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RESUMEN

Introduccién: La infeccion cronica por el virus de la hepatitis C (VHC) conduce al desarrollo de fibrosis
mediada por la comunicacion intercelular entre las células estelares hepaticas (CEH) y los hepatocitos
infectados. EI VHC puede promover la activacion de las CEH aumentando la expresion de Coll. aSMA 'y
IMPs. v promover la transicion epitelial-mesenquimal (TEM) de los hepatocitos mediante la regulacion
de Snail. TGFB1 y E-cadherina. Se ha demostrado que el inhibidor del actiy ador de plasminogeno 1 (PAI-
1) puede estar involucrado en procesos de fibrosis hepdtica. Sin embargo. ain no sc han determinado las
vias moleculares durante estos procesos celulares mediada por la infeccion viral. Objetivo: Estudiar los
mecanismos molcculares de fibrosis involucrados en la transicion epitelial mesenquimal y activacion de
células estelares hepiticas (1.X2) inducidos por la proteina NS5A y Core del VHC. Métodos: C¢lulas Huh?
fueron transfectadas con pNluc-NS5A/VHC y pCore/HCV durante 24 y 48 h. La expresion de NS5A y Core
se determiné mediante la actividad de nanoluciferasa y Westem Blot, respectivamente. La TEM de Huh7
se evalué mediante la expresion relativa de Snail. TGFBI y E-cadherina y mediante el ensayo de
cicatrizacion de herida. Asimismo, las células Huh7 transfectadas fueron co-cultivadas con células LX2
utilizando placas con insertos de transwell. La activacion de LX2 se determiné mediante la expresion
relativa de TGFB1. Coll, aSMA y TIMP1 después de 48 y 72 horas de co-cultivo. La expresion de 84 genes
asociados con vias moleculares inductoras de fibrosis en Huh7 transfectadas y co-cultivadas con LX2 se
evalu6é mediante el arreglo de qPCR RT? de fibrosis humana. La participacion de PAI-1 se cvalué mediante
el silenciamiento y mediante la inhibicion con el TM5275 y evaluando los marcadores de TEM. Resultados:
La expresion de las proteinas NSSA y Core del VHC en células Huh?7 promovié la migracion celular,
sobreexpresion de TGFB1 y Snail. y subexpresion de E-cadherina. sugiriendo la TEM. En co-cultivo se
indujo a la sobreexpresion de TGFB1. Collal y Timpl en CEH-LX2. El perfil génico de Huh7 en co-cultivo
mostrd 23 genes diferencialmente expresados en comiin, como posibles blancos moleculares. entre ellos
PAI-1. La inhibicién de PAI-1 modulé la expresion de TGFBI, Vimentina y E-cadherina. implicandolo en
la regulacion de la TEM, aunque este efecto no se vio en presencia de NS5A o Core. indicando su capacidad
moduladora. Los genes inducidos por NSSA y Core en Huh7 co-cultivadas con LX2 se asociaron
principalmente a la sefializacién de TGFBI y la organizacion de la matriz extracelular. Discusién: La TEM
de hepatocitos y la activacion de CEH inducidas por proteinas del VHC ya habia sido asociado antes. Sin
embargo. a pesar de la relacion de PAI-1 en procesos de fibrosis hepdtica. la participacion de PAI-1 en la
TEM de Huh7 inducida por el VHC no habia sido estudiado. Nuestros resultados sugicren que. durante estos
dos procesos. se regulan diversos genes asociados con vias moleculares inductoras de fibrosis, como la de
PAI-1y que las proteinas virales. a su vez podrian estar modulando cualquier actividad inhibidora de PAI-
1. Conclusién: La expresion de NS5A y Core pueden inducir la TEM de Huh7 y la activacion de LX2 en
co-cultivo. lo que regula diversos genes. entre cllos PAI-1. que al ser inhibido puede revertir biomarcadores
de la TEM de Huh7. Sin embargo, también se demostrd que NSSA y Core pueden modular la inhibicion de
PAI-1. Estudiar los mecanismos molcculares durante la comunicacion intercelular asociados a la
fisiopatologia de la fibrosis desencadenada por ¢l VHC es de gran importancia ya que repercutird en la
identificacion y eleccion de nuevos blancos moleculares asociados a las terapias antifibréticas.

Dra. C. Ana Maria {huadalupe Rivas Estilla
Directora de tesis
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ABSTRACT

Introduction: Chronic infection by the hepatitis C virus (HCV) leads to the fibrosis development
mediated by intercellular communication between hepatic stellate cells (HSCs) and infected
hepatocytes. HCV can promote HSC activation by increasing the expression of Coll, aSMA, and
TIMPs, and promote the epithelial-mesenchymal transition (EMT) of hepatocytes through the
regulation of Snail, TGFB1, and E-cadherin. It has been shown that plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1) may be involved in liver fibrosis. However, the molecular pathways during these virus-
mediated cellular processes have not yet been determined. Objective: To study the molecular
mechanisms of fibrosis involved in epithelial-mesenchymal transition and hepatic stellate cell (LX2)
activation induced by HCV NS5A and Core proteins. Methods: Huh7 cells were transfected with
pNluc-NS5A/HCV and pCore/HCV for 24 and 48 hours. The expression of NS5A and Core was
determined by nanoluciferase activity and Western Blot, respectively. EMT of Huh7 was evaluated by
the relative expression of Snail, TGFB1, and E-cadherin and by wound healing assay. Additionally.
transfected Huh7 cells were co-cultured with LX2 cells using transwell insert plates. The activation of
LX2 was determined by the relative expression of TGFB1, Coll, aSMA, and TIMPI after 48 and 72
hours of co-culture. The expression of 84 genes associated with molecular pathways inducing fibrosis
in transfected and co-cultured Huh7 cells was evaluated using the human fibrosis RT? qPCR array. The
involvement of PAI-1 was assessed by silencing it using siRNA, by inhibition with TM5275, and
evaluating EMT markers. Results: The expression of HCV NS5A and Core proteins in Huh7 cells
promoted cell migration, overexpression of TGFpB1 and Snail, and subexpression of E-cadherin,
suggesting EMT. In co-culture, overexpression of TGFBI, Collal, and Timpl was induced in LX2-
HSCs. The gene profile of Huh7 in co-culture showed differentially expressed genes in common, as
potential molecular targets, including PAI-1. Inhibition of PAI-1 modulated the expression of TGFpI,
Vimentin, and E-cadherin, implicating it in the regulation of EMT, although this effect was not seen in
the presence of NS5A or Core, indicating their modulatory capacity. Genes induced by NS5A and Core
in Huh?7 co-cultured with LX2 were mainly associated with TGFf1 signaling and extracellular matrix
organization. Discussion: The EMT of hepatocytes and activation of HSCs induced by HCV proteins
had been previously associated. However, despite the relation of PAI-1 in liver fibrosis processes, the
involvement of PAI-1 in HCV-induced EMT of Huh7 had not been studied. Our results suggest that,
during these two processes, various genes associated with fibrosis-inducing molecular pathways, such
as PAI-1, are regulated, and that viral proteins could be modulating any inhibitory activity of PAI-1.
Conclusion: NSSA and Core proteins expression can induce EMT in Huh7 and activation of LX2 in
co-culture, regulating diverse genes, including PAI-1, which when inhibited can reverse EMT
biomarkers of Huh7. However, it was also shown that NS5A and Core can modulate PAI-1 inhibition.
Studying the molecular mechanisms during intercellular communication associated with the
pathophysiology of fibrosis triggered by HCV is of great importance as it will impact the identification
and selection of new molecular targets associated with antifibrotic therapies.

Dra. C. Ana Maria (Juadalupe Rivas Estilla
Directdra de tesis
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1. INTRODUCCION

La hepatitis C es una enfermedad del higado causada por el virus de la hepatitis C
(VHC) caracterizada por inflamacion del tejido hepatico. La infeccién puede ser aguda o
cronica y puede producir desde sintomas subclinicos, hasta sintomas graves y
posteriormente inducir muerte después de un curso cronico de méas de 10 afios.
Globalmente, se estima que 50 millones de personas tienen infeccion crénica de VHC.
Ademas, en 2019 se asociaron alrededor de 242,000 muertes a causa de cirrosis y
carcinoma hepatocelular inducido por infeccion con el VHC (World Health Organization,
2024)

Alrededor de un 75-85% de las personas infectadas con el VHC llegan a una etapa de
infeccion crénica de por vida. La inflamacién prolongada del higado debido a la infeccion,
provoca la aparicion de enfermedades como fibrosis hepética, cirrosis compensada,
cirrosis descompensada y finalmente carcinoma hepatocelular (CHC) que puede provocar

la muerte (Gower et al., 2014).

Después de que el VHC infecta una célula, el genoma viral codifica para la produccién de
una poliproteina, la cual al ser escindida produce tres proteinas estructurales (Core, E1 y
E2) y siete proteinas no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) las

cuales participan en el ciclo de replicacion y patogénesis de la enfermedad (Bukh, 2016).

Se han desarrollado farmacos llamados antivirales de accion directa (AAD) que ofrecen
una tasa de 95% de curacién (Dash et al., 2020). Sin embargo, pacientes que presentan
complicaciones hepéticas en el momento del tratamiento con AAD se enfrentan al riesgo
de aparicion y recurrencia de CHC después de la resolucién viral (loannou et al., 2019;
Nahon et al., 2018; Nakano et al., 2019; Pifiero et al., 2019).
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No se considera que el VHC sea directamente oncogénico, se piensa que la infeccion con
VHC crea un microambiente tumorigénico que promueva la transformacion celular. En
la progresion al CHC, la transicidn epitelial mesenquimal de los hepatocitos, la activacion
de células estelares hepaticas (CEH), entre otros, juegan un rol muy importante desde el

desarrollo inicial de fibrosis hasta la metastasis del CHC (Irshad et al., 2017)

Cabe destacar que la infeccion con VHC in vitro en cultivo de células ha demostrado la
induccién de la transicion epitelial mesenquimal (TEM) en hepatocitos, a su vez, la
infeccion puede desencadenar la activacion de las CEH. Una vez que los hepatocitos y
las CEH se convierten adquieren un fenotipo de miofibroblastos son capaces de inducir la
produccidn y degradacion continua de la matriz extracelular (MEC) (S. J. Lee etal., 2014)
que finalmente promueve al desarrollo de la fibrosis (Dewidar et al., 2019; Tsuchida and
Friedman, 2017). Asimismo, la TEM y activacion de CEH continua, y no regulada, puede
contribuir a cambios oncogénicos celulares promoviendo el desarrollo del CHC (Lépez-
Nouoa and Nieto, 2009; Pinzani, 2011).

La proteina NS5A y la proteina Core del VHC han sido relacionadas con algunas de las
vias de sefializacion que promueven la TEM y activacion de CEH. Sin embargo, existen
muchas alternativas en la regulacion de las vias de sefializacion implicadas en ambos
procesos gque aun no han sido exploradas. Ya que el microambiente generado por la
infeccion del VHC y la consecuente activaciéon de la TEM y CEH promueven en gran
medida el desarrollo y progresion del CHC, es necesario el estudio de la regulacion de la
fibrosis en un mismo sistema in vitro que nos ayude evaluar un panorama méas completo
acerca de las interacciones de factores celulares que pudieran generar nuevos
conocimientos en el progreso de la infeccién hacia procesos fibrogénicos y tumorigénicos
caracteristicos de la enfermedad. Asimismo, es necesaria la informacién que permita la
identificacion de biomarcadores moleculares con potencial uso diagndstico para prevenir

y controlar las diversas complicaciones derivadas de la infeccién cronica con el VHC.
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2. ANTECEDENTES

La hepatitis se define como inflamacion del tejido hepatico. La inflamacion puede ser
de corto (aguda) y largo (cronica) plazo. La hepatitis crénica puede provocar el desarrollo
de fibrosis, seguido por una cirrosis y finalmente el progreso al carcinoma hepatocelular
(CHC). La inflamacion del higado puede ser causada por varios factores diferentes:
consumo de alcohol, ciertos medicamentos, enfermedad autoinmune, enfermedad del
higado graso e infeccién viral. Originalmente, la hepatitis viral podia ser de dos tipos:
hepatitis infecciosa o tipo A y hepatitis sérica o tipo B. Debido a que no se contaba con
métodos de diagnostico especificos, ambos tipos eran distinguidos por el tipo de
transmision y periodos de incubacion, ya que el tipo A se transmite por via fecal-oral y
tiene una incubacion corta, por otro lado, el tipo B, es por exposicion a sangre percutanea
y con prolongado periodo de incubacion (Krugman et al., 1967). Sin embargo, en estudios
de casos de hepatitis asociados a transfusiones se identifico una “hepatitis no A no B”
(Feinstone et al., 2001). Estudios posteriores mostraron que este tipo de hepatitis podria
ser causada por un agente etioldgico infeccioso (Alter et al., 1978). En 1989 se demostrd
que el responsable de la hepatitis no A no B, era el ahora denominado virus de hepatitis C
(Qui Lim Choo et al., 1989; Houghton, 2019). No obstante, ahora se conocen distintos
tipos de virus que pueden causar hepatitis: A, B, C, D y E (Razavi, 2020).

2.1. Hepatitis C

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la hepatitis C como una
enfermedad del higado causada por el virus de la hepatitis C (VHC); el virus puede causar
hepatitis aguda y/o cronica, cuya gravedad puede ir desde una enfermedad leve con

duracion de pocas semanas, hasta una enfermedad grave de por vida.

2.1.1. Epidemiologia
Globalmente, en 2022 se estim6 que alrededor de 50 millones de personas tenian

infeccion cronica con el virus de hepatitis C y se registraron 1.0 millones [0.76 millones—
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1.34 millones] de nuevos casos. Asimismo, se estimé que 240,000 [197,000-288,000]
personas fallecieron debido a causas relacionadas con la infeccion en el mismo afio. En la
Figura 1 se puede identificar la prevalencia global por regiones reportadas por la OMS en
2022 (World Health Organization, 2024).

Region of the Americas European Region Western Pacific Region
5300000 8 600 000 7 100 000
(2137 748-11653311) (4 747 093 - 17 025 393) (3392654 -14412331)

Global
50 000 000
(37955 231 - 65 836 496) Eastern
Mediterranean
Region
11700000 ——
African Region (7615643-22057273) |S O}J -Fasl
7 800 000 Asia Region
4059239-15717315 9100 000
( ) (7442181-11110271)
B African Region Il Regionofthe Americas [l Eastern Mediterranean Region
Il South-East Asia Region B European Region Western Pacific Region Not applicable

Figura 1. Prevalencia global por regiones reportadas por la OMS en 2022 (World Health
Organization, 2024).

Asimismo, la Organizacién Mundial de la Salud, report6 un total de 15.2 millones [11.2
millones—19.0 millones] de personas que vivian con hepatitis C eran conscientes de su
estado de la enfermedad en 2019. Cabe destacar que también se reportd que entre 2015 y
2019, alrededor de 9.4 millones [7.5 millones—11.7 millones] de personas que fueron
diagnosticadas con la infeccion por hepatitis C fueron tratadas con medicamentos
antivirales de accién directa. Por otro lado, se reportd un estimado de 500,000 nuevos
casos de carcinoma hepatocelular que fueron atribuibles a las infecciones por hepatitis B
y C (WHO, 2021). Estos datos destacan la magnitud de la carga global de la hepatitis C,
resaltando tanto la incidencia de nuevas infecciones como las consecuencias letales y la
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importancia de los esfuerzos para el diagnéstico temprano y el tratamiento efectivo de la

infeccion por hepatitis C a nivel mundial.

Por otro lado, en México, segln lo reportado en una revision sistematica y metaanalisis
en 2021 por Virginia Sedefio-Monge, durante el periodo comprendido entre 2008 y 2019,
se registraron 25,247 nuevos casos de infeccion por el VHC (Sedefio-Monge et al., 2021).
Al analizar la distribucion geografica de estos casos, se destaco la presencia significativa
en entidades como Baja California, Ciudad de México, Jalisco, Sinaloa y Estado de
México, que en conjunto acumularon el 76.32% de los nuevos casos. El afio 2019 se
identifico como el de mayor incidencia, evidenciando un pico notable en comparacion con
los afios precedentes. Al desglosar los datos por género, se observo que, en ese afio 1,490
casos fueron reportados en hombres, superando a los 859 casos en mujeres, estableciendo
una proporcion de 73:1. Ademas, la tasa de incidencia acumulativa por cada 100,000
habitantes alcanz6 su punto maximo en hombres del grupo de edad de 50 a 59 afios y en

mujeres de 60 a 64 afos (Sedefio-Monge et al., 2021).

En cuanto a la distribucion regional de los genotipos del VHC, se llevaron a cabo analisis
principalmente en donantes de sangre, pacientes con infeccidn por virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y aquellos infectados cronicamente con VHC. De las
11,838 muestras analizadas, el 67.74% correspondi6 al genotipo 1 (GT1), el 21.1% al
genotipo 2 (GT2) y el 7.0% al genotipo 3 (GT3). Se detectaron genotipos menos comunes,
como GT4 (0.41%) y GT5 (0.05%), asi como combinaciones de genotipos (0.44%) y
casos no tipificables (3.3%). Dentro de cada genotipo principal, el subtipo 1b se present6
como el mas predominante (29.14%), seguido por 1a (17.03%), 2b (8.94%) y 3a (3.65%).
La distribucion geografica de los genotipos reveld que el GT1 predominaba en el norte
(75.3%), el GT2 en el sureste (37.7%), y el GT3 en el sur (13.8%) (Sedefio-Monge et al.,
2021).
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Figura 2. Distribucién de genotipos del VHC en México a) Mapa de calor del nimero
acumulado de nuevos casos de infeccion por VHC en todo México por entidad federativa. Los
diez primeros estados estan marcados en rojo, de mayor a menor: Baja California Norte (BCN),
Ciudad de México (CMX), Jalisco (JAL), Sinaloa (SIN), Estado de México (MEX), Chihuahua
(CHH), Tamaulipas. (TAM), Sonora (SON), Veracruz (VER), Puebla (PUE). (Total N = 25,247).
b) Mapa con la ubicacién geografica de los principales genotipos del VHC en diferentes regiones
de México.

21



2.1.2. Vias de transmision y personas de riesgo

La transmision del VHC ha cambiado con el tiempo, segun se va dando la evolucién
de la medicina, de cambios sociales y de salud. Las principales vias de transmision del
virus son la exposicion parenteral, la transmision parenteral no aparente y la exposicion

ocupacional.

Antes de 1990, el principal factor de riesgo de infeccion por VHC era la transfusién
sanguinea, ya que no se contaba con el cribado del donante para la prueba de anticuerpos
contra ese agente (Ramadori and Meier, 2001). Sin embargo, todas las donaciones se
deben analizar mediante pruebas de amplificacion del &cidos nucleicos para detectar
directamente el ARN del VHC, ya que los anticuerpos no son detectables en sangre en las
primeras semanas 0 meses de infeccion reciente (World Health Organization, 2017). La
hemodidlisis también es una via de transmision de sangre a sangre, sobre todo en
poblaciones en desarrollo. Segun estudios, el rango oscila entre el 3y el 62.7% (Fabrizi
et al., 2013; Fissell et al., 2004).

Las personas nacidas entre 1946 y 1964 pertenecen a una generacion en la que la infeccion
con el VHC era muy comun. Esto probablemente debido a la gran proporcion de personas
que usaba drogas durante la mayor parte de su vida (Saab et al., 2015). Teniendo en
cuenta la alta tasa de transmision del VHC en personas que se inyectan drogas, es
importante resaltar que se debe reducir los tratamientos inyectables en poblaciones con
mayores riesgos de contraer una infeccion, para asi disminuir la transmision y a su vez

evitar las reinfecciones en las personas que tengan mal manejo y uso de las jeringas.

Existe también la posibilidad de darse una transmision sexual, aunque es menos frecuente.
En un estudio con duracion de 10 afios, se observé una tasa de incidencia de 0.37 por cada
1,000 personas al afio en parejas mondgamas (Vandelli et al., 2004). Es mas comun la
transmision en personas heterosexuales con multiples parejas comparados con parejas

heterosexuales mondgamas (De JesUs-Caraballo et al., 2008; Terrault et al., 2013). Sin
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embargo, el VHC es recientemente transmitido en hombres homosexuales,
particularmente aquellos que ya tienen infeccion con VIH (Karageorgopoulos et al.,
2015).

Por otro lado, se estima que existe un 5.8% de riesgo de que ocurra una transmision
vertical en nifios nacidos de madres con anticuerpos y ARN positivos para VHC. Ademas,
contrario a muchas otras infecciones, el riesgo de contagiar a un recién nacido por cesarea
esta presente ya que un prolongado rompimiento de membranas puede aumentar el riesgo.

No existe riesgo por una transmision a través de la lactancia materna (Benova et al., 2014).

2.1.3. Agente etiologico

Después de ser descubierto el agente etioldgico de la hepatitis no A no B y ser
reconocido como el VHC, se realizaron estudios para conocer a profundidad al virus y
con base en sus caracteristicas genotipicas y estructurales se decidi6 clasificarlo como

miembro prototipo del género Hepacivirus de la familia Flaviviridae.

