muy altas en
los ensayos clinicos de fase 2 y 3 cuando se usan en monoterapia. Los estudios
preclinicos también han demostrado la posible actividad sinérgica de las combinaciones
AHB/AADpara curar la infeccion por VHC. La sinergia entre los AAD y las AHB
ofrece una opcion prospectiva para las terapias combinadas.

Es por eso que los AHB pueden ampliar el arsenal terapéutico contra la infeccién
crénica por VHC y simplificar la terapia contra el VHC (M. Zeisel, Crouchet, Baumert,
& Schuster, 2015). Esta es una de las razones por las que se vuelve indispensable

comprender los factores celulares implicados en la infeccién por el VHC.

Inhibidores de la

internalizacion
. - A
v Internalizacén

Inhibidores de la
\ _‘[ Liberacion

liberacion
( ﬁ Endosoma

Inhibidores de la
traduccion

Liberacion \
de ARN J_

Traduccién y

Qicacién ¢

Inhibldnl:xes. f!e la ! " 1
replicacion I )

- Aparatode
Golgi

Inhibidores del
Ensamblaje | ensamblaje

Hepatocito

Figura 9: Representacion esquemdtica del ciclo viral del VHC donde se muestran los blancos para la
terapia antiviral. Mientras que todos los AAD actiian inhibiendo la replicacion viral los AHB pueden
ejercer sus efectos durante la internalizacion (anticuerpos contra CD81, SRB-1y CLD]), la replicacion
(inhibidores CpyA), el ensamblaje y la liberacion pudiendo ejercer un efecto sinérgico al combinarse con
los AAD(M. Zeisel et al., 2015).
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1.5 Patogénesis

Si bien el conocimiento sobre la virologia molecular de la infeccién por el VHC ha
avanzado marcadamente, los mecanismos moleculares de la progresion de la
enfermedad que conducen a la fibrosis, la cirrosis y el CHC adn no estdn claros

(Bandiera et al., 2016).

1.5.2 El VHC y la fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica se define como una acumulacion excesiva de proteinas de la matriz
extracelular (PME) como coldgeno, elastina, laminina y fibronectina. Es considerada
una respuesta de cicatrizaciéon en la lesion hepdtica crénica. Su estadificacion es
indispensable para el establecimiento del prondstico y manejo de la HCC (Sebastiani,

Gkouvatsos, & Pantopoulos, 2014).

Entender los mecanismos subyacentes a la fibrogénesis hepética es primordial para el
manejo y la prevencion de la enfermedad hepatica terminal. E1 VHC actia directamente
modulando las vias de sefializacion celular a través de las proteinas virales, ademds de
indirectamente inducir la repuesta inmune promoviendo un estado de inflamacién
crénica. Ambos eventos actdan en conjunto dando lugar a la fibrosis hepdtica

(Sebastiani et al., 2014).

1.5.2.1TEM en la fibrogénesis Hepatica

Los miofibroblastos se consideran elementos fibrogénicos clave en el desarrollo de la
fibrosis hepdtica, estos sintetizan PME de forma constante, sin embargo el origen de los
miofibroblastos es atin motivo de discusion. La evidencia sefiala que la fuente principal
de miofibroblastos son las células estelares hepaticas (CEH) las cuales reaccionan al
estimulo de citosinas profibroticas.Sin embargo existe evidencia de que otros
precursores importantes pueden ser las células epiteliales hepdticas a través de la
transicion epitelial mesenquimal (TEM)(Lee, Kim, & Park, 2014). Algunos autores
incluso sefialan que las CEHpodrian ser de hecho células epiteliales que atraviesan una
TEM parcial(Choi & Diehl, 2009). o algun tipo particular de hepatocito precursor
(figuralO)(Yang et al., 2008).
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Figura 10: Mecanismos de fibrosis hepdtica. Los elementos fibrogénicos clave en el desarrollo de
fibrosis hepdtica son los miofibroblastos la fuente principal de miofibroblastos son las células estelares
hepdticas (CEH) , sin embargo las células epiteliales hepdticas y los colangiocitos participan a través de

la TEM (Lee et al., 2014).

La TEM se caracteriza por un cambio rdpido y a menudo reversible de fenotipo, las
células epiteliales polarizadas que interaccionan con la membrana basal se vuelven
aisladas moviles y resistentes a la apoptosis. La degradacién de la membrana basal y la
formacion de células mesenquimales que pueden migrar mas alld de la capa epitelial
que les dio origen son la senal de una TEM completa (figura 10)(Kalluri & Weinberg,
2009b).

Es bien sabido que la TEM es un proceso indispensable durante la implantacion,
embriogénesis y organogénesis. En estadios posteriores es un factor primordial para la
reparacion y cicatrizacion, sin embargo en respuesta a un dafio crénico, como es el caso

de la HCC, se relacion con el desarrollo de fibrosis. Ademas la TEM se observa también
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en los procesos neopldsicos donde facilita la diseminacién metastdsica (figura

11)(Angadi & Kale, 2015).

Células epiteliales Células en transicién Células Mesenquimales
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Figura 11: Transicion epitelial-mesenquimal. Involucra uncambio funcional de células epiteliales polarizadas
hacia células mesenquimales moviles secretoras de PME, se enlistan los diferentes sets de marcadores que son

comiinmente utilizados para diferenciar ambos tipos celulares.

Tipo 1: Desarrollo Tipo 2: Cicatrizacion Tipo 3: Metastasis

Estrato mesenquimal Membrana basal

Celulas metastasicas %

Figura 12: Tipos de TEM. El tipo uno es indispensable para el desarrollo embrionario, El tipo dos
ocurre durante los procesos de cicatrizacion y se relacion con la aparicion de fibrosis, El tipo tres ocurre
durante procesos neoplasicos y favorece la metdstasis. Tanto la fibrosis como el cdncer forman parte de

la historia natural de la infeccion por el VHC.
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1.5.3 El1 VHC y el cancer.

El VHC no integra su material genético en el genoma del huésped, y por lo tanto
requiere una replicacion continua para mantener la infeccion crénica. Muchos factores
del huésped que desempefian papeles esenciales en el ciclo de viral y la evasién inmune,
sin embargo, la patogénesis de la enfermedad que finalmente desencadena el CHC a
permanecido como un misterio. Cada vez mas pruebas apuntan a que el VHC transmite
sefiales y modula la expresion de genes en el hepatocito,Ademads, las proteinas virales se
han involucrado en la interrupciéon de las vias de sefializacion que afectan la
supervivencia celular, la proliferacion y la transformacién. Esto sugiere que las
interacciones entre el virus y el huésped durante la infeccién viral contribuyen a la
transformacion celular y al desarrollo de CHC directamente a través de las proteinas del
virus(Bandiera et al., 2016). En la figura 13 se muestra la relacién entre las proteinas

virales y los diferentes hallmarks del cancer.
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Figura 13: Relacion entre los hallmarks del cdncer y las proteinas del VHC. Las diferentes proteinas
virales se relacionan cada una con diferentes hallmarks del cdncer como son la inmortalizacion,
inflamacion, evasion del sistema inmune, supresion del crecimiento, mantenimiento de la sefial de

proliferacion, desregulacion energética celular, resistencia a la muerte celular, mutacion, induccion de
la angiogénesis, invasion y metdstasis e induccion de la transicion epitelial-mesenquimal (TEM).
Obsérvese la relacion entre la TEM, la metdstasis y la fibrosis.(Bandiera et al., 2016)
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1.8 El VHC y la TEM

Como se menciond con anterioridad la TEM se relaciona con las dos principales
patologias observadas en la historia natural de la hepatitis C, la fibrosis hepdtica y la
carcinogénesis (Lee et al., 2014).Es mas la TEM inducida por el VHC podria no solo
serresponsable del inicio del cédncer sino también de su progresion hacia la
metdstasis(Panebianco, Saracino, & Pazienza, 2014)(Bose, Meyer, Di Bisceglie, Ray, &
Ray, 2012)(Igbal et al., 2014).

Las proteinas virales que mds se han relacionados con este proceso son la Core y NS5A,
ya que inducen la expresion de TGF- y SNA1 con la subsecuente regulacion a la baja

de los marcadores epiteliales y ala alta de los marcadores mesenquimales.

Por otra parte la regulacion a la baja de algunos marcadores mesenquimales como son la
Claudinal y la Ocludina, ambas proteinas indispensables para la internalizacién del
virus, se han sugerido como un mecanismo de exclusion de la superinfeccion, un
proceso bioldgico en el que un virus evita la internalizacion de otros virus de la misma
especie a la célula con el fin de evitar los efectos deletéreos de una superinfeccién (Liu
et al., 2009)(Tscherne et al., 2007)(Schaller et al., 2007)(Li et al., 2016). De esta forma
la TEM podria no ser un efecto colateral, sino un mecanismo que favorece la cronicidad

de la infeccidn.

1.6 FOXC1

El factor de transcripcion FOXC1 un miembro vital de la familia FOX (forkhead box)
que juega un papel importante en diversos procesos bioldgicos como son la
proliferacion diferenciacion, apoptosis, migracion e invasién (Jinhua Wang, Li, Zheng,
Pang, & Du, 2018). Su expresion es indispensable durante el desarrollo embrionario
para el desarrollo del cerebro, el corazén y los ojos (Han et al., 2017) sin embargo su
expresion durante la vida adulta se ha visto relacionada con el desarrollo de diversos

canceres como es el caso del CHC (Jinhua Wang et al., 2018).

Ha sido demostrado que FOXCI1 es capaz de inducir la TEM no solo en el CHC sino

también en el cancer de mama(Han et al., 2017) y cervicouterino (L. Huang et al.,
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2017). Es por ello que quisimos saber si el VHC se vale de FOXC1 para inducir la
TEM.
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Figura 14: Diagrama de las funciones de FOXCI en procesos fisioldgicos y patologicos. La expresion
de FOXCI es indispensable durante el desarrollo embrionario para el desarrollo del cerebro, el corazon
y los ojos, sin embargo su expresion durante la vida adulta se ha relacionado con el desarrollo de
diversos canceres como es el caso del CHC.

1.6.1 Regulacion de FOXC1

A pesar de los extensos estudios funcionales en desarrollo embrionario y progresion
tumoral, aun no se comprende del todo como se regula la expresion de FOXCI,

especialmente en estados neoplasicos.

Los estudios principales se han concentrado esencialmente en el cdncer de mama, el
modelo propuesto de activacion en el cancer de mama de tipo basal (BLBC) consiste en
que el factor de crecimiento epitelial (EGF) activa a su receptor (EGFR), lo que
conduce a la activacién rio abajo de las rutas mediadas por Ras y PI3K. Ras activado

conduce a la posterior fosforilacién y activacion de ERK, mientras que PI3K activa a
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Akt. La activacién de ERK y Akt conduce a la fosforilacién y activacion de NF-kB. NF-
Kbfosforilada ingresa al nicleo donde se une a la regién promotora de FOXC1 para
regular positivamente la transcripcion y la expresion proteica de FOXC1 (Chung et al.,
2017). Ademds, FOXC1 regula al alza la actividad y la expresién de NF-«B en células
de BLBC, lo que en dltima instancia aumenta la proliferacién celular, la migracién y la

invasion (Figura 12)(J Wang et al., 2012).
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Figura 15: Via de activacion de FOXCI. En BLBC (naranja) y CHC (verde).En el BLBC la expresion de
FOXCI es inducida por la activacion del receptor de factor de crecimiento epitelial (EGFR) a través de
ERK/AKT que inducen la fosforilacion de NF-KB. El resultado de la expresion de FOXCI es la
regulacion a la alta de las proteinas NF-KB y MMP7. En el caso del CHC FOXCI induce la expresion de
NEDD9, SNAIl y CCL2.

En cuanto al CHC se sabe que los cambios inducidos por la sobreexpresion de FOXCl1
favorecen la transicion epitelial-mesenquimal (TEM) y un aumento en la invasioén de

células cancerigenas y metdstasis. Esto sucede debido a que FOXCI transactiva la
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expresion de SNAII al unirse directamente a su promotor, lo que lleva a la inhibicién de
la transcripcion de E-cadherina,(Xia et al., 2013) ademds deNEDD9, un blanco
transcripcional directo de FoxC1 y estd involucrado en la invasion y metéstasis de CHC

mediada por FoxC1(Xia et al., 2013) (Figura 12).

Por otra parte la exposiciéon de células de CHC a IL8 condujo a una expresion
aumentada de FOXCI, a través de la activaciéon de la sefializacién de PI3K, AKT y
HIF1A(Figura 13).

CXCR1 y CCL2 fueron objetivos directos de transcripcién de FOXC1. CCL2 genera un
incremento en el infiltrado de macréfagos asociados a tumores (TAM), mientras que
CXCRI es un receptor de IL8 lo que genera un efecto de retroalimentacion positiva,

dando lugar en suma a un incremento en la metastasis(W. Huang et al., 2015).

IL8

HIF1 a AKT PI3K

FOXC1

CXCR1 CCL2

CCLR2

infiltrado de TAM

Conclusion aumentode la
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Figura 16: la ILS induce la expresion de FOXCI que da lugar a metdstasis a través de CCL2 y CXCRI.
La ILS8 induce la expresion de FOXCI lo que a su vez provoca una regulacion a la alta de CXCRI1
(receptor de IL8, efecto de retroalimentacion positiva) y CCL2 (genera un infiltrado de macréfagos

activados) esto nos lleva en conclusion un aumento de la metdstasis.
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1.7 Snail

Anteriormente se menciondé que FOXCI induce la expresion de SNAIIl.Las funciones
de la familia SNAIL, factores de transcripcién del dedo de zinc, son esenciales durante
el desarrollo embrionario. Una de las mds conocidas es inducir laTEM(Barrallo-
Gimeno, 2005).

La expresion de SNAII se lleva a cabo por diferentes vias, la més estudiada es la via de
TGF-B. En ultima instancia la expresion de SNAIIl causara una alteracion de la
polaridad celular, en este caso del hepatocito, lo que dard lugar a la expresion a la baja
de los marcadores epiteliales y ala alta de los marcadores mesenquimales (figura 14).

Se sabe que el VHC es capaz de inducir la expresion de SNAI1 (Bose et al., 2012)(Nie
et al., 2015)(Hu et al., 2017). En este trabajo exploramos la posibilidad de que FOXC1
sea un intermediario en la expresion de SNAI1 inducida por las proteinas virales (Core

y no estructurales).

