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RESUMEN

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad inflamatoria, autoinmune, cronica de etiologia
desconocida, que compromete esencialmente a las glandulas salivales y lagrimales, generando xeroftalmia
(sequedad ocular) y xerostomia (sequedad bucal).

Las glandulas salivales de los pacientes con este sindrome presentan cambios importantes en la
estructura, organizacion y funcionalidad del parénquima glandular y de la matriz extracelular. En células
acinares, pérdida de polaridad celular, pérdida de microvellosidades apicales, dilatacién de lumenes,
redistribucién de aquaporina 5 y presencia de coldgenos de la matriz extracelular en el lumen de los
acinos, son indicadores que la organizacién del polo apical y la polaridad de estas células esta alterada. Un
estudio mediante microarreglos de cDNA revel6 que las glandulas salivales de pacientes SS presentan una
sobreexpresion del mRNA de claudina-4, mientras que los niveles de mRNA de ocludina (ocln), ZO-1,
claudinas (cldn)-1, -3, -5, -10, -18 y -23 fueron similares a los controles.

En los epitelios en general, y en los acinos en particular, una de las estructuras que participan en la
regulacion de la organizacion del polo apical y mantencion de la polaridad celular son las Uniones
Estrechas (UE) o tight junctions. Estos complejos de union localizados en la porcién mas apical de las
células epiteliales participan en la difusion de iones, a través de la via paracelular. Sus funciones mas
relevantes son: 1) formar la primera barrera que evita el transporte paracelular de solutos y 2) restringir la
difusion lateral de proteinas de membrana plasmatica, y asi mantiene la asimetria entre dominio apical y
basolateral.

En esta memoria, se abordo el estudio de algunas proteinas de membrana plasmatica que son
componentes de la Union Estrecha, claudina-1 -3, -4, ocludina y una proteina citoplasmatica, ZO-1.

Estos antecedentes y otros, permiten postular la siguiente hipdtesis de trabajo: “La pérdida de
polaridad de células acinares de glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjogren, y la
desorganizacion de su polo apical, estan asociadas a los cambios en expresion génica y de niveles de
proteinas de las Uniones Estrechas. Estos cambios en expresion estan acompafados de una localizacion
alterada de las proteinas constituyentes de la UE”.

Para evaluar esta hipdtesis, se determinaron los niveles de mRNA de claudina-4 y de proteinas de
claudina-1, -3, -4, ocludina y ZO-1 en glandulas salivales labiales (GSL) de pacientes con sindrome de
Sjogren y se compararon con los resultados obtenidos en individuos controles. Ademas, mediante
inmunohistoquimica/inmunofluorescencia, se analizé la localizacion de claudina-3, -4, ocludina y ZO-1. Los
niveles relativos de mRNA para claudina-4 no mostraron diferencias significativas entre pacientes y
controles (p=0,052). Los niveles relativos de proteinas de claudina-3, ocludina sin fosforilar y ocludina total,

no mostraron diferencias significativas entre el grupo total de pacientes y el grupo control (p=0,052, p=0,06
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y p=0,089, respectivamente), sin embargo, al separar el grupo de pacientes de ocludina total en dos
subgrupos, de acuerdo a su nivel de expresion, se encontrd que sélo el grupo con niveles bajos de
ocludina total mostraron diferencias significativas respecto al grupo control (p=0,0008). Los niveles de
proteina de claudina-1 y -4 fueron significativamente mayores en pacientes SS, respecto a controles
(p=0,023 y p=0,04, respectivamente). Sin embargo, los niveles proteicos relativos de ocludina fosforilada y
Z0-1, fueron significativamente menores en pacientes SS que en controles (p=0,034 y p=0,033,
respectivamente).

En pacientes SS, la localizacion subcelular de las proteinas que forman las UE, mostraron una
marca intensa para claudina-3 y -4, en la superficie apical de acinos y ductos de GSL, y a diferencia de los
controles, también se observé marca en la superficie basolateral de acinos. Mientras que ocludina y ZO-1
mostré una disminucién marcada, sin modificar su localizacion en el polo apical de las células acinares y
ductales.

Estos resultados apoyan la hipétesis, que acinos provenientes de GSL de pacientes SS presentan
cambios en los niveles de algunas proteinas de UE y en su localizacion, los cuales explicarian las
alteraciones en las UE. Mas aun, estos resultados podrian explicar, en parte, la pérdida de organizacion
detectada en el polo apical de los acinos, y podrian correlacionarse con la hipofuncionalidad secretora
observada en pacientes SS.

X1



SUMMARY

Sjogren’s syndrome (SS) is a chronic autoimmune, inflammatory disease of unknown etiology that
essentially compromises lachrymal and salivary glands, producing xeroftalmia (ocular dryness) and
xerostomia (oral dryness).

The salivary glands of SS patients present important changes in the structure, organization and
functionality of the glandular parenchyma and extracellular matrix. In acinar cells, the loss of cell polarity,
loss of apical microvilli, luminal dilatation, redistribution of aquaporin 5 and presence of collagens from
extracellular matrix in acinar lumen, are indicators of alterations in the apical pole. A cDNA microarray
analysis revealed that the salivary glands from SS patients present an overexpression of claudin-4, while
the levels of gene expression of occludin, ZO-1, claudin -1, -3, -5, -10, -18 and -23 were similar to the levels
found in samples from control individuals.

In epithelia and acini in particularly, one of the structures that participate in the regulation of the
organization of the apical pole and maintenance of cell polarity are the tight junctions (TJ). These union
complexes are located in the apical zone of the epithelial cells participating in the diffusion of ions through
the paracellular space. TJ most prominent functions are: 1) to form the first barrier that avoids the
paracellular transportation of solutes and 2) to restrict the lateral diffusion of plasma membrane proteins,
and thus maintain the asymmetry between the apical and basolateral compartments. In this thesis, the
study of TJ components such as the plasma membrane proteins, claudin-1 -3, -4, occludin, and a
cytoplasmic protein, ZO-1 was undertaken.

We thus postulated the following working hypothesis: "The loss of cell polarity in salivary glands of
SS patients and the disorganization of their apical pole, are associated with changes in gene expression
and protein levels of TJ. These changes in expression are associated with localization changes of proteins
that are part the TJ".

To evaluate this hypothesis, the mRNA levels of claudin-4 and protein levels of claudin-1, -3, -4,
occludin and ZO-1 in GSL were determined in salivary glands from SS patients and compared with those of
control individuals. Using immunohistochemistry/immunofluorescene, the localization of claudin-3, -4,
occludin and ZO-1 was also analyzed. The relative mRNA levels of claudin-4 did not show significant
differences between patients and controls (p=0.052). The relative protein levels of claudin-3, non
phosphorylated occludin and total occludin, did not show significant differences between patients and the
control group (p=0.052, p=0.06 and p=0.089, respectively), nevertheless, when the patients group were
divided in two sub-groups, according to their level of expression of total occludin, only the group with low

levels of total occludin showed differences with the control group (p=0.0008). The protein levels of claudin-
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1, and-4 were significantly higher in SS patients with respect to controls (p=0.023 and p=0.04, respectively).
However, the relative protein levels of phosphorylated occludin and ZO-1, were significantly lower in SS
patients compared to controls (p=0.034 and p=0.033, respectively).

In SS patients, the subcellular localization of the TJ proteins, showed an intense signal for claudin-3
and -4, in the apical surface of acini and ducts, and in contrast to the control group, it was also detected in
the basolateral surface of acini. On the other hand, ocludin and ZO-1 showed a decreased signal and
maintaining their localization in the apical pole of acinar and ductal cells.

These results support the hypothesis, that acini from LSG of SS patients present changes in some
TJ proteins levels and in their localization correlating with alterations in TJ. Moreover, the latter could
explain in part, the loss of organization detected in the acini apical pole, which would correlate with the

secretory hypofunctionality observed in SS patients.
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INTRODUCCION

1. Generalidades del sindrome de Sjogren

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune, cronica de etiologia desconocida,
que compromete esencialmente a las glandulas salivales y lagrimales, generando xeroftalmia (sequedad
ocular) y xerostomia (sequedad bucal). Esta enfermedad afecta méas a mujeres que a hombres, en una
relacion 9:1, manifestandose preferentemente alrededor de los cincuenta afios. Sin embargo, puede
también presentarse a edades méas tempranas e incluso en nifios [1].

Varios factores se han asociado con la etiopatogenia de esta enfermedad, tales como: alteraciones
en la remocion de células-T autorreactivas a nivel del timo [2] e incremento en los niveles de moléculas de
adhesion asociadas a las células endoteliales. De esto resulta una infiltracién de las glandulas con
linfocitos autorreactivos, expresion de ciertos haplotipos de HLA, secrecién de citoquinas pro-inflamatorias
por los linfocitos y las células epiteliales y activacién policlonal de linfocitos-B [3].

El SS puede desarrollarse solo (SS primario, SSp) o en asociaciéon con otras enfermedades
autoinmunes (SS secundario, SSs) como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, polimiositis,
esclerosis sistémica y tiroiditis [1, 3, 4].

Las glandulas salivales y lacrimales de los pacientes SS presentan infiltracidn linfocitaria focal
alrededor de ductos y difusa entre los acinos. Se ha postulado que las células acinares y ductales
presentan muerte celular gatillada por la accion citotoxica de linfocitos T CD4+ y T CD8+, a través de la
accion de Fas/FasL y granzima/perforina [5, 6].