2.1.3.1.  Caracteristicas genotipicas

El genoma del VHC consta de aproximadamente 9,600 nucle6tidos (Q. L. Choo et al.,
1991; Kolykhalov et al., 1996). Teniendo un unico marco de lectura abierto (ORF) de
~9,000 nucleodtidos de longitud. Posee un extremo 5’ como region no traducida (UTR),
que incluye un sitio de entrada a ribosoma interno (IRES) y posee otra UTR en su extremo
3’, las regiones UTR de los extremos 3’ y 5’ son criticas para el ciclo de replicacion viral.
La traduccion del ORF produce una poliproteina (pp) de ~3,000 aminoacidos (aa). A su
vez, esta pp es escindida por la accion de proteasas virales y del huésped para el producto
de tres proteinas estructurales (Core, E1 y E2), para el ensamblaje de nuevas particulas
virales, y siete proteinas no estructurales (NS) para permitir el adecuado ciclo de
replicacion viral (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Figura 3) (Bukh, 2016).
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Figura 3. Organizacién genética y procesamiento de la poliproteina del VHC. EIl genoma de
ARN de cadena positiva de 9.6 kb se representa esquematicamente en la parte superior. Se
muestran las estructuras secundarias de ARN simplificadas en las regiones no codificantes (UTR)
5'y 3', asi como el elemento de replicacion que actla en cis del tallo-bucle 3 de NS5B (5B-SL3).
La traduccién mediada por el sitio de entrada del ribosoma interno (IRES) produce un precursor
de poliproteina que se procesa en proteinas maduras estructurales y no estructurales. Los nimeros
de aminoécidos se muestran encima de cada proteina (cepa HCV H; genotipo 1a; nimero de
acceso de GenBank AF009606). Los rombos de color oscuro indican sitios de escision del
precursor de poliproteina del VHC por la peptidasa del reticulo endoplasmico. EI rombo blanco
indica un procesamiento C-terminal adicional de la proteina central por la peptidasa. Las flechas
indican escisiones por las proteasas NS2-3 y NS3-4A del VHC (Moradpour et al., 2012)

En 1993, un analisis filogenético de las secuencias parciales del VHC recuperadas de un
gran namero de aislamientos de pacientes de todo el mundo demostro que el virus podia
clasificarse en 6 genotipos principales (Simmonds et al., 1993). Los genotipos 1 al 6
todavia son de importancia epidemioldgica. No obstante, un estudio en 2014 confirmé la

existencia de 7 genotipos y 67 subtipos (Smith et al., 2014) (Figura 4).

2.1.3.1.  Proteinas virales
Una vez que la pp es traducida, pasa un proceso de escision para asi dar lugar a las
distintas proteinas virales, tanto estructurales como no estructurales. Todas estas con

alguna funcion especifica para culminar con el objetivo de cada ciclo de replicacion viral.
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Figura 4. Distribucion mundial de Genotipos y subtipos del virus de hepatitis C. El arbol
filogenético esta basado en la secuencia nucleotidica del ORF. Imagen adaptada (Smith et al.,
2014).

La proteina Core, es la primera proteina estructural en ser codificada por el ORF, y es la
proteina central que forma la nucleocapside viral. Posiblemente, interacciona con gotitas
de lipidos afectando asi el metabolismo y contribuyendo al desarrollo de la esteatosis
hepatica, que es frecuente durante la infeccion con VHC (Guidi et al., 2006; McLauchlan
etal., 2002).
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Las proteinas E1 y E2 son glicoproteinas de la envoltura y forman un complejo no
covalente del que estd formada la envoltura viral. La estructura tridimensional de este
complejo de la envoltura es clave para que se dé la union del receptor y para que se dé la

fusion, ya ambos estdn mediados por estas proteinas (Dubuisson et al., 2002)

El polipéptido p7 consta de 63 aa y no es necesario para la replicacion del ARN in vitro,
pero es esencial para la infeccion productiva in vivo. Se piensa que pudiera pertenecer a
la familia de las viroporinas y que tiene un papel importante en la liberacion de las nuevas

particulas virales (Sakai et al., 2003)

El complejo NS2-3 es una proteasa que se autoescinde y es una de las proteinas que mas
dificultad ha generado para su estudio. Esta proteasa escinde también a las proteinas
NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Es prescindible para la replicacion del ARN in vitro, pero
es esencial para completar el ciclo de replicacion tanto in vitro como in vivo. (Thibeault
etal., 2001).

El complejo NS3-4A, esta es una proteasa que también escinde a las proteinas NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. También ha sido blanco para el desarrollo de antivirales
(Lamarre et al., 2003). Recientemente, ha demostrado que escinde e inactiva a dos
proteinas adaptadoras que participan en la respuesta inmune innata, Trif y Cardif (también
Ilamada MAVS, IP-1y VISA) (K. Li et al., 2005; Meylan et al., 2005).

Adicionalmente, la NS3 también actla como helicasa y participa en el desenrollamiento
de ARN bicatenario o de ARN monocatenario con estructuras secundarias. No esta del
todo estudiado porqué la NS3 tiene ligadas espacialmente la actividad de proteasa y de

ARN helicasa, pero se cree que esta relacion es esencial (Frick et al., 2004).

La proteina NS4B no esta tan caracterizada como las otras proteinas virales. Una de las

funciones que se conocen es que induce a la formacion de una red membranosa y que esa
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red sirve como andamio para todo el complejo de replicacion que se vera mas adelante
(Egger et al., 2002).

Por otro lado, la proteina NS5A juega un rol importante en la replicacién del virus, asi
como en la regulacion de algunas vias de sefializacion celular. Se cree que NS5A
interactta con balsas lipidicas de membranas intracelulares, lo que al parecer es crucial
para la formacion del complejo de replicacion del VHC (Gao et al., 2004; Shi et al., 2003;
Tu et al., 1999). Ademés, NS5A puede interaccionar con la proteina quinasa R (PKR) e
inhibir su accion, esto le permite tener un papel en la resistencia al interferén, ya que la
PKR participa en la via de sefializacion (Gale et al., 1998). Otras vias que se puede ver
alteradas por la NS5A, son las relacionadas con el crecimiento celular (Kawaguchi and
Mizuta, 2014; Tan and Katze, 2001).

En el extremo C terminal de la poliproteina, se encuentra la NS5B, que representa a la
subunidad de RNA polimerasa, dependiente de RNA (RdRp), que conforma al complejo
de replicacion. NS5B es capaz que realizar una elongaciéon de 150-200 nucle6tidos por
minuto a 22°C (Lohmann et al., 2000; Oh et al., 1999). Aunque NS5B es capaz de iniciar
la sintesis de ARN de una manera dependiente del cebador o mediante un mecanismo de
"copia de retorno”, en presencia de altas concentraciones de ATP o GTP, recientemente
se ha demostrado la iniciacion de novo de la sintesis de ARN (Kao et al., 2000; Zhong et
al., 2000).

2.1.3.2.  Ciclo de replicacion

Los hepatocitos son las principales células diana, sin embargo, también se ha reportado
infeccion en células B, células dendriticas, monocitos y otros tipos celulares. Los
receptores propuestos parael VHC son laCD81, LDLR, el SR-Bl y la claudina-1 (Agnello
et al., 1999; Cocquerel et al., 2006; Evans et al., 2007; Pileri et al., 1998; Scarselli et al.,
2002). Los receptores CD81 y SR-BI se unen con E2 y ambos son necesarios para la
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entrada del VHC al interior de la célula para proceder a realizar su ciclo de replicacion
(Figura5).

El VHC entra a la célula por endocitosis mediada por clatrina, y es contenido en un
endosoma de pH bajo donde se genera la fusién de membranas (Koutsoudakis et al., 2006;
Tscherne et al., 2006). La acidificacion dentro del endosoma induce la fusiéon de la
membrana de glicoproteinas del VHC. Seguido de esto, se da la liberacion del genoma del
virus hacia el citoplasma. Los dominios II, IIl y IV del extremo 5’UTR del genoma, junto
con los primeros 24-40 nucledtidos constituyen el IRES. El inicio de la traduccion del
genoma se produce mediante la formacion de un complejo entre el IRES vy la subunidad
40S del ribosoma (Moradpour et al., 2012). Una vez traducida la poliproteina, es escindida
y se producen a su vez, las proteinas estructurales y no estructurales para cumplir cada

una de sus funciones anteriormente mencionadas.
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Figura 5. Ciclo de replicacién del VHC. a. Union e internalizacion del VHC a la célula; b.
Liberacidn al citoplasma; c. traduccién mediada por IRES y procesamiento de poliproteina; d.
Replicacion del ARN; e. Ensamblaje de nuevos viriones; f. Maduracion y liberacién de viriones
(Moradpour et al., 2012).
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Para la replicacion del genoma, se da una asociacion entre el complejo de replicacion y
membranas celulares. La replicacion, puede suceder en membranas alteradas derivadas
del reticulo endoplasmico (RE), del aparato de Golgi, de la mitocondria o incluso de
lisosomas (Gosert et al., 2003; Salonen et al., 2004). En este caso, las membranas del RE
son ricas en colesterol y &cidos grasos, y su concentracion puede llegar a modular la
replicacion del virus (Kapadia and Chisari, 2005). La proteina NS4B parece ser suficiente

para inducir a esta asociacion con membranas (Egger et al., 2002; Gretton et al., 2005).

Se ha postulado que la replicacion del VHC es semi-conservadora y asimétrica con dos
pasos, ambos catalizados por NS5B RdRp. EI ARN del genoma de hebra positiva sirve
como molde para la sintesis de un genoma intermedio de replicacion de hebra negativa
durante el primer paso. En el segundo paso, el ARN de cadena negativa sirve como molde
para producir numerosas cadenas de polaridad positiva que posteriormente se utilizaran
para la traduccion de maés poliproteinas, sintesis de nuevos intermedios de replicacion o
empaguetamiento en nuevas particulas de virus (Bartenschlager et al., 2004). Una vez que
se tienen genomas y proteinas necesarias se da el ensamblaje de nuevos viriones, algunos
estudios sugieren que la proteina Core es suficiente para el ensamblaje de la capside
(Klein et al., 2005; Kunkel et al., 2001; Majeau et al., 2004). En general, la formacion de
nuevos viriones se inicia por la interaccion de la proteina Core con el RNA genémico a
través de los dominios | y 111 del tallo-bucle y los primeros 23-41 nucleétidos (Shimoike
etal., 1999; Tanaka et al., 2000). Posteriormente, ya que las glicoproteinas de la envoltura
del VHC E1 y E2 se asocian con las membranas del RE a través de sus dominios
transmembrana (Cocquerel et al., 1998), se sugiere que el ensamblaje del virus se produce
en el RE. Se han detectado proteinas estructurales tanto en el RE como en el aparato de
Golgi, por lo que ambos compartimentos estan involucrados en etapas de maduracion
posteriores (Serafino et al., 2003). Finalmente, los viriones salen derivados de los

compartimientos salen de la célula a través de la via secretora (Moradpour et al., 2012).
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2.1.4. Cuadro clinico

La infeccion aguda por VHC suele ocasionar sintomas solo al 20-30% de los adultos.
Los inicios de los sintomas pueden variar de 3 a 12 semanas después de la exposicion al
patdgeno (Alter and Seeff, 2000; Thimme etal., 2001). Los sintomas mas comunes pueden
incluir malestar, debilidad, anorexia e ictericia. A su vez, los niveles sericos de alanina
aminotransferasa (ALT) comienzan a aumentar de 2 a 8 semanas después de la exposicion
al virus. Por otro lado, el ARN del VHC se puede detectar en suero entre la primer y
segunda semana de exposicion (Farci et al., 1991; Thimme et al., 2001). Los niveles de
ARN viral aumentan rapidamente durante las primeras semanas hasta alcanzar picos entre
105y 107 Ul/mL, poco antes del inicio de los primeros sintomas. En la hepatitis C aguda,
los sintomas pueden durar varias semanas y desaparecer a medida que disminuyen los
niveles de ALT y RNA viral (Farci et al., 1996). Algunos estudios han revelado que
existen resoluciones virolégicas espontaneas en el 15-25% de los pacientes con hepatitis
C aguda (Afdhal, 2004).

2.1.5. Tratamiento

Inicialmente, el interferon-alfa (IFN-a) y su analogo, el IFN-a pegilado (PEG-IFN-a)
solo 0 en combinacion con ribavirina (RBV) han sido el principal tratamiento antiviral
para la infeccién con VHC durante muchos afios (Kakumu et al., 1993). Sin embargo, con
los nuevos estudios del VHC se han desarrollado nuevos farmacos llamados antivirales de
accion directa (AAD) que han podido ofrecer una tasa de 95% de curacion (Dash et al.,
2020). La OMS recomienda ofrecer tratamiento a todos los individuos a los que se
diagnostique una infeccion por el VHC y tengan una edad igual o superior a 12 afios, con
independencia de cual sea el estadio de la enfermedad, esto bajo el un algoritmo para el
diagnostico, tratamiento y seguimiento de la infeccion cronica por el VHC en adultos y
adolescentes (WHO, 2018) (Figura 6). La introduccion de un tratamiento con AAD orales
sumamente eficaces y bien tolerados, que proporcionan una curacion de la infeccion por
el VHC con tasas elevadas de respuesta virologica sostenida (RVS) en unas semanas,
transformo el panorama terapéutico de las personas con infeccion cronica por el VHC.
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Figura 6. Algoritmo resumido para el diagnéstico, tratamiento y seguimiento de la infeccién crénica
por el VHC en adultos y adolescentes. * Las personas con una infeccion por el VHC del genotipo 3 que
han recibido tratamiento con interferén o con ribarvirina en el pasado deben ser tratadas durante 16 semanas.
** Puede considerarse la posible conveniencia de su uso en los paises en los que se conoce la distribucion
de los genotipos y la prevalencia del genotipo 3 es <5%. *** En este momento, el tratamiento de los
adolescentes requiere todavia la determinacion del genotipo para identificar la pauta de tratamiento
apropiada. AFP: alfafetoproteina, APRI: indice de cociente de aspartato/plaquetas; FIB-4: estadio de la
fibrosis. (WHO, 2018).
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Algunos estudios apoyan que la resolucion de la infeccion de VHC con AAD beneficia a
los pacientes, ya que la inflamacion hepética disminuye, la fibrosis se revierte y la
incidencia de trasplantes de higado y complicaciones extra hepaticas relacionadas con el
higado disminuye (Dang et al., 2019; Flemming et al., 2017; Lled6 et al., 2018; Nahon P,
Bourcier V, 2017). Sin embargo, varias publicaciones recientes de EUA, Europa y Asia
indican que los pacientes que tienen cirrosis hepatica en el momento del tratamiento con
AAD se enfrentan al riesgo de aparicion y recurrencia de CHC despues de la resolucién
viral (loannou et al., 2019; Nahon et al., 2018; Nakano et al., 2019; Pifiero et al., 2019).

2.1.6. Complicaciones

Alrededor de un 75-85% de las personas infectadas con el VHC no logran eliminar la
infeccion de forma natural, lo que lleva a una etapa de infeccién cronica de por vida. La
inflamacion prolongada del higado debido a la infeccion provoca la aparicion de
enfermedades como fibrosis hepatica, cirrosis compensada, cirrosis descompensada y
finalmente un CHC que comdnmente provoca la muerte. El desarrollo de estas
enfermedades se da entre las dos y cuatro décadas de la infeccidn. De los pacientes que
presentan una hepatitis C cronica, el 20-30% desarrolla cirrosis hepética y el 1-4% de
estos desarrollan CHC (Gower et al., 2014). Y aunque es mas comun que el CHC sea
provocado después de la cirrosis, hasta el 15% de pacientes que desarrollan CHC pueden
no tener cirrosis, lo que apoya una hipotesis de que la infeccion por el VHC también puede
inducir el CHC directamente (Desai et al., 2019; Paradis et al., 2009) (Figura 7).

Existen algunos factores de riesgo para que se presente una infeccién crénica por VHC,

incluidos la edad en el momento de la infeccién, el género, la etnia, el desarrollo de

ictericia durante la infeccion aguda y el estado del sistema inmunoldgico de cada paciente.
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Figura 7. Progresion de las complicaciones causadas por la infeccion con VHC.

La infeccion en personas menores de 25 afios es menos propensa a desarrollar una hepatitis
C cronica. Ademas, se han identificado méas casos de cronicidad en hombres que en
mujeres. Adicionalmente y por razones aun sin identificar, se cree que las personas de
origen afroamericano tienen una mayor tasa de cronicidad comparado con personas
caucésicas y blancas hispanas. Por otro lado, el riesgo de tener una infeccion cronica
también es mayor en aquellas personas que presentan ictericia durante la infeccion aguda.
Asimismo, personas con enfermedades que pudieran suprimir su sistema inmunoldgico

también presentan mayor riesgo a desarrollar una hepatitis C cronica (Afdhal, 2004).

2.1.7. Patogénesis

La infeccion por VHC induce a dafio hepatico por la inflamacion y otros procesos
inmunomediados. Durante la etapa inicial del dafio, las alteraciones funcionales y
morfogenicas en el higado aun son reversibles si se eliminan los agentes o factores
causantes del dafio. Durante la infeccion persistente, la inflamacion cronica da como

resultado un dafio hepético prolongado sin eliminacion del virus (Arzumanyan et al.,
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2013). Por otro lado, el dafio inmunomediado provoca regeneracion hepatocelular
continua lo que da lugar a una fibrosis progresiva. Si la persistencia de la lesion continta
de manera cronica puede causar dafio irreversible y el higado sufre cambios de adaptacion
fisioldgica hacia una adaptacion patoldgica. El resultado de esta adaptacion es la cirrosis,
ya que el estrés celular provoca cambios tanto estructurales como funcionales del higado
para tratar de escapar de la lesion. EIl recambio y generacion progresiva de células que se
sigue dando como resultado de inflamacion y procesos inmunomediados, puede promover
el desarrollo del CHC como otra adaptacion patoldgica ante el estrés celular (Mitchell et
al., 2015).

2.1.8. Mecanismos moleculares involucrados en la carcinogénesis inducida por

el VHC.

Dado que los pacientes con hepatitis C pueden desarrollar CHC después de 30-40
afios, que los hepatocitos no infectados también pueden convertirse en células tumorales
y que la integracion del genoma viral en el huésped esta ausente, se considera que el VHC
no es directamente oncogeénico, sino que juega un papel indirecto en el desarrollo de la
carcinogénesis. Sin embargo, existe una relacion directa entre la infeccién crénica por
VHC vy el desarrollo de CHC. Esto sugiere que el virus también desempefia un papel
directo en la promocion del desarrollo de la carcinogénesis, pero ésto se logra a través de
la accion de sus proteinas virales y la generacion de un microambiente tumorigénico en

las células infectadas.

Algunos mecanismos de la progresion de la hepatocarcinogénesis asociada a la infeccién
por VHC son la inflamacion cronica, el estrés oxidativo, la resistencia a la insulina, la
esteatosis, las alteraciones epigenéticas y la inestabilidad genética, la transicion epitelial-
mesenquimal, la proliferacion, la apoptosis y la activacion de células estelares hepaticas
(CEH) entre otros. Sin embargo, cada mecanismo tiene una o varias vias moleculares

especifica regulada por las proteinas virales del VHC (Irshad et al., 2017) (Figura 8).
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Figura 8. Mecanismos moleculares implicados en la progresion de la hepatocarcinogénesis
inducida por la infeccion por VHC. Mecanismos moleculares implicados en la progresién de la
hepatocarcinogénesis inducida por la infeccion por VHC. La progresion de la
hepatocarcinogénesis asociada a la infeccion por el VHC implica diversos mecanismos
moleculares, como inflamacién cronica, estrés oxidativo, estrés del reticulo endoplasmico,
transicion epitelial-mesenquimatosa, esteatosis y resistencia a la insulina, inhibicion de la
proliferacion y la apoptosis, inestabilidad genética y alteraciones epigenéticas. Cada mecanismo
tiene una via molecular especifica regulada por proteinas virales del VHC.

2.1.8.1. Transicion epitelial mesenquimal

Normalmente las células epiteliales maduras exhiben plasticidad en condiciones
ambientales especificas. Cuando estas células interactian con las mesénquimas
circundantes, pierden algunas de sus caracteristicas, incluidas las conexiones
intercelulares y la polaridad. También pueden adquirir nuevas propiedades, como la
capacidad de infiltracion y migracion. EI fendmeno descrito se denomina transicion
epitelial-mesenquimal (TEM) (Figura 9) , mientras que el proceso inverso se denomina
Transicion mesenquimal-epitelial (TME) (Greenburg and Hay, 1982; Zeisberg and
Neilson, 2009).
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La TEM se puede dividir en tres tipos segun las diferentes condiciones corporales. La
TEM de tipo | que se relaciona principalmente con el desarrollo de embriones bioldgicos
celulares. Por otro lado, la TEM tipo Il se asocia con fibrosis de érganos, reparacion de
dafios y regeneracion de tejidos. Por ultimo, la TEM de tipo Il estd estrechamente
relacionada con la invasion tumoral y la metastasis (Lopez-Nouoa and Nieto, 2009;
Pinzani, 2011). En particular, la fibrosis hepatica se asocia principalmente con la TEM de
tipo Il. Se ha demostrado que los hepatocitos son capaces de convertirse en células
mesenquimales. La TEM de hepatocitos se puede caracterizar por una disminucién en la
expresion de marcadores epiteliales como la E-Cadherina y por un aumento en la
expresion de marcadores mesenquimales como la vimentina y colageno I. La TEM de
hepatocitos se puede inducir por el tratamiento con la citocina pro-fibrogénica conocida
como factor de crecimiento transformante B-1 (TGF-B1) (Kaimori et al., 2007). Cabe
destacar que la infeccion con VHC en el cultivo de células induce al estrés del reticulo
endoplasmico y activa la respuesta a proteinas mal plegadas, lo que a su vez desencadena
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y se activan vias de sefializacion de
la MAPK las cuales finalmente pueden dar lugar a la produccion de TGF-f (Chusri et al.,
2016; Lin et al., 2010). Una vez que los hepatocitos pasan de ser células epiteliales a
miofibroblastos, estos son capaces de originar la produccion de componentes de la matriz
extra celular (MEC) (S. J. Lee etal., 2014), la cual es un componente estructural insoluble
complejo ubicado fuera de las células. En un higado sano, representa aproximadamente el
10% del volumen total ya que esta en constante produccion y degradacion. Sus principales
componentes son las glucoproteinas de coldgeno y no coldgeno, fibras elasticas,
proteoglicanos, glucosaminoglicanos, enzimas y citocinas que estan relacionadas con el
metabolismo de la matriz (Bruckner-Tuderman and Bruckner, 1998). Sin embargo, en un
higado con lesion crénica, la regeneracion excesiva del higado conduce a un depdsito

desproporcionado de MEC lo que finalmente induce fibrosis hepética.
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Figura 9. Principales cambios celulares durante la transicion epitelial mesenquimal. Durante
la transicion epitelial mesenquimal se generan diversos cambios morfolégicos en las células
epiteliales, tales como una reconformacion del citoesqueleto, perdida de polaridad apico-basal, se
van perdiendo proteinas de adhesidn intercelulares, aumenta la adhesion con la matriz extracelular
a través de integrinas, generacion de filopodios y ganancia de motilidad, lo cual es caracteristico
de una célula de fenotipo mesenquimal (J. Yang et al., 2020).