# 4 N

| smad || ERK || AkT |

B /
‘MUCI

[ Vimetina ‘Desmoplaquma ]
[ Ro GTPasas [‘ Claudina 1l ]

[Flbronectma ‘ Citoqueratina 18 ]
[ Delta-EF1 ] ['. Ocludina ]
| dGATAb | (8 E-Cadherina |

Figura 17: Via de cldsica de Snail. La expresion de Snail regula a la alta la expresion demarcadores

mesenquimales (verde) y a la baja a de marcadores epiteliales (rojo)
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CAPITULO 2: ANTECEDENTES

A la fecha no se cuentan con antecedentes del estudio de la interaccién directa de las
proteinas del VHC con el factor de transcripcion FOXCI1, sin embargo si se ha
observado la interaccién con algunos miembros de la via,como se observa en las

figuras 15 y 16.

Como ya se ha comentado, la via de induccién de FOXCI1 ha sido principalmente
estudiada en cancer de mama, En la figura 15 se observa esta via de color anaranjado.
Partiendo de este punto se ha buscado informacién en la literatura que relacione a los
participantes de esta via con las diferentes proteinas del VHC (color morado).
Encontrandose que NS5A interactda con el receptor del factor de crecimiento epitelial
(EGFR) inhibiendo su degradacion (fig. 15A), mutaciones en NSSA que dificulten esta
interaccion generan una disminucién en la cronicidad de la enfermedad en modelos
animales. No se sabe si esta interaccidon podria desencadenar la expresion de FOXCI,
sin embargo se sabe que la TEM, uno de los efectos de la expresion de FOXCI,
favorece la cronicidad de la enfermedad al generar un efecto de evasién de la

superinfeccion (Igloi et al., 2015).

Por otro lado, la proteina Core del VHC activa al factor nuclear KB (NF-KB) cuya
expresion favorece la carcinogénesis a través de la inhibicion de TNF-a (fig.15B).En
cuanto a la via de FOXC1 se sabe la expresion de NF-KB genera un bucle que
permanece mientras exista una induccion de la fosforilacién de este ultimo (Tai et al.,

2000).

De forma independiente esta descrito que la proteina Core interactia con SNAII,
efector de FOXC1 (Nie et al., 2015). La activacion de Snail por las proteinas virales,

NS4B y Core, favorece la TEM(Li et al., 2016).
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Figura 18: Relacion entre las proteinas virales y la via de FOX. La via cldsica de FOXCI se muestra en
color anaranjado donde EGFR induce la expresion de FOXCI a través de la via RAS-PI3K, en color
verde su implicacion con el hepatocarcinoma donde FOXCI induce la expresion de SNAII y en color
morado se muestran las proteinas de VHC en los sitios que podrian estar interaccionando NS5A con

EGFR, NS4B con SNAII y Core con NF-KB, SNAIl y E-cadherina.

La expresion de FOXC1 también ha sido estudiada en carcinoma hepatocelular sin
tomar en cuenta su etiologia donde se ha observado que FOXC1 induce la expresion de
Snail lo cual favorece la metéstasis y disminuye la sobrevida de los pacientes (Polyak,
2001). Como ya se ha mencionado, las proteinas Core y NS5A inducen la expresion de

Snail pero se desconoce si esta induccion se da a través de FOXC1 (Fig.16).

Ademais se sabe que la IL8 favorece la aparicion de metéstasis en CHC esto a través de
la activaciéon de la via de FOXC1 (Fig. 16 color verde). Una vez mas de forma
independiente se sabe que las proteinas Core y NS5A inducen la expresion de IL8

(Clément et al., 2010).
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Figura 19: Relacion entre las proteinas virales y la via de FOXCI1 en CHC. En color verde se muestra
la via de FOXCI implicada con el CHC su relacion con SNAII y en color morado se muestran las

proteinas del VHC y los sitios de probable interaccion.
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CAPITULO 3: JUSTIFICACION

Como se mencioné anteriormente, el VHC es capaz de desencadenar la TEM en los
hepatocitos infectados, ya sea que este proceso sea un efecto colateral o favorezca la
cronicidad de la infeccidn, sus efectos a largo plazo han sido relacionados con el
desarrollo de las principales patologias observadas en los pacientes que padecen la
infeccidn cronica, fibrosisy CHC. Es por ello que decidimos estudiar la relacion entre la
expresion de las proteinas virales y dos factores de transcripcion fuertemente implicados
en este fendmeno, FOXC1 y SNAII, ya que estopermitird una mejor comprension de
como el virus usa la maquinaria celular para completar su ciclo infeccioso y los efectos

patologicos concomitantes.
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CAPITULO 4: OBJETIVOS
General:

Estudiar el efecto del VHC en expresion de los factores de transcripcion FOXCI y

SNAII durante la replicacion viral.
Especificos:

1-Generar un pladsmido que exprese la proteina Core-VHC (estructural) para analizar y
comparar el efecto de proteinas estructurales y no estructurales del VHC en los niveles

de expresion de FOXCI y SNAII.

2-Evaluar el efecto a nivel transcripcional de la expresion de las proteinas no

estructurales y Core del VHC en los genes FOXC1 y SNAII en las células Huh7.

3-Evaluar el efecto a nivel traduccional de la expresion de las proteinas no estructurales

y Core del VHC en FOXC1 y SNAII.
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CAPITULO 5: MATERIALES

5.1 Reactivos

5.1.1 Reactivos de uso general

1. Alcohol etilico (Jalmek)
2. Alcohol metilico (MERK)
3. Alcohol Isopropilico (MERK)

4. SDS (Sigma Aldrich)

5.1.2 Cultivo celular

Los reactivos utilizados para cultivo celular son de la marca Invitrogen-Gibco (Grand
Island, NY, USA):

1. Amino4cidos no esenciales (10mM 100X)

2. Dulbecco’sModified Eagle Medium Advanced (Advanced DMEM)
3. L- Glutamina (200 mM 100X)

4. Suero Fetal Bovino (FBS)

5. Tripsina-EDTA (0.25%)

6. Solucién de antibidtico-penicilina-estreptomicina (100Ul/mL de penicilina G de

sodio y 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina)
7. PBS 1X pH 7.4 (Gibco)
8. Colorante Azul Tripano 0.4% (Invitrogen)

9. Glicerol (Sigma Aldrich)

5.1.3 Técnicas moleculares (RT-PCR, qPCR)

1. TRIzol® (Invitrogen)

2. Cloroformo (J.T. Baker)
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3. Isopropanol (MERK)
4. Agua DEPC
5. ARNase OUT TM (Invitrogen)

6. Iniciadores Forward y Reverse (Invitrogen):

5.1.4 Extraccion de proteinas y Western Blot

1. Raspador de goma (Corning)
2. Placas de 12 y 6 pozos transparentes de fondo plano (Costar)
3. Camara de electroforesis vertical y para electrotransferencia en condiciones himedas

(Bio-Rad).

5.1.5 Materiales biol6gicos

1. Linea celular HuH-7 Parental utilizada para la transfeccién con vector de
expresion, pFK1, pNS5A y Core, la cual se obtuvo del cepario del laboratorio
de Infectologia Molecular, resguardado a -80°C.

2. La cepa de E.coliTOP10 utilizada para la transformaciéon conlos plasmidos
pFK1, NS5A y Core se obtuvieron del cepario del laboratorio de Infectologia
Molecular, resguardado a -80°C.

3. Plasmidos pFK1, NS5A los cuales se obtuvieron del cepario del laboratorio de
Infectologia Molecular, resguardado a -20°C.

4. Vector de expresion pcDNAobtenido del cepario del laboratorio de Infectologia
Molecular, resguardado a -20°C.

5. Plasmido Core.

5.2 Equipos
5.2.1 Equipo de uso general

1. VértexGenie 2

2. Thermomixer (Eppendorf)

3. Centrifuga refrigerada Biofuge primor (Heraeus)
4

. Centrifuga Centrifuge 54150 (Eppendorf)
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Centrifuga IECL30R (Thermoelectroncorporation)
Fuente de poder, Power Pac1000 (Bio-Rad)
Plancha con agitacién (CIMAREC)

® N W

Agitador mecdnico (LabGenius)

5.2.3 Cultivo celular

. Campana de flujo laminar clase II tipo A2 (Nuaire)

. Incubadora de CO2 (Nuaire)

1
2
3. Microscopio 6ptico invertido olympus CKX41
4. Bafio de agua Precision180

5

. Agitador mecdanico (LabGenius)

5.2.4 Técnicas moleculares (RT-PCR, qPCR)

1. Termocicladorpara PCR en tiempo real Real Time PCR system7500
(AppliedBiosystems)

2. TermocicladorGeneAmp PCR system9700 (AppliedBiosystems)

3. Nanodrop 2000 (ThermoScientific)

5.2.5 Extraccion de proteinas, SDS-PAGE y Western-Blot

1. Lector de ELISA Biotek ELX&800
2. ChemiDocTM(Bio-Rad)
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CAPITULO 6: METODOS
6.1 Estrategia general
|ﬂl |ﬁ?’;.—3\\'|ﬂ
o/ e oV
Disefio del Huh? Core, NS5A, pFK1
plasmido de Core y pcDNA
OBJIETIVO 1 Transfeccion
OBIETIVO 2: OBIETIVO 3:
gPCR Western Blot
i oo
————
VHC
P FOXC1
RPS12 L1
FOXC1 e
SNAI kit
B-actina

Figura 20: Estrategia general. Para el objetivo uno se realizo el disefio de un pldsmido que actué como
vector de expresion de la proteina Core del VHC. En el objetivo 2 se realizo la transfeccion de los
pldsmidos Core, NS5A y pFKlen células Huh7 y se comparo la expresion a nivel transcripcional de
FOXCI y SNAII usando como control células Huh7 transfectadas con el plasmido pcDNA (pldsmido
vacio). En el objetivo 3 se realizo la misma metodologia pero esta vez se realizo una comparacion a

nivel traduccional.
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6.2 Métodos

6.2.1 Diseiio del plasmido de Core

Se selecciond la secuencia de la proteina Core del VHC genotipo 1b (GenBank:
AJ238799.1) a esta secuencia le fue afiadido al principio el sitio de restriccién para
HindIII seguido por la secuencia de Kozak y al final un codén de parada seguido del
sitio de restriccion para EcoRI

Se emplearon los servicios de GenScript para sintetizar la secuencia e insertarla en el
vector de expresion pcDNA 3.1 (+) en el sitio multiple de clonacién (SMC) entre los
sitios de restriccion para HindIIl y EcoRI.

Se caracterizd el plasmido y se comprobd la expresion a nivel transcripcional y
traduccional de la proteina Core del VHC empleando qPCR y Western Blot.

6.2.2 Preparacion y transformacion de células E. coli TOP 10 Calciocompetentes

6.2.2.1 Preparacion de células competentes obtenidas mediante tratamiento con

CaCl2

1. Se tomaron 100 pl de bacterias E. coli TOP 10 congeladas y colocarlas en 100
mL de medio LB.

2. Se incubaron a 37°C hasta en bafio de agua con agitacion hasta alcanzar una
densidad optica de 0.4 a 600 nm.

3. Se dividieron los 100 mL de medio + bacterias en un par de tubos falcon de 50
mL.

4. Fueron centrifugados a 5000 rpm durante 3min a 4 °C.

b

Se decantoel liquido y se resuspendio la pastilla en 1 mL de CaCl2 0.1 M frio y
posteriormente juntar ambas alicuotas.

Se completé a 30 mL con CaCl2 0.1 M frio.

Se incubd 30 min en hielo.

Se centrifugd a 3000 rpm durante Smin a 4 °C.

o =2 s

Se decantd el liquido y resuspendio la pastilla en 2 mL CaCl2 0.1 M frio.
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Figura 21: Esquema de la preparacion de células calciocompetentes.En la figura se representa

grdficamente el proceso que se llevé a cabo para la preparacion de células calciocompetentes.

6.2.2.2 Transformacion de células competentes obtenidas mediante tratamiento

con CaCl2 (Cohen, Chang, & Hsu, 1972)

1.

b

o o =2

Se mezclé una cantidad determinada del plasmido a utilizar con 100 pL de
bacterias Ca-Competentes. Hacer esto con sumo cuidado ya que las membranas
de las bacterias se encuentran muy sensibilizadas.

Fue Incubado en hielo 30 min.

Terminado el tiempo de incubacion en hielo, Se colocé el tubo a 42 °C en el
termomixer por 90 seg y sin agitacion (shock térmico).

Se regreso el tubo a hielo por 10 min.

Fueron adicionados 100 puLL de medio LB y se incub6 a 37 °C en termomixer, sin
agitacion por 1 h.

Se dio spin a los tubos por 7 seg/13,000 rpm.

Fueron retirados 120 pl del sobrenadante.

Se resuspendio la pastilla en el medio restante.

Se sembr6 todo el contenido del tubo en una placa con mediosélido Lb/amp 50

pug/ml.

10. Se incubd la placa entre 12 y 16 h.
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11. Fue sellada la caja con papel parafilm y se almacené a 4 °C hasta seleccionar las

colonias.
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Figura 22: Esquema de la preparacion de la transformacion de células calciocompetentes. En la figura
se representa grdficamente el proceso que se llevo a cabo para la transformacion de las células

calciocompetentes.

6.2.3 Preparacion de ADN plasmidico por lisis alcalina con SDS: Midiprep

El ADN plasmidico se extrajo por el método de lisis alcalina (Sambrook & Russell,

2001).
Preparacion de células

1. Fueron inoculados 10 mL de medio LB con antibiético, con una colonia
transformada de bacteria. Se Incubd toda la noche a 37°C con agitacion

vigorosa.

2. Se transfirié el cultivo a un tubo de 15 mL y se recuperaron las bacterias por
centrifugacion a 2000 g, por 10 min a 4 °C.

3. Fue removido el medio por aspiracion, permitiendo que el pellet de bacteria se

secara lo mds posible.
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6.2.4Lisis celular

Se resuspendié el pellet en 200 pl de Solucién de Lisis Alcalina I fria con
vortex vigoroso, se transfirié la solucién a un tubo de 2 mL.