Los mecanismos responsables de la disfuncion secretora se han atribuido a la accion de
anticuerpos anti-receptores muscarinicos del subtipo M3 [7], a la denervacion glandular y a la redistribucion
de canales de agua (aquaporina 5) desde el polo apical al basolateral. Es también factible que se
produzcan alteraciones en la destinacion de estos canales que se acumularian en el citoplasma [8].

Con el proposito de determinar el papel del infiltrado linfocitario en el desarrollo de esta
enfermedad se han utilizado modelos animales. EI modelo murino mas utilizado en el estudio del SS, es el
de los ratones diabéticos no obesos (NOD), que presentan infiltracién linfocitaria glandular similar a lo
observado en los pacientes con SS. Las cepas de ratones NOD con inmuno-deficiencia severa combinada
(scid) no tienen linfocitos T y B activos, pero presentan un aumento en la expresién de Fas/FasL en células
acinares y de los ductos, con un incremento en la actividad de proteasas que degradan la matriz
extracelular (MEC). Con estos antecedentes se postuld que la enfermedad evolucionaria en dos etapas

sucesivas: 1) fase inicial, independiente de linfocitos T y B que se caracteriza por la apoptosis de algunas



celulas epiteliales y por alteraciones en la limpieza de los restos apoptéticos que serian potenciales auto-
antigenos y 2) la fase final es de caracter autoinmune, con infiltracion linfocitaria y la formacion de auto-
anticuerpos [9-12].

Trabajos previos de nuestro laboratorio muestran que las glandulas salivales de los pacientes con
SS presentan cambios importantes en la estructura, organizacion y funcion del parénquima glandular y de
la MEC, tales como: un incremento en la actividad y expresion de metaloproteinasas (MMPs) de MEC,
disminucion de los inhibidores tisulares de estas enzimas, desorganizacion de la lamina basal de acinos y
conductos, desanclaje de la célula acinar de su lamina basal, pérdida de la polaridad celular, dilatacién de
los lumenes de los acinos, pérdida de microvellosidades de la superficie apical de las células acinares,
presencia de fibras de colageno estromales en el lumen acinar y, cambios en la cantidad y calidad de
mucinas de secrecion, Figura 1 [13, 14]. Debemos tener presente que la maquinaria molecular de
exocitosis se localiza en el polo apical de las células acinares, en consecuencia, las alteraciones
mencionadas podrian alterar su funcionamiento normal. La pérdida de microvellosidades, dilatacion del
lumen acinar, presencia de colageno de la MEC en el lumen y la redistribuciéon de aquaporina 5, son
indicadores que sugieren que la polaridad de la célula acinar esté alterada.

La polaridad celular determina la orientacion de las estructuras intracelulares, especialmente con
respecto al dominio apical y basolateral de la membrana plasmatica, ademas de las interacciones que
establecen las células epiteliales entre si, y con la Id&mina basal. En los epitelios en general, y en los acinos
en particular, las uniones estrechas (UE, tight junctions) participan en la regulacion y mantencién de la
polaridad celular.

En un estudio reciente, en que se evalud la expresién de alrededor de 4000 genes de glandulas
salivales labiales (GSL) de pacientes SS, mediante microarreglos de cDNA, se encontrd sobreexpresion de
claudina-4 (cldn-4), mientras que los niveles de expresion génica de claudina-1, -3, -5, -10, -18, -23 y
ocludina (ocln) fueron similares a los controles [15]. Ambas proteinas son componentes de las UE.
Considerando todos los resultados mencionados es importante estudiar el efecto de la sobreexpresion de
cldn-4 y la eventual modificacién de su localizacion subcelular. Los microarreglos no informan sobre
cambios en la expresion de otra proteina de las UE, sin embargo, ZO-1 podria modificar sus niveles
proteicos o localizacién subcelular, como consecuencia de la sobre expresion de cldn-4, ya que ambas

proteinas interaccionan por el lado citoplasmatico.



Figura 1. Cambios estructurales en acinos y conductos de pacientes con sindrome de Sjégren (SS). En
A, se muestra un acino de un sujeto normal y en B, se muestra un acino de un paciente SS, donde se observa
perdida de polaridad celular producida por una falla en el anclaje a su lamina basal, en C hay perdida total de
anclaje, el probable limite de la lamina basal se indica con la linea segmentada, en D se observa un ducto con
restos de células acinares, en E, lumen (L) acinar con haces transversales de fibras de colageno estromal
(flechas) y F las flechas indican la presencia de fibras coldgenas estromales en la superficie lateral de dos
células acinares [13]

2. Breves antecedentes sobre la organizacién y funcion de las Uniones Estrechas
En los epitelios, el transporte de iones, solutos y agua se realiza por medio de las rutas transcelular

y paracelular. El transporte transcelular se lleva a cabo por medio de bombas y canales especificos y son
responsables de la gradiente electroosmética. La mantencion de esta gradiente, depende de la difusion
que se produce a través de la via paracelular, la que esta regulada por complejos de adhesién, que
incluyen UE localizadas en la porcion més apical de las células epiteliales [16].

La UE es un complejo de unidén multiproteico especializado y cuyas funciones mas relevantes son:

formar la primera barrera que evita el transporte paracelular de solutos, restringir la difusion lateral de



proteinas de membrana, y asi mantener la asimetria entre dominio apical y basolateral [17] y la capacidad
de reclutar proteinas de sefalizacion [18].

La observacion por microscopia electronica de epitelios sometidos a congelacion-grabado (freeze—
etching) y con técnicas convencionales muestra a las UE como una red continua de particulas filamentosas
intermembranas (filamentos de UE). Cuando se observan cortes ultrafinos, las UE se ven como una serie
de puntos de fusién entre las monocapas externas de las membranas plasmaticas de células adyacentes,
Figura 2, [19].

unisn estrecha

complejo

de union |Einturdn de adhesicn

filamenios de gqueratina

Ak hemidesmosoma _ tamina basal
Figura 2. Componentes del complejo de union y estructura basica de los epitelios. En la figura A, se
muestra una microfotografia de microscopia electronica donde se observan los distintos componentes del
complejo de unién: unién estrecha (cabeza de flecha roja), desmosoma en banda (cabeza de flecha verde)
y desmosoma en botdn (cabeza de flecha azul). B corresponde a un modelo que muestra la estructura
basica de los tejidos epiteliales, las células estan estrechamente asociadas entre si, y se sustentan sobre
la lamina basal. Se destaca el complejo de unién que incluye la unién estrecha, unién adherente y

desmosoma en boton. Adaptado de Alberts y cols [16].

Cada filamento de la UE estd asociado lateralmente con otros filamentos de UE de la célula
adyacente, para formar filamentos apareados, donde la distancia intercelular se restringe notablemente.
Por el lado citoplasmatico, estos filamentos estan asociados con microfilamentos de actina, Figura 3. [20,
21].
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Figura 3. Esquema de las Uniones Estrechas. Este esquema muestra como los filamentos de proteinas
de UE mantienen unidas las membranas plasmaticas de dos células adyacentes. Los filamentos se
componen de las proteinas de transmembrana que hacen el contacto a través del espacio intercelular y
crean un sello. En el recuadro, se muestra dos células adyacentes, donde las proteinas de transmembrana,
claudina y ocludina, configuran un ensamblaje estrecho entre ellas. Adaptado de Alberts y cols [16].

3. Caracteristicas de las proteinas de Uniones Estrechas.
Dentro de las proteinas de membrana plasmatica que constituyen este complejo multiproteico, se
encuentran: claudinas (cldn), ocludinas (ocln), JAM (junction adhesion molecule) y CAR (Coxsakievirus

adhesion receptor), Figura 4.

Figura 4. Organizacion molecular de la Unién Estrecha. Esta figura muestra un acino, unidad basica
estructural y funcional de una glandula salival, organizado por células acinares que poseen una estructura
piramidal, con su nlcleo ubicado hacia la porcion basal y sus granulos de secrecion hacia el polo apical,
ademas se puede observar una célula mioepitelial (rosada) interaccionando con las celulas acinares. Las
Uniones estrechas, encargadas de la polaridad celular, se ubican en la porcion mas apical entre dos células
vecinas (recuadro azul). El recuadro de la derecha muestra con detalle las proteinas que forman este complejo,
entre ellas, las proteinas de transmembrana: Claudinas (morado), Ocludinas (negro), JAM y CAR, proteinas
citostlicas: ZO-1 (verde), ZO-2 (rosado) y Z0O-3 (amarillo). Claudinas y ocludinas pueden formar complejos
homo o heteroméricos, los cuales a través de su dominio C-terminal interaccionan con algunas de las ZO, las
cuales se unen a los filamentos de actina. Las otras proteinas que aparecen en el esquema participan en
transduccion de sefales. Adaptado de Mitic y cols [22].



Las Claudinas (cldn); son complejos multiméricos de tino homo o heteroméricos, que forman poros
ionicos selectivos o permisivos. A la fecha, forman una familia de 24 miembros y tienen una masa
molecular entre 20-27 kDa (Figura 5). Su estructura terciaria esta conformada por cuatro dominios
transmembrana, hacia el extracelular presentan dos dominios, el dominio 1 en relacion con el extremo
amino terminal, y el dominio 2 hacia el extremo carboxilo terminal. Ambos extremos se orientan hacia el
citoplasma. Intracelularmente, las cldn se asocian a proteinas con dominios PDZ (PSD-95= post synaptic
protein-95, DLG=discs large, ZO-1=zonula occludens), a través de aminoacidos altamente conservados y
localizados en la regién C-terminal. Mutaciones en aminoacidos de la regién C-terminal de ZO-1 impiden la
asociacion con cldn, y ZO-1 no se asocia a las UE [23].