Asimismo, la TEM también puede inducir a los procesos de carcinogénesis mediante
diversas vias de sefializacién implicadas (Figura 10), una de ellas incluye a una serie de
factores dentro de la familia SNAI con miembros como Snail (SNAIL) y slug (SNAI2);
familia Twist con factores como Twist 1y 2, E12, E47 e ID; y la familia ZEB que incluye
ZEB 1y 2. La accion de estos factores induce a la reduccion de E-Cadherina indicativo
de la TEM. De los factores de estas familias, Snail es el mayor inductor de la TEM durante
el desarrollo del CHC (Lamouille et al., 2014; Van Roy, 2014). Un estudio realizado en
pacientes con CHC mostrd que el 56% presentaba sobreexpresion de Snail, Slug y Twist

y se correlaciond con la baja expresion de E-Cadherina'y ambos casos se relacionaron con
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laagresividad de laenfermedad (M. H. Yang et al., 2009). Por otro lado, algunas integrinas
como la a6p1 se han correlacionado con un peor prondstico clinico, mala supervivencia'y
recurrencia temprana del cancer (Ke et al., 2011). Las integrinas juegan un papel clave
en la progresion del CHC, interactuando con las diferentes proteinas de la MEC. Estas
moléculas, presentes en el microambiente, son responsables de la diseminacion y el
crecimiento de las células cancerosas, un ejemplo de éstas es la laminina-332, que se
expresa en el caso de neoplasias malignas como el CHC y el colangiocarcinoma (Guess
and Quaranta, 2009). La presencia de laminina-332 junto con el TGF-B, discutido
previamente como un inductor de la TEM, es importante para completar el proceso de
transformacion de multiples etapas de la TEM de las células del CHC constitucionalmente
no invasivas (G. Giannelli et al., 2006). La laminina-332 es producida por las CEH y
estimula la proliferacion de celulas de CHC a través de interacciones con los receptores
de integrina a3pl y a6p4 (Bergamini and Sgarra, 2008; Santamato et al., 2011). Sin
embargo, cabe destacar que existen diversas vias de sefializacion implicadas en la
progresion del CHC derivado de la TEM que ain no han sido del todo relacionadas con
el VHC (Figura 10).
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2.1.8.2. Activacion de células estelares hepaticas (CEH)

Por otro lado, en el higado, se encuentran células que sobresalen y se extienden
rodeadas por células endoteliales sinusoidales, es decir, células estelares hepaticas (CEH).
Las CEH, identificadas por primera vez por von Kupffer en 1876, se encuentran en el
espacio subendotelial de Disse, entre las células endoteliales sinusoidales del higado y los
hepatocitos, representando aproximadamente el 10% de todas las células del higado. La
caracteristica mas distintiva de este tipo celular es el almacenamiento de ésteres de retinilo
en gotas lipidicas citoplasmaticas. En el higado normal, las CEH mantienen un fenotipo
no proliferativo y quiescente. Sin embargo, tras una lesion hepatica como la infeccion por
VHC, las CEH se activan, transdiferencidndose de células que almacenan vitamina A a
miofibroblastos, los cuales son proliferativos, contractiles, inflamatorios y quimiotacticos,
caracterizandose por una mayor produccion de matriz extracelular (MEC) (Figura 11)
(Dewidar et al., 2019; Tsuchida and Friedman, 2017).
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Figura 11. Funciones, caracteristicas y fenotipos de las CEH en la fase de iniciacion y
perpetuacion durante la activacion de células estelares hepaticas. (Tsuchida and Friedman,

2017)
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Se ha demostrado que las CEH activadas son la principal fuente de MEC en lesiones
hepaticas parenquimatosas y colestaticas experimentales. Se destacan diversos pasos en
la activacion de estas CEH, entre las que algunas sefiales moleculares y celulares
emergentes son las que impulsan esta importante respuesta celular a la lesion hepatica. La
iniciacion se refiere a los eventos tempranos que hacen que las células respondan a muchas
sefiales extracelulares. La induccion répida de receptores de factores de crecimiento, el
desarrollo de un fenotipo contractil y fibrogénico y la modulacién de la sefializacion de
factores de crecimiento son las caracteristicas principales de la iniciacion. La perpetuacion
se caracteriza por eventos que amplifican el fenotipo activado. Las CEH que estan
preparadas por estimulos iniciales pueden responder a una serie de citocinas y factores de
crecimiento, principalmente de los macrofagos, lo que resulta en la formacion de cicatrices
mediante la proliferacién, la contractilidad, la fibrogénesis, la degradacion de la matriz y
la sefializacion proinflamatoria.

Una apreciacion mas matizada de estas etapas ahora incluye estados variables de
perpetuacion de las CEH que distinguen entre un fenotipo fibrogénico temprano y uno
inflamatorio senescente posterior. Ademas, se han aclarado las vias de eliminacion de las
CEH, que incluyen tanto la muerte celular programada, asi como la reversion a un estado
mas quiescente e inactivo. Se han propuesto diversos factores que pueden llegar a activar
a las CEH, el TGF-B es una molécula que desempefa un papel crucial en la regulacion de
la fibrosis hepatica. Se libera en el higado en una forma inactiva y, cuando se activa,
desencadena una cascada de eventos que resultan en la activacion de las CEH. Cuando el
TGFp se une a su receptor en la superficie celular, se desencadenan una serie de eventos
de sefalizacion intracelular. Esto incluye la fosforilacion de proteinas SMAD, en
particular SMAD3. La activacion de SMAD3 en las CEH activadas conduce la
transcripcion (produccién) de coldgeno tipo | y Ill, algunas metaloproteinasas como
MMP2 e inhibidores de MMPs como los TIMPs que son proteinas fundamentales en la
regulacion de la formacion de tejido cicatricial (Breitkopf et al., 2006; Hellerbrand et al.,
1999)
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2.1.8.3. Inhibidor 1 del activador del plasminogeno en la enfermedad hepatica

La via del plasmindgeno regula la homeostasis de las estructuras de la MEC a través
de la fibrindlisis. El plasmindgeno se convierte en plasmina mediante activadores del
plasmindgeno (PAs): el activador del plasmindgeno tipo tejido (tPA) y el activador del
plasminogeno tipo uroquinasa (UPA) en diversos tejidos, lo que conduce a la proteolisis.
El inhibidor-1 del activador del plasminégeno (PAI-1) es un regulador importante de la
via del plasmindgeno y participa en la regulacion de la actividad tPA/UPA. PAI-1 es
miembro de la familia de genes inhibidores de serina proteasa y se produce principalmente
en el endotelio, expresandose en diversos tipos celulares como adipocitos, macrofagos,
miocardiocitos y fibroblastos. La expresion génica de PAI-1 se ve afectada por numerosos
factores de transcripcion y tipos celulares, y esta estrechamente regulada por citocinas y
factores de crecimiento, incluyendo el factor de crecimiento transformante-p (TGF-p), la
interleucina-1p (IL-1P), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la insulina (Nam,
Angelucci, et al., 2021).

En condiciones normales, PAI-1 desempefia una funcion en el proceso de reparacion de
heridas al inhibir la actividad de las metaloproteinasas dependientes de
uPA/tPA/plasmina, facilitando la deposicidn de proteinas de la MEC. La regulacion de
esta actividad puede ocurrir mediante la formacion del complejo PAI-1/uPA o mediante

la interaccion con la vitronectina (Figura 12) (Nam, Seong, et al., 2021).

PAI-1 no solo participa en el proceso de fibrinolisis, sino que también tiene un impacto
en la sefializacion celular para la transicién y migracion de las células en el tejido hepatico.
El TGF-B induce la expresion de PAI-1, ademas de aumentar la sintesis de colageno y
proteinas de la MEC al activar las células estelares hepéaticas (CEH), que son células clave

en el desarrollo de la fibrosis hepatica.
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Figura 12. Regulacién de la activacion de PAI-1y su papel en los hepatocitos. (A) Via del
plasmindgeno y regulacion de PAI-1 en condiciones normales. (B) Lesion hepéatica causada por
alcohol, VHC, estrés y una dieta alta en grasas, estimula la sintesis de TGF-f, lo que lleva a la
expresion de PAI-1 en los hepatocitos. EI aumento en el nivel de PAI-1 induce la activacion de
AKT y promueve la diferenciacion en células madre cancerosas (CSC) con caracteristicas como
la auto-renovacién, la proliferacion y la supervivencia celulares. La diferenciacion en CSC se
acomparia de un aumento en la expresion de humerosos oncogenes como ciclina D1, MYC, OCT
y nanog, y juega un papel clave en la progresion del carcinoma hepatocelular (CHC) (Nam, Seong,
etal., 2021).

En algunos reportes se ha sugerido la existencia de un mecanismo de retroalimentacion
positiva entre PAI-1y TGF-B, debido a resultados vistos en experimentos donde la sintesis
de TGF-B es estimulada por PAI-1 (administrado de manera exogena). Este hallazgo

podria tener implicaciones importantes en la comprensién de los mecanismos subyacentes
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a la fibrogénesis y abrir nuevas vias para el desarrollo de estrategias terapéuticas en

enfermedades hepaéticas fibrosas (Seo et al., 2009).

2.1.8.4. Participacion del VHC en la Induccion de la TEM, activacion de CEH y

regulacion de PAI-1.

Se ha demostrado que la expresion de NS5A en precursores hepaticos primarios y en
lineas celulares de hepatocitos inmortalizados da lugar a modificaciones profundas de la
polaridad celular, lo que conduce a la TEM. Ademas, NS5A coopera con Ras oncogeénico,
dando lugar a células invasoras transformadas que son altamente tumorigénicos in vivo
(Akkari et al., 2012). Por otro lado, mutaciones en la proteina Core han demostrado ser
capaces de regular la via de Wnt/B-catenina, por lo que esta proteina pueda estar implicada
en la activacion de esta via y asi inducir a la TEM (Aicher et al., 2018). En otro estudio,
se demostrd que la proteina Core del VHC interactta con Snail y mejora su unién a la caja
E en laregion promotora de E-cadherina, lo que conduce a una disminucion de la actividad
promotora de E-cadherina. Esta regulacion fue causada por que la proteina Core, Snail y
las histonas desacetilasas HDAC1/HDAC2 forman un complejo co-represor en el
promotor de E-cadherina. Ademas, se ha demostrado que Core estabiliza a Snail mediante
la activacion de la via PI3K/Akt/GSK3p (Nie et al., 2016).

Adicionalmente, se ha demostrado que la proteina Core también es capaz de activar a las
CEH (Shahin et al., 2020), que ayudan a promover el desarrollo del CHC. Asimismo, la
proteina Core puede inducir a la expresion de actina de masculo liso alfa (SMA-a) en las
CEH mediante la expresién de IL-8 en hepatocitos (Clément et al., 2010) asi como otros
factores fibrogénicos como pro-colégeno tipo 1, MMP2 y 13, TIMPS 1y 2, entre otros
(Coenen et al., 2011). Algunos estudios, sugieren que factores secretados por células
infectadas con el VHC son los activadores, por ejemplo, el perfil de proteinas secretadas
por células replicantes del VHC reveld la presencia de UCHL1, asi mismo, la UCHLL1 se
encontrd en el higado y en la sangre de pacientes con hepatitis C cronica. Experimentos
adicionales indicaron que la UCHLL1 secretada se une a las CEH activando la sefializacion
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JNK'y promoviendo la sobreexpresion de a-SMA, lo que contribuye a la activacion de las
CEH (Rios-Ocampo et al., n.d.). Estos hallazgos proporcionan una mejor comprension de

los mecanismos subyacentes en la fibrogénesis hepética inducida por el VHC.

Por otro lado, se ha observado un aumento significativo en la expresion de PAI-1 en
pacientes con hepatitis C cronicay que presentaban CHC o cirrosis (Benkheil et al., 2018).
La terapia con AAD resulté en una disminucion significativa de los niveles séricos de
PAI-1 en pacientes con enfermedad hepética cronica relacionada con VHC en
comparacion con pacientes sin tratamiento. Adicionalmente, es importante destacar que
un estudio reciente identificd que el aumento de PAI-1 inducido por la infeccion de VHC
activa AKT, lo que puede promover la diferenciacién en células madre cancerosas a partir

de hepatocitos (Nam, Angelucci, et al., 2021).

A pesar de que las proteinas virales del VHC han sido relacionadas con la TEM y
activacion de CEH y que esto podria involucrar la regulacion de PAI-1 existen muchas
alternativas en la regulacion de las vias de sefializacién implicadas en ambos procesos que
aun no han sido exploradas. EI microambiente generado por la infeccion del VHC y su
consecuente activacion de la TEM y CEH promueven en gran medida el desarrollo y
progresion del CHC y es necesario el estudio de la regulacién de estas vias de sefializacion
dentro de este microambiente en un mismo sistema in vitro que nos ayude evaluar un
panorama mas completo acerca de las interacciones celulares que pudieran generar nuevos
conocimientos en el progreso de la infeccidn hacia procesos fibrogénicos y tumorigénicos

caracteristicos de la enfermedad.
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3. JUSTIFICACION

La hepatitis C es una enfermedad del higado causada por el VHC que afecta
aproximadamente a 50 millones de personas y ha ocasionado alrededor de 240,000
muertes alrededor del mundo. A pesar de la existencia de tratamientos efectivos contra el
virus, las complicaciones generadas por la infeccion cronica conllevan a la generacién de
un microambiente alterado que promueve diversos procesos celulares como la transicién
epitelial mesenquimal de hepatocitos y la activacion de CEH. Esto promueve desde el
desarrollo inicial de una fibrosis hasta la generacion y metéstasis de un carcinoma
hepatocelular. La proteina NS5A y la proteina estructural Core del virus han sido
relacionadas con algunas de las vias de sefializacién que promueven dichos procesos
celulares. Sin embargo, existen diversas alternativas en la regulacion de las vias de
sefializacion implicadas que ain no han sido exploradas. Ademas, es necesario considerar
cémo la comunicacion intercelular entre CEH y hepatocitos durante la expresion de
proteinas virales podria regular los mecanismos moleculares asociados con el desarrollo
de fibrosis para tener una mejor aproximacion de la patogénesis molecular en la infeccién
por VHC. Esto puede generar conocimiento cientifico que nos facilite encontrar puntos
de control como potenciales dianas terapéuticas. Por lo tanto, nuevos conocimientos en el
entendimiento del progreso de la infeccidn hacia procesos fibrogénicos y tumorigénicos
caracteristicos de la enfermedad, pueden ser de gran utilidad para un mejor tratamiento y

prevencion de las complicaciones generadas por la infeccién con el virus de hepatitis C.
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4. HIPOTESIS

La expresion de la proteina NS5A y Core del VHC inducen a la transicion epitelial
mesenquimal de hepatocitos y a la activacién de células estelares para promover la

expresion de factores involucrados en el desarrollo de la fibrosis y carcinogénesis.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar los mecanismos moleculares de fibrosis involucrados en la transicion epitelial

mesenquimal y activacion de células estelares hepéticas (LX2) inducidos por la proteina
NS5A y Core del VHC.

Objetivos especificos

1.

Establecer un sistema de expresion transitoria de las proteinas NS5A y Core
del VHC.

Evaluar la expresion de marcadores de la TEM en Huh7 y de activacion de
LX2 inducidos por las proteinas NS5A y Core del VHC.

Evaluar la expresion transcripcional de genes reguladores de fibrosis durante
la TEM de Huh7 y activacion de LX2 inducidas por las proteinas NS5A y Core
del VHC.

Determinar mediante inhibicién, la participacion de genes reguladores de
fibrosis diferencialmente expresados durante la TEM de Huh7 inducida por las
proteinas NS5A y Core del VHC.

Identificar mediante analisis bioinformaticos, la participacién de los genes
diferencialmente expresados durante la TEM de Huh7 y la activacion de LX2

inducidos por las proteinas NS5A y Core del VHC.
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6. METODOLOGIA

6.1. Estrategia experimental

La estrategia experimental general consistié en las siguientes actividades: disefio y
caracterizacion de plasmidos para la expresion de las proteinas NS5A y Core del VHC,
subcultivos celular de las lineas Huh7 y LX2, transfeccion transitoria de los plasmidos en
la linea celular Huh7, co-cultivo celular de las lineas Huh7 con la linea celular LX-2,
extraccion de ARN vy proteinas, actividad de nano luciferasa por quimioluminiscencia,
RT-gPCR, western blot, arreglo de RT-gPCR especifico para vias de fibrosis, inhibicion
farmacoldgica de PAI-1 en células Huh7 y finalmente, analisis bioinformatico. El

flujograma de experimentos realizados se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Estrategia experimental general del proyecto.

6.2.Disefo, produccién y caracterizacion de plasmidos
Para los ensayos de transfeccion se utilizaron tres tipos de plasmidos. Un plasmido
control pcDNA 3.1 (+) (GenScript, E.U.A). Un plasmido para la expresion de la proteina
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Core del VHC, disefiado a partir del pcDNA 3.1 (+) con la secuencia de la proteina Core
del VHC (GenBank: AJ238799.1) (ID del proyecto: U6951CJ230-2). Asimismo, se
disefd el plasmido pNluc-NS5A/HCV para la expresion de la proteina NS5A del VHC,
este plasmido fue construido en un vector de expresion génica de mamiferos, incluyendo
secuencia de la nano luciferasa (Nluc) como reportero quimioluminiscente (GenBank:
OK425853.1) y la secuencia de la NS5A del HCV (GenBank: DQ859971.1), el disefio fue
realizado con VectorBuilder bajo el siguiente nimero de ID: VB200914-1750qfm. Una
vez teniendo los plasmidos contenidos en las bacterias E-coli DH5« éstas fueron crecidas
en caldo LB con 100ug/mL de ampicilina. Para la extraccion de los plasmidos se llevo a
cabo el protocolo de lisis alcalina (Anexos). Una vez obtenidos los plasmidos purificados,
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% con 1ug de cada uno de los plasmidos
para confirmar su peso e integridad. Para caracterizar los plasmidos, se realizaron cortes
con enzimas de restriccion tal como indica la Tabla 1. Una vez hechas las mezclas, se
dejaron incubando a 37°C durante 16 horas, seguido de esto se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% para visualizar las bandas generadas por los cortes de las
enzimas de restriccion y poder confirmar la composicion de cada uno de los plasmidos a

utilizar durante los ensayos de transfeccion.

Tabla 1 Condiciones para la caracterizacion de plasmidos mediante cortes con enzimas de

restriccion.
. cDNA Core/HCV Nluc-NS5A/HCV

Plasmido P P P

3ug 3ug 3ug

. Apal| Hind1ll Apal|

Enzima 1ul EcoRlI 1ul

K 1 ul c/u K
Buffer 2 uL 2 uL 2 uL
Agua DEPC Aforar a 20 pL Aforar a 20 pL Aforar a 20 pL




6.3. Subcultivos celulares

En general se trabajo con dos tipos de lineas celulares, la linea Huh-7 derivadas de
hepatoma humano (donada por el Dr. Koromilas, Univerdad McGill, Montreal, Canada)
fue cultivada en ADMEM (Advanced Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado
con 2% de suero fetal de bovino (SFB), 2mM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina,
100pug/mL de estreptomicina y 1% de aminoacidos no esenciales (Todos los reactivos
provenientes de Gibco, E.U.A). Por otro lado, las células estelares hepaticas humanas LX-
2 (donadas por la Dra. Maria Luz Martinez Chantar, del laboratorio de metabolémica, CIC
bioGUNE, Espaiia) fueron mantenidas en DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado con 2% de SFB y 100U/mL de penicilina y 100ug/mL de estreptomicina.
Ambas lineas celulares fueron mantenidas a 37°C y 5% de CO:2 para garantizar las
condiciones Optimas de crecimiento. Para realizar los subcultivos en ambas lineas

celulares se siguio6 protocolo descrito detalladamente en Anexos.