Fueron afiadidos 400 pl de Solucién de Lisis Alcalina II recientemente
preparada a cada suspension de bacterias. Se cerrd el tubo herméticamente y
mezcl6 el contenido 5 veces por inversion rapida.

Se afiadieron 300 pl de Solucién de Lisis Alcalina III fria. Se cerré el tubo y
mezcld por inversion varias veces. El tubo fue almacenado en hielo de 3-
Smin.

Se centrifug6 el lisado bacteriano a velocidad médxima por 5 min a 4°C en
una microcentrifuga. Se transfirieron 600 pl del sobrenadante a un tubo
limpio.

Se afiadi6 igual volumen de fenol: cloroformo. Se mezcl6 la fase orgdnica
con la acuosa por vortex y luego se centrifugd la emulsion a velocidad

méaxima por 2 min a 4°C en una microcentrifuga. Se transfiri6 la fase acuosa

que se encuentra por encima de la capa formada a un tubo limpio.

Remover el medio

- dejar secarel
- o S—— pellet =
//"\’ ~'.- ‘,“ —
Seleccionaruna k ‘ - Resuspender en 200
coloniade T;g'::: ‘;r::nl::'ift:'gb;:e pl de Sol. de Lisis
bacterias Inocularen10 mL 20009 x 10 min a 4 °C Alcalinal fria con
transformadas medio LB con vortex
antibiotico Incubar toda vigoroso, transferirla
lanochea 37°C con solucién a un tubo de
agitacion vigorosa 2mL

4

Anadirigual o
volumen de « BEasc «
fenol:cloroformo. = = =
Mezclar x vortex Afiadir 300 pl de Sol. TAERORs S90 Rl e St
centrifugaraV. Centrifugar a v. max. de Lisis Alcalina Il de Lisis Alcalinall y
max.x 2 mina 4°C x5mina4°C fria y mezclar por mezclar5 veces por
Transferirla fase transferir 600 pl del inversién varias inversion. Aimacenar
acuosaaun tubo sobrenadante aun veces. Almacenar en en hielo.
limpio. tubo limpio hielo de 3-5min

Figura 23: Esquema de la preparacion de células para la lisis alcalina. En la figura se representa

grdficamente el proceso que se llevo a cabo para el lisado de las células.
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6.2.5 Recuperacion del plasmido

1. Fueron precipitados los dcidos nucleicos del sobrenadante por adicién de
600 pL de isopropanol a temperatura ambiente. Se mezcl6 la solucién en
vortex y se incubd 2 min a temperatura ambiente.

2. Se recuperd el acido nucleico precipitado por centrifugaciéon a velocidad
madxima por 5 min a temperatura ambiente en una microcentrifuga.

3. Se removié el sobrenadante por aspiraciéon con micropipeta. Se colocar el
tubo en posicion invertida sobre una toalla de papel para permitir que los
fluidos restantes se drenen.

4. Fue afiadido 1 mL de Etanol al 70% al pellet y se recuper6é el ADN por
centrifugacion a méxima velocidad por 2 min a temperatura ambiente en una
microcentrifuga

5. Nuevamente se removi6 el sobrenadante por aspiracién con micropipeta

6. Fue removido cualquier residuo de etanol de las paredes del tubo. Se
almacend el tubo abierto a temperatura ambiente hasta que el etanol se
evaporo y no hubo restos de ningun fluido visible en el tubo.

7. Se disolvieron los 4cidos nucleicos en 100 pl de TE 1X pH 8 que contiene
20 pg/mLARNasa libre de ADNasa. Se mezcld en vértex unos segundos.

Fue almacenada la solucién a -20°C.

Anadir 600 pL de
isopropanol. Mezclar
envortex e incubar 2

min.

Removerel
sobrenadante por
A

el :ubo en posicion
invertida

Centrifugara V max
x 5 min

centrifugarav.
maxx 2 min

Aiiadir1 mL de
. Etanol y
Gy
Exs

Disolveren 100 pL de TE 1X. Mezclaren Remover el sobrenadante por aspiracion.
vortex unos segundos. Almacenarla Dejar el tubo abierto a temperatura
solucion a-20°C. ambiente hasta que el etanol seque

Figura 24: Esquema de la recuperacion de ADN plasmidico.En la figura se representa grdficamente el

proceso que se llevo a cabo extraccion de ADN plasmidico.
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6.2.5.1 Caracterizacion de plasmidoCore

Para confirmar la extraccién del plasmido por el método de lisis alcalina con SDS, se
llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar al pldsmido en su

forma laxa y superenrollado.

6.2.5.2 Caracterizacion del plasmido pFK1, NS5A y Core

Para confirmar la identidad de la secuencia clonada en los vectores de expresion pFK1,
NS5A y Core se llevé a cabo la caracterizacién con el corte con enzimas de restriccion
(Hind III y EcoRI), los patrones obtenidos fueron comparados con los esperados por los

andlisis in silico por prediccion con base en sus secuencias.

6.2.5.3 Purificacion del ADN plasmidico a partir de gel de agarosa al 1%.

El producto de la digestion fue corrido en gel de agarosa al 1% a fin de separar los

fragmentos de interés de los contaminantes residuales de la digestion.

6.2.6 Disefio de oligonucleétidos para la amplificacion de la secuencia codificante

Para el disefio de los oligonucledtidos se utilizé el programa PrimerQuestTool de IDT,
se seleccionaron un par de primer para la secuencias de los genes FOXCI1, SNAII y
para la region UTR 5’ del VHC. Se utiliz6 el programa OligoAnalizer de IDT para

descartar posibles inespecificidades.

6.2.7 Cultivo de células Hela

1. Partiendo de células en una botella de 25 cm2 a un 90% de confluencia, se retir6 el

medio por aspiracion.

2. Se realiz6 un lavado con 2 mL de PBS 1 X (el volumen a utilizar depende del tamafio

de botella que se emplea, ver anexos).

3. Se desecho el PBS por aspiracion, y se adicion6 1 mL de tripsina 1x e incub6 durante

10 min a 37°C, 5% de CO2.

4. Se agregdé 1 mL de medio DMEM advanced con 2% SBF para inactivar la tripsina y

pasar el contenido de la botella a un tubo cénico de 15 mL.
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5. Fue centrifugado a 1,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

6. Se retir6 el medio y resuspendié con puntilla azul las células en 1 mL de medio

nuevo (el volumen dependera del tamafio del bot6n celular obtenido, ver anexos).

7. Se coloco el volumen de células en cajas de 75 cm2 de acuerdo a la cantidad que se
desee expandir (para su posterior uso de produccién de virus vaccinia (4 cajas de 75

cm?2).

6.2.8 Ensayo de actividad biolégica de virus vaccinia

El ensayo de actividad bioldgica del virus vaccinia sobre las células HuH-7 se describe

en los anexos.

6.2.9 Cultivo de células HuH-7

6.2.9.1 Stock de células HuH-7 Parental

A. Fue descongelado a temperatura ambiente un vial con células HuH-7 Parental

almacenadas a -80°C. (Ver anexos)

B. Se adicioné todo el contenido del vial (1 mL) de células HuH-7 Parental a una
botella de 25 cm2 con 4 mL de medio DMEM advanced suplementado con 2% SBF,
incubar a 37°C y 5% CO2.

C. Cuando el cultivo celular alcanzé un 90% de confluencia, se hizo un subcultivo a una

botella de 75 cm?2.

D. Se recuperaron todas las células de la botella de 75 cm?2 utilizando tripsina 1x (para
despegarlas de la base de la botella de cultivo). Se realizar el conteo de células con azul

tripano en cdmara de Neubauer (ver anexos).

6.2.9.2 Subcultivo de células HuH-7 Parental

1. Partiendo de células en una botella de 25 cm2 a un 90% de confluencia, se retird
el medio por aspiracion.
2. Fue Realizado un lavado con 2 mL de PBS 1 X (el volumen a utilizar depende

del tamafio de botella que se emplea, ver anexos).
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3. Se desech6 el PBS por aspiracién, y adiciono 1 mL de tripsina 1x e incubd
durante 10 min a 37°C, 5% de CO2.

4. Fue agregado 1 mL de medio DMEM advanced con 2% SBF para inactivar la
tripsina y pasar el contenido de la botella a un tubo cénico de 15 mL.

5. Se centrifugd a 1,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

6. Fue retirado el medio y se resuspendieron con puntilla azul las células en 1 mL
de medio nuevo (el volumen dependera del tamafio del botén celular obtenido,
Ver anexos).

Conteo celular:

7. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL, se hizo una dilucién 1:8 de células en medio
de cultivo. Por lo tanto, adicionar 60 pl de medio més 10 pl de células.

8. Ademas, se agregaron 10 pl de azul de tripano al 0.4%, se mezcl6 perfectamente
y se colocaron 10 pl en cdmara de Neubauer para contar.

9. Se contaron los cuatro cuadrantes de las esquinas. Se sac6 un promedio, y

multiplicaron de acuerdo a la siguiente férmula:
# de Células/mL= Promedio de células x 8 (factor de dilucion) x 10,000

10. Ya con el ndmero de células determinado se inocularon las necesarias de

acuerdo al experimento a realizar.

6.2.10 Cultivo de células HuH7 Replicon

A. Se descongelaron a temperatura ambiente un vial con células HuH-7
Replicén almacenadas a -80°C. (ver anexos)

B. Se colocé todo el contenido del vial (1 mL) de células HuH-7 Parental a
una botella de 25 cm2 con 4 mL de medio DMEM advanced
suplementado con 2% SBF, incubar a 37°C y 5% CO2.

C. Cuando el cultivo celular alcanzé un 90% de confluencia, se realizd un
subcultivo a una botella de 75 cm?2.

D. Se recuperaron todas las células de la botella de 75 cm?2 utilizando
tripsina 1x (para despegarlas de la base de la botella de cultivo). Se
realizé el conteo de células con azul tripano en cdmara de Neubauer (ver

anexos).
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6.2.10.1 Subcultivo de células HuH7 Replicén

1.

10.

Partiendo de células en una botella de 25 cm2 a un 90% de confluencia, se retird
el medio por aspiracion.

Se realiz6 un lavado con 2 mL de PBS 1 X (el volumen a utilizar depende del
tamafio de botella que se emplea, ver anexos).

Se deseché el PBS por aspiracién, y se adicioné 1 mL de tripsina 1x e incubd
durante 10 min a 37°C, 5% de CO2.

Se agregé 1 mL de medio DMEM advanced con 2% SBF para inactivar la
tripsina y pasar el contenido de la botella a un tubo cénico de 15 mL.

Se centrifugd a 1,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

Fue retirado el medio y se resuspendié con puntilla azul las células en 1 mL de
medio nuevo (el volumen dependera del tamafio del botén celular obtenido, ver
anexos).

Conteo celular:

En un tubo Eppendorf de 0.6 mL, se hizo una dilucién 1:8 de células en medio
de cultivo. Por lo tanto, se adicion6 60 pl de medio mas 10 pl de células.

Se agregaron 10 pl de azul de tripano al 0.4%, se mezcld perfectamente y
colocaron 10 pl en cdmara de Neubauer para contar.

Se contaron los cuatro cuadrantes de las esquinas. Se promedio, y multiplic6 de

acuerdo a la siguiente féormula:
# de Células/mL= Promedio de células x 8 (factor de dilucion) x 10,000

Ya con el nimero de células determinado, se inocularon las necesarias de

acuerdo al experimento a realizar

6.2.11Ensayo de transfeccion transitoria

Dia 1

1.

Dia?2

Un dia antes de la transfeccion se sembraron125,000 células (HuH-7) en placas
de 12 pozos usando 1 mL de medio ADMEM sin suero y sin antibidtico (Se

duplicaron las cantidades al usar placas de 6 pozos).
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2. Una vez que las células se encuentren en una confluencia entre 90%, entonces,
se retiraron 500 pl de medio de cultivo (En caso de placas de 6 pozos las
cantidades se duplican).

3. Posteriormente, cada pozo de la placa fue infectado con 0.1 pl del stock de virus
vaccinia recombinante. Es importante realizar previamente el ensayo de
actividad bioldgica para definir el volumen necesario para infectar las células
(ver anexos) (en el caso de placas de 6 pozos las cantidades se duplican).

4. En seguida las células fueron incubadas durante 1 hora. Mientras transcurria el
tiempo de la infeccién se prepararon las mezclas de transfeccion como se
describe en la figura 25.

N NP
a0

- Sembrar 125,000 24h desput.es re.tirar 500
célulasx pozo en 1 pL de medio e infectar

il da madia cada pozo con 0.1 pL del
stock de virus vaccinia

. ! A

Mezclarambas
diluciones, incubar - Lipofectamina en
20 min y afadir propordon

=,
= x3
:'—:f,‘_!’ - Plasmido en

cantidadesde

20l de fa mezcha 1:1 con el plasmido 0.75ug, 0.5 pg y 0.25 pg
acada pozo + Diluir la Lipofectamina Diluir el plasmido (pFk1,
250pL de medio 2000 en medio Opti-Mem pcDNAy NS5A) en 125 pL
sin suero (125 pl) incubar20 min de medio Opti-Mem

Figura 25: Esquema de la transfeccion transitoria.

6.2.12 Extraccion de ARN total a partir de células en monocapa por el método de
TRIzol®
1. Fue removido mediante aspiracion el medio de cultivo de cada pozo sin hacer
lavado con PBS.
2. Fase de Homogenizacion:
e Se adicionaron 650 pl de TRIzol (1 mL en placas de 6 pozos) a cada pozo de la
caja de 200 pozos, para lisar las células.

3. Fase de separacion:
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e Seincubaron durante 5 min a TA y después transferir la mezcla de TRIzol a un
tubo Eppendorf de 2 mL.

e Fueron adicionados130 pl de cloroformo frio (200 pl en placas de 6 pozos), en
éste caso 120 pl en total, ya que se realizo por triplicado. Mezclar por inversion
durante 15 seg.

e Se incubd el tubo en hielo de 2 a 3 min.

e Fue centrifugado a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C.

4. Fase de precipitacion:

e Se recuperd solo la fase acuosa y se adicionaron325 pl de isopropanol (500 pl en
placas de 6 pozos).

e Se incub6 toda la noche a -80°C.

e Fue centrifugado a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C.