En diversos epitelios, la presencia de complejos heteroméricos en una UE genera una gran
variedad de combinaciones, hecho que explicaria la amplia heterogeneidad en la resistencia eléctrica y en

la selectividad i6nica paracelular hasta ahora descrita [19, 24].

Figura 5. Estructura de las
Asas extracelulares: dominio Claudinas. Las Claudinas son una
1(mayor) y 2 (menor). familia de proteinas que contienen
cuatro dominios transmembrana.
Poseen dos asas extracelulares,
una de mayor y otra de menor
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Una expresién diferencial de las cldn se observa en los diferentes estadios embrionarios de la
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glandula submandibular de raton en comparacidn con los recién nacidos. Asi, en el estadio 16, cldn-4 se
expresa en los ductos, y la marca se extiende hasta la vecindad de los acinos. Mientras que en los recién
nacidos la expresién esta restringida solo a los ductos. De la misma forma, en el estadio 16, cldn-6 se
expresa en ductos y en los de recién nacidos desaparece. La expresion de cldn especificas podria explicar
las diferencias en resistencia eléctrica transepitelial y permeabilidad observada en ductos y acinos [26, 24,
27, 28]. Por otra parte, estas glandulas exhiben un incremento de permeabilidad en las UE después de la
estimulacion adrenérgica. Esta estimulacion podria regular transientemente la expresion e interaccion de

los miembros de las cldn [29].



Los cultivos en monocapas de células MDCK |l transfectadas para sobreexpresar cldn-4, muestran
un descenso en la conductancia eléctrica a través de la monocapa, concomitante a la disminucion selectiva
del paso de Na* a nivel paracelular. Esto ocurre sin una influencia significativa sobre la permeabilidad del
Cl-. Estos resultados son consistentes con el modelo propuesto para cldn-4, que sugiere su funcién como
poro selectivo para el ion Na* [30]. La selectividad paracelular estaria determinada por el dominio 1 [31,
32). Otros estudios muestran fuertes evidencias que cldn-4 es la que modula la via paracelular, en ellos
también se emplearon las células MDCK Il y se evalué el efecto de su sobreexpresion y se encontro que:
1) la conductancia paracelular excede en forma importante la conductancia transcelular, lo que aumentaria
la resistencia eléctrica transepitelial (TER) [33] y 2) la red de los filamentos que organizan las UE también
aumentan, sin modificar los niveles de cldn-1, 2, 3, ocln y ZO-1 [30]. Asi, se concluye que los filamentos de
cldn-4 modulan las caracteristicas de barrera de las UE. Nuevas evidencias indican que otras claudinas,
también participan en esta funcién de barrera, asi tenemos que en ratones knock-out para claudina-1 (cldn-
1), la piel se encuentra deshidratada, concordante con un aumento en la pérdida de agua transepidérmica
[34].

La expresion de cldn se ha visto alterada en varios tipos de cancer. Paradojicamente los niveles de
expresion son contrastantes, algunos estudios muestran sobreexpresion de ellas, mientras otros presentan
disminucién. Un ejemplo de regulacion negativa se ha observado en cancer de mama y de colon, donde
cldn-1 se encuentra disminuida [35, 36]. La disminucion de la expresion de proteinas de UE podria explicar
el desensamblaje de éstas. Este desensamblaje se acompafia de una disminucion en la adhesion célula-
célula, pérdida de diferenciacion celular y aumento en la invasividad. La disminucién en los niveles
proteicos de cldn se ha encontrado asociado a la fosforilacion de las mismas, afectando la funcionalidad de
las UE [25]. Asi, la fosforilacion de cldn-3 y cldn-4 en células de cancer de ovario produce el desensamblaje
de la UE [37]. Por otra parte, la disminucion de cldn-3 y cldn-4 también ha sido relacionada a tumorigénesis,
sin embargo en lineas celulares de cancer ovéarico, ambas cldn estan sobreexpresadas [38].

Las Ocludinas (ocln): son proteinas de transmembrana de alrededor de 65 kDa. Esta molécula
tiene 4 dominios transmembrana formando dos asas extracelulares; con sus extremos NH2 y COOH
terminal localizados hacia el citoplasma, un largo dominio C- terminal (150 aa), que contiene sitios de unién
para proteinas de andamio como Z0O-1, ZO-2 , ZO-3 y cingulina [19, 20, 24], Figura 6. La importancia
funcional de ocIn en la regulacion de la barrera paracelular ha sido cuestionada. En experimentos de
sobreexpresion de la oclIn, los filamentos que constituyen las UE tienen una apariencia normal y la ocln se

encuentra distribuida en el citoplasma, no asociada a las UE [39]. Cuando células troncales que han sufrido



mutaciones nulas para ocln fueron diferenciadas a células epiteliales, las redes de filamentos de las UE se
desarrollaron normalmente entre las células adyacentes. Estudios en el epitelio intestinal de ratones knock-
out para ocln mostraron que otras proteinas, como por ejemplo cldn-3, no modifican sus niveles proteicos,
y las UE presentan morfologia y funcién de barrera normales [21, 40]. Por lo tanto, este grupo de

evidencias indica que los filamentos de las UE se pueden formar en ausencia de ocln.

Figura 6. Estructura de |las
Ocludinas. Las ocludinas tambien
pertenecen al grupo de proteinas de
transmembrana, y su estructura es
similar al de la familia de las cldn con la
diferencia que ocln es de mayor
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Ocludina es producto de un gen Unico. Sin embargo, varias isoformas de la proteina se han
detectado en células epiteliales. Hasta el momento se han descrito 5 isoformas, producto de splicing
alternativo: I, II, 1ll, IV'y TM4 [40]. Estas isoformas pueden presentar diferentes estados de fosforilacion u
otras modificaciones post-transduccionales. Se ha sugerido que estas isoformas pueden estar implicadas
en la regulacion del ensamblaje de las UE [42, 43]. A pesar de lo mucho que se ha estudiado la ocln, su

funcion es aun incierta.

La proteina JAM (molécula de adhesidn que se asocia a proteina quinasa C atipica, aPKC), es
glicosilada y tiene una masa molecular de 43 kDa. Posee tres dominios estructurales distintos: una region
extracelular de 215 aminodcidos, que contiene dos dominios variable tipo inmunoglobulinas; un dominio
unico de transmembrana, y un corto tallo intracelular (45 aa) que es caracteristico de un clasico motivo de
unién tipo PDZ tipo Il (Treo-X-aa hidrofébico) [44]. A través de su carboxilo terminal las proteinas JAM
interaccionan con los dominios PDZ de AF6, ASIP/Par-3 y ZO-1. [19]. Se ha propuesto que esta proteina
restringe la libre difusién de proteinas hacia el espacio intermembrana [45]. En procesos inflamatorios, se
ha determinado que durante el paso de leucocitos desde la sangre al estroma, los dominios tipo
inmunoglobulinas de las proteinas JAM interaccionan con antigenos y asi evitan el transporte paracelular

de proteinas [46].



La proteina CAR (receptor de adhesion de Coxsakievirus), es una proteina integral de membrana
de 46 kDa, con solo una region de transmembrana, un largo tallo citoplasmatico [19], y una region
extracelular compuesta de dos dominios del tipo inmunoglobulinas. En células epiteliales los CAR co-
inmunoprecipitan con ZO-1y co-localizan con las UE. EI dominio carboxilo terminal contiene motivos de
union PDZ tipo | (Ser-X-aa hidrofébico) [44], que pueden explicar la interaccidn observada entre JAM/ZO-1.
CAR se une a IgG y IgM provenientes del suero [47] y es sobreexpresado en sitios de inflamacion [48]. Por
ello se especula que junto a las JAM participarian en la migracién de células del sistema inmune [19]. La
sobreexpresion de CAR en células epiteliales produce un incremento de TER que se acompafia por una
disminucion del flujo paracelular de macromoléculas [49].

Las proteinas citoplasmaticas que participan en la formacién de las UE son las MAGUKs
(membrane associated guanylate kinases), que juegan un papel en la formacién y mantencion de los
dominios de membrana de varios tipos celulares. Estas moléculas contienen tres dominios PDZ, un
dominio SH3, y un dominio tipo guanilato quinasa (GUK), Figura 7. Los dominios PDZ pueden unirse al C-
terminal de varias proteinas, especificamente proteinas integrales de membrana (claudinas y ocludinas).
Sus tres miembros son ZO-1, 2 'y 3. ZO-1 tiene una masa molecular de 220 kDa, ZO-2 de 160 kDa y ZO-3
de 130 kDa. Se concentran exclusivamente en la superficie citoplasmatica de las UE, en la vecindad
inmediata de la membrana plasmatica. ZO-1 0 2 se unen directamente a los microfilamentos de actina por
su region C-terminal, sugiriendo que estas moléculas funcionan entrecruzando los filamentos de UE y los
microfilamentos de actina. ZO-2 se puede asociar a ZO-1 por medio de una interaccién PDZ1/PDZ2. Z0O-3
también puede asociarse a ZO-1 pero no a ZO-2. Finalmente el dominio PDZ1 de las tres ZOs se une a la

secuencia YV presente en el carboxilo terminal de las claudinas [19, 21].

N-terminal P . P e C-terminal

s GUK dominio homélogo a guanilato quinasa.
% SH3 dominio homologo a Src.
M PDZ (PSD95-DIgA-Z0O-1) dominio homologo a ZO.