6.4. Actividad biol6gica de Vaccinia Virus en células Huh-7.

Ya que la expresion del pCore/HCV es regulada por el promotor T7 es necesaria la
infeccion de células Huh-7 con Vaccinia virus (ATCC: VR-2153, cepa VTF7-3 [Wr]) que
codifica para la polimerasa de ARN T7. Antes de poder realizar la transfeccion con el
plasmido pCore/HCV es necesario establecer la cantidad 6ptima de virus para poder lograr
la expresion de la proteina viral Core sin causar dafo significativo en las células Huh-7.
Para evaluar la actividad biologica del virus se realiz6 de la siguiente manera:

1. Se siembran 200,000 por pozo en placas de 6 pozos.

2. Después de 16 horas de cultivo, se retira el medio de cultivo y se adiciona 1 mL
de medio ADMEM de infeccion (Adicionado con 1% de Glutamina y 1% de
aminoacidos no esenciales).

3. Serealizaunadilucion 1:10,000 del Stock de Vaccinia Virus en medio de infeccion
y se usan 2y 5 uL de esta dilucién para infectar cada pozo a evaluar.

4. La placa se incuba durante 1 hora a 37°C y 5% de CO2 realizando movimientos

suaves de la placa para homogenizar cada 10 minutos.
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5. Al pasar la hora de incubacion se adiciona 1 mL de ADMEM de infeccién.
6. La infeccion se mantiene por el tiempo necesario para ensayos posteriores y se

evalUa el efecto citopatico en las células.

6.5. Transfeccién transitoria de los plasmidos en células Huh-7

Para generar el sistema de expresion de las proteinas virales se realizaron
transfecciones transitorias en las células Huh-7 con los distintos plasmidos. Para esto se
sembraron 200,000 células en placas de 6 pozos o bien 40,000 en placas de 24 pozos o
8,000 en placa de 96. Después de 16 horas de cultivo se realizan mezclas de transfeccion.
Para la expresion de pCore/HCV se realiza la infeccion con Vaccinia Virus tal como se
realiza durante la actividad biol6gica descrita anteriormente, una vez pasada la hora de
infeccion y adicionado 1mL de medio ADMEM, se realizan las mezclas de transfeccion.

Para la transfeccion se utilizo el reactivo lipofectamina 3000, segun el protocolo:

1. Una vez que las células estén 60-70% confluentes se realizaron las siguientes

mezclas de transfeccion de acuerdo con la placa a utilizar:

Tabla 2 Reactivos para la transfeccion transitoria mediante lipofeccion

Placa Mezcla A Mezcla B
OptiMEM | Lipofectamina | OptiMEM | P3000 Plasmido
1ug
6 pozos 125 uL 3.75 uL 125 uL 2.5 uL 500 ng
200 ng
24 pozos 25 pL 0.75 pL 25 pL 0.5 uL 100 ng
96 pozos 5uL 0.15 uL S5uL 0.10uL [40ng

2. Una vez realizadas las mezclas, A y B se mezclaron por inversion en un mismo

tubo y se dejaron incubando a temperatura ambiente, durante 20 minutos.

Al terminar la incubacion, los pozos se transfectaron con 250, 50 y 10 ulL de las

mezclas por pozo en la placa de 6, 24 y 96 pozos respectivamente, segun

correspondid. Las mezclan fueron adicionadas por goteo y una vez finalizado, las

placas se movieron para mezclar suavemente con el medio de cultivo.
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4. Las células se incubaron nuevamente segun el tiempo a evaluar en el siguiente

ensayo.

6.6. Ensayo de viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad de las células después de las transfecciones o tratamientos
se sembraron 8,000 celulas por pozo en placas de 96 pozos, se realizo el tratamiento a
evaluar segun correspondi6 (Ver protocolos) y para determinar la viabilidad se siguio el
siguiente protocolo del kit Cell proliferation Kit I (Roche):

1. Adicionar 10 uL del reactivo MTT (Tetrazolio de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) a cada pozo a evaluar y se incuba durante 4 horas a 37°C y 5%
de COa.

2. Al finalizar, se afiaden 100 uL del buffer de solubilizacion contenido en el kit.

La placa se incuba durante 16 horas a 37°C y 5% de CO: y protegido de la luz.

4. Al finalizar, la absorbancia de cada pozo se lee en un lector de placas a una
longitud de onda de 600 nm.

5. La absorbancia (abs) de las células que no hayan sido tratadas (Control celular)
sera considerado el 100% de viabilidad y la viabilidad de las células tratadas se

obtiene aplicando la siguiente formula:

R Abs células tratadas
Viabilidad (%) = Abs Control celular x 100

6.7.Ensayo de cicatrizacion de herida
Para evaluar la capacidad de migracion e invasion celular se realiza esta prueba de
cicatrizacion. Para esto, se realiz6 el siguiente protocolo:
1. Sembrar 40,000 células Huh-7 por pozo en placas de 24 pozos e incubar durante
16 horas a 37°C y 5% de CO-.
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2. Las células se transfectan segun el protocolo de transfeccion transitoria que le
corresponda y se incuba durante 6 horas a 37°C y 5% de CO..

3. Se realiza un raspado vertical de la monocapa con una punta de micropipeta con
capacidad de 10 uL lo més recto posible. Se toma una micrografia que corresponde
al tiempo de 0 horas. Se toman micrografias a las 12, 24 y 48 horas de transfeccion
para después evaluar el cambio el nimero de células presentes en el area de
raspado (cicatriz).

4. Con ayuda del Software ImageJ se realizan los siguientes pasos:

a. Se cambia el tipo de imagen a 8 bit (Image > Type > 8 bit)

b. Se establece el valor de las zonas negras y el de las blancas (Process > FFT
> Bandpass filter > OK)

c. Se pone un umbral (Image > Adjust > Threshold > a:0.60 > apply) y un
filtro (Filters > Minimun > ~7)

5. Para obtener el calculo del area cubierta por las células se toma en cuenta lo
siguiente:

Fotografia Original Fotografia Procesada

v ‘3 - B
LA ’f--:-}‘ Fre? . .'-2’,‘ 4
o7 \ER)

Area por cubrir
a las 0 horas
(100%)

3 —~ Area por cubrir
- a las 48 horas

Area cubierta
a las 48 horas

Figura 14. Ejemplo del procesamiento de las micrografias para la determinacion del
porcentaje de cicatrizacién.
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6.

Una vez obtenidas las distintas areas se aplica la siguiente férmula para obtener el

porcentaje de cicatrizacion de herida:

area por cubrir (Oh) — area por cubrir (48h)

Cicatrizacion de herida (%) = x 100

area por cubrir (Oh)

6.8.Extraccion del ARN total

Para la extraccion de ARN total del cultivo celular se realizé utilizando el reactivo

TRIzol (Thermo Fisher) siguiendo los pasos del fabricante:

1.
2.
3.

10.
11.
12.
13.

Remover el medio de cultivo mediante aspiracion

Adicionar 400 pL de TRIzol a cada pozo de una placa de 6 para lisar las células.
Incubar durante 5 min en hielo y homogenizar el TRIzol en la placa hasta despegar
todas las células. Después pasar las células con TRIzol a un tubo de 1.5 mL.
Adicionar 80 uL de cloroformo frio. Mezclar con vortex durante 15 segundos.
Incubar el tubo en hielo 5 minutos y centrifugar a 13,000 rpm durante 15 min a

4°C.

Recuperar sélo la fase acuosa en un tubo nuevo cuidando de no arrastrar contenido
de la interfase y/o fase orgéanica.

Adicionar a la fase acuosa 400 uL de isopropanol frio e incubar toda la noche a -
20°C 0 1 hora a -80°C.

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

Remover el sobrenadante y lavar la pastilla de ARN con 500 pL de etanol al 70 y
mezclar con vortex.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C.

Retirar completamente el etanol sin tocar la pastilla de ARN.

Resuspender la pastilla de ARN en 20 uL de agua DEPC.

Antes de leer en el nanodrop la concentracion obtenida, se puede calentar un poco

a 50°C para asegurar la completa resuspension.
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14. Una vez que se obtiene la concentracion y pureza del ARN extraido, se guarda a -

20°C hasta su uso posterior.

6.9. Evaluacion de expresion génica mediante RT-gPCR

Para obtener la expresion de los distintos marcadores se realiz6 una retrotranscripcion
(RT) con la enzima RT-MMLTV seguido de una amplificacion de genes de interés
mediante una PCR en tiempo real (QPCR) con el uso de SYBR green de la siguiente
manera:

1. Parala RT se parte de una concentracion de 200 ng/uL del ARN total extraido de
las células. (2 ug del ARN total llevado a un volumen final de 10 uL con agua
DEPC)

2. Una vez teniendo el ARN se realiza la siguiente mezcla de 20 pL finales en un

microtubo:

Tabla 3 Reactivos y condiciones para la retrotranscripcion del ARN

Reactivo Concentracion inicial | VOlUMeN | concentracion final
Random Primers 250 ng/uL 1ul 12.5 ng/uL
dNTPs 10mM 1ul 500uM
ARN total 200 ng/uL 10uL 100 ng/uL
Colocar en termociclador a 65°C por 5 minutos
Buffer FS 5 X 4 uL 1X
DTT 100 mM 2uL 10 mM
RNAsa OUT 40 U/pL 1uL 2 U/uL

Colocar en termociclador a 37°C por 2 minutos

RT-MMLV 200 U/pL 1l 10 U/ul

Colocar en termociclador a 25°C por 10 minutos

Colocar en termociclador a 37°C por 50 minutos

Colocar en termociclador a 70°C por 15 minutos
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3. Una vez finalizado el programa del termociclador se tienen 100 ng/uL de DNA
complementario, asi que se realizan diluciones para dejarlo en alicuotas de 50
ng/uL.

4. Para realizar la amplificacion de los distintos genes evaluados se hace una mezcla

de un volumen final de 10 uL con los siguientes reactivos en un microtubo:

Tabla 4 Reactivos para la gPCR a partir del cDNA

Reactivo Concentracién inicial Vf)lllrj)m;n Concentracién final
SYBR Green 2 X 5 uL 1X
Primer FW 5-10 uM* lul 250-500 nM*
Primer RV 5-10 uM* lulL 250-500 nM*
cDNA 50 ng/puL 1plL 50 ng
Agua DEPC - 2 uL -

*La concentracion varia dependiendo de cada gen, (ver anexos).

5. Al finalizar la mezcla de reacciones, los tubos se centrifugan y se llevan al

termociclador de tiempo real bajo el siguiente programa:

Tabla 5 Condiciones para la gPCR

Tiempo |  Temperatura | Ciclos
2 minutos 50°C 1
10 minutos 95°C 1

15 segundos 95°C 40

1 minuto 60°C

Al terminar este programa, se agrega una curva de disociacion.
6. Al finalizar, se recuperan los nimeros de Ct de cada una de las curvas de

amplificacion para calcular la expresion relativa y/o nimero de copias.
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7. Para realizar el calculo de expresion relativa es necesario obtener la eficiencia de
cada uno de los pares de oligonucledtidos siguiendo la metodologia de
amplificacion de estandares tal como se describira en el calculo de numero de
copias.

8. Unavez obtenida la eficiencia se aplica la siguiente formula siguiendo el protocolo
de Vandesompele (Vandesompele et al., 2002) ya que se utilizaron dos genes de
referencia o enddgenos en este proyecto (GAPDH y RPS18):

(Egp)~cTar

Media Geometrica [(Eggp)2CTREF]

Expresion relativa =

Donde:

E: Eficiencia

Gl: Gen de interés

ACT= CT de muestra control - CT de muestra tratada

REF: Gen de referencia o enddgeno

6.10.Calculo de namero de copias de NS5A y Core del VHC

Para obtener el nimero de copias de transcritos de los genes NS5A y Core del VHC
se realizd una curva estandar con distintas cantidades de cada uno de los plasmidos.
Después se calcula el nimero de copias de estos estandares aplicando la siguiente formula:

Cantidad del plasmido (ng) X 6.022x10%3copias/mol
Pares de bases del plasmido X 660g/mol X 1x10°ng/g

Numero de copias =

Donde:
6.022x10% = NUmero de Avogadro
660g/mol = Masa de 1pb de DNA de doble cadena

1x10° = Factor de conversion
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Una vez aplicada la formula a cada uno de los estandares y calculado el logaritmo en base

10 del nimero de copias (necesarios para graficar) se obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 6 Datos de los estandares para el calculo de nimero de copias

Plasmido | Estandares (ng)  NGmero de copias  Log 10
0.03 3,557,916 6.55
pNIluc-NS5A/HCV 0.003 355,791 5.55
(7,694 pb) 0.0003 35,579 4.55
0.00003 3,557 3.55
0.02 3,054,349 6.48
pCore/HCV 0.002 305,434 5.48
(5,975 pb) 0.0002 30,543 4.48
0.00002 3,054 3.48

Una vez realizadas las diluciones para cada uno de los estandares se realiza una gPCR de
acuerdo con los datos de la Tabla 4. Se grafican el log 10 contra el Ct obtenido de cada
uno para obtener la ecuacién de la recta. Una vez obtenida, a partir de las RT-qPCR
realizadas del RNA de cultivo celular se aplica la ecuacion de la recta para obtener el
nimero de copias de cada una de las muestras, cabe destacar que los Ct fueron

normalizados con el promedio del Ct obtenido del gen endégeno GAPDH.

6.11.Extraccion de proteina total

Para poder evaluar la expresion de distintos marcadores proteicos fue necesario extraer
la proteina total de los cultivos celulares. Para esto se utilizaron placas de 6 pozos en donde
el medio de las células cultivadas se recolecto y las células se lavaron con 500 uL de PBS
1X frio cada pozo, se aspir6 y las células se cubrieron con 70 pL de buffer de lisis PKR
1X (Anexos). Para despegar todas las células, se utilizé un scrapper estéril para raspar el
contorno y el centro del pozo en un solo sentido a modo de colectar las células en todas
las posiciones. Después, se transfirid la suspension de células con buffer a un tubo de 1.5
mL, se mezcld con vortex 10 segundos y se incub6 en hielo por al menos 20 min, se

centrifugd 5 min a 13,000 rpm a 4°C para recuperar el sobrenadante (proteina)
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transfiriéndolo a un tubo nuevo. La proteina extraida se cuantifico por el método de

Bradford y se conservo a -20°C hasta su uso.

6.12.Cuantificacion de proteinas

Se determind la concentracion de proteina total extraida de los cultivos por el método
de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad) utilizando una curva
como estandar de BSA (Sigma Life Science) como referencia, llevando a cabo el siguiente

protocolo:

1. Preparar un stock de BSA a 10 ug/uL
2. Preparar los estdndares de BSA a utilizar en la curva de cuantificacion como se

indica en la siguiente tabla:

Tabla 7 Cantidades para preparar los estandares de curva de cuantificacion

Estandar Stock de BSA Concentracion final
1 5uL 95 uL 0.5 pg/uL
2 10 uL 90 uL 1 pg/uL
3 20 pL 80 pL 2 ng/uL
4 40 uL 60 uL 4 ng/ul
5 80 uL 20 uL 8 ug/uL

3. En una placa de 96 pozos se realiza por triplicado la mezcla de cada uno de los
estandares (1 pL) con agua ultrapura (159 ulL) y Bradford (40 ulL) mezclado
perfectamente bien con cuidado de no hacer burbujas.

4. Una vez mezclados todos los pozos, se cubre de la luz y se lee la absorbancia (abs)
de cada uno a una longitud de 600 nm de onda.

5. Unavez obtenida la abs es graficada contra cada una de las concentraciones de los
estandares para obtener la ecuacion de la recta.

Una vez obtenida la ecuacion de la recta, esta fue utilizada como referencia a lo largo

del proyecto. Para cuantificar cada una de las muestras de proteina total extraida de
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cultivo celular, se realiza una mezcla de las muestras como indica el paso 3 del

protocolo anterior. A partir de la abs de cada muestra, esta es aplicada a la ecuacion

de la recta obtenida de los estandares para obtener la concentracién final de la muestra

problema.

6.13.Evaluacion de expresion proteica mediante Western Blot

Una vez cuantificadas las proteinas se evaluaron los distintos biomarcadores mediante

western blot. Para esto primero fue necesario hacer una electroforesis de las muestras en

gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con SDS (SDS-PAGE) de acuerdo

con el siguiente protocolo:

1. Se prepara un gel para el SDS-PAGE, con un gel separador y uno concentrador

segun el porcentaje necesario (Anexos).

Una vez polimerizados, se preparan 40ug de cada una de las muestras con buffer
de carga (Anexos) en una relacion 4:1 de volumen.

Las proteinas se desnaturalizan calentando la mezcla a 95°C por 10 minutos.

Una vez desnaturalizadas, las muestras se cargan al gel seguidas de un marcador
de peso molecular pre-tefiido y la electroforesis se inicia con ayuda del buffer de
corrida (Anexos) a 100 V por 2.5 horas aproximadamente o hasta que el buffer de

carga llegue al limite inferior.

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, fueron transferidas a una membrana de

fluoruro de poli-vinilideno (PVDF) de 0.45 um. De acuerdo con el siguiente protocolo:

1.
2.

Se recorta la membrana con las medidas aproximadas del gel del SDS-PAGE.

La membrana se activa al sumergirla con metanol al 100% y en agitacion durante
5 minutos.

La membrana se lava con agua ultrapura durante 5 min y se sumerge en buffer de
transferencia 1X (Anexos) otros 5 minutos.

En un recipiente se humedecen 2 papeles filtro y 2 esponjas en buffer de

transferencia durante 5 minutos.
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10.

Se desmonta el gel del SDS-PAGE para preparar el sandwich de transferencia
(esponja, papel filtro, membrana, gel, papel filtro y esponja) de manera que queden
en contacto la membrana y el gel cuidando que no queden burbujas en medio.
Una vez formado el sdndwich colocarlo en la camara de transferencia, colocar un
agitador magnético y un congelante dentro de la camara y cubrir con buffer de
transferencia.

La transferencia se lleva a cabo a 4°C, con agitacion a 120 V o 350 mA constantes
durante 150 minutos.

Al terminar, sacar la membrana con cuidado y verificar que el marcador de peso
molecular pre-tefiido se haya transferido a la membrana.

Desmontar el sandwich por completo y colocar la membrana en rojo de ponceau
(Anexos) hasta observar las bandas rojas de las muestras problema.

Retirar todo el colorante, lavando la membrana con TBS-T 1X (Anexos) hasta que

todas las bandas rojas desaparezcan.

Una vez lograda la transferencia se comenzo con la inmunodeteccion de los distintos

biomarcadores siguiendo estos pasos:

1.

La membrana se coloca en buffer de bloqueo (TBS-T 1X con 10% de leche)
durante 30-60 minutos en agitacion y temperatura ambiente.

Lavar la membrana con TBS-T 1X durante 5 minutos

Incubar la membrana en el anticuerpo primario diluido en TBS-T 1X y 5% de
leche segun la proteina a detectar en las muestras (Anexos) durante 16 horas en
agitacion y 4°C.

Lavar la membrana con TBS-T 1X durante 10 minutos en agitacion y temperatura
ambiente, 3 veces.

Incubar durante 2.5 horas el anticuerpo secundario diluido 1:5,000 en TBS-T 1X
y 5% de leche segun el anticuerpo primario utilizado (Anexos).

Lavar la membrana con TBS-T 1X durante 10 minutos en agitacion y temperatura

ambiente, 3 veces.

61



7. Para la deteccidn de sefial de proteina presente, se utilizé el sustrato
quimioluminiscente SuperSigal West Pico PLUS de acuerdo con pasos del
fabricante.

8. La membrana fue revelada en un ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad).

Para obtener la expresion relativa, se necesita detectar una proteina endogena, en este

caso se usaron beta-Actinay GAPDH. La sefial de quimioluminiscencia fue analizada

por densitometria con el software ImageJ. Para calcular la expresion en cambio del

numero de veces en comparacion con el control, se aplico la siguiente formula:

Expresion relativa de proteina de interés

Cambio en no.de veces = — - - -
Expresion relativa de proteina endbgena

Donde:

Expresion relativa de proteina de interés = Sefial de interés de la muestra / Sefial de
interés del control.

Expresion relativa de proteina enddgena = Sefial enddgena de la muestra / Sefial

enddgena del control.

6.14.Evaluacion de expresion proteica mediante la actividad de Nano Luciferasa

Para evaluar la expresion de la NS5A del VHC se realiz6 la determinacién de la

actividad de la nano luciferasa como reportera, incluida en el plasmido pNluc-

NS5A/HCV. Para esto, teniendo las muestras de proteina total extraida de cultivo, se

siguid el protocolo del kit Nano-Glo (Promega, USA):

1. Se prepara la mezcla del buffer con el sustrato de la nano luciferasa (incluidos en

el kit) en una relacion 50:1, tomando en cuenta que se requieren de 5 uL por pozo

de esta mezcla.

2. Enuna placa de 96 pozos blanca de fondo plano, se colocan 15 uL del buffer de

lisis PKR 1X (utilizado en la extraccion de proteinas) por pozo.
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Se mezclan 5uL de cada muestra de proteinas por pozo con el buffer PKR 1X.
Mezclar 5 uL de la mezcla de buffer:sustrato (del paso 1) en cada uno de los pozos.

Tapar de luz y agitar durante 3 minutos a temperatura ambiente.

o g &~ w

Leer niveles de quimioluminiscencia en el GloMax (Promega) con el protocolo de
Nano-Glo.

Una vez obtenidos los niveles de quimioluminiscencia en unidades relativas de luz (RLUS)
estos son comparados con la cantidad de muestra colocada en la placa para poder

normalizar las RLUs por mg de proteina total.