5. Fase de lavado:

e Fue removido el sobrenadante y se lavo la pastilla con 650 pl de etanol (500 ul
en placas de 6 pozos) al 70% y se mezcl6 con vortex.

e Fue centrifugadoa 13,000 rpm durante 15 min a 4°C.

6. Fase de resuspension:

e Se retird el etanol sin tocar la pastilla. Se dio un spin a TA.

e Se resuspendiden 20 pl de agua DEPC.
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afnada 650 pL de
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Figura 26: Esquema de la extraccion de ARN. En la figura se representa grdficamente el

proceso que se llevé a cabo para la extraccion de ARN.

6.2.13 Retrotranscripcion mediante M-MLYV (RT-PCR M-MLYV)

1. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se mezclaron los siguientes reactivos (1x):

Reactivo Volumen
Random Primers 1ul
ARN 400ng
Agua DEPC cbp 11.5 ul
Volumen Final 11.5u

Tabla 3: Mezcla I para retrotranscripcion de ARN con RT-MMLV.

2. Seincubo 10 min a 72°C en termociclador.
3. Se pausé el termociclador, enfriar tubos a 4°C en hielo 3 minutos (No exceder

tiempo)
4. Fueron agregados 8.5 pl de la mezcla 2 (1X)
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Reactivo Volumen
Buffer 5x 4 ul
DTT 2ul
RNasaout 0.5 ul
dNTPs Il
MMLV 1l
Volumen Final 20 ul

Tabla 4: Mezcla 2 para retrotranscripcion de ARN con RT-MMLV.

5. Se programé termociclador con las siguientes condiciones:

Tiempo Temperatura
1 10 min 25 °C
2 l1h 37 °C
3 5 min 94 °C
4 10 min 4°C

Tabla 5: Condiciones de retrotranscripcion de ARN con RT-MML)V.

6. Después de que se obtiene el cDNA se llevo a cabo la cuantificacion del mismo,
asi como diluciones de 25 ng/ul en agua DEPC y se cuantificaron dichas
diluciones para comprobar su concentracion.

6.2.14 Cuantificacion relativa del ARN viral por RT-PCR en Tiempo Real

6.2.14.1 Genes pFK1(proteinas no estructurales)y NS5A

Para la cuantificacion relativa de los niveles de ARN se emple6 Sybr Green

Ambos plasmidos contienen la region 5° del VHC por lo que se disefiaron

oligonucledtidos especificos para esta region.

1. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se agregaron los siguientes reactivos en éste

orden:
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Reactivo Volumen
SybrGreenERqPCR 10 pl
SuperMix 2 X
Forward 5 pM 1.6 pl
Reverse 5 pM 1.6 pl
Agua DEPC estéril 4.8 ul
cDNA 100 ng (2pl)
Vol. Final 20 pl

Tabla 6: Reactivos para gPCR (Células transfectadas con pFKI ).

Reactivo Volumen

Sybr GreenERqPCR 10 pl
SuperMix 2 X
Forward 5 pM 1.6 pl
Reverse 5 pM 1.6 pl
Agua DEPC estéril 4.8 ul
cDNA 100 ng (2ul)

Vol. Final 20 pl

Tabla 7: Reactivos para gPCR (Células transfectadas con NS5A).

2. Después en tubos para qPCR (0.2 mL) se adicionaron a la mezcla anterior el
volumen de cDNA para tener 100ng en cada tubo. El blanco fue un tubo que en
lugar de cDNA se le adiciona agua milliQ. EI volumen final serd de 20 pl por

tubo.

3. Se programo el termociclador (indicar que se usa Sybr Green)con las siguientes

condiciones:
Tiempo Temperatura Ciclos
1 2 min 50 °C
2 10 min 95 °C
3 15 seg 95 °C
4 1 min 60 °C 40

Tabla 8: Condiciones generales de amplificacion para gPCR.
6.2.14.2 Gen de la proteina Core del VHC
Para la cuantificacion relativa de los niveles de ARN se emple6Sybr Green.

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para el gen de la proteina Core.

45



Efecto de las proteinas del virus de la Hepatitis C en la regulacion de la
expresion de FOXC1 y SNAI1

1. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se agregaron los siguientes reactivos en

éste orden:

Reactivo Volumen
Sybr GreenER qPCR 10 pl
SuperMix 2 X
Forward 5 pM 0.4 ul
Reverse 5 pM 0.4 pl
Agua DEPC estéril 6.2 ul
cDNA 100 ng (2pl)
DMSO 1wl
Vol. Final 20 ul

Tabla 9: Reactivos para gPCR (gen de la proteina Core del VHC).

2. Después en tubos para qPCR (0.2 mL) se adicion6 el volumen de cDNA
para tener 100ng en cada tubo. El blanco fue un tubo que en lugar de cDNA

se le adicion6 Agua milliQ. El volumen final fue de 20 pl por tubo.

3. Se programo termociclador con las mismas condiciones antes mencionadas

para qPCR de VHC-ARN. Se indic6 en el programa que se usa Sybr Green.

6.2.14.3 Gen endégeno RPS18

Para la cuantificacion relativa de los niveles de ARN se emple6Sybr Green
Se emplearon oligonucledtidos especificos para el gen RPS18.

1. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se agregaron los siguientes reactivos en

éste orden:

Reactivo Volumen

Sybr GreenERqPCR 10 pl
SuperMix 2 X
Forward 5 pM 1l
Reverse 5 pM 1 pl
Agua DEPC estéril 6 ul
cDNA 100 ng (2ul)

Vol. Final 20 ul

Tabla 10: Reactivos para gPCR (gen endégeno RPS18).
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2. Después en tubos para qPCR (0.2 mL) se adicionéel volumen de cDNA para
tener 100ng en cada tubo. El blanco serd un tubo que en lugar de cDNA se le

adiciona Agua milliQ. El volumen final serd de 20 pl por tubo.

3. Se programd termociclador con las mismas condiciones antes mencionadas

para qPCR de VHC-ARN. Se indic6 en el programa que se usa Sybr Green.

6.2.14.4 Gen FOXC1

Para la cuantificacion relativa de los niveles de ARN se emple6Sybr Green
Se disefiaron primers especificos para el gen FOXC1.

4. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se agregaron los siguientes reactivos en

éste orden:

Reactivo Volumen

Sybr GreenER qPCR 10 pl
SuperMix 2 X
Forward 5 pM 0.4 pl
Reverse 5 pM 0.4 pl
Agua DEPC estéril 7.2l
cDNA 100 ng (2pl)

Vol. Final 20 pl

Tabla 11: Reactivos para gPCR (gen FOXCI).

5. Después en tubos para qPCR (0.2 mL) se adicioné el volumen de cDNA
para tener 100ng en cada tubo. El blanco serd un tubo que en lugar de cDNA

se le adiciona Agua milliQ. El volumen final sera de 20 pl por tubo.

6. Se programo termociclador con las mismas condiciones antes mencionadas

para gPCR de VHC-ARN. Se indic6 en el programa que se usa Sybr Green.
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6.2.14.5 Gen SNAI1

Para la cuantificacion relativa de los niveles de ARN se emple6Sybr Green
Se disefiaron oligonucledtidos especificos para el gen SNAII.

1. En un tubo Eppendorf de 0.6 mL se agregaron los siguientes reactivos en

éste orden:

Reactivo Volumen

Sybr GreenER qPCR 10 pl
SuperMix 2 X
Forward 5 pM 1 pl
Reverse 5 pM 1 pl
Agua DEPC estéril 6 ul
cDNA 100 ng (2pl)

Vol. Final 20 ul

Tabla 12: Reactivos para gPCR (gen SNAII).

2. Después en tubos para qPCR (0.2 mL) se adicioné el volumen de cDNA
para tener 100ng en cada tubo. El blanco fue un tubo que en lugar de cDNA

se le adicioné Agua milliQ. El volumen final sera de 20 pl por tubo.

3. Se programo termociclador con las mismas condiciones antes mencionadas

para qPCR de VHC-ARN. Se indic6 en el programa que se us6Sybr Green.

6.2.15 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

6.2.15.1 Extraccion de proteinas totales

De una placa de 6 pozos, posterior a 36 h de transfeccién:
Fue retirado todo el medio con micropipeta y se colocd la placa sobre hielo.

1. Se anadieron30 pl de la solucién de raspado (PBS 1X/EDTA 1mM)

2. Con un raspador de goma (scrapper) se realizé el raspado de arriba hacia
abajo aplicando presion sélo en una direccion (al regresar el raspador, no
raspar de abajo hacia arriba), por ultimo, se rasparon las orillas de la caja

(rotar la caja de 3-4 veces 90°).
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Se repiti6 el proceso girando 90°.

Con una Micropipeta se tomé la suspension de células y colocé en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL.

Se retirar el sobrenadante y fue pasado a un tubo nuevo (en el
sobrenadante es donde se encuentran las proteinas).

Se almacen6 a -20°C.

6.2.15.2 Cuantificacion de proteinas por Método de Bradford

1.

Fue elaborada una curva de calibracién para cuantificacién por método
de Bradford (ver Anexos).

En una placa de 96 pozos se adicionaron 159 pl de agua destilada, 1 pl
de la muestra de proteinas y 40 pl del reactivo de Bradford.

Se cuantificé la absorbancia a A 600 nm.

A partir de la ecuacién obtenida en la curva de calibracion, se calcul6 la
concentracion de proteinas de cada tubo.

Si la absorbancia excede el valor de la dilucién con mayor concentracion,
se recomienda hacer una dilucién 1:4 en agua destilada y cuantificar

nuevamente.

6.2.16 SDS-PAGE y electrotransferencia en condiciones hiimedas

6.2.16.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

1.

Fueron preparados mini geles de poliacrilamida al 12% de un grosor de Imm
(ver anexos).

Se depositaron en cada pozo del gel 50 pg de proteina con % de volumen de
buffer de carga 4X.

Se corri6 el gel a 80 V alrededor de 3 h para la adecuada separacién de las
proteinas.

6.2.16.2 Electrotransferencia en condiciones humedas

1.

2.

Fue recortada la membrana Hybond-P PVDF (AmerfBioscience) con
dimensiones 6 cm ancho x 8 cm de largo.

Se sumergieron en Metanol al 100% por 10 seg.
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. La membrana fue lavada con agua milliQ 5 min y se equilibré la

membrana con buffer de transferencia por 10 min. Se humedecieron 4
piezas de papel filtro y 2 esponjas en buffer de transferencia.

Fue retirado el gel de la cdmara de electroforesis y se descarté el gel
concentrador.

Se colocd sobre el gel una pieza de papel filtro, después la membrana
activada sobre el gel y finalmente sobre ésta 2 piezas de papel filtro.

Se coloc6 en forma de sdndwich de tal forma que la membrana quede de
cara al lado claro (Ver anexos).

Se realiz6 la transferencia a 4°C durante 1 h a 100 V en agitacion.

La membrana fue lavada con PBS 1x adicionado con 0.5% de Tritén X-
100 durante 5 minutos.

Se tind la membrana con el colorante rojo de Ponceau por 1 min, y
después se realizaron lavados con PBS 1X - 0.5% de Tritén X-100, para
comprobar la transferencia de las proteinas a la membrana, asi como

visualizar si hubo formacién de burbujas al momento de la transferencia.

6.2.17 Ensayo de Western blot

1.

La membrana con las proteinas fue incubada en buffer de bloqueo a 4°C
durante toda la noche en agitacion.

Se lavo la membrana 3 veces con TTBS-1 durante 10 minutos por cada
lavado, a temperatura ambiente en agitacion.

La membrana fue incubada con el Anticuerpo primario (IgG de conejo
anti-SNAII, IgG de cabra anti-FOXC1, IgG de ratén anti-Core, anti-Flag
y anti-Actina) durante 12 horas a 4°C en agitacion.

Se lava la membrana 3 veces con TTBS durante 10 minutos por cada
lavado a TA en agitacion.

La membrana con el Anticuerpo secundario (Anti IgG de conejo
conjugado con HRP o Anti IgG de ratéon conjugado con HRP) fue
incubada durante 1 hora a TA en agitacion.

Se lavé la membrana 3 veces con TTBS-1 durante 10 minutos por cada

lavado a TA en agitacion.
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7. Se procedi6 al ensayo de  quimioluminiscencia  (ECL:
EnchancedChemiluminescence):

e El excedente de TTBS-1 se dej6 secar y se humedecié la membrana en la
soluciones de luminol para revelar.

e Fue mezclada durante 2 min con la solucién de luminol y se reveld en el

ChemiDoc TM (Bio-Rad).
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CAPITULO 7: RESULTADOS

7.1 Diseiio del plasmido de Core

Se selecciond la secuencia de la proteina Core del VHC genotipo 1b (GenBank:
AJ238799.1) a esta secuencia le fue afiadido al principio el sitio de restriccion para
HindIIl seguido por la secuencia de Kozak y al final un codén de parada seguido
delsitio de restriccion para EcoRI (Figura 27).

Hepatitis C virus type 1b complete genome, isolate Conl
Sitio de GenBank: AJ238799.1

'e;t_ri‘;::"" GenBank Graphics
o >AJ238799.1:342-0814 Hepatitis C wvirus type 1lb ccmplete gencme, isolate

@ Conl

AAGCTT+ACCGCC+ ATGAGCACGAATCCTARACCTCARAGARRAAACCARAACGTAACACCAACCGCCGCCCACAGGACGTCRAGT
TCCCGGGCGETGGTCAGATCGTCGGTGGAGTT TACCTGTTGCCGCGCAGGGGCCCCAGGTTGGGTGTGCG
Secuencia CGCGACTAGGARGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGTGGAAGGCGACAACCTATCCCCAAGGCTCGCCAG
dekKozak  creaGEETAGEGCCTGEECTCAGCCCEEETACCCCTGGCCCCTCTATGGCARTGAGGECTTGGEETGEE
CAGGATGGCTCCTGTCACCCCGTGGCTCTCEGECCTAGT TEGGGGCCCCACGGACCCCCGGCGTAGGTCGCE
CRAATTTGGGTAAGGTCATCGATACCCTCACGTGCGECTTCGCCEGATCTCATGGGGTACATTCCGCTCGTC
GGCGCCCCCCTAGGGGGCGCTGCCAGGECCCTGGCGCATGGCGTCCGGGT TCTGGAGGACGGCGTGRACT
ATGCAACAGGGAATCTGCCCGGTTGCTCCTTTTCTATCTTCCTT TTGGCTTTGCTGTCCTGT TTGACCAT

CCCAGCTTCCGCT +TGA+GAATTC

Codon de Sitio de restriccion
parada EcoRI

Figura 27: Disefio de pldasmido de Core.Se selecciono la secuencia de la proteina Core del VHC genotipo
1b (GenBank: AJ238799.1) a esta secuencia le fue aiiadido al principio el sitio de restriccion para
HindlIII seguido por la secuencia de Kozak y al final un codon de parada seguido del sitio de restriccion
para EcoRI

Se emplearon los servicios de GenScript para sintetizar la secuencia e insertarla en el
vector de expresion pcDNA 3.1 (+) en el sitio maltiple de clonacién (MCS) entre los
sitios de restriccion para HindIIl y EcoRI.
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CMV promoter

HindIII (511)
EcoRI (552)

PCDNA3.1(+)
5423 bp

Figura 28: Vector de Expresion pcDNA3.1(+). La secuencia antes mencionada fue insertada en el
MCS entre los sitios de restriccion HindIIl y EcoRI.