Figura 7. Estructura de las ZO. Las ZO-1, ZO-2 y Z0O-3 son miembros de las MAGUKSs y se reconocen ya
que varian en su masa molecular, ZO-1 de 220 kDa, ZO-2 de 160 kDa y ZO-3 de 130 kDa. Su estructura se
caracteriza por tener una distribucion de los distintos dominios como se observa en el esquema. Cerca del
N-terminal se ubican tres dominios PDZ, por medio de los cuales interaccionan las cldn y ocln, contiguo a
estos dominios se disponen el dominio SH3 y el dominio GUK. La interaccién con los filamentos de actina se
produce por la regién C-terminal. Adaptado de Balda y cols [50].



Un hecho interesante es que a pesar que las proteinas ZO-1 se han asociado especificamente con
las UE en tejido epitelial, recientemente se han observado en el nucleo de células en proliferacion [51],
sugiriendo que la expresion de ZO-1 podria estar relacionada a estados de proliferacion en células
epiteliales [52]. Estudios en células MDCK confirman su participacion en proliferacion celular, donde el
dominio SH3 de ZO-1 interacciona con el factor transcripcional ZONAB (factor transcripcional homélogo a
proteinas Y-box y de localizacién nuclear), el cual es necesario para la activacion de genes que participan
en proliferacion. En células en reposo proliferativo ZO-1 inhibe la transicion de la fase G1/S por el
secuestro citoplasmatico del complejo CDK4-ZONAB. Asi, la sobre expresién o disminucion de ZO-1y
ZONAB también afectarian la densidad celular en cultivos celulares [50]. EI homélogo humano de ZONAB
(perro) es DbpA, que es un gen blanco del factor de transcripcion E2F1 [53]. ZO-2 también se ha
observado en el nucleo de células en proliferacion, se une a hnRNP (ribonucleoproteinas inmaduras) SAF-

B, y esta unién inhibe al factor de transcripcion AP-1y C/EBP [54, 55].

4. Regulacion de la organizacion de la Union Estrecha en la mantencion de la polaridad celular

Como se mencion6 la polaridad y arquitectura del polo secretor de las células acinares es
dependiente de la organizacion de las UE. Esta organizacién es modulada por proteinas de sefializacion
tales como: el complejo aPKC/PAR3/PARG, PKA y Rho GTPasas [56, 57].

Diferentes vias de sefializacion y proteinas estan implicadas en el ensamblaje de las UE: proteina
kinasa A (PKA), proteina G mono y heterotrimérica, y varias isoformas de proteina quinasa C (PKC). Los
efectos de PKA sobre el ensamblaje y desensamblaje de las UE son controversiales, como lo muestran
algunos de los siguientes estudios. En cultivo de células tiroideas, privadas de calcio extracelular, TSH
eleva los niveles de cCAMP y en esas condiciones se inhibe la disociacién de las UE. Postulandose que
PKA tiene la capacidad de prevenir el desensamblaje de las UE [58]. Sin embargo, cuando células MDCK
se incubaron con inhibidores de PKA también se inhibi6 la disociacién de las UE [59]. Varias isoformas de
PKC [60, 61], estan localizadas en las UE. Sin embargo, el mecanismo molecular que mejor se conoce en
la participacion de ellas en el ensamblaje de las UE es el de aPKC. Esta enzima forma un complejo con
PAR3 (PAR3=ASIP en mamiferos) y PAR6, ambas proteinas poseen dominios PDZ y se cree que el
reclutamiento de las proteinas de las UE estaria mediado por la unién de PAR3 a la proteina JAM [62].
PARG se une a Cdc42, una proteina Rho GTPasa que es esencial para la polaridad celular [63], y se
piensa que participaria en la activacion de aPKC [40, 63]. La actividad de aPKC es regulada negativamente
por PP2A (protein phosphatase 2A), que interacciona directamente con aPKC desfosforilandola. La
sobreexpresion de la subunidad catalitica de aPKC en células MDCK se correlaciona con la
desfosforilacion de las proteinas de UE y con un aumento en la permeabilidad paracelular. Ambos hechos
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estarian indicando que PP2A es un regulador negativo de las UE [64]. Estos datos indican que tanto el
complejo aPKC-PAR3-PARG y PP2A presentan vias de sefalizacion opuestas que estarian regulando el
ensamblaje y desensamblaje de las UE [56].

Las Rho GTPasas participan tanto en la regulacion del ensamblaje como en la permeabilidad
paracelular. El papel de las GTPasas en el ensamblaje fue inferido a partir de experimentos donde se
observd que GTPy inhibe el ensamblaje de UE [65]. La microinyeccion de la transferasa C3 (toxina que
inactiva Rho) en células MDCK mostr6 una inhibicidén del ensamblaje de las UE [66]. Se ha sugerido que
Rho-GTPasa estimula la fosforilacion del dominio carboxilo terminal de ocln y favorece la distribucion
citoplasmatica de esta proteina. La ocln fosforilada impide su interaccion con microfilamentos de actina
adyacentes a la membrana plasmatica apical. Los autores asignan a Rho-GTPasa un papel regulador de la

permeabilidad paracelular selectiva [67].

5. Regulacion de la estructura y funcion de las Uniones Estrechas por citoquinas
Las células epiteliales de glandulas salivales humanas normales sintetizan citoquinas (IL-2, 4, 6,

10, TNF-a, TGF-B). Al comparar los niveles de expresion de estas citoquinas entre individuos controles y
pacientes con SS, se encontré un desbalance en la expresion de sus mRNA [6, 68]. Los estudios en
células HT-29/B6 (linea celular derivada de un cancer de colon) han servido como modelo para analizar el
efecto de la barrera paracelular. Se caracterizan por ser células epiteliales altamente polarizadas y exhiben
TER comparable a la de células normales presentes en el colon. Cuando estas células son incubadas con
TNF-a., se detecta una disminucion en el numero de filamentos que organizan UE [69]. Si estas células son
incubadas en presencia de TNF-a. e INF—y, se altera la formacion de los filamentos que organizan las UE
de una manera dosis dependiente, y hay una disminucién en la TER. Ademas, se encontrd que estas
citoquinas proinflamatorias ejercen una regulacién hacia abajo sobre el promotor de ocln, disminuyendo los
niveles de mRNA [70]. Células T84 (linea celular derivada de células epiteliales intestinales humana)
tratadas sélo con INF-y mostraron una disminucién de TER y de los niveles de proteina de ZO-1. Esto
ultimo como consecuencia de un descenso en la sintesis y en la estabilidad de ZO-1. Como ZO-1 es la
proteina que se relaciona con los microfilamentos de actina, podriamos postular que la pérdida de

organizacion del citoesqueleto de actina incidiria en la organizacion del polo apical de la célula [71].

En esta memoria, se desea responder si la desorganizacion y la pérdida de polaridad de las células
acinares, provenientes de glandulas salivales labiales de pacientes con sindrome de Sjogren, se
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acompafian de cambios en la expresion génica, de proteina y en su distribucion subcelular de proteinas
constituyentes de las uniones estrechas. Se espera que este estudio suministre evidencias sobre la
organizacion de las UE en los pacientes con sindrome de Sjogren.
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HIPOTESIS:

La pérdida de polaridad de células acinares de glandulas salivales de pacientes con sindrome de
Sjogren, y la desorganizacion de su polo apical, estan asociadas a los cambios en expresion génica y de
proteinas de las Uniones Estrechas. Estos cambios se acompafian de una localizacion alterada de estas

proteinas.

Corolario:
Si consideramos los resultados de otros investigadores podriamos pensar que los altos niveles de
citoquinas presentes en las glandulas salivales de pacientes con sindrome de Sjogren, podrian ser

responsables de los cambios propuestos en la hipétesis.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar los cambios en la expresidn de mRNA y de proteinas de las Uniones Estrechas de las
células acinares de glandulas salivales labiales de pacientes con sindrome de Sjogren. Estos cambios en
conjunto con la evaluacion de la localizacién subcelular de estas proteinas daran informacién de la

organizacion de las Uniones Estrechas de las células acinares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar los niveles de mRNA de los genes de claudina-1, -3, -4, ocludina y ZO-1 presentes en
gldndulas salivales labiales de pacientes con sindrome Sjogren primario y compararlos con los datos
obtenidos de individuos controles.

2. Determinar los niveles de proteina de claudina-1, -3, -4, ocludina y ZO-1 en glandulas salivales labiales
de pacientes con SS y compararlos con los datos obtenidos de con individuos controles.

3. Analizar la localizacion de claudina-3, -4, ocludina y ZO-1 en acinos de glandulas salivales labiales de

pacientes con SS y comparar con individuos controles.
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MATERIALES Y METODOS
1. Materiales y sus procedencias

Columnas de silica-gel RNeasy (Qiagen), QIAShredder (Qiagen), tampon de lisis RLT (Qiagen),
tampon RW1 (Qiagen), Set RNase-free DNase (Qiagen), tampdn RW1 (Qiagen), tampon RPE (Qiagen),
oligo(dT) (Promega), dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Promega), Super script Il (Invitrogen), DNA polimerasa
Taq (Invitrogen), tampoén de reaccion de transcripcion reversa (Invitrogen), agarosa (Biotools), Tween-20
(Winkler), EDTA (Winkler), NaCl (Winkler), formaldehido (Merck), acido acético (Merck), metanol (Merck),
MOPS (Merck), azul de bromofenol (Sigma), xileno cyanol (Sigma), glicerol (Sigma), bromuro de etidio
(Sigma), dietil-pirocarbonato(Sigma), Trisma Base (Sigma), Tritdn X-100 (Sigma), B-mercaptoetanol
(BioRad). Glicina (Sigma), reactivo de Bradford (BioRad).