6.15.Co-cultivo de células Huh-7 y LX-2
Para crear el microambiente celular entre los hepatocitos (Huh-7) y las células
estelares hepaticas (LX-2) se realiz6 un co-cultivo con relacion 10:1, en un sistema de
pozos porosos (3um) transwell (Thermo Fisher Scientific, USA) de la siguiente manera
(Figura 15):
1. Dos dias antes del co-cultivo se sembraron 200,000 Huh-7 en los insertos porosos
utilizando 2.5 mL de medio de cultivo con ayuda de una placa de 6 pozos.
2. Después de 24 horas (un dia antes del co-cultivo) se transfectaron las células Huh-
7 con 1ug de cada plasmido de acuerdo con protocolo de transfeccion transitoria
visto anteriormente. Por otro lado, se sembraron 20,000 LX-2 por pozo en 2.5 mL
de medio sin SFB, en las placas de co-cultivo.
3. Después de 24 horas (dia del co-cultivo), los insertos porosos con las células Huh-
7 transfectadas son colocados en los pozos de la placa de co-cultivo que contienen
las células LX-2. Este movimiento se recomienda hacer con ayuda de pinzas, muy
lentamente y procurando que todo el medio de cultivo de las LX-2 se filtre por los

poros de los insertos y esté en contacto con ambas lineas celulares.
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Una vez pasadas 48 y 72 horas de co-cultivo se realizd una extraccion de proteinas
(segun el protocolo visto anteriormente) de ambas lineas celulares. Asimismo, se
realizd una extraccion de ARN total de las células LX-2 (con TRIzol) y de las células

Huh-7 con un kit comercial (como se describe posteriormente).

Huh?7 & )1 Oug

200,000

= B ==

[ 1
-48h -24h 72h
Co-cultivo

- Proteinas

LX-2

20,000
ARN

Figura 15. Esquema del ensayo de co-cultivo. Se sub-cultivaron 200,000 células Huh-7 en
insertos porosos con 2.5 mL de medio de cultivo en una placa de 6 pozos dos dias antes del
comienzo del co-cultivo. Un dia antes, las células Huh-7 se transfectaron con 1 ug de cada
plasmido. Por otro lado, se sub-cultivaron 20,000 células LX-2 por pozo con medio sin SFB en
placas de co-cultivo. En el dia del comienzo del co-cultivo, los insertos porosos con las Huh-7
transfectadas se colocaron en los pozos de co-cultivo con LX-2, asegurando un contacto adecuado
entre ambas lineas celulares mediante un filtrado lento del medio de cultivo.

6.16.Evaluacion de expresion génica mediante el arreglo de RT-qPCR
Para realizar un perfil de expresién génica utilizando un arreglo de PCR se parti6 del
ARN de las células Huh-7 co-cultivadas con las células LX-2. Para esto la extraccién de

ARN se realizd con el kit RNeasy de QIAGEN de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. Las membranas porosas de los insertos de co-cultivo son recortadas con ayuda de
pinzas y puestas sobre una placa de 6 pozos nueva.

2. Se afnaden 600 pL del Buffer RLT y 6 uL de B-Mercaptoetanol para lisarlas. Se
mezcla muy bien con la pipeta para despegar las células, si es necesario se raspa

la monocapa con ayuda de scrapper.
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10.

11.

12.

13.

La resuspension de células se pasa a un tubo cénico de 1.5 mL y con ayuda de una
jeringa y aguja de 0.8mm las células son disgregadas al pasarlas a través de la
jeringa 10 veces.

Una vez disgregadas y lisadas las células, se afiaden 600uL de etanol al 70% y se
mezcla por pipeteo suave.

Se pasan de 600 en 600 pL a la columna del kit con tubo colector y se centrifuga
15 segundos a 13,000 rpm.

Se descarta el liquido del tubo colector y a la columna se le afiaden 350 uL de
buffer RW1.

Se centrifuga 15s a 13,000 rpm y se desecha el liquido del tubo colector.

Se prepara una mezcla con 10 uL de DNAsa + 70 uL de buffer RDD y la mezcla
se afiade a la columna, se incuba a 25°C durante 15 minutos.

Se agregan 350 uL del buffer RW1 a la columna y se centrifuga 15s a 13,000 rpm.
Se desecha el liquido del tubo colector y se afiaden 500 uL de buffer RPE en la
columna, se centrifuga 2 minutos a 13,000 rpm.

Se desecha el liquido de tubo colector y se ponen otros 500 uL de buffer RPE, se
centrifugan 2 minutos a 13,000 rpm.

Se desecha tubo colector, se coloca uno nuevo y se centrifuga nuevamente 1 min
a 13,000 rpm para asegurar que no queden restos del buffer. Hacer nuevamente
con tubo nuevo si aun se observan restos en el tubo colector.

Se coloca un tubo cénico recolector con tapa en la columna y se le afiaden 30 pL
de agua libre de nucleasas a la columna. Se centrifuga 2 min a 13,000 rpm vy el

ARN recuperado en el tubo colector se cuantifica en el Nanodrop.

Una vez obtenido el ARN con abs 260/280 > 1.8 (recomendado por el proveedor) se

realiza la retrotranscripcion preparando las siguientes mezclas por muestra:
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Tabla 8 Reactivos y condiciones para la retrotranscripcion del arreglo de gPCR

Reactivo | Cantidad |
ARN 1ug
Buffer GE 2 uL
Agua libre de RNAsa Aforar a 10 uL

Colocar en el termociclador 5 min a 42°C
Colocar en hielo 1 min

Buffer BC3 5X 4L
Control P2 1ulL

RE3 RT Mix 2 uL
Agua libre de RNAsa 3uL

Colocar en el termociclador 15 min a 42°C
Colocar en el termociclador 5 min a 95°C
Agua libre de RNAsa \ 91 uL

Una vez obtenido el cDNA se realiz6 la siguiente mezcla de reaccion con el Kit
recomendado por la casa comercial QIAGEN estos valores son por muestra y se realiza
en una canaleta estéril

Tabla 9 Reactivos para el arreglo de gPCR

Reactivo | Volumen |
cDNA 1,350 pL
RT SYBR Green Rox Master Mix 2X 102 pL
Agua libre de RNAsa 1,248 uL

Se mezclo muy bien por pipeteo la mezcla, y con ayuda de una pipeta multicanal se ponen
25 pL de la mezcla en cada pozo de la placa Human Fibrosis PAHS-120ZA RT? Profiler
PCR Array (Figura 16) la placa se centrifugd 1 min a 1,000 g y se colocé en el
termociclador de tiempo real con el programa estandar de “Absolute Quantitation” el cual

incluye los siguientes ciclos:
Tabla 10 Condiciones para el arreglo de gPCR

Tiempo | Temperatura | Ciclos
10 minutos 95°C 1
15 segundos 95°C 40

1 minuto 60°C
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Al finalizar, se incluy6 una curva de disociacion y al terminar la gPCR se recuperaron los
datos de Ct de cada uno de los pozos para poder ser arrojados en un archivo adecuado para
el anélisis de los datos mediante la plataforma RT2 Profiler PCR Data Analysis por
instrucciones del proveedor. El software arroja un reporte con el analisis de los datos, el
cual incluye diagramas de volcén, valores de expresion relativa y el valor de p realizando

pruebas de T para el andlisis estadistico.

1 2 3 4 5 6 7 & 9 0 1 12
A ACTA2 AGT AKT1 BCL2 BMPT cavi can ccL2 coLy [=< ) CEBPB coLiAz
E COLaAl CTGF CHCRY DCH EDH1 EGF ENG FASLG GREMI1 HGF IFHG Lo
c 13 L13RA2 LiA (L] L4 ILs Ik INHBE MGAl oAz moA3 ITGAV

Genes de
D el mea? RS TGR6 mGEs N LoX LTEF MMP MMP13 MAP14 MAMPT N
interés
E MMPE MMPE MMPG MYC NFEB1 PDGFA PDGFB PLAT PLAL [4<) SERFINAT SERPIMNE]
F SERFIRH) SMADZ SMAD3 SMAD4 SMADG SMADT SHAIN 5Pl STATI STATS TGFE) TGFE2
@ TGFEZ TGFER TGFERZ TGIF1 THEST THES2 TIMPT TWP2 TIMP3 TIAP4 THF VEGFA B
H ACTE B2M GAPDH HPRT1 RPLPD HEDC RTC RIC RTC PRC [ PRC
Control | |
| [ o | J
Gendmico T
Genes enddgenos Controles de Controles positivos
retrotranseripeién de PCR

Figura 16. Disefio de la placa del Human Fibrosis PAHS-120ZA RT2 Profiler PCR Array.
Contiene 84 pozos destinados a los genes de interés. Los pozos para 5 genes enddgenos incluidos
en la placa permiten la normalizacién de los datos. El control de ADN gendmico (HGDC) detecta
especificamente la contaminacion por ADN gendmico no transcrito con un alto nivel de
sensibilidad. EI control de transcripcion inversa (RTC) prueba la eficacia de la reaccion de
transcripcion inversa realizada con el kit RT2 First Strand mediante la deteccion de la plantilla
sintetizada a partir del control de ARN externo integrado en el kit. El control positivo de PCR
(PPC) consiste en una secuencia de ADN artificial preafiadida y el ensayo que la detecta. Este
control prueba la eficacia de la propia reaccidn de PCR. Los controles proporcionados en réplicas
se pueden utilizar para probar la reproducibilidad intraplaca entre pocillos.

6.17.Anélisis bioinforméticos de genes diferencialmente expresados
Una vez obtenidos los datos del perfil de expresion en las células Huh-7 en co-cultivo
con las LX-2 se realizaron analisis bioinformaticos de los genes diferencialmente

expresados en los distintos tiempos de co-cultivo con las plataformas en linea: Enrichr
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disponible en https://maayanlab.cloud/Enrichr/ (Xie et al., 2021) y STRING version 12.0
disponible en https://string-db.org/ (Szklarczyk et al., 2023). Estos analisis nos

permitieron obtener la ontologia de genes, sefialando la funcion molecular, componente
celular y el proceso biolégico mas enriquecido de acuerdo con el perfil de expresion
diferencial. Asi mismo, Enrichr y STRING dan informacion acerca de las vias de
sefializacion favorecidas de acuerdo con el perfil de expresion. Adicionalmente, STRING
brinda informacién y un mapa del interactoma de las proteinas codificadas por los genes
diferencialmente expresados, asi como la via de sefializacion en la que participa dicha
interaccion.  Ademas del mapa de interactoma, todos los resultados se obtienen con
valores numeéricos y nivel de significancia de acuerdo con el nivel de enriquecimiento,

que posteriormente fueron graficados.

6.18.Silenciamiento de PAI-1 en células Huh-7

Para evaluar la participacion del inhibidor del activador de plasmindgeno 1 (PAI-1),
se decidi6 utilizar un RNA de interferencia pequefio (siRNA) validado para bajar la
expresion de PAI-1 (SERPINEL1 Silencer validated siRNA 1D:is10013, Ambion) y evaluar
sus efectos en la TEM de las células Huh7 después de 24 horas de ser transfectadas con
los plasmidos pNIuc-NS5A/HCV o pCore/HCV como se describidé anteriormente.
Asimismo, se utilizé un siRNA control (Silencer select Negative Control #1 siRNA,
Ambion) para ser utilizado como control (scramble) en este tipo de ensayos. El
silenciamiento se llevo a cabo mediante transfeccion con lipofeccion como se describe a
continuacion: Se sembraron 200,000 células Huh7 en placas de 6 pozos o bien 40,000 en
placas de 24 pozos o 8,000 en placa de 96. Después de 16 horas de cultivo se realizaron
las transfecciones transitorias para expresar las proteinas virales como se describid
anteriormente. Después de 24 horas de transfeccion se realizaron las siguientes mezclas

de transfeccion para el silenciamiento:
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Tabla 11 Reactivos para la transfeccidn de silenciamiento mediante lipofeccién

Placa Mezcla A Mezcla B
OptiMEM | Lipofectamina OptiMEM SiIRNASs
6 pozos 125 uL 3.75 uL 125 L snM
24 pozos 25 uL 0.75 uL 25 uL SnM
96 pozos 5uL 0.15 uL 5uL 5nM

Todas las cantidades es por pozo a transfectar

1. Una vez realizadas las mezclas, Ay B se mezclan por inversion en un mismo tubo
y se dejan incubando a temperatura ambiente, durante 20 minutos.

2. Al terminar la incubacion, los pozos se transfectan con 250, 50 y 10 uL de las
mezclas por pozo en la placa de 6, 24 y 96 pozos respectivamente, segun
corresponda. Las mezclan deberan ser adicionadas por goteo y una vez finalizado,
las placas se mueven para mezclar suavemente con el medio de cultivo.

3. Las células se incuban nuevamente segun el tiempo a evaluar en el siguiente
ensayo.

Para evaluar el efecto del silenciamiento, después de 24 y 48 horas se realizaron ensayos
de Western Blot y se determinaron los cambios en la expresion de cada uno de los

marcadores de TEM, como se describid anteriormente.

6.19.Inhibicién de la actividad de PAI-1 en células Huh-7

Para evaluar la participacion del inhibidor del activador de plasmindgeno 1, se decidio
utilizar un inhibidor de la formacién del complejo PAI-1 con uPA, el TM5275. Este
inhibidor es disuelto en DMSO quedando a una concentracion de 3mM. Para los ensayos
de inhibicidn, primero se sub-cultivaron y se transfectaron células Huh7 como se describio
anteriormente. Después de 24 horas de transfeccion las células fueron tratadas con
TM5275 a una concentracion final de 25uM. En estos casos, se afiadio un grupo de estudio
solo con el vehiculo de DMSO. Para evaluar el efecto de esta inhibicion se realizaron
ensayos de qPCR y Western Blot y se determinaron los cambios en la expresion de cada

uno de los marcadores de TEM, como se describio anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1. Disefio y caracterizacion de plasmidos

Se realiz6 el disefio y caracterizacion de los plasmidos pcDNA, pNluc-NS5A/HCV y

pCore/HCV de manera in silico obteniéndose distintos cortes en cada uno de los plasmidos

tal como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Disefio y caracterizacion in silico de los plasmidos. a) Disefio del plasmido pcDNA
y caracterizacion con la enzima ApalLl. b) Disefio del plasmido pNluc-NS5A/HCV vy
caracterizacion con la enzima ApalLl. c) Disefio del plasmido pCore/HCV vy caracterizacion con

las enzimas EcoR1 y Hindlll.
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Para la caracterizacion de los plasmidos pcDNA, pNluc-NS5A/HCV y pCore/HCV,
inicialmente, se crecieron bacterias E. coli DH5¢« , se transformaron con cada uno de los
plasmidos y finalmente se extrajeron mediante lisis alcalina. Una vez extraidos, los
plasmidos fueron caracterizados mediante cortes con enzimas de restriccion. Los
plasmidos completos, asi como los distintos cortes generados fueron corridos en un gel de
agarosa al 2% para lograr observar la conformacion y caracterizacién de cada uno de los

plasmidos como se muestra y se describen en la Figura 18 y la Tabla 12 respectivamente.

Tabla 12. Electroforesis en gel correspondiente a
la caracterizacion de plasmidos.

Carril | Plasmido | Enzima | Fragmentos (bp)

2 - 5,428

2,897

pcDNA 1,211

3 ApalLl 1,032
288

4 - 7,694

pNluc- 2;;2

5 NS5A/HCV | Apall 1246
148

6 - 5,975

7 pCore/HCV | Hindlll 5,387
EcoRlI 588

Figura 18. Caracterizacion de plasmidos pNLuc-NS5A/HCV y pCore/HCV. Electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% con cada uno de los plasmidos como se describe en la Tabla 12.

7.2. Sistema de expresion transitoria de las proteinas NS5A y Core del VHC.

Una vez caracterizados los plasmidos, fueron utilizados para transfectar células Huh-
7 con pcDNA (como control), pNluc-NS5A/HCV y pCore/HCV. Primeramente, para
poder establecer el sistema de expresion de la proteina Core/HCV fue necesaria la
infeccion con el virus Vaccinia. Para determinar la cantidad de virus a usar en la
transfeccion fue necesario realizar el ensayo de actividad biolégica en las células Huh-7.

En la Figura 19 se muestra el efecto citopatico del virus Vaccinia generado en las células
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a distintos tiempos de infeccion y con distintas cantidades del stock viral. Se decidio
trabajar con 2 uL de una dilucion 1:10,000 del stock viral en los ensayos de transfeccion
transitoria posteriores ya que la infeccion estaba presente desde las 48 horas sin llegar a
presentar un efecto citopatico muy elevado hasta las 96 horas, siendo este Gltimo el tiempo

maximo para futuros ensayos de transfeccion.

Sin
infeccién

2 puL
1:10,000

5 pL
1:10,000

Figura 19. Actividad bioldgica del virus Vaccinia en células Huh-7. Se demuestra la actividad
bioldgica del virus Vaccinia en células Huh-7 a distintos tiempos de infeccion y con diferentes
cantidades del stock viral utilizado. Las flechas negras indican los focos de infeccion mas
evidentes. El ensayo se realizo tres veces de manera independiente.

Seguido de esto, se realizaron ensayos de viabilidad celular, esto para determinar si las
cantidades de plasmido transfectado inducian efectos citotdxicos en las células Huh-7. Cabe
resaltar que el ensayo de MTT se llevo hasta las 96 horas, ya que seria el mayor tiempo de
transfeccion planeado en ensayos posteriores. El porcentaje de viabilidad determinado en cada
uno de los grupos de transfeccidn permanecid dentro del 85%, lo que nos indicd que era seguro

trabajar con cualquiera de estas cantidades sin causar citotoxicidad en las células (Figura 20).
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Figura 20. Viabilidad de Huh7 a las 96 horas de transfeccion mediante lipofeccion. Se
transfectaron células Huh7 con distintas cantidades de cada uno de los plasmidos y se midi6 la
viabilidad celular mediante ensayo de MTT a las 96 horas de transfeccion. Como control de
pcDNA y pNIuc-NS5A/HCV se tomé en cuenta la viabilidad con el vehiculo de transfeccion.
Como control de pCore se tomd en cuenta, la viabilidad de Huh7 infectadas y con el vehiculo de
transfeccion. Los resultados graficados representan la media + SEM de tres experimentos
independientes. Se realiz6 un andlisis estadistico de ANOVA una via.

Para validar la expresion de las proteinas virales, se realizaron las transfecciones con 0.5 y
1.0 ug de pNluc-NS5A/HCV y pCore/HCV, asi como con 1.0 ug de pcDNA (utilizado
como control). A las 24 y 48 horas de transfeccion, se realizd extraccion de ARN y
proteina total para validar la expresion de las proteinas virales. La expresion de NS5A y
Core se determind mediante el calculo del nimero de copias transcritas obtenidas por RT-
gPCR, y por la actividad de nanoluciferasa (para NS5A) y el analisis densitométrico del
Western Blot (para Core). Para realizar el calculo de nimero de copias fue necesario
obtener la ecuacion de la recta derivada de la curva estandar con las diluciones de cada
uno los plasmidos mediante gqPCR como se describi6 en la metodologia. Las gréficas de
curva estandar de pNluc-NS5A/HCV y pCore/HCV, asi como la ecuacién obtenida se

muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Curva estandar de plasmidos pNIluc-NS5A/HCV y pCore/HCV

Una vez obtenida la ecuacion, se realizo el célculo del nimero de copias de pNluc-
NS5A/HCV y de pCore/HCV obtenidas mediante RT-gPCR del ARN extraido a las 24 y
48 h de transfeccion en las Huh7. EI nimero de copias de pNluc-NS5A/HCV y de pCore/
HCV fue ausente en el control, y fue proporcional a la cantidad transfectada, obteniéndose
hasta 1.06x10° copias de NS5A y 2x10° de CORE con 1.0ug de cada uno de los plasmidos
(Figura22ay b).

Por otro lado, la expresion traduccional de NS5A y Core estuvo ausente en el control, fue
proporcional a la cantidad de plasmido transfectado y ambas proteinas fueron mayormente
expresadas a las 48 h de transfeccion obteniéndose hasta 3x108 RLUs de la actividad de
nanoluciferasa con 1.0ug de pNluc-NS5A/HCV y una expresion de Core de hasta 35 veces

con 1.0ug de pCore/HCV, esto en comparacidn con sus respectivos controles (Figura 22c
y d).

Con estos resultados se logré validar y asi establecer el sistema de expresion transitoria

de las proteinas NS5A y Core del VHC en la linea celular Huh7 necesaria para los ensayos

posteriores.
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Figura 22. Expresion de Nluc-NS5A/HCV y Core/HCV a distintos tiempos de transfeccion
en células Huh7. a) Expresion transcripcional de NS5A evaluada mediante el calculo de No. de
copias por RT-gPCR. b) Expresion transcripcional de Core evaluada mediante el calculo de No.
de copias por RT-gPCR. c¢) Nivel de proteina de la Nluc-NS5A evaluada mediante la actividad de
la Nanoluciferasa. d) Expresion traduccional de Core evaluada mediante Western Blot. Los
resultados graficados representan la media + SEM de tres experimentos independientes Se realiz6
un analisis estadistico de ANOVA de dos vias, donde *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001 y
****=p<0.0001.
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7.3. Expresion de marcadores de la Transicion Epitelial-Mesenquimal inducidos

por la proteina NS5A y Core del VHC.