Una vez sintetizado el plasmido se realiz6 la caracterizacion empleando las enzimas de
restriccion HindIII y EcoRI, buscando que dentro del vector se encontrara la secuencia
insertada, para ello se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% en la que se
corri6 el plasmido digerido y sin digerir.En la figura 29 se muestra este gel de agarosa,
en el dltimo carril se encuentra el marcador de peso molecular, en el primero se observa
el plasmido sin digerir en su forma enrollada y superenrollada con un tamaiio de 5,991
bp (pares de bases). En el segundo carril se muestra el plasmido digerido por 40
minutos con HindIIl y EcoRI se observa el vector de expresion pcDNA 3.1(+)
linearizado con un tamafio de 5.4kb y abajo la secuencia de Core con un tamafio de 591
pb.
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Figura 29: Caracterizacion del plasmido de Core del VHC. En el uiltimo carril se encuentra el marcador
de peso molecular. En el primer carril se observa el pldsmido sin digerir en su forma enrollada y
superenrollada con un tamario de 5,991bp. En el segundo carril se muestra el pldsmido digerido por 40
minutos con HindIIl y EcoRI se observa el vector de expresion pcDNA 3.1(+) linearizado con un tamaiio
de 5.4kby abajo la secuencia de Core con un tamaiio de 591 pb.

7.2 Midiprep

Se llevé a cabo la extraccion plasmidica por el método de lisis alcalina (Sambrook &
Russell, 2001)segin se indica en metodologia, seccién 6.2. El producto obtenido se
muestra en la Figura 29, en la cual se puede apreciar la integridad de los pldsmidos

obtenidos.
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La figura 30 muestra el producto de la extraccion realizada, donde a través del patrén de
migracion electroforética se confirmo el éxito de la extraccion. Observandose las bandas

correspondientes a pfk1l (11,000 kb), NS5A (6,500 kb) y pcDNA (5,800 kb), las tres

bandas corresponden a las tres formas del pldsmido, relajada, enrollada y

superenrollada, en la tabla 13 se muestra la concentracién de los plasmidos extraidos.
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Figura 30: Extraccion de los plasmidos pFKI , pNS5A y pcDNA.Se aprecia la integridad de los
pldsmidos extraidos. Con flechas se sefiala el peso molecular de cada uno. Gel de agarosa al 1%, tefiido
con bromuro de etidio. Las tres bandas en cada carril corresponden a las tres formas del pldsmido,
superenrollada, lineal y relajada.

Plasmido Concentracion

pcDNA 1245.5ng/uL
NS5A 1773.3ng/uL
pFK1 885.7 ng/uL

Tablal3: Concentracion del pldsmido extraido.
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7.3 Diseiio de oligonucledtidos para la amplificacion de la secuencia codificante
Se llevé a cabo el disefio de oligonucledtidos basdndonos en secuencia del genoma

completo de los genes SNAIl y FOXC1 en cuanto a los genes virales se disefiaron

oligonucledtidos (oligos) para la region UTR 5’ del virus que se incluye en los

plasmidos pFK1 y NS5A. En la tabla 3 se resumen los oligos disefiados, su secuencia y

el cédigo NCBI de la secuencia a partir de la que fue disefiado.

Oligos Secuencia NCBI Secuencia de referencia
SNAI1 | FWD:CCACGAGGTGTGACTAACTATG NM_005985.3
REV:ACCAAACAGGAGGCTGAAATA
FOXC1 | FWD:GCGGGTTGGAAAGGGATATT NM_001453.2
REV:CTCTCGCCTTCCTTCTTGTTATT
VHC | FWD:GCGTCTAGCCATGGCGTTA NM_000386.4
REV:GGTTCCGCAGACCACTATGG
Core | FWD:TCTATGGCAATGAGGGCTTG AJ238799.1

REV:GGTATCGATGACCTTACCCAAAT

Tabla 14: Oligonucledtidos diseiiados que se usaron durante este proyecto.

En la figura 31 se muestra la eficiencia de los oligos disefiadosdonde se comprueba la

amplificacion logaritmica a diferentes concentraciones de cDNA lo que permite

emplearlos para una cuantificacion relativa por el método de Livak. Los oligos de Core

no mostraron esta amplificacion logaritmica.

56




Efecto de las proteinas del virus de la Hepatitis C en la regulacion de la
expresion de FOXC1 y SNAI1

40 40
25 4 25 >
g 20 g 20
15 15
10 10
5 5
r T T T T 0 1 r T T T T 0 1
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 -10 -8 -6 -4 -2 0 2
Log 2 concentracion ¥ = 00K+ 2100 Log 2 concentracién Y = 0-879x +27.14
R?=0.997 R*=0.992
FOXC1: 2.01 SNAIL: 2.2
35
30
\ 25 Concentracion
\ o cDNA ug
,5' V\l:" 1
lﬂ
0.2
s
: : : ‘ 0 ; 0.04
-10 8 6 4 2 0 2 0.008
Log 2 concentracion Y =-1.283x + 16.47
R2=0.975 0.0016
VHC: 2.04

Figura 31: Eficiencia de oligonucledtidos. Se observan las eficiencias de los oligos disefiados. Se
comprueba la amplificacion logaritmica a diferentes concentraciones de cDNA lo que permite
emplearlos para una cuantificacion relativa por el método de Livak.

7.4 Comparacion de la expresion de las lineas celulares Huh7 y Huh7-VHC
Replicén

Primeramente se realizd la comparacion de la linea celular Huh7 y la linea celular
Huh7-VHC Replicon, esto se realizé como un estudio preliminar con el fin de analizar
si existe alguna diferencia entre ambas lineas celulares en la expresion de los genes de
estudio, SNAIl y FOXCI1, ya que la linea Replicon expresa constitutivamente las

proteinas del VHC.

Para comenzar se realiz6 un andlisis a nivel transcripcional por tal motivo se realizé una
RT-qPCR del ARN extraido de ambas lineas celulares esto tras ser sembradas 24 horas

antes en placas de 6 pozos.
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En la Figura 32 se muestran los resultados de dicha RT-qPCR, Los datos fueron
analizados por medio de una cuantificacion relativa por el método de Livak usando
como gen endogeno RPS18.

Como se observa en la figura 32 existe mayor expresion a nivel transcripcional de los
genes de FOXC1 y SNAIIl en la linea celular que expresa constitutivamente las
proteinas no estructurales del VHC (Huh7-VHC Replicon) a comparacion de la linea
celular Huh7, lo que nos da indicios de que las proteinas virales podrian inducir la
expresion de estos genes.
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Figura 32: Comparacion de la expresion a nivel transcripcional de FOXC1 y SNAII entre las lineas
celulares Huh7 y Huh7-VHC Replicon. Se observa mayor expresion de FOXCI y SNAII en la linea
celular Huh7-VHC Replicon en comparacion con la linea Huh7.
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Posteriormentecon el fin de comparar la expresion a nivel traduccional en ambas lineas
celulares se realiz6 la extraccion de proteinas de células sembradas 24 horas antes en

placas de 6 pozos.

Esto fue seguido por la realizacion de un Western Blot empleando anticuerpos anti-
SNAII. Se realiz6 la densitometria utilizando el software ImajeJ normalizando con

actina. Lo cual arrojo los resultados mostrados en la figura 33.

Contrario a lo esperado segun los datos arrojados por el andlisis a nivel transcripcional,
encontramos una disminucion en la expresion a nivel traduccional en la linea celular
que expresa las proteinas virales (Huh7-VHC Replicén). Esto podria deberse a
diferentes factores, por ejemplo se han encontrado diversas mutaciones adaptativas en el
replicon subgendmico de esta linea celular, es importante aclarar que esta linea celular
fue disefiada como modelo de estudio de la replicacion viral(Blight, 2000) y para que
esto fuera posible debié sufrir ciertas adaptaciones que permitieran mantener una
replicaciéon viral continua (Krieger, Lohmann, & Bartenschlager, 2001).Estas
mutaciones, encontradas en los genes de NS5A y NS3, a pesar de favorecer la
replicacion continua en este modelo celular, se sabe que son incompatibles con la
infeccion viral en modelos in vivo(Bukh et al., 2002). Por lo tanto este modelo de
replicacién podria no ser el ideal para el estudio de estos factores de transcripcion
relacionados con la patogénesis de la enfermedad ya que su mera expresion podria dar
lugar a alteraciones que contravengan la viabilidad celular y por lo tanto ser

incompatibles con el modelo de replicacion continua.

59



Efecto de las proteinas del virus de la Hepatitis C en la regulacion de la
expresion de FOXC1 y SNAI1

$
A N
$ 8
T <

I
S8koa pe | - -
s A, sodt

1.57 o
NS3
[/;]
4.
8x10 g
8 S
@ — —
2 6x10% @
4 °
@ o
T ax104 ]
g £
E 2x10% =
[+ T
Q <
& &
‘2‘\)
0.008018
SNAI1

Figura 33: Comparacion de la expresion a nivel traduccional de FOXCI1 y SNAII entre las lineas
celulares Huh7 y Huh7-VHC Replicon. El Western blot muestra una disminucion de la expresion a nivel
traduccional de Snail en la linea Replicon. En la parte inferior de observa el andlisis densitométrico
mediante ImageJ.

7.5 Ensayo de actividad bioldgica de virus vaccinia

Se llevé a cabo el ensayo de actividad bioldgica para definir el volumen necesario a
utilizar de virus Vacciniapara infectar las células HuH-7 durante los ensayos de
transfeccion. Se emplearon cantidades de 15ul, 10 pl, 5 pl, 3 pl, 2 pl, 1 pl, 0.5 pl, 0.25
uly 0.1 pl del stock de virus vaccinia a tiempos de 24, 48 y 72 h.

En la figura 34 Se muestran los resultados de este ensayo. Se selecciond la cantidad de

0.1 ul ya que con esta cantidad se observa una mejor viabilidad a las 72 horas.
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Figura 34: Prueba de viabilidad de células Huh7. Se muestra la viabilidad celular a las 24, 48 y 72
horas tras la infeccion con cantidad de 0.5 ul, 0.25 ul'y 0.1 ul del stock de virus vaccinia para
seleccionar la cantidad optima a emplear durante la transfeccion. Se selecciona la cantidad de 0.1 por

mostrar menor efecto citopdtico.

7.6 Transfeccion transitoria de células HuH-7 con pFKI1.

7.6.1 Expresion a nivel transcripcionalde los genes de las proteinas no estructurales
del VHC.

Se realizd la transfeccidn transitoria tal y como se describe en el apartado de métodos
(6.2.11), posteriormente se extrajo el ARN total (6.2.12) de las células transfectadas a
las 24,48 y 72 horas. En la tabla 15 se muestran las concentraciones del ARN extraido

de las células transfectadas con pFK1 y pcDNA.
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Tiempo pcDNA pFK1
24h 104.6 ng/pl 352 ng/ul
201.6 ng/pl 119 ng/pl
142.8 ng/pl 171 ng/pl
48h 402.8 ng/ul 361.2 ng/pl
313.2 ng/ul 583.9 ng/ul
256.5 ng/ul 386.6 ng/ul
72h 455.7 ng/pl 475.5 ng/pl
430 ng/pl 507.4 ng/ul
4447 ng/ul 452.5 ng/pl

Tabla 15: Concentracion de ARN extraido de las células transfectadas con pFK1y el control con pcDNA.

Una vez obtenido el ARN se realizé la retrotranscripcion (6.2.13). En la tabla 16 se

muestran las concentraciones de cDNA (DNA complementario) obtenido.

Tiempo pcDNA pFK1

24h 686.9 ng/pl 706.5 ng/pl
702.2 ng/pl 833 ng/ul
690.6 ng/pl 716.3 ng/pl

48h 938.1 ng/ul 1039.5 ng/pl
975.4 ng/pl 1065.4 ng/ul
1008.7 ng/ul 1051.1 ng/ul

72h 1013.5 ng/pl 1143.3 ng/pl
981.3 ng/ul 1019.9 ng/pl
974.4 ng/ul 1012.6 ng/pl

Tabla 16: Concentracion de cDNA retrotaranscrito a partir de ARN extraido de células transfectadas

con pFK1y pcDNA.
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Una vez obtenido el cDNA se realizaron diluciones de éste con la finalidad de utilizar 2
pl conteniendo 100 pg de cDNA para el ensayo de PCR en tiempo real, en el caso de las
dos cuantificaciones, VHC y RPS18.

Se realiz6 la PCR tiempo real de todos los tiempos obtenidos es importante mencionar
que se probaron diferentes concentraciones del pldsmido a la hora de transfectar las
células (0.25, 0.5 y 0.75 pg) a continuacién solo se muestran los resultados de las
células transfectadas con 0.75pg de pldsmido debido a que a esta concentracién se

encontrd una mayor expresion a nivel transcripcional de las proteinas virales.

En la figura 35 Se observa una disminucion en la expresion a nivel transcripcional de
los genes de las proteinas no estructurales del VHC, a través del tiempo, probablemente

relacionado con la viabilidad celular.
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Figura 35: Expresion de los genes de las proteinas no estructurales del VHC 24, 48 y 72 horas
posteriores a la transfeccion con el pldsmido Pfkl.