2. Pacientes

Se seleccionaron 22 pacientes (P) con sindrome de Sjogren (SS) primario diagnosticados de
acuerdo al criterio de consenso Americano/Europeo 2002 [71]. Este criterio considera seis categorias:

l. Sintomas oculares, que es la manifestacion subjetiva de la sequedad ocular.

Il. Sintomas orales, que corresponden a la sensacién de sequedad bucal.

[l Signos oculares, que es la evidencia objetiva de compromiso ocular.

V. Compromiso de glandulas salivales, que es la evidencia objetiva de compromiso salival.

V. Caracteristicas histopatoldgicas, que determina el nimero de focos de infiltrado linfocitario en

glandulas salivales menores (=1/4mm2 de tejido glandular).

VI. Deteccion de autoanticuerpos, que determina la presencia de anticuerpos anti Ro/SSA y/o anti
La/SSB.

El diagnostico definitivo de SS se establece cuando hay hallazgo positivo de 4 de los 6 parametros
anteriores, siempre y cuando la biopsia (V) o la serologia (VI) sean positivas. También puede establecerse
el diagnostico cuando existen 3 de 4 de los parametros objetivos de compromiso glandular (lll, IV, V, y VI).

El grupo control estuvo formado por 15 individuos, cuyas biopsias estaban dentro de limites

histolégicos normales, infiltrado linfocitario ausente o leve y con parénquima glandular bien conservado y
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sin signos clinicos de SS. Los datos demograficos de pacientes y de individuos controles estan incluidos en
la Tabla 1.

Tabla 1. Datos demograficos de los grupos

Edad promedio + DS

Grupos N (Género) (Rango) en afios

15
Controles 48,8 +13,5 (28 -72)
(14M, 1H)
22
Pacientes 48,3 +11,6 (33 — 68)
(21M, 1H)

M = mujeres, H = hombres, N=numero de individuos.

Las biopsias se obtuvieron luego del consentimiento informado de los pacientes, y la metodologia
empleada en este trabajo estd aprobada por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

3. Obtencion de glandulas salivales labiales (GSL)

Las GSL se obtuvieron bajo el efecto de anestesia local infiltrativa, realizando una incision de 1,5 a
2 cm de longitud en la cara interna del labio inferior, paralela al borde bermellon y lateral a la linea media.
Después, se llevo a cabo la diseccion roma de los margenes de la incision y a continuacion se removieron
algunas GSLs. Los bordes de la incision se suturaron con seda 3-0, que fue retirada al cabo de 7-10 dias.
Las glandulas se congelaron inmediatamente en N liquido para extraer RNA total o proteinas.

4. Determinacion de la expresion génica por RT-PCR semicuantitativo

Para determinar y comparar los niveles de expresion de los genes en estudio, se empleo la técnica
de RT-PCR semicuantitativo. EI cDNA se obtuvo por transcripcion reversa de una muestra de RNA total y
luego se amplifico por PCR.

4.1 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total se realizd empleando el método de extraccion por afinidad en columnas de
silica-gel RNeasy (Qiagen, Stanford, EEUU), de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el
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fabricante.

La concentracion y pureza del RNA se establecié determinando las absorbancias a 260 y 280 nm,
utilizando una dilucion 1:200, en un espectrofotometro de doble haz (Shimadzu UV-160A) y calculando la
relacion 260/280. Solo se emplearon muestras de RNA total que presentaron una relacion de absorbancia
260/280 de 1,8 a 2,0. La concentracién del RNA se determin6 usando la absorbancia a 260nm aplicando la

regla de conversién convencional, donde [RNA] = 200 x (Absorbancia .260 nm) x 40 ug/mL [72].

4.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa-formaldehido

Esta técnica se realiz6 con el propésito de verificar la calidad del RNA extraido y descartar aquellas
preparaciones que presentaran degradacion y contaminacién con DNA genémico.

El gel se prepard a partir de una solucién que contenia 1% (p/v) agarosa y 8% (v/v) formaldehido
en tampén MOPS (MOPS 0,2 M, acetato de sodio 0,05 M, EDTA 1 mM, pH 8,0). Las muestras se
prepararon con 1 ug de RNA total en 3,5 uL de tampon de carga para RNA 6X (azul de bromofenol 0,04%
plv, xileno cyanol 0,04% plv, formaldehido 6% v/v, formamida 40% v/v, glicerol 3% v/v, bromuro de etidio
0,1%, en tampdn MOPS pH 8,0). Se denaturaron durante 10 min a 65°C en bafio Maria y se enfriaron
rapidamente introduciéndolas en hielo. Las muestras fueron depositadas sobre bolsillos del gel que
contenian tampdn de corrida (tampon MOPS 1X). La separacién electroforética se realizé con la aplicacién
de 75 mA de corriente continua durante 45 min, hasta que el frente de corrida de azul de bromofenol
alcanzé 2/3 del gel.

Todas las soluciones y materiales utilizados fueron tratados con dietil-pirocarbonato (DEPC) para

inactivar las ribonucleasas. Los geles fueron fotografiados sobre un transiluminador UV-B.

4.3 Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizd a partir de los mRNA presentes en la muestra de RNA total, utilizando la
enzima transcriptasa reversa. Se transcribieron 1 ug de RNA total utilizando partidores oligo(dT), random
primers y el sistema comercial de transcripcion reversa Super script Il (Invitrogen, Brasil) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. La reaccion de transcripcion reversa contiene 1,25 mM de cada
desoxiribonucleétido dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Promega, Madison, EEUU), 3 mM de MgCl2, 1 mM de
partidores oligo (dT), 2 U/mL RNasa out (Invitrogen, Brasil) y 10 U/mL de transcriptasa reversa Superscript
I (Invitrogen, Brasil) en tampon de reaccion (Tris-HCl 50 mM, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM, pH 8,0) en un
volumen final de reaccién de 20 ulL. De esta reaccién de transcripcion, se utilizd 1 uL para estandarizar las

condiciones de los PCR.
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4.4 Diseiios de partidores especificos

Para las reacciones de PCR se disefiaron partidores para cada gen en estudio, considerando que
fueran especificos, no formaran estructuras secundarias y no dimerizaran. Se usaron las secuencias de los
genes disponibles en el banco de genes (GenBank, NCBI, NIH) y se disefiaron los partidores utilizando el
software Gene Runner Version 3.00 (Hasting Software Inc., NY, EEUU). Las caracteristicas de cada uno de

los pares de partidores empleados en este estudio se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los partidores

Gen en estudio Orientacion Secuencia
Sentido 5-ATT GTC ACC TCG CAG ACC ATC -3’
Claudina 4
Antisentido 5-CTATTG TAT TCATCA GCA G -3’
Sentido 5-TTT GTATCACTACTG TGT TG -3
Ocludina
Antisentido 5-CTATTG TATTCATCA GCAG-3
oy Sentido 5-TAC AGT GAC GCT TCA CAG -3’
Antisentido 5-CTACTT GCACTT CTATCCC-3
Sentido 5- ACT ACA CGA ACAACAGCC-3°
GAPDH
Antisentido 5-TCT TGT TGT CTC CTC GTC - 3’

4.5 PCR

La reaccion de PCR se realiz en un volumen final de 25 uL conteniendo 0,05 U/mL de DNA
polimerasa Taq (Invitrogen, Brasil), 0,2 mM de cada desoxinucleétido, MgClz 1,5 mM, 1 uL de templado, en
2,5 ulL de tampon de reaccién (Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, pH 8,3). Se emplearon ciclos de 30 seg de
desnaturacion a 94 °C, 30 segundos de apareamiento a la temperatura 6ptima de los partidores, un minuto
a 72°C para la reaccion de polimerizacién y para la extensién final 5 minutos a 72°C. Se optimizaron la
temperatura de apareamiento, la concentracién de los partidores y el numero de ciclos para cada par de
partidores a utilizar (ver Tabla 3). Se realizaron controles negativos para verificar probable contaminacion
de los reactivos, donde se incubaron todos los componentes excepto el cDNA, que fue reemplazado por 1
uL de agua libre de ribonucleasa. También se controld la contaminacion con DNA gendmico realizando una
PCR del RNA total.
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4.5.1 Optimizacion de la PCR

Se estandarizaron las condiciones de reaccidén para que la amplificacién fuera proporcional a la
cantidad de mRNA especifico presente en cada muestra. Para lograr este propdsito, primero se determiné
el punto de inflexién en la curva de amplificacion (numero de ciclos v/s cantidad de productos formados).
Considerando este numero de ciclos, se realizd una curva de saturacién por sustrato con distintas
diluciones de cDNA, y en ella se eligieron tres diluciones que estuvieran dentro del rango lineal de esta
curva.

El cDNA se prepar6 a partir de 1 ug de RNA total y se diluy6 desde 1:1 hasta 1:5000. Asi una
dilucion 1:10 cDNA corresponde a la cantidad cDNA que se obtiene de 100 ng de RNA total.