Una vez establecido el sistema de expresion transitoria de NS5A y Core del VHC en

las células Huh7, se evalud la expresion de los biomarcadores de la TEM de las células
Huh7-NS5A y Huh7-Core a las 24 y 48 de transfeccion con 0.5y 1.0 pg del plasmido
pNIuc-NS5A/HCV.
Los marcadores de la TEM fueron determinados a partir de las muestras analizadas
anteriormente (Figura 22a-d). De la misma manera, se analizo la expresion relativa de
algunos de los biomarcadores de la TEM, incluyendo a Snail, TGFB1 y E-cadherina. En
cuanto a las Huh7-NS5A, la expresion relativa a nivel de ARNm indic6 que snail y tgfbl
tuvieron una tendencia a aumentar a medida que se aumentaba el pNluc-NS5A/HCV
transfectado tanto a las 24 como a las 48 horas de transfeccion y comparado con el control.
Sin embargo, es importante mencionar que al realizar el analisis estadistico no se encontro6
una diferencia significativa. Asimismo, no se encontré ningun cambio significativo del
nivel de ARNm de cdhl en ninguno de los grupos y horas de transfeccion. Por otro lado,
al analizar la expresion de proteina mediante Western Blot y andlisis densitométrico se
encontrd un aumento en las Huh7-NS5A de 3.8 veces de Snail (con 0.5 ug del plasmido
y a las 24 horas de transfeccion) y de 3.9 veces de TGF1 (Unicamente a las 48 horas de
transfeccion y con 1 pg de plasmido), ambas proteinas con relacion a la expresion del
grupo control (Figura 23). Por otro lado, en cuanto a las Huh7-Core, la expresion relativa
a nivel de ARNm indico que solo snail aumento 2.48 veces y de manera significativa en
comparacion con el control a las 48 horas de transfeccion. Asimismo, los niveles de
proteina de snail se encontraron elevados 2.49 veces en las Huh7-Core a las 24 horas de
transfeccion, en comparacion con el control. Por otro lado, el nivel de proteina de la E-
cadherina disminuyé a 0.5 veces con 0.5 ug y disminuyé a 0.3 veces con 1 ug de
pCore/HCV a las 48 horas de transfeccion, comparandolo con los niveles en el control
(Figura 24).
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Figura 23. Expresion de biomarcadores de la transicion epitelial mesenquimal en células
Huh7-NS5A a las 24 y 48 horas de transfeccion con pNluc-NS5A/HCV. a) Expresion relativa
de tgfb1, snail y cdhl normalizado con actb y gapdh evaluado mediante RT-qPCR. b) Nivel de
proteina de TGFb1, Snail y E-cadherina normalizado con GAPDH y evaluado mediante western
blot. ¢) Nivel de proteina relativa en las Huh7-NS5A evaluada mediante analisis densitométrico
del western blot normalizado con el grupo control. Los resultados graficados representan la media
+ SEM de tres experimentos independientes. Se realiz6 un anélisis estadistico de ANOVA de dos
vias, donde *=p<0.05 y **=p<0.01.

77



snait tgfb1
ecdh1
E 4+ -
5 ** E 4 E 20+
< - -
g 3- T 8 E:
': £ 1.54 g 154 B 24h
% 2 2 . 48h
3 2 3 "™ % 10-
® o é
1=
3 é 0.5 5 05-
g 8 8
o a2 a
w 0 o 0.0~ & 0.0
Control  0.5pg Tpg Control  0.5pg 1pg Control  0.5pg 1pg
pCore/HCV pCore/HCV pCora/HCV
b pCore/HCV pCore/HCV
Control 0.5ug 1.0ng Contrel  0.5ug 1.0pg KkDa
snai | - |29 sl | M.,
TGFp1 | S— S ‘25 TGFp1 I b B BB ]25
E-cadherina | s . o s (120 Ecadnerina [ s |120
GAPDH | s —  s— (37 GAPDH [— - — —]37
24 h 48 h
c -
Snail TGFp1 E-cadherin
Lo
= T 15
39 .57 *®
2 8 :
g @ 39 E B 24h
. 1.04 B 48h
. 24 o g
[=] = =
z T 2- <
5 R -
2 2 0.5+
2 1 T 2 1 :E
. : ;
o ] o
0- 0- 0.0~
Control 0.5p9  1yg Control 0.5ug  1ug Control  0.54g  1hg
pCorefHCV pCore pCore

Figura 24. Expresion de biomarcadores de la transicion epitelial mesenquimal en células
Huh7-NS5A alas 24 y 48 horas de transfeccion con pCore/HCV. a) Expresion relativa de tgfb1,
snaily cdhl normalizado con actb y gapdh evaluado mediante RT-qPCR. b) Nivel de proteina de
TGFb1, Snail y E-cadherina normalizado con GAPDH y evaluado mediante western blot. ¢) Nivel
de proteina relativa en las Huh7-NS5A evaluada mediante analisis densitométrico del western blot
normalizado con el grupo control. Los resultados graficados representan la media + SEM de tres
experimentos independientes. Se realiz6 un andlisis estadistico de ANOVA de dos vias, donde
*=p<0.05 y **=p<0.01.

Esta regulacién en los marcadores de la transicion epitelial-mesenguimal sugieren que dio

proceso se puede estar induciendo por la expresion de las proteinas virales.
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7.4. Capacidad de migracion inducida por la proteina NS5A y Core del VHC en
células Huh7.

Durante la transicion epitelial-mesenquimal, la célula va adquiriendo capacidad
migratoria de acuerdo con la perdida de algunas proteinas de adhesion intercelular y con
los componentes de la MEC. Para evaluar la capacidad migratoria inducida por la
expresion de la proteina NS5A y Core del VHC, se realiz6 un ensayo de cicatrizacion de
herida.
0.5ug 1.0pg

Control 0.5ug pCore/HCV Ou Core/HCV

Figura 25. Capacidad de migracion inducida por la proteina NS5A y Core del VHC en
células Huh7. a) Migracion de células Huh7 transfectadas con pNIluc-NS5A/HCV y b)
transfectadas con pCore/HCV a las 48 horas de transfeccion y de raspado evaluado mediante el
ensayo de cicatrizacion de herida. Los recuadros con linea punteada representan el 100% del area
de la herida realizada a las O horas.
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De acuerdo con analisis con el software Image J realizado a partir de las micrografias del
ensayo de cicatrizacion de herida mostradas en la Figura 25, se observé que las células
transfectadas con 1ug de pNluc-NS5A/HCV mostraron un aumento estadisticamente
significativo con un 76.4 % del area de la cicatriz cubierta por las células, comparado con
un 45.9 % del control. Asimismo, se observo una tendencia a aumentar el porcentaje del
area cubierta por las células transfectadas con pCore/HCV en relacion con la cantidad de
plasmido transfectado, sin embargo, el aumento no mostré una significancia estadistica
(Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de la capacidad de migracion inducida por la proteina NS5A y Core
del VHC en células Huh7. a) Analisis de migracion de células Huh7 transfectadas con pNluc-
NS5A/HCV y b) transfectadas con pCore/HCV a las 48 horas de transfeccion y de raspado
evaluado mediante el ensayo de cicatrizacion y analizado con el software ImageJ. Los resultados
graficados representan la media + SEM de tres experimentos independientes. Se realiz6 un anélisis
estadistico de ANOVA de una via, donde *=p<0.05.

Una vez evaluados todos los parametros que indican una transicion epitelial mesenquimal,
se determind como la expresion de la proteina NS5A y Core del VHC puede llegar a

activar a células estelares hepéaticas en un mismo microambiente celular.
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7.5. Activacion de células estelares hepéticas LX2 inducida por el co-cultivo con

células Huh7 que expresan la proteina NS5A y Core del VHC.

Otro de los procesos mas importantes para la fibrogénesis es la activacion de células
estelares hepaéticas, ya que al pasar por este proceso comienzan a producir componentes
de la matriz extracelular lo que puede llegar a generar tejido fibrotico, si esta activacién
no esta regulada. Para determinar la participacion de las proteinas virales en la activacion
de CEH LX2, se evalud el efecto de la expresion de NS5A y de Core en células Huh7
sobre la activacion de células estelares hepéaticas humanas LX2. Las células Huh7 se
transfectaron con pNluc-NS5A/HCV o pCore/HCV durante 24 horas y se co-cultivaron
con células LX2 (libres de SFB) durante 48 y 72 horas. Inicialmente, se confirmé el
aumento de la expresion transcripcional y traduccional de NS5A y de Core en células
Huh7 co-cultivadas (Figura 27a-b y Figura 28a-b respectivamente). Seguido de esto, se
evaluo la expresion relativa de biomarcadores de activacion de CEH en las células LX2
co-cultivadas.

En el caso de las células Huh7-NS5A, se detectd un aumento de 4.8, 4.3 y 4 veces en
la expresion relativa del ARNm de coll, tgfbl y timpl respectivamente a las 48 horas y
un aumento de 8.3 y 6.7 de coll y tgbfl respectivamente a las 72 horas en las LX2 co-
cultivadas con Huh?7 transfectadas con pNluc-NS5A/HCV, todo esto en comparacion con
la expresion de Huh7 control (Figura 27¢). Por otra parte, se detectd un aumento de 1.2
veces en la expresion relativa proteica del colageno a las 48 horas, y un aumento de 5.4
veces del TGFB1 a las 72 horas, de igual forma comparandolo con la expresion obtenida
en el control (Figura 27d). En el caso de las Huh7-Core, se detecté un aumento de 6.5, 1.8
y 6.2 veces en la expresion relativa del ARNm de coll, tgfb1 y timpl respectivamente en
las LX2 a las 48 horas de co-cultivo con Huh7 transfectadas con pCore/HCV (Figura 28c).
Por otra parte, se detectd una disminucion de 0.6 veces en la expresion relativa proteica
del TGFp1 a las 72 horas de co-cultivo con Huh7 transfectadas con pCore/HCV todo esto

en comparacion con la expresion de Huh7 control (Figura 28d).
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Figura 27. Efecto de NS5A sobre la regulacion de biomarcadores de activacion de CEH en
células LX2. Las células Huh7 se transfectaron con pNIuc-NS5A/HCV durante 24 horas y se co-
cultivaron con LX2 durante 48 y 72 horas, luego se evalud la expresion de biomarcadores de
activacion de CEH en células LX2. a) Cuantificacion del numero de copias del transcrito de
ARNmM de pNluc-NS5A/HCV por RT-qPCR y b) nivel de proteina de pNIluc-NS5A/HCV
determinado por la actividad nanoluc. c) Expresion relativa de ARNm de COL1A1, ACTA2,
TGFB1y TIMP1 normalizada a GAPDH y ACTB evaluada por RT-gPCR. d) Niveles de proteina
de Colagenol, a-SMA, TGFb1 y GAPDH mediante Western blot y analisis de densitometria. Los
resultados graficos se presentan como la media + SEM de tres experimentos independientes.
Prueba T, ****=p <0.0001, ***=p <0.001, **=p <0.01 y *p<0.05.
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Figura 28. Efecto de Core sobre la regulacion de biomarcadores de activacion de CEH en
celulas LX2. Las células Huh7 se transfectaron con pCore/HCV durante 24 horas y se co-
cultivaron con LX2 durante 48 y 72 horas, luego se evalu6 la expresion de biomarcadores de
activacion de CEH en células LX2. a) Cuantificacién del nimero de copias del transcrito de
ARNmM de Core/HCV por RT-gPCR y b) nivel de proteina de Core/HCV determinado por el
analisis densitométrico derivado de Western Blot ¢) Expresiéon relativa de ARNm de COL1AL,
ACTA2, TGFB1 y TIMP1 normalizada a GAPDH y ACTB evaluada por RT-gPCR. d) Niveles
de proteina de Colagenol, a-SMA, TGFbl y GAPDH mediante Western blot y anélisis de
densitometria. Los resultados graficos se presentan como la media £ SEM de tres experimentos
independientes. Prueba T, ****=p <0.0001, ***=p <0.001, **=p <0.01 y *=p<0.05.
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Ya que algunos marcadores de activacion se encontraron sobre expresados en aquellas
células que expresaban las proteinas virales, se sugiere que estas proteinas juegan un rol
importante en la activacion de CEH, también se piensa que durante esta activacion
diversos procesos de fibrogénesis se puedan ver estimulados debido a la expresion de otros

genes reguladores de fibrosis.

7.6. Perfil de expresion génica asociado a procesos de fibrosis inducido por las
proteinas NS5A y Core del VHC en células Huh7 durante el co-cultivo con
células estelares hepaticas.

La comunicacion intercelular entre hepatocitos y CEH durante la expresion de NS5A

o Core puede regular diversas vias de sefializacién. Por lo tanto, analizamos el perfil de
ARNmM de 84 genes relacionados con fibrosis en células Huh7 transfectadas con pNluc-
NS5A/HCV y pCore/HCV después de 48 y 72 horas de co-cultivo con células LX2.

Se realizaron gréficas de volcan para observar la sub y sobreexpresién de los 84 genes
asociados a fibrosis en cada uno de los casos, ya sea en presencia de NS5A o Core, y a las
48 o 72 horas de co-cultivo (Figura 29). Al comparar las gréficas, se observa que
Unicamente en el caso del co-cultivo durante 72 horas y en presencia de Core se lograron
observar mas de 10 genes subexpresados, lo que concuerda con la baja en la expresion de
los marcadores de activacién de las LX2 bajo las mismas condiciones.

En la Figura 30 se muestra un mapa de calor de la expresion relativa de cada uno de los
genes, asi como una gréafica con aquellos en donde se encontr6 una expresion diferencial
de manera significativa al comparar la expresion de células Huh7 transfectadas con pNluc-
NS5A/HCV comparadas con el control, tanto a las 48 como a las 72 horas de co-cultivo
con las células LX-2. De acuerdo con los resultados analizados, se encontrd la
sobreexpresion en 15 genes a las 48 horas de co-cultivo, incluyendo algunos miembros de
la transduccion de sefiales dentro de la superfamilia de TGFp (DCN, SMAD7, TGFB2,
TGFBR1y TGIF1) y algunas moléculas de adhesion celular y de adhesion con la matriz
extracelular (COL3A1, ITGB3, MMP8 y TIMP3). Ademas, se encontraron 15 genes
sobreexpresados a las 72 horas de co-cultivo incluyendo también moléculas de adhesion
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celular y de adhesion con la matriz extracelular (ITGAL1, ITGA2, LOX, SERPINAL y
SERPINEL), asi como otros miembros de la transduccion de sefiales dentro de la
superfamilia de TGFB (GREM1, INHBE, LTBP1, TGFB1, TGIF1y THBS1).

En la Tabla 13 se enlistan cada uno de los genes diferencialmente expresados, el nivel de

expresion relativa, y el nivel de significancia estadistica determinados con el analisis.
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Figura 29. Gréficos de volcan destacando los genes diferencialmente expresados en las
células Huh7 después de 48 y 72 horas de co-cultivo con células LX2. a) GDE en presencia de
NS5A y a las 48 y 72 horas de co-cultivo. b) GDE en presencia de Core a las 48 y 72 horas de co-
cultivo. Los genes diferencialmente expresados con significancia estadistica (p<0.05) se
encuentran en la parte superior del eje horizontal. Los genes subexpresados se encuentran en el
lazo izquierdo del eje vertical y los genes sobreexpresados del lado derecho de este mismo eje.
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Huh7 [pNluc-NS5A/HCV] co-cultivadas con LX2
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Figura 30. Regulacion de la expresion de genes relacionados con la fibrosis en Huh7
transfectadas con pNluc-NS5A/HCV y co-cultivadas con células LX2. Las células Huh7 fueron
transfectadas con pNluc-NS5A/VHC durante 24 horas y co-cultivadas con LX2 durante 48 y 72
horas, luego se evalué la expresion de 84 genes relacionados con fibrosis en células Huh7. a) Mapa
de calor de la expresion relativa de genes relacionados con la fibrosis evaluados por el RT2 Profiler
human fibrosis PCR Array. b) Expresion relativa del ARNm de genes relacionados con la fibrosis
expresados diferencialmente segun andlisis estadisticos. La linea punteada representa la expresién
relativa del ARNm del grupo control. Los resultados graficos se presentan como promedio SEM
de tres experimentos independientes. Prueba de T, donde **=p <0.01 y *=p<0.05.

Asimismo, en la Figura 31, se muestra un mapa de calor de la expresion relativa de cada
uno de los genes, asi como una grafica con aquellos en donde se encontré una expresion
diferencial de manera significativa al comparar la expresion de células Huh7 transfectadas
con pCore/HCV comparadas con el control, tanto a las 48 como a las 72 horas de co-
cultivo con las células LX-2. De acuerdo con el analisis estadistico, encontramos la
sobreexpresion (en células Huh7 transfectadas con Core) de 29 genes incluyendo algunos
miembros de la transduccion de sefiales dentro de la superfamilia de TGFB (CAV1,
SMAD2, TGFB1, TGFBR1 y TGFBR2), algunas moléculas de transicion epitelial-
mesenquimal (AKT, ILK, SERPINEL, ITGB1) y dos genes subexpresados (CCN2 y

VEGFA) todo esto, a las 48 horas de co-cultivo con LX2 y comparado con el control.
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Tabla 13. Genes asociados a fibrosis diferencialmente expresados en células
NS5A Huh7 transfectadas con pNluc-NS5A/HCV vy co-cultivadas con LX2.

Expresion Valor

Refseq Gen Nombre .
relativa dep
48 hours
NM_001901 CCN2 Cellular communication network factor 2 3.10 0.010
NM_000212 ITGB3 Integrin, beta 3 2.74 0.013
NM_005904 SMAD7 SMAD family member 7 2.61 0.015
NM_000362 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 2.48 0.039
NM_003467 CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 241 0.026
NM 001920 DCN Decorin 2.39 0.035
NM_000090 COL3Al Collagen, type Ill, alpha 1 2.35 0.025
NM_003238 TGFB2 Transforming growth factor, beta 2 2.31 0.025
NM_004612 TGFBR1 Transforming growth factor, beta receptor 1 2.27 0.032
NM_002424 MMP8 Matrix metallopeptidase 8 2.26 0.027
NM_000572  IL10 Interleukin 10 2.11 0.047
NM 000575 IL1A1 Interleukin 1, alpha 2.11 0.046
NM_003244 TGIF1 TGFB-induced factor homeobox 1 2.11 0.002
NM_000619 IFNG Interferon, gamma 1.96 0.043
NM_000029 AGT Angiotensinogen 1.19 0.040
72 hours

NM_000594 TNF Tumor necrosis factor 2.63 0.014
NM_031479 INHBE inhibin, beta E 2.60 0.009
NM_013372 GREM1 Gremlin 1 2.39 0.017
NM_000602 SERPINEL1 Serpin peptidase inhibitor, clade E, member 1 2.18 0.011
NM_000627 LTBP1 Latent TGFB binding protein 1 1.96 0.025
NM_000660 TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 1.96 0.008
NM_181501 ITGA1l Integrin, alpha 1 1.93 0.008
NM_002317 LOX Lysyl oxidase 1.75 0.041
NM_003246 THBS1 Thrombospondin 1 1.72 0.015
NM_002203 ITGA2 Integrin, alpha 2 1.71 0.044
NM_000029 AGT Angiotensinogen 1.43 0.023
NM_007315 STAT1 Signal transducer activator of transcription 1 1.37 0.026
NM_003244 TGIF1 TGFB-induced factor homeobox 1 1.32 0.010
NM_004517 ILK Integrin-linked kinase 1.26 0.022
NM_000295 SERPINAL Serpin peptidase inhibitor, clade A, member 1 1.23 0.020
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Figura 31. Regulaciéon de la expresic’)n de genes relacionados con la fibrosis en Huh7
transfectadas con pNluc-NS5A/HCV y co-cultivadas con células LX2. Las células Huh7 fueron
transfectadas con pNluc-NS5A/VHC durante 24 horas y co-cultivadas con LX2 durante 48 y 72
horas, luego se evalué la expresion de 84 genes relacionados con fibrosis en células Huh7. a) Mapa
de calor de la expresion relativa de genes relacionados con la fibrosis evaluados por el RT2 Profiler
human fibrosis PCR Array. b) Expresion relativa del ARNm de genes relacionados con la fibrosis
expresados diferencialmente segln analisis estadisticos. La linea punteada representa la expresion
relativa del ARNm del grupo control. Los resultados graficos se presentan como promedio SEM
de tres experimentos independientes. Prueba de T, donde ##=p <0.0001, #=p <0.001, **=p <0.01,
*=p<0.05.

Ademaés, encontramos 11 genes sobreexpresados como MYC, JUN, IL4 y CCR2, entre
otros, a las 72 horas de co-cultivo. Ademas, se detectaron 29 genes subexpresados a las
72 horas de co-cultivo incluyendo diversas moléculas de adhesion celular y con la matriz
extracelular (LOX, MMP14, PLG, SERPINEL, TIMP1, TIMP3, entre otros), y miembros
de la transduccion de sefiales dentro de la superfamilia de TGFp (CAV1, INHBE,
SMAD?2, TGFB1, TGFBR1, entre otros). De igual manera, en la Tabla 14 y Tabla 15 se
enlistan cada uno de los genes diferencialmente expresados, el nivel de expresion relativa,
y el nivel de significancia estadistica determinados con el andlisis, cada una a las 48y 72

horas de co-cultivo respectivamente.
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Tabla 14. Genes asociados a fibrosis diferencialmente expresados en células Core-Huh?
transfectadas con pCore/HCV y co-cultivadas con LX2 durante 48 horas.