7.6.2 Expresion a nivel transcripcionalde los genes FOXC1 y SNAI1 en las células

transfectadas con pFK1.

Simultdneamente se realiz6 el estudio de la expresion a nivel transcripcional de FOXCl1

y SNAII en las células transfectadas con el pldsmido pFK1.Se estudid la expresion a
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través del tiempo y se compard usando como control las células transfectadas con el

plasmido vacio.

En la figura 36se observa una mayor expresion a nivel transcripcional de SNAII en las

células que expresan los genes de las proteinas no estructurales del VHC cuando las

comparamos con el control. Inversamente se observa una menor expresiéon de FOXCl1

en estas mismas células.

Por lo que se puede concluir que los genes de las proteinas no estructurales en conjunto

inducen un incremento en la expresiéon de SNAI1 y una disminucién en la expresion de

FOXCI.
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Figura 36: Expresion de FOXCI y SNAII en células transfectadas con pFKI.Obsérvese una mayor

expresion a nivel transcripcional de SNAII en las células que expresan los genes de las proteinas no

estructurales del VHC, a pesar de observarse una tendencia con respecto a la expresion de pFKl el

incremento no es significativo. Inversamente se observa una menor expresion de FOXCI en estas mismas

células, esta disminucion no fue estadisticamente significativa.
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7.7 Transfeccion transitoria de células HuH-7 con NS5A.

7.7.1 Expresion a nivel transcripcional de NS5A.

Se realiz6 la transfeccidn transitoria tal y como se describe en el apartado de métodos
(6.2.11), posteriormente se extrajo el ARN total (6.2.12) de las células transfectadas a
las 24, 48 y 72 horas. En la tabla 16 se muestran las concentraciones del ARN extraido

de las células transfectadas con pFK1 y pcDNA.

Tiempo pcDNA NSSA

24h 98.3 ng/ul 298.2 ng/ul
127.6 ng/ul 533.6 ng/pl
131.2 ng/pl 540.8 ng/pl

48h 281.9 ng/pl 481.8 ng/pl
640.4 ng/pl 694.2 ng/ul
772.4 ng/ul 598 ng/pl

72h 305.2 ng/pl 167.2 ng/pl
288.7 ng/pl 208.9 ng/ul
478.9 ng/ul 346.4 ng/ul

Tabla 17: Concentracion de ARN extraido de las células transfectadas con NS5A y el control con

pcDNA.
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Una vez obtenido el ARN se realiz6 la retrotranscripcion (6.2.13). En la tabla 18 se

muestran las concentraciones de cDNA (DNA complementario) obtenido.

Tiempo pcDNA NSSA
24h 629.6 ng/pl 610.3 ng/pl
607.2 ng/ul 578.8 ng/ul
605.5 ng/pl 587.6 ng/ul
48h 718.4 ng/pl 741.6 ng/pl
713.9 ng/ul 773.7 ng/ul
714.7 ng/pl 683.7 ng/ul
72h 629.6 ng/pl 610.3 ng/pl
607.2 ng/pl 578.8 ng/ul
605.5 ng/ul 587.6 ng/ul

Tabla 18: Concentracion de cDNA retrotranscrito a partir de ARN extraido de células transfectadas con

NS5A y pcDNA.

Una vez obtenido el cDNA se realizaron diluciones de éste con la finalidad de utilizar 2
pl conteniendo 100 pg de cDNA para el ensayo de PCR en tiempo real, en el caso de las

dos cuantificaciones, VHC y RPS18.

Se realiz6 la PCR tiempo real de todos los tiempos obtenidos es importante mencionar
que se probaron diferentes concentraciones del pldsmido a la hora de transfectar las
células (0.25, 0.5 y 0.75 pg) a continuacién solo se muestran los resultados de las
células transfectadas con 0.75ug de plasmido debido a que a esta concentracion se

encontrd una mayor expresion a nivel transcripcional de las proteinas virales.

En la figura 37 se observa una disminucion en la expresion a nivel transcripcional de los
genes del gen NS5A del VHC, a través del tiempo, probablemente relacionado con la

viabilidad celular.
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Figura 37: Expresion a nivel transcripcional del gen NS5A del VHC 24, 48 y 72 horas posteriores a la
transfeccion con el plasmido NS5A.

7.7.2 Expresion a nivel transcripcional de los genes FOXC1 y SNAII1 en las células

transfectadas con NS5A.

Simultdneamente se realizo el estudio de la expresion a nivel transcripcional de FOXC1
y SNAII en las células transfectadas con el plasmido pFK1. Se estudi6 la expresion a
través del tiempo y se compard usando como control las células transfectadas con el

plasmido vacio.

En la figura 38 se observa una mayor expresion a nivel transcripcional de SNAII en las
células que expresan el gen NS5A del VHC con respecto al control, sin embargo no

parece haber ninguna diferencia en la expresion de FOXCI.

En conclusion NS5A no parece tener ningun efecto sobre la expresion de FOXCI, sin
embargo en el caso de SNAIl existe un incremento en su expresién a nivel

transcripcional.
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Figura 38: Expresion de FOXCI1 y SNAII en células transfectadas con NS5A. Se obsérvese una mayor
expresion a nivel transcripcional de SNAII en las células que expresan los genes de las proteinas no
estructurales del VHC. Inversamente se observa una menor expresion de FOXCI en estas mismas

células( los resultados no fueron estadisticamente significativos).

7.8 Transfeccion transitoria de células HuH-7 con Core.

7.8.1 Expresion a nivel transcripcional de Core.

Se realizo la transfeccion transitoria tal y como se describe en el apartado de métodos
(6.2.11), posteriormente se extrajo el ARN total (6.2.12) de las células transfectadas a
las 24, 48 y 72 horas. En la tabla 19 se muestran las concentraciones del ARN extraido

de las células transfectadas con Core y pcDNA.
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Tiempo pcDNA Core

24h 200.7 ng/pl 100 ng/ul
190 ng/pl 105.3 ng/ul
100 ng/pl 105.6 ng/pl

48h 224.7 ng/ul 50 ng/ul
284 ng/pl 101.1 ng/pl
274.1 ng/pl 194.9 ng/pl

72h 168.2 ng/ul 257 ng/ul
221.6 ng/pl 252.6 ng/pl
192.3 ng/ul 235.5ng/pl

Tabla 19: Concentracion de ARN extraido de las células transfectadas con Core y el control con pcDNA.

Una vez obtenido el ARN se realizé la retrotranscripcion (6.2.13). En la tabla 20 se

muestran las concentraciones de cDNA (DNA complementario) obtenido.

Tiempo pcDNA Core

24h 1354.6 ng/ul 1588.2 ng/ul
1468.6 ng/ul 1373.6 ng/ul

1355 ng/ul 1353.2 ng/pl

48h 1035.3 ng/ul 997.2 ng/pl
1039.7 ng/pl 1003.3 ng/pl

1029.7 ng/pl 1010.8 ng/pl

72h 1977.6 ng/ul 1380.6 ng/ul
1344.4 ng/ul 1362.6 ng/ul

1877.8 ng/ul 1416.5 ng/ul

Tabla 20: Concentracién de cDNA retrotaranscrito a partir de ARN extraido de células transfectadas con

Core y pcDNA.
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Una vez obtenido el cDNA se realizaron diluciones de éste con la finalidad de utilizar 2
pl conteniendo 100 ug de cDNA para el ensayo de PCR en tiempo real, en el caso de las

dos cuantificaciones, VHC y RPS18.

Se realiz6 la PCR tiempo real de todos los tiempos obtenidos es importante mencionar
que se probaron diferentes concentraciones del pldsmido a la hora de transfectar las
células (0.25, 0.5 y 0.75 pg) a continuacién solo se muestran los resultados de las
células transfectadas con 0.75pg de pldsmido debido a que a esta concentracién se

encontré una mayor expresion a nivel transcripcional de las proteinas virales.

En la figura 39se muestra la expresion a nivel transcripcional del gen de la proteina
Core del VHC en las células transfectadas con el plasmido de Core, lo cual demuestra el
correcto disefio de este pldsmido. Se puede observar también como a las 48 horas existe

una mayor expresion de este gen.
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Figura 39: Expresion a nivel transcripcional del gen Core del VHC 24 y 48 horas posteriores a la
transfeccion con el plasmido Core.

7.8.2 Expresion a nivel transcripcional de los genes FOXC1 y SNAII1 en las células

transfectadas con Core.

Simultdneamente se realiz6 el estudio de la expresidn a nivel transcripcional de FOXCl1
y SNAII en las células transfectadas con el plasmido Core. Se estudi6 la expresion a
través del tiempo y se compard usando como control las células transfectadas con el

plasmido vacio.
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En la figura 40se muestra el andlisis de la expresion a nivel transcripcional de los genes
FOXC1 y SNAII en las células transfectadas con el pldsmido de Core.Podemos ver una
mayor expresion de FOXCI1 en las células que expresan la proteina Core de VHC con
respecto al control, mientras que se observa una disminucién de SNAII a las 48 horas.

Esto podria significar que la proteina Core induce una regulacion positiva de FOXC1.
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Figura 40: Expresion de FOXCI y SNAII en células transfectadas con Core. Se observa un incremento

no significativo en la expresion de FOXC1 y una disminucion significativa de SNAII a las 48 horas.

7.9 Transfeccion transitoria de células HuH-7 con los plasmidos pcDNA, Core,
NS5A y pFK1, estudio de la expresion a nivel traduccional.

7.9.1Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

Se realiz6 la transfeccidn transitoria tal y como se describe en el apartado de métodos
(6.2.11), posteriormente se realiz6 la extraccion y cuantificacién de proteinas totales

(6.2.15) empleando el método de Bradford.
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Figura 41: Curva de calibracion de proteinas con el método 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(6.2.16) y se procedi6 con el Western Blot (6.2.17).

7.9.2Western Blot.

Se realiz6 el andlisis densitométrico de imédgenes y se normalizaron los resultados

obtenidos con B-actina. El software utilizado para el andlisis fue el ImageJ version 1.44
p-

En la figura 42 se muestran los resultados de este andlisis en células transfectadas 24
horas antes con los plasmidos Core, NS5A, pcDNA y pFK1. Primeramente debemos

sefalar que en este tiempo no se encontrd expresion de NS5A.

En cuanto al pldsmido de Core se logré6 comprobar una vez mds su correcto diseflo, ya
que se logré expresar la proteina en las células transfectadas. Los resultados muestran
una disminucién en la expresion de FOXCI1 en las células transfectadas con los
plasmidos que expresan las proteinas virales, por otro lado la expresion de SNAII se vio
incrementada en las células transfectadas con NS5A y pFKI1 contrario a lo que se

observa en aquellas transfectadas con el plasmido de Core.
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Figura 42: Andlisis a nivel traduccional de células transfectadas con los pldsmidos pcDNA, NS5A, Core
y pFKI. En la region inferior se encuentra el andlisis densitométrico mediante el software ImageJ.
Podemos observar como a las 24 horas las células transfectadas con los pldsmidos que expresan las
proteinas virales presentan una disminucion en la expresion de FOXCI con respecto al control. En el
caso de SNAII se observa un incremento en su expresion en las células transfectadas con NS5A y pFKI.
Mientras que se observa una disminucion en aquellas transfectadas con el pldsmido de Core, sin

embargo es necesario repetir estos experimentos para confirmar estos hallazgos.
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CAPITULO 7: DISCUSION

El dafio hepdtico crénico causado por la infeccion con el VHC continda siendo una
causa importante de muerte alrededor del mundo(Lanini, Easterbrook, Zumla, &
Ippolito, 2016b), he incluso antes de que esto ocurra los efectos colaterales,
incapacitantes, de este dafio hepético representan un gasto importante para las familias y

los sistemas de salud.(Myers et al., 2014)

Hasta el dia de hoy, los mecanismos moleculares responsables de esta patogenia no han
sido del todo dilucidados.;Qué mecanismos intervienen en el proceso de fibrosis?
(Coémo es que un virus de ARN, el cual no inserta su material genético en el genoma
celular, da lugar a la oncogénesis? ;Son estas patologias efectos colaterales de
mecanismos que favorecen la cronicidad de la infeccion viral? Estas preguntas se han
intentado responder desde diferentes enfoques que incluyen pero no se limitan a las
interacciones con el sistema inmune, la activacion de las células estelares y el estrés

oxidativo.(Novo et al., 2014)(Sebastiani et al., 2014)

La transicion epitelial-mesenquimal (TEM) es un proceso fisioldgico indispensable para
el desarrollo embrionario y la reparacion y regeneracion de tejidos durante la vida
adulta (Kalluri & Weinberg, 2009a).Desde hace afios se sabe que la transicion epitelial-
mesenquimal estd intimamente relacionada con el desarrollo de fibrosis hepatica
independientemente de su etiologia (Choi & Diehl, 2009). Lo que es més importante, se
sabe que el VHC es capaz de inducir la TEM en el hepatocito infectado,mediante la
expresion de las proteinas virales (E2, NS3, NS4BNS5A y Core)(Bandiera et al.,
2016)(Sebastiani et al., 2014).Se ha sugerido que la TEM podria no solo estar
relacionada con la patogénesis de la enfermedad, sino que ademds podria favorecer la
cronicidad de la infeccidn viral (Li et al., 2016). Aun no se comprende del todo como es

que las proteinas virales interaccionan con las vias celulares para favorecer la TEM.

SNAII es un factor de transcripcién considerado un regulador maestro de la TEM, se ha
descrito que la expresion de las proteinas Core y NS4B del VHC son capaces de inducir
una regulacion positiva de SNAII en el hepatocito (Hu et al., 2017)(Abe et al., 2010).
Por otra parte FOXCI1 también es considerado un orquestador de la TEM, aunque se

considera indispensable para el desarrollo embrionario, su expresion durante la vida
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adulta se ha visto relacionada con la aparicion de diferentes tipos de cancer (Elian, Yan,
& Walter, 2018). Los estudios muestran que la expresion de FOXC1 induce la
expresion de SNAI1 favoreciendo la metastasis en el carcinoma hepatocelular (Xia et
al., 2013). Aunque se ha estudiado la relacion de FOXC1 con el virus de la hepatitis B

esta es la primera vez que se estudia su relacién con el VHC.