Los resultados de la determinacion de las condiciones para las reacciones de PCR para los

distintos genes se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de PCR

Gen Temperatura de Concentracion del Ne. Ciclos RNA (ng)

apareamiento (°C)  partidor (pmol/pL)

Cla-4 62 10 36 200, 100y 20
Oclin-1 46 10 35 200, 100y 20
Z0-1 50 10 33 200, 100y 20
GAPDH 50 10 25 200, 100y 20

4.5.2 Deteccion y analisis de los productos de amplificacion

Se prepararon geles de agarosa al 1% en presencia 0,1 ug/uL de bromuro de etidio en tampon
TAE (Tris-HCI 0,04 M; &cido acético 0,04 M; EDTA 2 mM; pH 8,0). Se cargaron alicuotas de 5 uL de cada
una de las reacciones de PCR preparadas con las diluciones determinadas a partir de la curva de
saturacion por sustrato. Ademas en el mismo gel se cargo el amplificado del gen de GAPDH como control.
Todos los geles se hicieron en duplicados y fueron fotografiados sobre un transiluminador UV-B, y la
cantidad de producto formado se midi6 por intensidad de fluorescencia emitida, que fue determinada
densitométricamente utilizando el programa UN-SCAN-IT Gel para Windows, v4.1 (Silk Scientific
Corporation, Utah, EEUU). Para cada gen en estudio, los valores de intensidad de fluorescencia se

normalizaron respecto a la intensidad de fluorescencia emitida por GAPDH.
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5. Extraccion de proteinas

Las GSL se homogeneizaron en tampdn de extraccion RIPA (Tris-HCI 50 mM, Triton X-100 1%,
NaCl 150 mM, SDS 0,1%, EDTA 5 mM, pH 7,4), en una relacién 1:5 (p/v) a 4°C, en un mortero con N
liquido. Luego los homogeneizados se pasaron 5 veces a través de una jeringa de tuberculina y fueron
sometidos a 3 ciclos de congelamiento/descongelamiento. Todo el procedimiento se realizd en presencia
continua de un coctel de inhibidores de proteasas, (PMSF 4 mM, benzamidina 61,8 uM, leupeptina 10 uM,

aprotinina 2,82 uM). Las muestras fueron alicuotadas y guardadas a —20°C.

6. Cuantificacion de proteinas

Se emple6 el método descrito por Bradford [73], que consiste en la incubacion de 50 uL del
extracto con 200 ulL de reactivo de Bradford (azul de Coomasie G-250) y 750 L de solucién de dilucién
(0,45 M NaCl), durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se midio la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro de doble haz (Shimadzu UV-160A). Para la curva de calibracion se usé albumina de
suero bovino. Cada muestra se midi6 por triplicado.

7. Analisis de las proteinas por inmunoquimica
Para resolver las proteinas de las muestras se uso electroforesis PAGE-SDS 6%, 8% y 13% en
condiciones reductoras, segun el método descrito por Laemmli [74]. Las proteinas en estudio fueron

identificadas por inmunoquimica (Western blot), empleando el método descrito por Towbin [75].

7.1 Preparacion de la muestra
Las muestras a separar fueron diluidas en relacion 1: 1 con tampon de muestra 2X (Tris-HCL 0,06
M, SDS 2% (p/v), glicerol 14% (v/v), azul de bromofenol 0,02%, P-mercaptoetanol 5%, pH 6,8).

Posteriormente, las muestras fueron calentadas a 100°C por 3 minutos.

7.2 Separacion electroforética de proteinas

Alicuotas de 15 ng o 50 pg de proteinas fueron depositadas dentro de los bolsillos del gel de
concentracion y cubiertas con tampon de corrida (Tris 0,025 M, Glicina 1,44% (p/v), SDS 0,1% (p/v), pH 8,3).
La separacion electroforética se inicié con la aplicacion de 10 mA de corriente continua hasta que el azul de
bromofenol alcanzé el gel de separacion. La separacion de las proteinas se realizé aplicando 15 mA durante

3 horas.

19



7.3 Western blot

Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (MPS membrane filters cellulose
nitrate, Japdn, tamafio de poro 0,45 um), empleando tampén de transferencia (Tris-HCI 20 mM, glicina 154
mM, metanol 20%, SDS 0,05%) aplicando corriente continua de 60 mA, durante 15 horas a 4°C. Después
de la transferencia, las membranas de nitrocelulosa fueron lavadas en agua y tefiidas con solucidén de Rojo
Ponceau al 5% para controlar la eficiencia de la transferencia. Luego las membranas se lavaron en tampoén
de TBS-T (Tris-HCI 10 mM; NaCl 150 mM; Tween-20 0,05%; pH 7,4) hasta retirar completamente la tincién
y se bloquearon durante 1 hora con leche libre de grasas y de proteasas, disueltas en el mismo tampén a
temperatura ambiente. Las incubaciones con los anticuerpos primarios y secundarios fueron realizadas
durante una hora a temperatura ambiente. En la Tabla 4 se muestran las condiciones experimentales
utilizadas para cada proteina. Después de la incubacién con cada anticuerpo se realizaron 5 lavados con el
mismo tampén de dilucion. El revelado se hizo por quimioluminiscencia (Supersignal West pico
chemiluminescent substrat, Pierce N° 34080), tanto para las proteinas en estudio, como para la proteina de
carga (B-actina). Se midié la densitometria de las bandas (UNI-SCAN-IT gel version para Windows 4.1, Silk
Scientific Corporation, Utah, EEUU) y los niveles proteicos de cada proteina fueron normalizados en

relacion con los niveles de B-actina.

Tabla 4. Condiciones de Western-blot

Proteina  Solucion Dilucién Tamponde Tiempode Dilucionde Tampénde Tiempo de

detectada de del primer  dilucién del incubacion  segundo  dilucién del incubacion
bloqueo  anticuerpo primer anticuerpo segundo
anticuerpo anticuerpo

cldn-4 5% 1:750 D 1h 1:5000 SB 5% 1h
cldn-3 5% 1:700 D 1h 1:10000 SB 5% 1h
cldn-1 5% 1:500 D 1h 1:10000 SB 5% 1h
ocln 5% 1:500 D 1h 1:10000 SB 5% 1h
Z0-1 8% 1:100 SB 5% 1h 1:20000 SB 8% 1h
B-actina 5% 1:20000 SB 5% 1h 1:10000 SB 5% 1h

TD: Tampon de dilucion (sin bloqueo), SB: Solucion de bloqueo, R: reducida, NR: no reducida
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8. Andlisis estadisticos

Para determinar si existian diferencias significativas entre los promedios de las mediciones entre el
grupo control y los pacientes se utilizé el test de Mann-Whitney, que se emplea cuando las muestras no
tienen distribuciones normales. Valores de p< 0,05 se consideraron estadisticamente significativos [76, 77].

Los resultados se expresaron como el promedio + DS.

9. Inmunohistoquimica

Inmediatamente después de la biopsia, las GSL se fijaron en 1% paraformaldehido por 6 horas a
temperatura ambiente, y luego se incluyeron en parafina en una estufa al vacio. Cortes de 4 um se
obtuvieron utilizando un micrétomo rotatorio Leitz Westlar, luego fueron adheridos sobre portaobjetos
previamente tratados con silane al 2% (3-(Trimethoxisilyl) propyl methacrylate, Sigma). Posteriormente,
fueron desparafinadas en xilol y rehidratadas en alcoholes decrecientes en concentracién, hasta llegar a

agua destilada. Luego se lavé en PBS por 5 minutos.

9.1 Deteccion por inmunohistoquimica de ZO-1 y claudina-4

Para la recuperacion antigénica, se digirieron los cortes en pepsina al 0,35 y 0,4% en HCI 0,01N
durante 15 minutos a 37°C, para ZO-1'y cldn-4, respectivamente. Con el fin de evitar uniones inespecificas
del anticuerpo se bloqueé con caseina al 0,25% en PBS, durante 1 hora. Los cortes fueron incubados con
anticuerpo primario anti-ZO-1 y anti- cldn-4, diluido en BSA al 1% ,1:300 y 1:50 respectivamente, a 4°C
durante 20 horas. Luego se lavaron con PBS 3 veces por 5 minutos, posteriormente fueron incubados con
el anticuerpo secundario biotinilado, anti-inmunoglobulina de ratén o conejo segun corresponda (Histotain®
- Plus Kit, San Francisco, CA, EEUU), a temperatura ambiente, por 10 minutos. Posteriormente, fueron
lavados en PBS e incubados en una solucion de estreptavidina peroxidasa, a temperatura ambiente por 10
minutos, nuevamente se lavd con PBS. La reaccidn fue revelada con 3,3-diaminobencidina 0,05% (DAB),
diluida en tampén Tris-HCI 0,05M, pH 7,6 en presencia de peréxido de hidrégeno 0,06%, durante 7 minutos
a temperatura ambiente. La solucién de DAB se prepar6 inmediatamente antes de usar y se mantuvo en
hielo. Luego del revelado las muestras se lavaron en agua destilada a temperatura ambiente por 5 minutos.
El contraste nuclear se realizé con hematoxilina de Mayer durante 90 segundos. Finalmente, las muestras
fueron deshidratadas en etanol, aclaradas en xilol, y montadas con Entellan para luego ser observadas en
un microscopio de luz. El control negativo de la reaccion inmunohistoquimica fue procesado
simultaneamente en el mismo portaobjetos, en lugar de los anticuerpos primarios anti-ZO-1 y cldn-4 se
agrego lgG de ratdn o conejo (Control negativo DAK-GO1, isotipo I1gG1 de DAKO).
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Los mismos anticuerpos primarios fueron utilizados para la deteccion inmunohistoquimica y para

Western blot, se explicitan en la Tabla 5.