Expresion  Valor de

Refseq Gen Nombre ;
relativa p
NM_003246  THBS1 Thrombospondin 1 1.71 0.001
NM_004995 MMP14 Matrix metallopeptidase 14 1.66 0.014
NM_005902 SMAD3 SMAD family member 3 1.64 0.019
NM_031479  INHBE Inhibin, beta E 1.55 0.001
NM_000602  SERPINE1 Serpin peptidase inhibitor, clade E 1.55 0.001
NM_002658 PLAU Plasminogen activator, urokinase 1.53 0.039
NM_005194 CEBPB CCAAT/enhancer binding protein beta 1.48 0.045
NM_005904 SMAD7 SMAD family member 7 1.46 0.002
NM_002203 ITGA2 Integrin, alpha 2 1.41 0.001
NM_000660 TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 1.37 0.001
NM_002607 PDGFA E(I)ﬁgéggng growth  factor alpha ) 44 0.001
NM_002228 JUN Jun proto-oncogene 1.35 0.009
NM 007315 STAT1L Signal _ _transducer and activator of 131 0.008
- transcription
NM_002213 ITGB5 Integrin, beta 5 1.26 0.013
NM_003998  NFKB1 g'e“ncgeea; h;ﬁ‘éte‘;rinOfB L‘g‘ﬁfa light polypeptide 0.002
NM_005163 AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene 1.22 0.016
NM_004517 ILK Integrin-linked kinase 121 0.001
NM_005901 SMAD?2 SMAD family member 2 1.21 0.002
NM_005359 SMAD4 SMAD family member 4 1.20 0.030
NM_001963 EGF Epidermal growth factor 1.17 0.012
NM_000627 LTBP1 Latent TGFB binding protein 1.16 0.017
NM_128473  SP1 Spl transcription factor 1.16 0.007
NM_001753 CAV1 Caveolin 1 1.15 0.035
NM_002211 ITGB1 Integrin, beta 1 1.15 0.007
NM_000029 AGT Angiotensinogen 1.13 0.008
NM_004612 TGFBR1  TGFB receptor 1 1.11 0.047
NM_000295 SERPINA1 Serpin peptidase inhibitor, clade A 1.10 0.021
NM_000301 PLG Plasminogen 1.07 0.019
NM_003242 TGFBR2 TGFB receptor 2 1.07 0.011
NM_001901 CCN2 Cellular communication network factor 2 0.88 0.009
NM_003376  VEGFA Vascular endothelial growth factor A 0.75 0.018
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Tabla 15. Genes asociados a fibrosis diferencialmente expresados en células Core-Huh?
transfectadas con pCore-NS5A/HCV y co-cultivadas con LX2 durante 72 horas.

Expresion Valor de

Refseq Gen Nombre relativa 0
NM_001955 EDN1 Endothelinl 4.28 0.001
NM_001123 CCR2 Chemokine 4.23 0.003
NM_000589 IL-4 Interleukin 4 4.07 0.010
NM_000594 TNF Tumor necrosis factor 3.96 0.009
NM_000089 COL1A2 Collagen, type 1, alpha 2 3.32 0.001
NM_002607 PDGFA Platelet-derived growth factor alpha 2.20 0.003
NM_002228 JUN Jun proto-oncogene 2.11 0.007
NM_001963 EGF Epidermal growth factor 1.98 0.001
NM_000362 TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 1.51 0.004
NM_003376 VEGFA Vascular endothelial growth factor A 1.40 0.032
NM_003244 TGIF1 TGFB-induced factor homeobox 1 1.35 0.009
NM_002467 MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene 1.19 0.027
NM_000295 SERPINAL Serpin peptidase inhibitor, clade A, 1 0.89 0.011
NM_001235 SERPINH1 Serpin peptidase inhibitor, clade H, 1 0.79 0.018
NM_001753 CAV1 Caveolin 1 0.77 0.009
NM_005904 SMAD7 SMAD family member 7 0.77 0.048
NM_005359 SMAD4 SMAD family member 4 0.75 0.039
NM_000029 AGT Angiotensinogen 0.74 0.043
NM_003246 THBS1 Thrombospondin 1 0.74 0.019
NM_003998  NFKBI L\'n“hca'ﬁigrf?rftgfc‘;flgappa light polypeptide gene 4 7, 0.027
NM_005901 SMAD2 SMAD family member 2 0.70 0.006
NM_003153 STAT6 Signal transducer activator of transcription 6 0.67 0.002
NM_02213 ITGB5 Integrin, beta 5 0.63 0.001
NM_004612 TGFBR1 TGFB receptor 1 0.63 0.018
NM_181501 ITGAl Integrin, alpha 1 0.62 0.004
NM_000660 TGFB1 Transforming growth factor, beta 1 0.61 0.004
NM_000301 PLG Plasminogen 0.57 0.004
NM_002211 ITGB1 Integrin, beta 1 0.53 0.004
NM_005163 AKT1 V-akt murine thymoma viral oncogene 0.51 0.004
NM_007315 STAT1 Signal transducer activator of transcription 1 0.51 0.001
NM_003255 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 0.51 0.008
NM_004517 ILK Integrin-linked kinase 0.39 0.001
NM_002317 LOX Lysyl oxidase 0.38 0.001
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NM_138473 SP1 Spl transcription factor 0.38 0.001

NM_003254 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 0.38 0.001
NM_005194 CEBPC CCAAT/enhancer binding protein 0.37 0.021
NM_0004995 MMP14 Matrix metallopeptidase14 0.33 0.007
NM_000602 SERPINE1  Serpin peptidase inhibitor, clade E, 1 0.28 0.001
NM_002210 ITGAV Integrin, alpha V 0.11 0.024
NM_031479 INHBE inhibin, beta E 0.05 0.001

Continuacion de tabla 14.

7.7. Enriquecimiento de vias moleculares y ontologia de genes inducido por las
proteinas NS5A y Core del VHC en células Huh7 durante el co-cultivo con
celulas estelares hepéticas LX2.

Los genes diferencialmente expresados (GDE) con significancia estadistica obtenidos

en el arreglo de gPCR fueron analizados por la plataforma Enrichr en

maayanlab.cloud/Enrichr/. El andlisis de vias de sefalizacion significativamente

enriquecidas revela que las células Huh7 transfectadas con pNluc-NS5A/HCV estan mas
asociadas con el complejo de receptores del TGFf y las vias de organizacién de la matriz
extracelular a las 48 y 72 h de co-cultivo con LX2, respectivamente. Ademas, el analisis
de ontologia de genes (OG) revelo la union del TGFf con su receptor y la actividad del
ligando-receptor como un enriquecimiento de la funcion molecular a las 48 y 72 h de co-
cultivo, respectivamente. La matriz extracelular que contiene colageno y la organizacion
de la matriz extracelular fueron, el componente celular y el proceso bioldgico mas
enriquecidos, respectivamente tanto a las 48 como a las 72 horas de co-cultivo (Figura
32). Por otro lado, respecto a las células Huh7 transfectadas con pCore/HCV se revel6 que
se ven més enriquecidas las vias de sefializacion por receptores de TGFp y la via de
sefializacion derivadas de interleucinas, a las 48 y 72 h de co-cultivo, respectivamente.
Ademas, el analisis de OG revela que la union del TGFf con su receptor y la actividad de
citocinas como mas enriquecidas de acuerdo con la funcién molecular, alas 48y 72 h de
co-cultivo respectivamente. El lumen de granulos fue el componente celular mas

enriquecido tanto a las 48 como a las 72 horas de co-cultivo. La via de sefializacion por el
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receptor del TGFp y la regulacién negativa de la transcripcion fueron el proceso bioldgico

mas enriquecido a las 48 y 72 horas de co-cultivo respectivamente (Figura 33).
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Figura 32. Analisis de enriquecimiento de GDE inducidos por la expresion de NS5A/HCV
en Huh7 co-cultivadas con células LX2. Los genes relacionados con la fibrosis evaluados por
arreglo de gPCR se analizaron con la plataforma Enrichr a) Enriquecimiento de la via de
sefializacion y analisis de Ontologia Génica (OG) de los GDE a las 48 horas. b) Enriquecimiento
de la via de sefializacion y analisis de Ontologia Génica de los genes DEGs a las 72 horas.

Ademas, se realizé un andlisis en la base de datos STRING (string-db.org) para identificar
relaciones y redes de interacciones proteina-proteina entre los GDE. En el caso de las
células transfectadas con pNIluc-NS5A/HCV, se obtuvieron diferentes clisteres en
funcion de la via molecular en la que participa cada proteina y su respectiva interaccion,
asi como la reticulacion con otras vias de sefializacién, entre las més favorecidas fueron
la via de sefializacion del TGFp, organizacion de la matriz extracelular y la via del

inhibidor de la endopeptidasa serina, entre otros (Figura 34 y Figura 35).
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Figura 33. Analisis de enriguecimiento de GDE inducidos por la expresién de Core/HCV en
Huh7 co-cultivadas con células LX2. Los genes relacionados con la fibrosis evaluados por
arreglo de gPCR se analizaron con la plataforma Enrichr a) Enriquecimiento de la via de
sefializacion y andlisis de Ontologia Génica (OG) de los GDE a las 48 horas. b) Enriquecimiento
de la via de sefializacion y andlisis de Ontologia Génica de los genes DEGs a las 72 horas.
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Figura 34. Analisis de las redes de interaccién proteina-proteina de los GDE inducidos por
la expresién de NS5A/HCV en Huh7 co-cultivado con células LX2 durante 48 horas.
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Figura 35. Analisis de las redes de interaccién proteina-proteina de los GDE inducidos por
la expresion de NS5A/HCV en Huh7 co-cultivado con células LX2 durante 72 horas.
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Figura 36. Andlisis de las redes de interaccion proteina-proteina de los GDE inducidos por
la expresion de Core/HCV en Huh7 co-cultivado con células LX2 durante 48 horas.
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Figura 37. Analisis de las redes de interaccién proteina-proteina de los GDE inducidos por
la expresiéon de Core/HCV en Huh7 co-cultivado con células LX2 durante 72 horas.

Por otro lado, el analisis con la plataforma STRING de los GDE derivados de las células
transfectadas con pCore/HCV y co-cultivadas con LX2 demostrd que a las 48 horas de
co-cultivo se enriquecio la via de sefializacion del receptor TGFf, mientras que a las 72
horas esta via molecular se asocié con genes subexpresados, es decir, se encontraba
desregulada. Por otro lado, la sefializacion por interleucinas fue enriquecida por los genes

sobreexpresados a las 72 horas de co-cultivo (Figura 36 y Figura 37).
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7.8. Participacion del inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1) en la
TEM durante la expresion de las proteinas NS5A y Core del VHC en células
Huh7.

De acuerdo con los andlisis derivados del arreglo de gPCR, unas de las principales
vias asociadas, ademas de la sefializacion del TGFp, es la actividad inhibitoria de las tipo
serin proteasas. Ademas, el gen serpinel (gen codificante para el inhibidor del activador
del plasmindgeno tipol [PAI-1]) fue de los genes con mayor expresion diferencial durante
los ensayos de co-cultivo. Se decidid inhibir la expresion y la accion de PAI-1, ya que es
uno de los miembros de la familia de los inhibidores de las tipo serin proteasas, y podria
tener una participacion importante durante la transicion epitelial mesenquimal de las
Huh7. Para obtener una concentracion no citotoxica del siRNA para silenciar a PAI-1
(siPAI-1) con la que se pudiera trabajar en la linea celular Huh7, se realizaron ensayos de
viabilidad tomando en cuenta distintas concentraciones del siPAI-1 a diferentes tiempos
de transfeccion (Figura 38).
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Figura 38. Efecto del siPAI-1 sobre la viabilidad de células Huh7 a las 48 y 72 horas de
transfeccion. Se transfectaron las células Huh7 con distintas concentraciones de siPAI-1y se
evalu6 la viabilidad celular mediante ensayo de MTT a las 48 y 72 horas de tratamiento. Los
resultados graficados representan la media = SEM de tres experimentos independientes.
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Debido a que se presentaba mas del 80% de células viables con todas las concentraciones,
se decidio trabajar con la concentracion de 5nM, ya que es la concentracion que se
recomienda por el proveedor y la cual cuenta con validacion de silenciamiento. Para
validar el silenciamiento de PAI-1, se realizd una transfeccion en las células Huh7 con
5nM del siPAI-1, después de 24, 48 y 72 horas se evalud la expresion a nivel
transcripcional y traduccional de PAI-1 mostrandose una disminuciéon del 60% que

permanecio hasta las 72 horas de transfeccion (Figura 39).
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Figura 39. Expresion de PAI-1 en células Huh7 a las 24, 48 y 72 horas de silenciamiento.
a) Expresion relativa de ARNm de serpinel normalizada con gapdh evaluada por RT-qPCR. b)
Expresién de proteina PAI-1 y GAPDH mediante Western blot y analisis densitométrico. Los
resultados graficos se presentan como la media + SEM de tres experimentos independientes.
ANOVA de dos vias, donde **** = p <0.0001 y *** = p <0.001.

Se transfectaron células con pNIuc-NS5A/HCV vy después de 24 horas, fueron
transfectadas con el siPAI-1 (5nM) durante 24 y 48 horas para evaluar el efecto de la
inhibicion de la expresion de PAI-1 en la TEM inducida por la proteina NS5A del VHC.
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Figura 40. Expresion de biomarcadores de la TEM en células Huh7-NS5A a las 24 y 48 horas
de transfeccion con siPAI-1. a) Nivel de proteina de NS5A, PAI-1, y marcadores de la TEM
normalizado con GAPDH y evaluado mediante western blot. b) Nivel de proteina relativa en las
Huh7-NS5A evaluada mediante analisis densitométrico del western blot normalizado con el grupo
control. Los resultados graficados representan la media + SEM de tres experimentos
independientes. ANOVA de dos vias, donde *=p<0.05, **=p<0.01 y ***= p<0.001

Asimismo, se transfectaron células con pCore/HCV por 24 horas y posteriormente fueron
transfectadas con el siPAI-1 (5nM) durante 24 y 48 horas para evaluar el efecto de la

inhibicion de la expresion de PAI-1 en la TEM inducida por la proteina Core del VHC.
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Figura 41. Expresion de biomarcadores de la TEM en células Huh7-Core a las 24 y 48 horas
de transfecciéon con siPAI-1. a) Nivel de proteina de Core, PAI-1, y marcadores de la TEM
normalizado con GAPDH y evaluado mediante western blot. b) Nivel de proteina relativa en las
Huh7-Core evaluada mediante analisis densitométrico del western blot normalizado con el grupo
control. Los resultados graficados representan la media + SEM de tres experimentos
independientes. ANOVA de dos vias, donde *=p<0.05, **=p<0.01 y ***=p=<0.001

El silenciamiento de PAI-1 no provoc6 cambios en la expresion de las proteinas NS5A y
Core del VHC. Por otro lado, al disminuir la expresion de PAI-1 también se observé una
disminucién de vimentina del 50% comparandolo con el control (scramble) ain en

presencia de las proteinas NS5A y Core. Por otro lado, solo en presencia de Core, el
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silenciamiento de PAI-1 logré evitar la disminucion de la E-cadherina que se observaba
normalmente comparado con el control sin transfectar con pCore/HCV. Asimismo, el
silenciamiento de PAI-1 evitd el aumento del 70% de Snail a través del tiempo que se
observa en el grupo control (scramble) y en el grupo transfectado con pCore/HCV.

El inhibidor quimico TM5275 bloquea la formacion del complejo de PAI-1/uPA
necesarios para desencadenar la via molecular efectora, por lo tanto, fue utilizado para
tratar las células transfectadas con pNluc-NS5A/HCV y pCore/HCV con el fin de evaluar
el efecto que tiene el bloqueo de esta via sobre la transicion epitelial mesenquimal
inducida por las proteinas NS5A y Core del VHC. Para obtener una concentracion no
citotoxica con la que se pudiera trabajar en la linea celular Huh7, se realizaron ensayos de
viabilidad tomando en cuenta la concentracion necesaria del vehiculo (DMSQO) como

control, asi como diferentes concentraciones del TM5275 (Figura 42).
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Figura 42. Efecto del TM5275 sobre la viabilidad de células Huh7 a las 48 y 72 horas de
tratamiento. Se trataron las células Huh7 con distintas concentraciones de TM5275 y se evalud
la viabilidad celular mediante ensayo de MTT a las 48 y 72 horas de tratamiento. Los resultados
graficados representan la media £ SEM de tres experimentos independientes.

Debido a que desde las 48 horas de tratamiento con 50 y 100 uM del TM5275 se
presentaba menos del 80% de células viables, se decidio trabajar con la concentracién de

25 uM para ensayos posteriores. Se transfectaron células con pNIluc-NS5A/HCV y fueron
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tratadas con TM5275 durante 24 y 48 horas para evaluar el efecto de la inhibicion del
complejo PAI-1/uPA en la TEM inducida por la proteina NS5A del VHC.
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Figura 43. Expresion de biomarcadores de la TEM en células Huh7-NS5A a las 24 y 48 horas
de tratamiento con TM5275. a) Nivel de proteina PAI-1, Complejo de PAI-1/uPA 'y marcadores
de la TEM normalizado con GAPDH y evaluado mediante western blot. b) Nivel de proteina
relativa en las Huh7-NS5A evaluada mediante analisis densitométrico del western blot
normalizado con el grupo control. Los resultados graficados representan la media + SEM de tres
experimentos independientes. ANOV A de dos vias, donde *=p<0.05, **=p<0.01 y ***=p=<0.001
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El nivel de proteina de PAI-1 fue estadisticamente mayor en células transfectadas con
pNIluc-NS5/HCV en comparacion con el grupo control tratado Unicamente con el
vehiculo, asimismo, al ser transfectadas y tratadas con TM5275 fue ain mayor comparado
con el control tratado con TM5275 e incluso mayor al compararlo Gnicamente con el grupo
solo con pNluc-NS5A/HCV. Por otro lado, el TM5275 fue capaz de disminuir el nivel de
proteina del complejo PAI-1/uPA Unicamente en grupo control a las 24 horas de
tratamiento. Por otro lado, pNluc-NS5A/HCV induce el aumento de este complejo, aun
con el TM5275, comparado con su respectivo control. Contrario a lo que se esperaba, el
TM5275 fue capaz de disminuir ain mas, los niveles de TGFB1 en células transfectadas
a las 24 y 48 horas de tratamiento, mientras que en el grupo control solo disminuy6 a las
48 horas de tratamiento. Por otro lado, TM5275 estimul6 los niveles de E-cadherina a las
24 horas de tratamiento, pero causé la disminucion a las 48 horas de tratamiento en el
grupo control, mientras que en células transfectadas con pNluc-NS5A/HCV, el TM5275
no tuvo ningun efecto sobre los niveles de la E-cadherina. Adicionalmente, el TM5275 no
tuvo efecto en los niveles de Snail en ninguno de los grupos evaluados (Figura 43).
Asimismo, se transfectaron células con pCore/HCV vy fueron tratadas con TM5275
durante 24 y 48 horas para evaluar el efecto de la inhibicion del complejo PAI-1/uPA en
la TEM inducida por la proteina Core del VHC. EI nivel de proteina de PAI-1 fue
estadisticamente menor solo en el grupo control después de las 24 y 48 horas de
tratamiento con el TM5275. Por otro lado, el TM5275 fue capaz de disminuir el nivel de
proteina del complejo PAI-1/uPA Unicamente en el grupo transfectado con pCore/HCV y
solo después de 24 horas del tratamiento. Ademas, el TM5275 fue capaz de revertir el
efecto que tiene la transfeccion de pCore-HCV de bajar los niveles de proteina de la E-
cadherina, logrando igualar los niveles de E-cadherina con el grupo control, sin embargo,
este efecto del TM5275 solo fue visible a las 24 horas de tratamiento, ya que a las 48 de
tratamiento los niveles de E-cadherina volvieron a bajar, posiblemente debido a la
presencia de Core del VHC (Figura 44).
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Figura 44. Expresion de biomarcadores de la TEM en células Huh7-Core a las 24 y 48 horas
de tratamiento con TM5275. a) Nivel de proteina PAI-1, Complejo de PAI-1/uPA y marcadores
de la TEM normalizado con GAPDH y evaluado mediante western blot. b) Nivel de proteina
relativa en las Huh7-Core evaluada mediante analisis densitométrico del western blot normalizado
con el grupo control. Los resultados graficados representan la media = SEM de tres experimentos
independientes. ANOVA de dos vias, donde *=p<0.05, **=p<0.01 y ***=p<0.001
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8. DISCUSION

La infeccion cronica por el virus de la hepatitis C induce dafio hepatico que puede
Ilegar a ocasionar el desarrollo de fibrosis hepatica, la cual puede ser reversible cuando se
resuelve la etiologia de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de la implementacion de
antivirales de accion directa para resolver la infeccidn por el VHC, en ciertos casos, el
desarrollo de la fibrosis continGa ocurriendo y desafortunadamente ain no se ha aprobado
ningin medicamento para el tratamiento de la fibrosis hepatica (Bottcher and Pinzani,
2017). Por lo tanto, comprender los mecanismos moleculares desencadenados por la
infeccion con VHC que inducen fibrosis, contribuye a identificar dianas terapéuticas para
el desarrollo de farmacos anti-fibréticos. Siendo la transicion TEM de hepatocitos y la
activacion de CEH algunos de los procesos que promueven el desarrollo de la fibrosis, en
este estudio se determing el papel de la proteina NS5A y Core del VHC en la regulacion
de laTEM de Huh7y, en la activacion de las CEH L X2 en co-cultivo con las células Huh7
transfectadas. Asimismo, se analizd el efecto de este co-cultivo en la regulacion
transcripcional de diversos genes relacionados con procesos fibréticos, 1o que nos permitié
seleccionar una proteina como blanco para inhibir y ver sus efectos en la regulacion de la

TEM y activacion de LX2 inducidas por las proteinas virales.