Primeramente se realizé la comparacién de las lineas celulares Huh7 (hepatocarcinoma)
y Huh7-VHC Replicén la cual expresa constitutivamente las proteinas no estructurales
del VHC esto con el fin de estudiar si el virus induce la expresion de FOXC1 y Snail.
Nosotros encontramos que la linea Replicn presenta una mayor expresion de ambos
factores de transcripcion a nivel transcripcional esto podria significar que en efecto las
proteinas virales inducen la expresion de dichos factores, sin embargo a nivel
traduccional se observo que existe una menor expresion de FOXC1 y Snail este
hallazgo inesperado podria deberse a mutaciones adaptativas en esta linea celular que
generan algin evento regulatorio del ARN mensajero.Estdn reportadas varias
mutaciones adaptativas en esta linea celular que permiten un equilibrio entre la
viabilidad celular y la replicacion viral (Blight, 2000). Algunos ejemplos de mutaciones
adaptativas se han observado en NS3 y NS5A, otros grupos de trabajo han trasplantado
células Replicon con tales mutaciones con el fin de estudiar el efecto en la enfermedad
en chimpancés, encontrando que estas no permiten el desarrollo de la enfermedad
(Bukh et al., 2002). En resumen aunque la linea Replicon es un buen modelo de la
replicacion viral estd lejos de ser un modelo para el estudio de los efectos patoldgicos
que esta produce. El recordar que tanto FOXC1 como Snail generarian un efecto
patoldgico en esta linea celular adherente al inducir la TEM, podria explicar su menor

expresion a nivel traduccional.

Con el fin de estudiar el efecto de la expresion de la proteina Core del VHC en las
células Huh7 se realiz6 el disefio de un plasmido que expresa dicha proteina usando el
vector de expresion pcDNA 3.1 (+). Se comprobd la expresion del gen Core-VHC a

nivel transcripcional y traduccional mediante Western blot y PCR cuantitativa.

Posteriormente se realizaron los ensayos de transfeccion transitoria de las células Huh7
empleando los pldsmidos de Core, pFK1 (expresa todas las proteinas no estructurales

del virus), NS5A, y pcDNA (pldsmido vacio, como control) con el fin de estudiar el
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efecto de la expresion de las proteinas virales en la expresion de FOXCI vy
SNAIL.Sellevé a cabo la extraccion de ARN a las 24, 48 y 72 horas, y se realizé el

estudio de la expresion a nivel transcripcional por medio de PCR cuantitativa.

En el andlisis de la expresion a nivel transcripcional de los genes FOXC1 y SNAII en
las células transfectadas con el plasmido de Core. Podemos ver una mayor expresion de
FOXCI1 en las células que expresan la proteina Core del VHC con respecto al control,
mientras que se observa una disminucién de SNAII a las 48 horas, sin embargo esto no
fue significativo y es necesario repetir el experimento para confirmar estos hallazgos.
Esto podria significar que la proteina Core induce una regulacion a la alta de FOXCI1.
Esta es la primera vez que se establece una relacion entre la expresion del gen de la
proteina Core del VHC y la expresion de FOXCI1. La disminucion en la expresion de

SNAII sugiere que FOXC1 no actia como inductor de SNAII en este caso.

En las células transfectadas con pFK1, las cuales expresan los genes de las proteinas no
estructurales del VHC, se observa una mayor expresion a nivel transcripcional de
SNAIl,cuando las comparamos con el control. Inversamente se observa una menor
expresion de FOXCI1 en estas mismas células.Se ha reportado que NS4B es capaz de
inducir la expresion de SNAIl (Hu et al., 2017), este experimento muestra que las
proteinas virales en conjunto también son capaces de inducir su expresion, lo que nos
sugiere que el resto de las proteinas podrian poseer un efecto sinérgico o cuando menos
no poseen un efecto antagénico significativo, también podemos concluir que FOXC1
no actua como inductor de SNAI1 cuando se expresan las proteinas no estructurales del

virus.

Los ensayos de transfeccion transitoria, empleando el pldsmido de NS5A, y el estudio a
nivel transcripcional arrojaron que NS5A no parece tener ninglin efecto sobre la
expresion de FOXCI, sin embargo en el caso de SNAII existe un incremento en su
expresion a nivel transcripcional. El incremento en la expresion de SNAII se habia
observado en el caso de NS4B (Hu et al., 2017). Es la primera vez que se observa una
relacion con NS5A, también podemos concluir queFOXC1 no aumenta su expresion ni

actiia como inductor de SNAI1 cuando se expresa NS5A.

Para terminar quisimos estudiar el efecto de la expresion de las proteinas virales en la

expresion de FOXC1 y SNAII a nivel traduccional empleando la técnica de Western
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Blot, para lo cual se realizaron los ensayos de transfeccion transitoria de las células
Huh7 empleando los plasmidos de Core, pFK1 (expresa todas las proteinas no

estructurales del virus), NS5A, y pcDNA (plasmido vacio, como control).

En cuanto al pldsmido de Core se logré comprobar una vez mds su correcto disefio, ya

que se logré expresar la proteina en las células transfectadas.

Los resultados del western Blot muestran una disminucién en la expresion de FOXC1
en las células transfectadas con los pldsmidos que expresan las proteinas virales, por
otro lado la expresion de SNAII se vio incrementada en las células transfectadas con
NS5A y pFK1 contrario a lo que se observa en aquellas transfectadas con el plasmido

de Core.

Estos resultados nos sugieren que las proteinas no estructurales en conjunto y NS5A de
forma aislada son capaces de inducir la expresion de SNAII a las 24 horas, Este efecto
no parece ser dependiente de la expresion de FOXCI1, sin embargo debido a que
FOXCI1 es una proteina que se transloca al nucleo su efecto podria depender no de un
incremento en la expresion sino de un incremento en la translocacion, por lo cual podria

ser necesario elestudio particular de las proteinas nucleares (Elian et al., 2018).
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CAPITULO 8: CONCLUSIONES

e Se logr¢ el disefio de un vector de expresion para la proteina Core del VHC. Se
comprobé su funcionalidad para la expresion a nivel transcripcional y
traduccional, mediante PCR en tiempo real y Western Blot, en células
transfectadas.

e Se encontrd una mayor expresion a nivel transcripcional de FOXC1 y SNAII en
la linea celular HuH7-VHC Replicén al compararla con la linea celular Huh7,
sin embargo contrario a lo esperado se observé una menor expresion a nivel
traduccional de SNAII en la linea celular que expresa las proteinas virales, esto
podria deberse a mutaciones adaptativas en el replicon subgendémico (Krieger et
al., 2001).

e En cuanto a la transfeccion transitoria con pFK1 se observo que los genes de las
proteinas no estructurales en conjunto inducen un incremento en la expresion a
nivel transcripcional de SNAI1 paralelo a una disminucién de FOXCI.

e La transfeccion transitoria del plasmido NS5A no parece tener ningin efecto
sobre la expresion a nivel transcripcional de FOXC1, sin embargo en el caso de
SNAII existe un incremento en su expresion.

e Se observé una mayor expresion de FOXCI1 en las células que expresan la
proteina Core de VHC con respecto al control, mientras que a las 48 horas la
expresion a nivel transcripcional de SNAII se encuentra disminuida. Esto podria
significar que la proteina Core induce una regulacion a la alta de FOXCI.

e El estudio de la expresion a nivel traduccional de FOXC1 y SNAII en células
transfectadas con pcDNA, pFK1, NS5A y Core mostro una disminucién de
FOXC1 a las 24 horas en las células transfectadas con los plasmidos que
expresan los genes de las proteinas virales. En cuanto a SNAII se observo una

mayor expresion en las células transfectadas con NS5A ypFKI1.
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CAPITULO 9: ANEXOS

9.1 Cultivo celular.

9.1.1 Suplementacion de medio de cultivo

Material
e Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
e Pipetas serologicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.

Equipo
e (Campana de flujo laminar.
e Mechero de Bunsen.

e Pipetor

Medio Dulbecco’sModified Eagle Medium Advanced (ADMEM).
Reactivos
e Medio de culti o Dulbecco’sModified Eagle Medium Admanced (ADMEM).
500 mL. GIBCO. Cat. 12491015.
e Suero Bovino Fetal. 500 mL. GIBCO. Cat. 16000-044.
e Solucion de antibidtico penicilina/estreptomicina 100X. 100 mL. GIBCO. Cat.
15070-063.
e Aminoacidos no esenciales. 10 mM (100X). 100 mL. GIBCO. Cat. 11140-050.
e [-Glutamina. 200 mM (100X). 100 mL. GIBCO. Cat. 25030081.

Protocolo

Manejar el medio de cultivo dentro de la campana de flujo laminar. Para suplementar
500 ml de medio ADMEM al 2% se anadiran 10 mL de suero bovino fetal inactivado, 5
mL de amino 4&cidos no esenciales (100X), 5 mL de antibidtico (100X

penicilina/estreptomicina) y 5 mL de L- glutamina (100X).
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9.1.2 MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES.

Material

Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.

Pipetas serolégicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.

Botellas para cultivo celular de 25 cm?2. Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.
Botellas para cultivo celular de 75 cm2. Con filtro. Marca Corning. Cat. 430641.
Pipeta pasteur. Marca Corning. Cat. 101001440.

Reactivos

Equipo

Medio de cultivo ADMEM suplementado al 2% con suero bovino fetal.
Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) 1X estéril.
Tripsina-EDTA 0.25% 500 mL. Marca GIBCO. Cat. 15050057.

Campana de flujo laminar clase II.
Bomba de vacio.
Centrifuga.

Incubadora con tanque de CO2.

Protocolo para células HuH-7

1.
2.

Retirar el medio de cultivo de la botella con células confluentes por aspiracion.

Lavar las células con una alicuota de PBS estéril 1X. Por cada 25 cm?2 de superficie se
debe emplear 1 mL de buffer de lavado. Realizar movimientos circulares para permitir
que la solucién entre en contacto con todas las unidades de la monocapa y pueda
remover la mayor cantidad posible de detrito celular. Retirar el PBS 1X por aspiracién.
Afadir tripsina. Se utilizard 1 mL de tripsina en una botella de 25 cm2 y 3 ml para
botellas de 75 cm?2.

Incubar a 37°C durante 5 minutos. Procurar no exceder el tiempo para que la enzima no
comience a degradar la membrana celular.

Neutralizar la actividad de la tripsina adicionando un volumen 1:1 de medio de cultivo
suplementado con suero bovino fetal.

Recolectar la suspension celular en un tubo falcon de 15 mL.

Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Cuidadosamente retirar el medio de cultivo utilizado para neutralizar la tripsina.
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9.

10.

11.

12.

Anadir medio de cultivo nuevo dependiendo del tamafio del botén celular obtenido. Se
puede utilizar 2 mL para resuspender el botén celular obtenido a partir de una botella
semiconfluente de 25 cm?2; mientras que un botén celular proveniente de una botella
semiconfluente de 75 cm2 se puede resuspender en 3 0 4 mL de medio.

Resuspender completamente con ayuda de una pipeta de 2 ml (o con una puntilla de
1000 pl) el botén celular en el medio nuevo hasta observar que no hay ctimulos
flotando.

Tomar de la suspension de células la alicuota necesaria y colocarla en una botella que
cuenta con la cantidad de medio nuevo correspondiente. (5 mL a botella de 25 cm2 y 9
mL de 75 cm?2)

Colocar la botella en la incubadora a 37 °C con 5% CO2.

Observaciones

La tripsina, el SBF, el antibiético y el medio de cultivo se encuentren a temperatura de
37 °C o bien temperatura ambiente al momento de utilizarlos.

Las células no deben exponerse mas de 10 minutos al PBS 1X y no mas de 5 minutos a
la tripsina.

La suspension celular obtenida al neutralizar la tripsina con medio de cultivo
suplementado, se centrifuga para asegurar un nivel de compactacién homogéneo.
Cuando se disgrega de forma correcta se evita la formacién de cimulos celulares.

Si se emplean micropipetas automaticas, jamds permitir la entrada del vastago a las

botellas, ya sean de cultivo celular o las correspondientes a los reactivos en uso.

9.1.3 RECUENTO CELULAR

Para el recuento de células viables se utiliza un colorante vital, el azul tripano. Las células vivas

captardn el colorante pero lo expelerin al medio, mientras que las células muertas lo

mantendran en su interior. Generalmente se preparan diluciones 1:4 o 1:8 de la suspensién

celular a contabilizar. El resultado se obtiene multiplicando el ndmero de células contadas en la

cdmara de neubauer por el valor de la dilucién realizada (4 u 8) por el valor del factor de la
camara (10,000).
Material

Tubos eppendorf de 0.6 mL.
Cultivos de células HuH-7
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Reactivos

Equipo
.
.
.
.

Medio de cultivo ADMEM suplementado al 2% con suero fetal bovino.
Colorante azul tripano. 100 mL. Marca GIBCO. Cat. 15250-061.

Campana de flujo laminar.
Micropipetas automadticas.
Cédmara de Neubauer.
Microscopio.

Incubadora con tanque de CO2.

Protocolo

1.

Procesar las botellas de cultivo hasta la resuspension (el volumen dependerd del botén
celular obtenido) en medio nuevo.

Hacer la siguiente dilucién como sigue en tubo de 600 ul; 60ul de medio de cultivo, 10
ul de células en suspension y 10ul de azul de Tripano.

Mezclar con ayuda de una puntilla de 200 pl el volumen del tubo, subiendo y bajando
su contenido sin formar burbujas.

Depositar 10 pl de la suspensién celular con colorante en la cimara de Neubauer.
Utilizando el objetivo de 10X en el microscopio, contar el nimero de células vivas en
las cuatro cuadriculas de 4 x 4 de la camara. Registrar los niimeros.

Contar el nimero de células en el cuadrante central de 5 x 5. Registrar la cantidad. (El
ndmero obtenido con el promedio de las cuadriculas de 4 x 4 debe ser similar al cdlculo
realizado con el total de células en la cuadricula central de 5 x 5)

Realizar el célculo del total de células empleando la siguiente férmula:

No. células/mL = (Promedio 4 x 4) (Factor de diluciéon) (10,000)

Multiplicar el nimero de células/ml por el volumen en el cual se resuspendieron y
disgregaron las células del cultivo para obtener la cantidad total de células
producidas.

Con respecto al total de células contabilizadas y el volumen total, colocar el
volumen correspondiente al numero de células deseado en la botella o placa de
cultivo.
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9.1.4 CONGELACION DE LINEAS CELULARES

Material

Cultivos celulares confluentes.