Tabla 5. Detalle de anticuerpos primarios y secundarios
Anticuerpos Primarios

Anti-claudina 4 anticuerpo monoclonal preparado en raton (3E2C1),Zymed 32-9400
Anti-claudina 3 anticuerpo policlonal preparado en ratén (223.JM), Zymed 34-1700
Anti-claudina 1 anticuerpo policlonal preparado en conejo (JAY.8), Zymed 18-7362
Anti-ocludina  anticuerpo policlonal preparado en conejo (Z-T22), Zymed 71-1500
Anti-ZO-1 anticuerpo policlonal preparado en conejo (Z-R1), Zymed 61-7300
Anti-B-actina.  anticuerpo policlonal preparado en raton, ICN 691002

Anticuerpos Secundarios
Anti-conejo preparado en cabra IgG (H+L), Jackson 111-035-003

Anti-ratén preparado en cabra IgG (H+L), Jackson 115-035-003

9.2 Deteccion por inmunofluorescencia de ocludina y claudina-3

Para la recuperacion antigénica, se digirio con pepsina 0,4% en HCI 0,01 N durante 15 minutos a
37°C para cldn-3 y para ocln se utiliz6 la proteasa tipo XIV (P-5147, Sigma) 1,2 mg/mL en tampdn Tris 0.01
M pH 7,7 durante 3 minutos a 37°C, y luego se lavé 3 veces en PBS por 5 minutos cada vez. El bloqueo de
sitios inespecificos se realizé con caseina 0,25% durante 1 hora. Para la deteccion de cldn-3 y ocln, se
incubd con anticuerpo primario 1:70 y 1:250, respectivamente, en PBS a 4°C durante 20 horas, y luego se
lavd 3 veces en PBS por 5 minutos cada vez. Se continu6 con la incubacién del anticuerpo secundario
conjugado a Alexa Fluor 488 1:200 en PBS durante 45 minutos a temperatura ambiente, y posteriormente
se realizaron 5 lavados en PBS por 5 minutos cada uno, y luego 2 lavados en agua destilada. EI montaje
se realizd en DABCO (1,4 diazobiciclo [2,2,2] octano) y Mowiol. Los nucleos fueron tefiidos con yoduro de

propidio 1:3000 por 5 minutos.

10. Captura de la imagen digital
Las muestras para ZO-1 y cldn-4, fueron evaluadas usando un microscopio fotométrico con

objetivos planos, marca Zeiss, modelo MPM400. Las imagenes digitales de los acinos y ductos
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provenientes de GSL por cada individuo del estudio fueron obtenidas usando un aumento de 40X y 100X.
Se empled una camara Nikon 5400 con lente reductor de campo, modo manual, ISO 400, realizando para
cada imagen un ajuste de blancos en alguna zona sin tejido. Para enfocar todo el campo se usé un zoom
digital de 4,6X. Las imagenes de 1600 x 1200 pixeles (resolucion fina) fueron almacenadas en formato jpg.

Para la deteccidn de imagenes de las muestras de ocln y cldn-3, se us6 un microscopio confocal,
marca Zeiss, modelo LSM-410 Axiovert-100, realizando para cada muestra un ajuste del brillo y contraste.

Las imagenes fueron almacenadas en formato tiff.

23



RESULTADOS

1. Eficiencia en la extraccion y calidad del RNA de glandulas salivales labiales

En la extraccion de RNA se utilizd un sistema de alta eficiencia, RNeasy de Qiagen (sistema
comercial), en consideracién al pequefio tamafio de las glandulas que se obtienen de cada paciente. Esta
metodologia de extraccion asegura un alto rendimiento en la obtenciéon de RNA total, en promedio 20 pg de
RNA total a partir de 10 mg en peso humedo por glandula. Ademas, esta técnica permite extraer RNA en
forma répida y libre de cualquier contaminacion, tales como DNA gendmico, proteinas y contaminantes
quimicos. Los valores de la razon de absorbancia 260/280 fueron iguales o mayores a 1,8. La Figura 8
corresponde a un gel denaturante de agarosa-formaldehido con muestras de RNA total representativas de
GSL de individuos controles (C1, C2) y de pacientes (P1, P2). Se destacan dos bandas correspondientes a
los rRNA de 28S y 18S, caracteristicos por su abundancia en una fraccion de RNA total de células

eucarioticas.

Figura 8. Deteccion electroforética de RNA de
glandulas salivales labiales. EI RNA total fue
extraido en columnas de afinidad Qiagen como se
especifico en Materiales y Métodos. Alicuotas de 1
ug de RNA total se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa en condiciones denaturantes. Los
carriles contienen muestras representativas de
RNA total de GSLs de sujetos controles (C1, C2) y
de pacientes (P1, P2).
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18S

2. Validacion de la RT-PCR semicuantitativa para el estudio de expresion de genes de UE en GSL
humanas

Los niveles de expresion de un gen en particular, se determinaron mediante la RT-PCR
semicuantitativa, empleando la relacién entre la cantidad de mRNA problema y la cantidad de un mRNA
codificado por un gen de expresion constitutiva. Sin embargo, la PCR no es cuantitativa ya que existen
diversos factores que pueden modificar la cantidad de amplicon sintetizado. Por esta razén, para que los
productos amplificados de la PCR fueran proporcionales a la cantidad de mRNA especifico presente en la
muestra, se ajustaron las condiciones de la PCR. Con este propdsito, para cada gen en estudio se
determiné el punto de inflexion de la curva de amplificacion versus numero de ciclos, y el rango lineal de la
concentracion de sustrato. A partir de este rango lineal, se eligieron tres diluciones de cDNA provenientes
de GSL de cada individuo de la muestra para la realizacion de la PCR.
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Para claudina-4 se observo un fragmento de 290 pb a partir de los 28 ciclos, Figura 9A. La curva
de ciclos presentd una zona exponencial entre los 32 y 38 ciclos, el punto de inflexion de la curva se obtuvo
a los 36 ciclos, Figura 9B. El producto de amplificacion se detecté desde concentraciones de cDNA que
corresponden a 60 ng de RNA total, Figura 9C. La curva densitométrica de sustrato mostré que los
productos de amplificacion fueron dependientes de la cantidad de sustrato hasta 3000 ng de RNA total, con

un rango lineal entre 60 y 600 ng de RNA total, Figura 9D.
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Figura 9. Determinacion de las condiciones para la reaccion de PCR para Claudina-4. A y C
corresponden a geles de 1 % (p/v) de agarosa en presencia de bromuro de etidio. Cada carril fue cargado
con una alicuota de 5 ulL de la PCR, desarrolladas con ciclos de 5 minutos a 94°C, 90 segundos a 60 °C y
90 segundos a 72°C. En A se muestra los productos de la PCR tomados a diferentes ciclos de
amplificacion. En C se muestra la cantidad de producto formado, a partir de distintas cantidades iniciales
de sustrato. Estas PCR se prepararon con diluciones de cDNA correspondiente a la cantidad de RNA total
inicial que se indica en las figuras 9C y 9D. Todas las reacciones se desarrollaron a 36 ciclos. En ambos
geles se indica una banda de amplificacion especifica de 290 pb. B y D Densitometrias de los geles Ay B,
respectivamente. M: marcador de tamafio de fragmentos de DNA, donde la diferencia de tamafio entre
cada banda corresponde a 100 pares de bases (pb). (+): control positivo de GADPH, 600 pb. (-): control
negativo sin cDNA.
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3. Niveles relativos de los mRNA de la Claudina-4 en GSL de individuos controles y de pacientes

La determinacion de los niveles de cldn-4 se realizd para confirmar el aumento en mRNA
observado en los microarreglos de cDNA, situacion que no se observo para las otras claudinas. Los niveles
de expresion de los genes de cldn-4 se expresaron como la cantidad de producto amplificado por PCR en
relacion a la cantidad de producto amplificado del gen de expresién constitutiva GADPH.
Operacionalmente, los niveles relativos de mRNA se calcularon dividiendo la intensidad de la banda del
gen problema por la intensidad de la banda del gen de GADPH. En consecuencia los niveles relativos de
expresion corresponden a fracciones sin magnitud asociada.

Los niveles relativos de mRNA para cldn-4 se encontraron en el rango de 2,08 a 2,78 en el grupo
control, con un promedio de 2,32 + 0,39 y en un rango de 1,72 a 11,96 con un promedio de 7,09 £ 3,28 en
el grupo de pacientes, Figura 10A y 10B. El analisis estadistico de los niveles de expresion observado en

pacientes SS respecto a controles indico que las diferencias no son significativas, p=0,052, Figura 10C.
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Concentracion de
cDNA por individuo
C Figura 10. Niveles relativos de mRNA de
Claudina 4 en GSL de individuos controles y
16.- pacientes. A y B muestran las reacciones de PCR

realizadas con diluciones de cDNA correspondiente
a 100, 20 y 10 ng de RNA total, (C=controles y
124 T P=pacientes SS). Las reacciones para cldn-4 se
10+ realizaron durante 36 ciclos de amplificacion, con 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 62°C, y 60
segundos a 72°C. Para la GADPH se desarrollaron
reacciones de 25 ciclos con 30 segundos a 94°C, 30
4+ segundos a 50 °C y 1 min a 72°C. Los geles de
2| i agarosa se prepararon con dos corridas de bolsillos
y se cargaron con alicuotas de 5 ulL de las
Controles Pacientes reacciones de cldn-4 en la parte superior y de
GADPH en la parte inferior del gel.

En C muestra el grafico de los niveles de expresion relativa de cldn-4 de individuos controles y pacientes.
Los resultados estan expresados como la razén obtenida entre los productos de la reaccién de PCR para
cldn-4 versus los productos para GADPH. Las diferencias entre controles y pacientes no son significativas,
segun el test no paramétrico de Mann-Whitney (p=0,052).