De acuerdo con nuestros resultados, se determino que la transfeccion de células Huh7 con
pNIuc-NS5A/HCV induce un aumento significativo en el nivel de proteina TGFB1, un
aumento en Snail y una disminucién de E-cadherina, aunque a nivel transcripcional no se
obtuvieron diferencias significativas. Esto sugiere una posible regulacion post-
transcripcional. Por otro lado, se determind que la transfeccion con pCore/HCV induce a
un aumento transcripcional y en nivel de proteina de Snail y un nivel bajo de la proteina
E-cadherina. Asimismo, con el ensayo de cicatrizacion de herida corroboramos que tanto
pNluc-NS5A/HCV como pCore/HCV (aungue no de manera significativa) confirieron a
las células una mayor capacidad de migracion e invasion. Estos resultados nos sugieren

que la proteina NS5A y Core pueden estar participando en la regulacién de la expresién
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de marcadores de la TEM. De la misma manera, ya se ha demostrado que distintas
proteinas del VHC regulan la TEM a través de distintas vias moleculares (Arora et al.,
2008; Hu et al., 2017; Zhou et al., 2017). Sin embargo, consideramos que la TEM en
células Huh7 inducida por NS5A no estd mediada por la via Snail, ya que no se observaron
cambios en la expresion de Snail con la presencia de NS5A.Adema, otros estudios
sugieren que la participacion de la NS5A del VHC en la TEM estd mediada por la via
molecular de Twist (Akkari et al., 2012). Por lo tanto, es importante considerar que la
promocion de la TEM puede estarse regulando por la participacion de dichas proteinas
virales por separado, y que cada una de ellas juega un papel importante.

Por otro lado, se evalud la activacion de células estelares hepaticas humanas LX2 inducida
por las proteinas NS5A y Core del VHC. Determinamos que pNIluc-NS5A/HCV y
pCore/HCV inducen la activacion de LX2 debido al aumento de expresion del Colagenol,
o-SMA, TGFB1 y TIMP1. Estos resultados concuerdan con otros estudios donde la
expresion de diferentes proteinas virales induce la activacion de las CEH (Cheng et al.,
2017; Coenen et al., 2011; W. Li et al., 2022; Rios-Ocampo et al., n.d.; Schulze-Krebs et
al., 2005). Sin embargo, se encontraron diferencias en la regulacion de los distintos
marcadores dependiendo de la proteina viral y del tiempo de co-cultivo. Por ejemplo, no
se observaron cambios en el nivel de proteina del colagenol con pCore/HCV o pNluc-
NS5A/HCYV a las 72 h de co-cultivo en comparacion con el grupo control, y a las 48 h si
habia un aumento pNIuc-NS5A/HCV, sugerimos que se pueda estar dando una regulacién
post-transcripcional y/o que algunas MMPs podria estar participando degradando el
colageno, ya que se ha determinado que las CEH pueden regular los niveles de algunas
MMPs durante su activacion bajo estimulos especificos (E. H. Lee et al., 2019; T. Liu et
al., 2016; Robert et al., 2016). Asimismo, observamos que tanto en el caso de pNluc-
NS5A/HCV como pCore/HCV aumenta el nivel de proteina de a-SMA y a las 72 horas,
este se normaliza a niveles semejantes al control, podriamos pensar que existe algun tipo
de regulacion adicional ya que se ha demostrado que solo el hecho de co-cultivar Huh7
con LX2 puede aumentar los niveles de a-SMA (Y. Liu et al., 2023). Finalmente, en el

co-cultivo observamos que los marcadores de activacion de CEH aumentan después de 48
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horas de co-cultivo con pCore/HCV. Por otro lado, la transfeccién con pNluc-NS5A/HCV
induce un aumento en los marcadores de activacion después de 72 horas de co-cultivo.
Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la expresion Core/HCV podria inducir la
activacion de LX2 antes que con pNluc-NS5A/HCV o al menos en diferentes tiempos.
Adicionalmente, se evaluo la expresion relativa de 84 genes relacionados con procesos de
fibrosis mediante el arreglo de gPCR en las células Huh7 transfectadas y co-cultivadas
durante 48 y 72 horas con las LX2. En general, encontramos que los genes SERPINEL,
SMADY7, TGFB2, INHBE, LTBP1 y THBS1 fueron sobreexpresados durante los co-
cultivos y esto es consistente con la expresion genica inducida por la infeccion in vitro de
VHC en células Huh7.5 (Woodhouse et al., 2010). Por lo tanto, podemos inferir que estos
genes estan regulados por la expresion de las proteinas del VHC. Por otro lado, los genes
CCN2, COL3A1L, TIMP3, LOX, CXCR4, DCN, TGFB2, THBS1 y STATL1 que se
encontraron sobreexpresados durante el co-cultivo coinciden con genes sobreexpresados
en el tejido hepatico cirrético derivado de la infeccién por VHC en comparacion con el
tejido hepéatico sano (He et al., 2020; Mas et al., 2009). Esto nos sugiere que el
microambiente fue el responsable de regular estos genes, esto generado por la interaccién
intercelular durante la expresién de las proteinas del VHC en nuestros ensayos. No
obstante, ya se han relacionado cada uno de estos genes con procesos involucrados en la
fibrosis en general (Bansal et al., 2017; Basyte-Bacevice et al., 2019; Wang et al., 2022,;
Y. Q. Zhang et al., 2017). De acuerdo con los analisis bioinformaticos, con la transfeccién
de pNIluc-NS5A/VHC, encontramos que tanto a las 48 como a las 72 horas de co-cultivo,
vias como el TGFB1 y la organizacion de la matriz extracelular se enriquecieron. Sin
embargo, no todos los genes se sobreexpresaban a los mismos tiempos de co-cultivo, 0 no
todos tenian una sobreexpresion constante. Cabe sefialar que los genes antifibréticos
sobreexpresados como IFNG e IL10 (Weng et al., 2007; L. J. Zhang et al., 2007) solo se
obtuvieron a las 48 horas de co-cultivo. Por otro lado, la transfeccion de pCore/VHC
genera subexpresion de diversos genes relacionados con la fibrosis a las 72 h de co-cultivo.
Esto podria estar relacionado con el estado de activacion del LX2 durante la co-cultivo,
ya que a las 72 h no se incrementaron los marcadores de activacion.
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Nuestros resultados hasta este punto demostraron que la expresion de las proteinas NS5A
y Core del VHC en las células Huh7 regulan la activacion de las células LX2. Asimismo,
ambas estirpes celulares bajo el mismo microambiente regulan diversos procesos que
pueden inducir fibrosis. Destacamos la importancia de incluir estudios que demuestren el
efecto de la comunicacién intercelular en la regulacion de los mecanismos moleculares
asociados a la infeccion por VHC. Ademas, se determinaron firmas genéticas relacionadas
con las vias fibroticas derivadas de la expresion de las proteinas NS5A y Core del VHC
en células Huh7 co-cultivadas con LX2.

De acuerdo con los analisis derivados del arreglo de qPCR, unas de las principales vias
asociadas, ademas de la sefializacion del TGFp, es la actividad inhibitoria de las tipo serin
proteasas. Asimismo, el gen serpinel (gen codificante para el inhibidor del activador del
plasmindgeno tipol [PAI-1]) fue de los genes con mayor expresion diferencial durante los
ensayos de co-cultivo. Diversos estudios in vitro e in vivo, han reportado perfiles de
expresion génica asociados a una infeccion con el VHC o bien con la expresion de alguna
de las proteinas virales, entre estos perfiles de expresion génica pudimos identificar a
serpinel como uno de los genes diferencialmente expresado asociado a la infeccion viral
o0 bien, a procesos de fibrosis hepatica (Budhu et al., 2007; He et al., 2020; C. Li et al.,
2020; Tegtmeyer et al., 2021; Woodhouse et al., 2010). Ademas, se ha demostrado la
participacion de PAI-1 en distintos procesos celulares, como durante la lesion hepatica
colestasica y fibrosis (Bergheim et al., 2006), durante la TEM Yy fibrosis intersticial renal
(G. Zhang et al., 2007) y durante la diferenciacién de células madre cancerosas inducida
por el VHC (Nam, Angelucci, et al., 2021).

Por todo lo anterior fue que se decidid inhibir la expresion y accion de PAI-1 en este
estudio. Las células Huh7 después de 24 horas de transfeccion con pNS5A-NIuc/HCV o
pCore/HCV fueron silenciadas con 5nM del siPAI-1 durante 24 y 48 horas, este
silenciamiento provocd una disminucién de la Vimentina en todos los grupos
experimentales. Asimismo, el silenciamiento de PAI-1 logro revertir la disminucion de la
E-cadherina inducida por pCore/HCV, ambos resultados demuestran la participacion de

PAI-1 en la modulacion de estos dos importantes marcadores de la TEM en las Huh7.
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Por otro lado, se decidié utilizar el inhibidor quimico TM5275, el cual bloquea la
formacion del complejo de PAI-1/uPA necesarios para desencadenar la via molecular
efectora (Izuhara et al., 2010). Segun nuestros resultados, con TM5275 solo se observé la
formacion del complejo en las células Huh7 sin transfectar y en las células que expresaron
pCore/HCV, y esto promovid a su vez el aumento de la E-cadherina en ambos grupos
experimentales. Esto sugiere que el efecto de NS5A pudiera estar bloqueando de alguna
manera la accion del TM5275. Ya se ha demostrado que cambios en microambiente
celular, desde la presencia de colageno en la matriz extracelular asi como los niveles de
aldehido deshidrogenasa (ALDH) puede llegar a modificar los efectos del TM5275,
llevando asi al bloqueo de su accion (Sato et al., 2016). Asimismo, se ha demostrado que
el VHC puede llegar a promover la produccién de colageno (Reungoat et al., 2021). Sin
embargo, el TM5275 logré disminuir los niveles de TGF-B1 tanto en el grupo control
como en las células transfectadas con pNluc-NS5A/HCV, lo cual sugiere que, Core puede
modular este efecto, y que el TM5275 pueda ejercer otra via de inhibicion para el TGF-
B1. La participacion de PAI-1 en la TEM de Huh7 inducida por las proteinas NS5A 'y Core
del VHC fue demostrada en nuestro estudio, lo cual se asociada con lo antes visto por
Nam y colaboradores en el 2021, cuando observaron que PAI-1 puede modular otros
marcadores de TEM asociados a la infeccion por el VHC (Nam, Angelucci, et al., 2021),
y por lo reportado por Zhang y colaboradores en el 2007 donde PAI-1 tiene un rol
importante en la TEM durante la fibrosis renal (G. Zhang et al., 2007). No obstante, cabe
destacar que el uso de TM5275 ya ha sido probado en modelos in vivo, donde se ha
demostrado que puede revertir la activacion de células estelares hepéaticas en modelos
murinos de fibrosis hepatica. Por lo tanto, aun es de gran importancia el estudio de la
participacion de PAI-1 en la regulacion de activacion de las LX2 inducidas por el VHC,
ya que la elucidacién de los mecanismos moleculares durante la comunicacion intercelular
asociados a la fisiopatologia de la fibrosis desencadenada por el VHC es de gran
importancia ya que repercutira en la identificacion y eleccion de nuevos blancos

moleculares asociados a las terapias antifibréticas.
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9. CONCLUSIONES

Se establecio el sistema de expresion transitoria de la proteina NS5A y Core del VHC
en células Huh?.

La expresion transitoria de NS5A del VHC promovid la migracion celular, la
sobrexpresion de TGFB1 y Snail, y la subexpresion de E-cadherina sugiriendo que se
activo el proceso de la TEM en células Huh7.

La expresion transitoria de Core del VHC indujo la sobrexpresion de Snail y una
subexpresion de E-cadherina, sugiriendo que se lleva a cabo la TEM de Huh?7.

La expresion transitoria de NS5A y Core del VHC en células Huh7 co-cultivadas con
LX2 indujeron la sobreexpresion de TGFB1, Collal y Timpl, sugiriendo la activacion
de LX2 por estas proteinas virales.

Se determiné un perfil de expresion génica que permite asociar la TEM de células Huh7
y activacion de céelulas LX2 inducido por la expresién de NS5A y Core del VHC.

El perfil de expresion génica sugiere que los factores PAI-1 e INHBE pueden actuar
como posibles blancos moleculares para la regulacion de la TEM de células Huh7 y
activacion de LX2.

El silenciamiento y la inhibicion farmacologica de PAI-1 disminuyo la expresion del
TGFp1 y de la vimentina, y aumento la expresion de E-cadherina. Esto sugiere que PAI-
1 esta involucrado en la regulacién de la TEM de células Huh7.

El silenciamiento y la inhibicién farmacoldgica de PAI-1 en presencia de la proteina
Core 0 NS5A del VHC, no tuvo el mismo efecto ya que no se observd cambio en la
expresion traduccional del TGFB1 o de la E-cadherina respectivamente. Esto sugiere que
las proteinas NS5A y Core del VHC pueden modular este tipo de regulacion en células
Huh?.

Los genes diferencialmente expresados inducidos por NS5A y Core del VHC en las
Huh7 co-cultivadas con LX2 se asociaron a la seializacion de TGFB1 y a la organizacion
de la matriz extracelular, esto sugiere que estos mecanismos a nivel transcripcional estan
involucrados en la TEM de Huh7 y la activacion de CEH-LX2 durante la expresién de

las proteinas NS5A y Core del VHC.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar la participacion de PAI-1 en la regulacion de la activacion de CEH
inducida por NS5A y Core del VHC.

Evaluar mecanismos moleculares asociados a la TEM inducidos por el VHC en un
modelo celular de hepatocitos no tumorales.

Evaluar mediante analisis transcriptdmicos, los genes diferencialmente expresados

durante la TEM y activacién de CEH inducidos por el VHC.
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12.ANEXOS

En esa seccion se especifica el equipo y los materiales utilizados durante todo el proyecto
y la preparacion de reactivos para la realizacion de cada uno de los protocolos
mencionados anteriormente en la seccion de metodologia.
a. Equipo:
- Vortex Genie 2
- Thermomixer (Eppendorf)
- Centrifuga refrigerada Biofuge primor (Heraeus)
- Nanodrop 2000 (ThermoScientific)
- Cémara de electroforesis horizontal
- Fuente de poder. Power Pac1000 (Bio-Rad)
- Microondas
- Campana de flujo laminar clase Il tipo A2 (Nuaire)
- Incubadora con tanque de CO2 (Nuaire)
- Centrifuga (cultivo)
- Bomba de vacio
- Microscopio optico invertido (Olympus CKX41)
- Lector de microplacas GloMax®-Multimode Reader. (Promega)
- Ultracongeladores (Telstar)
- Congeladores
- Termociclador GeneAmp PCR system9700 (Applied Biosystems)
- Centrifuga Centrifuge 54150 (Eppendorf)
- Centrifuga IECL30R (Thermo electron corporation)
- Plancha con agitacion (CIMAREC)
- Termociclador para PCR en tiempo real Step One Plus (AppliedBiosystems)
- ChemiDocTM (Bio-Rad)
- Camara de electroforesis vertical Mini-PROTEAN (Bio-rad)
- Agitador mecanico (LabGenius)
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b. Materiales:
- Micropipetas automaéticas de volumen variable
- Puntillas para micropipetas
- Tubos coénicos eppendorf
- Gradillas
- Cama neubauer
- Frascos y placas de cultivo celular (Corning)
- Tubos falcon de 15y 50mL
- Pipetas serologicas
- Placas de 96 pozos blancas de fondo plano (Corning)
- Pipetores electronicos
- Canaletas
- Tira de 8 tubos eppendorf MicroAmp (Applied Biosystems)
- Tapas Opticas para tubos MicroAmp (Applied Biosystems)
- Kimwipes (Kimtech Science)
- Raspador de goma (Nest)
- Agitador magnetico
- Congelantes
- Membranas PVDF
- Papel filtro (Bio-Rad)
- Esponjas (Bio-Rad)
- Vidrios para electroforesis (Bio-Rad)
- Peine para formacién de pozos (Bio-Rad)
- Pisetas
- Pinzas
- Placas de co-cultivo transwell (Thermo Scientific)
- Jeringa y Agujas de 0.8mm
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c. Preparacion de soluciones

Solucion de lisis alcalina |

Reactivo Volumen

Glucosa 1M 5mL

Tris-HCI 1M pH 8 2.5 mL

EDTA 0.5M 1mL

Agua miliQ 90.5 mL
Solucion de lisis alcalina 11

Reactivo Volumen

NaOH 0.2N 200 pL

SDS 1% 1mL

Agua miliQ 8.8 mL

Solucion de lisis alcalina 111

Reactivo Volumen

Acetato de Potasio 5M 60 mL

Acido acético 11.5 mL

Agua miliQ 28.5 mL
PBS 10X

Reactivos Cantidad

NaCl 80 g

KCI 29

NaHPO,4 14.4 g

KH2PO,4 249

Ajustar a pH 7.4 con HCl y aforar a 1 L con agua MiliQ. Esterilizar solucion

Buffer de lisis PKR 5X
Reactivo | Cantidad
Tris base 15.14 ¢
Glicina 9 ¢
SDS 50

Aforar a 1 L con agua miliQ




Buffer de lisis PKR 1X

Reactivo Volumen
Buffer de lisis PKR 5X 200 pL
DTTO0.1 M 2 ulL
PMSF 0.0871 g/mL 2L
Inhibidor de proteasas “Complete” | 40 uL
Agua miliQ 756 pL
Geles de poliacrilamida con SDS
Gel separador al 12% Gel concentrador al 5%
Reactivo Volumen Reactivo Volumen
Acrilamida/Bisacrilamida 4mL Acrilamida/Bisacrilamida 312 pL
30% 30%
Tris-HCIpH 8.8 1.5 M 3.3mL Tris-HCIpH 6.80.5 M 850 pL
SDS 10% 100 uL SDS 10% 25 ulL
Agua miliQ 2.5mL Agua miliQ _ 1.825 mL
Persulfato de amonio 70% 100 pL Persulfato de amonio 70% 25 pL
TEMED 10 puL TEMED 15 uL
Buffer de carga 4X
Reactivo Volumen
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 1mL
Glicerol 0.8 mL
SDS 10% 1.6 mL
Azul de bromofenol 1% 400 pL
Beta Mercaptoetanol 400 pL
Agua miliQ 3.3mL
Buffer de corrida 5X
Reactivo Cantidad
Tris base 15.14 ¢
Glicina 9 g
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| SDS |59 |
Aforar a1 L con agua miliQ
Buffer de corrida 1X
Reactivo Volumen
Buffer de corrida 5X 200 mL
Agua miliQ 800 mL
Buffer de transferencia 10X
Reactivo Cantidad
Tris base 30.28 g
Glicina 1441¢

Aforar a 0.5 L con agua miliQ

Buffer de transferencia 1X con metanol

Reactivo Volumen
Buffer de transferencia 10X 100 mL
Metanol 200 mL
Agua miliQ 700 mL
TBS 10X
Reactivo Cantidad
Tris base 2429
NaCl 80g

Ajustar a pH 7.6 con HCl y aforar a 1 L con agua MiliQ

TBS-T 1X
Reactivo Volumen
TBS 10X 100 mL
Tween 20 1mL
Agua miliQ 900 mL
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d. Protocolo de lisis alcalina
1. Resuspender 1mL de bacterias transformadas en tubo conico.
2. Centrifugar a 2,000 g por 10 minutos a 4°C.
3. Remover caldo LB y dejar el precipitado de bacterias totalmente seco.
4. Resuspender el precipitado con 300 pL de la solucion de lisis alcalina | (Anexos)
y mezclar en vortex.
5. Agregar 300 uL de solucion de lisis alcalina Il (Anexos), mezclar con 15
inversiones suaves, incubar 5 minutos.
6. Agregar 300 uL de solucion de lisis alcalina Il (Anexos), mezclar con 15
inversiones suaves, incubar 5 minutos en hielo.
7. Centrifugar a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C.
8. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 1 volumen de isopropanol
frio, mezclar con 15 inversiones e incubar en hielo durante 15 minutos.
9. Centrifugar a 14,000 rpm por 30 minutos a 4°C.
10. Descartar el isopropanol y lavar con 1 mL de etanol al 70%.
11. Centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos a 4°C.
12. Decantar y secar el precipitado de ADN a temperatura ambiente durante 15
minutos aproximadamente.
13. Resuspender el ADN plasmidico en 50 uL de agua tratada con DEPC
(Anexos), reposar 5 minutos y verificar su calidad y concentracion con uno del
Nanodrop 2000.
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Protocolo de subcultivo celular

. Se retira medio de cultivo por aspiracion
Se lavan con PBS 1X (Anexos) y se retira por aspiracion.
Se afade tripsina 1X 0.25% y se incuban 5 minutos para despegar las células
Se neutraliza la tripsina con 1 volumen de medio de cultivo suplementado.
Las células en suspension se pasan a un tubo falcon y se centrifugan a 1,500 rpm
por 5 minutos. Durante este tiempo se prepara el frasco o placas con medio de
cultivo nuevo donde serén sub-cultivadas.
Una vez formado el pellet de células, se les retira el medio de cultivo y se
resuspenden en 1 mL de medio de cultivo suplementado nuevo.
Se hace un conteo de las células con el uso de azul de tripan de la siguiente manera:
a. Se mezcla en un tubo, 60 uL de medio de cultivo con 10 uL de la
resuspension de células, y con 10 uL de azul de tripan. (Dilucion 1:8)
b. Se homogeniza muy bien y se depositan 10uL de la mezcla a la cdmara de
neubauer.
c. Serealizaun conteo de las células vivas en los 4 cuadrantes de las esquinas
y en el cuadrante central. Se saca un promedio y se sigue la siguiente
formula: Namero de células/mL = promedio x factor de dilucién (8) x 1E*
Una vez obtenido el namero de células por mL en la resuspension, se pasa la
cantidad necesaria segun se necesite en el frasco o placa donde se requieran sub-
cultivar.
Incubar a 37°C y 5% de CO2 hasta su uso.
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