Micropipetas.

Crioviales de 2 mL. Marca Corning. Cat. 430659.
Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.

Reactivos

Suero bovino fetal. Marca GIBCO.

Dimetilsulféxido (DMSO) grado Biologia molecular. 100 mL. Marca Sigma. Cat.
D2650.

Hielo.

Campana de flujo laminar.
Bomba de presion y vacio.
Centrifuga.
UltracongeladorRevco.

Contenedor para congelacion, “Mr. Frosty” Nalgene®

Protocolo para células HuH-7

® N W

Preparar crioviales a congelar. Etiquetar cada uno para evitar exposicion de células en
DMSO a temperatura ambiente.

Cosechar células HuH-7 siguiendo el protocolo de subcultivo hasta la obtencién del
botén celular.

Remover completamente el medio utilizado para neutralizar la tripsina, empleando una
micropipeta de 1000 ul y procurando no romper el botén celular.

Resuspender células en suero bovino fetal completo. Afiadir tanto suero como sea
necesario para obtener una suspension con una concentracién final de 1.5 a 2 millones
de células por ml (tomando en cuenta que se tomaran 900 pl para cada vial).

Depositar en cada criovial 100 pl de DMSO.

Depositar en cada vial 900 pL de la suspension de células en suero bovino fetal.
Almacenar células en Mr. Frosty, el cual se encuentra a temperatura ambiente.

Colocar Mr. Frosty en ultracongeladorRevco a -80°C.
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9. 24 horas después retirar las células congeladas del Mr. Frosty y almacenar en
ultracongeladorRevco a -80°C. Las células congeladas y almacenadas a esta

temperatura tienen caducidad de un afo.

9.1.5 DESCONGELACION DE LINEAS CELULARES

Material
e Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
e Botellas para cultivo celular de 25 cm?2. Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.

Reactivos

e Medio de cultivo. HuH-7: ADMEM suplementado al 2% con suero bovino fetal.

Equipo
e (Campana de flujo laminar.
e Micropipetas automaticas.
e Microscopio.

e Incubadora.

Protocolo
1. Atemperar el medio de cultivo a utilizar para sembrar las células.
2. Depositar 5 ml de medio de cultivo atemperado en una botella de 25 cm?2.
3. Descongelar inmediatamente el vial con células por inmersién en bafio de agua a 37 °C.
4. Depositar suavemente la alicuota completa del criovial y homogenizar el contenido de
la botella con movimientos circulares suaves.
Revisar al microscopio las células recién depositadas en la botella de cultivo.

6. Incubar botella de cultivo a 37 °C en una atmodsfera himedacon 5% COa.

9.2 Virus Vaccinia

9.2.1Preparacion de virus vaccinia

Material
e Cultivos celulares HelLa (VPH 18+)

e Micropipetas.
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Recipiente para desechos bioldgicos
Botellas para cultivo celular de 75 cm2. Con filtro. Marca Corning. Cat. 430641
Tubos falcén de 15 mL Marca Corning. Cat. 430053.

Reactivos

Equipo
[}
[ ]

Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) 1X estéril.
Tripsina-EDTA 0.25% 500 mL Marca GIBCO. Cat. 15050057.
Advanced DMEM suplementado al 2% con suero bovino fetal.

Cloro 10%

Campana de flujo laminar clase 11
Incubadora de CO2
Centrifuga para tubos falcén de 15 y 50 mL

Protocolo

1.

Crecer las células HeLLa (VPH 18+) a una confluencia superior del 80% en placas de 75
cm?2.

Retirar el medio de cultivo y afiadir 3 mL de medio ADMEM suplementado. Infectar
las células con 60 pl del stock Del virus vaccinia(Infeccion) (Fuerst, Niles et al. 1986).
Colocar la botella de cultivo en la incubadora y moverla suavemente cada 10 min.
durante 1.5 h.

Después del tiempo de infeccidn (1.5 h), retirar el medio y agregar 10 mL de medio
ADMEM suplementado.

Dos dias después de la infeccion, una porcion de células estard en suspension, mientras
que el resto de las células estard adherida a la superficie de crecimiento. Recuperar las
células que estdn en suspension y colocarlas en un tubo falcén de 50 mL.

Empastillar las células contenidas en el tubo falcon de 50 mL y eliminar el
sobrenadante. (Centrifugar 5 min a 1000 rpm).

Lavar la botella de cultivo con 5 mL de PBS 1X y colocarlo en el tubo falcén de 50 ml
(del paso No. 5). Centrifugar nuevamente 5 min a 1000 rpm y desechar sobrenadante.
Adicionar 3 mL de Tripsina/EDTA a la botella de 75 cm2 para despegar las células que
aun estan adheridas. Colocar estas células en el tubo falcén de 50 ml que contiene las
células ya centrifugadas.

Lisar las células que estdn contenidas en el tubo falcén de 50 ml en hielo por 5 min y a

37°C en bafio maria por 5 min. Repetir el proceso 3 veces.
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10. Anadir 3 ml més de Tripsina/EDTA al tubo falcén de 50 ml (3 ml por cada botella de 75
cm?2) e incubar el tubo a 37 °C por 1 hora.

11. Centrifugar y colectar el sobrenadante. Hacer alicuotas y almacenar a -80 °C.

9.2.2 Evaluacion del efecto citopatico del virus vaccinia

Material
e Cultivo celular.
e Micropipetas.
e Recipiente para desechos
biolégicos
e Placas para cultivo celular de 6

pozos. (35mm x 10 mm)

Reactivos
e Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) 1X estéril.
e Tripsina-EDTA 0.25% 500 mL. Marca GIBCO. Cat. 15050057.
e Advanced DMEM suplementado al 2% con suero bovino fetal.

e Cloroal 10 %

Equipo
e (Campana de flujo laminar clase II

e Incubadora de CO2

e Centrifuga para tubos falcén de 15 y 50 mL

Protocolo

1. Sembrar 2x105 células en pada pozo de una placa de 6 pozos.

2. 24 h después retirar el medio y adicionar 1 ml de medio ADMEM suplementado con
diferentes cantidades del stock del virus vaccinia (0.5, 0.25 y 0.1 pl).

3. Incubar la placa a 37 °C por 2 h.

4. 2 horas después de la infeccién adicionar 1 mL de medio ADMEM suplementado a
cada pozo.

5. Observar al microscopio el efecto citopatico a las 24, 48 y 72 horas después de la

infeccion.
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Observaciones
e Lavarse las manos antes y después de trabajar con el virus vaccinia.
e Colocar las puntillas en un recipiente para desechos bioldgicos o en cloro al 10%.

e Agregar cloro al 10% a las botellas en donde se realiz6 la infeccién.

9.3 Proteinas

9.3.1 Extraccion de proteinas

Material
e Placa de cultivo celular
e Buffer de Lisis 1X
e Tableta de inhibidores de proteasas marca Roche # 1697498
e Scrapers de 25 cm marca Corning # 3010
Equipo

e (Centrifuga refrigerada

Protocolo

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

2. Agregar 50ul de PBS frio para humedecer la superficie.

3. Raspar con scraper 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.

4. Transferir el liquido a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

5. Anadir 50 ul mas de PBS 1x a la placa, raspar de nuevo y transferir al eppendorf.
Depositar en hielo.

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

7. Adicionar un volumen 1:1 de buffer de lisis con respecto al pellet obtenido,
aproximadamente 20 pl.

8. Incubar en hielo por 20 min.

9. 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.
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Observaciones

e FEl PBS 1x se necesita frio (4°C) para preservar de mejor manera las células hasta la
extraccion de proteinas.

e 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.

e En cada ronda de experimentos se usaron cultivos decélulas Huh-7 (parental y replicén)

del mismo pasaje; se trabaj6 con células con nimero de pasaje interno 20 hasta 30.

9.3.2 Curva estandar de referencia de proteinas
Material

e Albtimina Sérica Bovina (BSA)

e Placa de 96 pozos

e Extracto proteico

e Reactivo de Bradford marca BIORAD #500-0006, 450 mL
Equipo
e Lector de ELISA ELX800

Protocolo

1. Preparar una solucién stock de BSA a una concentracién de 100 mg/mL, se recomienda un

volumen final de 1 mL.
2. Diluir esta solucién inicial 100 veces para obtener una segunda de 1 000 pg/mL.

3. Diluir la solucién de 1 000 pg/mL 10 veces mds para preparar una solucién de 100 pg/mL,

con la cual se prepararan los 5 estandares de la curva.

4. A continuacién se muestra las cantidades de los diferentes reactivos a mezclar para la
preparacion de los estdndares directamente en la microplaca, con un volumen final de 200 pl,

usando la solucién stock de 100 pg/mL.

Estandar (ug/mL) Reactivo de Sol. Stock de Agua miliQ(pl)
Bradford (pl) proteina(ul)
0 40 -- 160
1 40 2 158
5 40 10 150
10 40 20 140
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15 40 30 130
20 40 40 120

5.Mezclar, dejar reposar por 5 min y leer a 600 nm de longitud de onda.
6. Con las absorbancia, construir la curva de calibracién y calcular la ecuacion de la recta con la

que se hard la estimacién de la cantidad de proteina.

Observaciones:
e Para las soluciones stock, el volumen de preparacién recomendado es de 1 mL.
e La evaluacién de los estindares debe hacerse por triplicado, es recomendable que el
coeficiente de variacién sea menor al 5% y el coeficiente de correlacion de la curva de,

al menos, 0.980.

Cuantificacion

1. Preparar en una microplaca de 96 pozos lo siguiente:

1. 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
1:301:5

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

3. Leeren el lector de ELISA a 600 nm, seleccionando la opcién #12 (Alamar 600).

4. Estimar la concentracién haciendo el cdlculo correspondiente con la ecuacién de la recta

previamente obtenida de la curva estdndar de referencia.

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

e Una vez preparada la reaccién es estable por 1 hora.

9.3.3 SDS-PAGE

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

2. Tomar 20(Oxiblot) o 40Western blot) [ g de proteina y mezclar con buffer de
desnaturalizacion en una proporcién 1:4. La mezcla puede ajustarse para tener un

volumen manejable de 10-12 L, aunque puede cargarse menos, 2-3 L.
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Desnaturalizar las proteinas calentado a 94°C por 5 min en thermomixer y poner en
hielo.

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

Correr a 80 V por aproximadamente 2 h.

Desmontar el gel y seguir a la transferencia.

9.3.4 Transferencia a la membrana de PVDF.

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

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

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

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

6. Colocar también en buffer de trasferencia 4 piezas de papel filtro y 3 esponjas en una
charola grande.

7. Remover y descartar el gel concentrador.

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

9. Colocarlo sobre la esponja del set de transferencia.

10. Armar el sdndwich colocando sobre el gel la membrana previamente equilibrada.
Eliminar burbujas con la pipeta.

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

12. Transferir a 4°C a 120 V por 2 horas o a 35 V por toda la noche.

9.3.5 Western Blot

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

2. 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.

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

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

5. Incubar la membrana con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C.

6. Retirar el anticuerpo primario y lavar la membrana 3 veces por 10 min cada vez a

temperatura ambiente.
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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.

Al terminar los lavados preparar el material necesario para efectuar el desarrollo de

quimioluminiscencia.

9.3.6 Quimioluminiscencia

1.

Preparar la solucién de deteccién mezclando la soluciéon A y B del kit de
quimioluminiscencia Santa Cruz Biotechnologies, en una proporcién 1:1 (1 ml de cada
reactivo). La cantidad requerida de la mezcla es de aproximadamente 0.1 ml /cm2 de
membrana.

Incubar la membrana con la solucién en otro recipiente cubierto con aluminio.
Alrededor de 1 min mezclando suavemente.

Colocar la membrana en un acetato y llevar a fotodocumentador.

Capturar la imagen.

9.4 Preparacion de Reactivos

9.4.1 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 concentracién de 100 mg/ml. Alicuotar en tubos eppendorf y rotular. Se

hace ademds una prueba de esterilidad dejando incubar una porcién de geneticina con medio de

cultivo por una semana. La geneticina recién preparada no puede ocuparse hasta que se

demuestre su esterilidad.

9.4.2 Electroforesis

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

Reactivo Cantidad Concentracion final
Tris-base 2725 ¢g 1.5M
SDS 0.60 g 9.4%
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Ajustar pH a 8.8 con HCl 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 90¢g 05M
SDS 0.60 g 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 151¢g 125 mM
Glicina 940 ¢ 1.25M
SDS 50¢g 0.50%

Aforar a 1 L con agua destilada hasta la completa disolucién de todos los sélidos. Agitar en

placa de agitacion si es necesario. Puede almacenarse a temperatura ambiente.

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

Reactivo Separador (10%) Concentrador (5%)
Agua miliQ (ml) 4.02 3.05
Poliacrilamida al 30% (ml) 3.33 0.650
Buffer* (m) 2.5 1.25
SDS 10% (ul) 0.1 0.050
PSA 10% (ul) 0.05 0.025
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TEMED (ul) 0.01 0.010

Total 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 desnaturalizacién para proteinas.

Reactivo Cantidad (ml)
Tris-HC1 0.5 M 1.0
pH 6.8
Glicerol 0.8
SDS 10% 1.6
Azul de 0.4

bromofenol 1%
2-mercaptoetanol 0.4

Agua destilada 3.0

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.

7. Persulfato de amonio al 10% (Sigma, Cat. A9164): Pesar 100 mg de reactivo s6lido en tubos
eppendorf y guardar a -20°C protegidos de la luz. Agregar 1 mL de agua destilada justo antes de

usar.

18. Inhibidor de proteasas Disolver 1 tableta de marca comercial en 1 mL de agua.
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9.4.3 Western blot.

1. Buffer de transferencia 10 X.
Tris Base 25mM 60.6gr
Glicina 192mM 288gr
SDS 0.05% 10g
Agua DE2000 ml

2. TBS 10X: 24.2 g Tris HCImds 80 g NaCl disolver en 900 mL de agua destilada. Ajustar pH a
7.6y aforaral 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 12¢g
TBS-T 1X 40 mL

5. Solucién de Ponceau 0.1 % (Aforar a 200 mL con agua destilada).

Reactivo Cantidad
Ponceau S. 02¢g
Ac. acético 10 mL
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