14 p=0,052

Expresion relativa mRNA de
cldn-4/GADPH
(<]

4. Niveles relativos de proteinas de Claudina-4, Claudina-3, Claudina-1, Ocludina y ZO-1 en GSL de
individuos controles y de pacientes

Para determinar la expresion proteica de las diferentes proteinas de UE en estudio, se realizé
inmunodeteccion por Western blot a partir de extracto de proteinas de glandula completa. Los niveles de

proteina se expresaron en magnitudes relativas, dividiendo los valores densitométricos de la sefial
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correspondiente a la proteina de UE por los de la proteina B-actina (~47 kDa), usada como control de

carga.

4.1 Niveles relativos de proteinas de Claudina-4

La deteccion de cldn-4 se realizd bajo condiciones denaturantes y reductoras, en estas
condiciones se detectd una Unica banda con un peso aparente de 22 kDa que corresponde al esperado
para esta proteina, Figura 11A. Algunos pacientes mostraron una banda con una menor migracion
electroforética, en otros estudios se ha demostrado que esta banda corresponde a cldn-4 fosforilada.

Los niveles proteicos de cldn-4, en el grupo control, se encontraron dentro del rango de 0,01 a
0,34 con un promedio de 0,17 + 0,11, mientras que en el grupo de pacientes SS, el rango fue de 0,01 a
1,18 con un promedio de 0,36 £ 0,36, Figura 11A. Al analizar los niveles de proteinas se encontraron

diferencias significativas entre el grupo total de pacientes por sobre el grupo control (p=0,04), Figura 11B.
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47 ﬂ - —— = —B-actina

B Figura 11. Deteccion y cuantificacion proteica
de Claudina-4. El andlisis de proteinas mediante
1,6- Western blot se realizo utilizando alicuotas de 15
1.4 ug del extracto de proteina total de GSL.
’ Previamente estas proteinas fueron resueltas en

:’z_- p=0,04 ’ electroforesis en condiciones denaturantes y
] reductoras. Los carriles indicados con C
0.8 T corresponden a los individuos controles y con P a
0,6 pacientes SS. Se indica la banda de 22 kDa
0,4- correspondiente a la cldn-4, y con 47 kDa, la

Niveles proteicos de
cldn-4/g-actina

0,2 banda de B-actina, empleada como control de
0,0 — carga. B, Analisis densitométrico de la banda de
02 1 cldn-4 normalizada contra -actina. La evaluacion

" estadistica mostré diferencias significativas en los
0.4 niveles relativos de la cldn-4, con una mayor

expresion en el grupo de pacientes SS versus
el grupo control, segun el test no paramétrico de Mann-Whitney (p= 0,04).

Controles Pacientes

4.2 Niveles relativos de proteinas de Claudina-3

De acuerdo a los estudios de microarreglos de cDNA, la expresién de mRNA de cldn-3 no mostrd
cambios significativos entre pacientes y controles. Con el propésito de validar estos resultados se analiz6
los niveles proteicos de cldn-3, mediante inmunodeteccién por Western blot a partir de extracto de
proteinas totales de glandula completa. Los niveles de proteina se expresaron en magnitudes relativas,
dividiendo los valores densitométricos de la sefial de cldn-3 por los de la proteina B-actina (~47 kDa),
usada como control de carga.

La deteccion de cldn-3 se realizd bajo condiciones denaturantes y reductoras, en estas condiciones
se detectd una Unica banda con un peso aparente de 22 kDa que corresponde al esperado para esta
proteina, Figura 12A.

Los niveles relativos de cldn-3, en el grupo control, se encontraron dentro del rango de 1,06 a 7,11
con un promedio de 2,31 + 1,76, mientras que en el grupo de pacientes SS, el rango fue de 0,64 a 18,29
con un promedio de 6,11 + 5,18. Al analizar los niveles relativos de proteinas, las diferencias no son
significativas entre el grupo total de pacientes SSy el grupo control (p=0,052), Figura 12B.
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Figura 12. Deteccion y cuantificacion
proteica de Claudina-3. A, El analisis de
proteinas mediante Western blot se realizd
utilizando alicuotas de 15 ug del extracto de
proteina total de GSL. Previamente estas
proteinas fueron resueltas en electroforesis
en condiciones denaturantes y reductoras.
Los carriles indicados con C corresponden a
los individuos controles y con P a pacientes
SS. Se indica la banda de 22 kDa
correspondiente a la cldn-3, y con 47 kDa, la
banda de B-actina, empleada como control
de carga. B, Analisis densitométrico de la
banda de cldn-3 normalizada contra [-
actina. La evaluacion estadistica no mostro
diferencias significativas en los niveles

relativos de cldn-3, segun el test no paramétrico de Mann-Whitney (p=0,052).

4.3 Niveles relativos de proteinas de Claudina-1

El Western blot para cldn-1 se realiz6 bajo condiciones reductoras y denaturantes, se detectd una

banda con masa molecular aparente de 22 kDa que corresponde a lo esperado para esta proteina, Figura

13A.

Se cuantificd la intensidad de la Unica banda de cldn-1 en relacién con B-actina, y la cantidad

relativa de cldn-1 en el grupo control, se encontr6 en el rango de 0,03 a 0,42 con un promedio de 0,20 +

0,16, mientras que en el grupo de pacientes SS, el rango fue de 0,13 a 0,74 con un promedio de 0,42 +

0,17. El andlisis estadistico indicd que existe un aumento en la expresion proteica de cldn-1 en el grupo de

pacientes SS en comparacion al grupo control, siendo significativa esta diferencia, p=0,023, Figura 13B.
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B Figura 13. Deteccion y cuantificacion proteica
relativa de Claudina-1. A. El anélisis de
1,4- proteinas mediante Western blot se realizo
3 12l 20,023 utilizando  alicuotas de 15 pg del extracto de
@ S ol P=0 proteina total de GSL. Previamente estas
- proteinas fueron resueltas en electroforesis en
< $ 081 - condiciones denaturantes y reductoras. Los
O = 061 N carriles indicados con C corresponden a los
% ‘; 0,4 !nd!viduos controles y con P a pacientes .SS. Se
23T ., - indica la banda de 22 kDa correspondiente a
_g © 00 ’ cldn-1, y con 47 kDa, la banda de p-actina,
z ] empleada como control de carga. B, Andlisis
02— ontroles Pacientes densitométrico de la banda de cldn-1 normalizada

contra B-actina. La evaluacion estadistica mostré
un aumento de cldn-1 en el grupo de pacientes

SS por sobre el grupo control, esta diferencia es significativa segln el test no paramétrico de Mann-

Whitney (p=0

023).
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4.4 Niveles relativos de proteinas de Ocludina

Al'igual que las claudinas, ocludina es una proteina de transmembrana de las UE. Para determinar
los niveles proteicos de ocln, se realizé inmunodeteccion por Western blot a partir de extracto de proteinas
totales de glandula completa. Los niveles de proteina se expresaron en magnitudes relativas, dividiendo los
valores densitométricos de la sefial de ocln por los de la proteina B-actina (~47 kDa), usada como control
de carga. La deteccion de oclIn se realizd bajo condiciones denaturantes y reductoras, en estas condiciones
se detectaron tres bandas de ~ 72, 62 y 53 kDa. Estas bandas han sido descritas en trabajos de otros
investigadores y corresponderian a: ocln fosforilada, ocln sin fosforilar y ocln proteolizada, respectivamente,
Figura 14 y 15A.

Figura 14. Patron electroforético
l\ para ocludina. Las 3 bandas

Proteina fosforilada (72 kDa) > detectadas’ con sus masas
Proteina sin fosforilar (65 kDa) > . ————— m0|ecu!ares de 72, 65 y _53 kDa,
respectivamente, se cuantificaron y
Producto de protedlisis (53 kDa) = L analizaron de manera separada. Cada

una se indica con las lineas
punteadas.

Para efectos de determinar los niveles relativos de proteina se midié la ocln total. Los niveles
relativos de ocln, en el grupo control, se encontraron dentro del rango de 0,18 a 3,11 con un promedio de
1,08 £ 1,15, mientras que en el grupo de pacientes SS, el rango fue de 0,02 a 2,60 con un promedio de
0,53 + 0,73. Al realizar la comparacion entre el grupo control y el grupo total de pacientes SS no se
encontrd cambios estadisticamente significativos (p=0,089), Figura 15B, no obstante los niveles proteicos
presentan dos tipos de sefiales en el grupo de pacientes SS, altos (P-Alto, carriles P1, P2, P3, P4, P8, P10,
P11, P12 y P14) y bajos niveles de ocln (B-bajos, carriles P5, P6, P7, P9, P13 y P15). Cuando se compard
cada uno de estos grupos de pacientes, por separado, con los controles, se encontrd que solo el grupo con
bajos niveles de ocln mostrd diferencias significativas (p=0,0008), Figura 15C.
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Figura 15. Deteccion y cuantificacion proteica de Ocludina. El analisis de proteinas mediante Western blot
se realizo utilizando alicuotas de 15 g del extracto de proteina total de GSL. Previamente estas proteinas
fueron resueltas en electroforesis en condiciones denaturantes y reductoras. Los carriles indicados con C
corresponden a los individuos controles y con P a pacientes SS. Se detectaron 3 bandas de 72, 62 y 53 kDa
correspondientes a: ocln fosforilada, ocln sin fosforilar y ocln proteolizada, y con 47 kDa la banda de B-actina,
empleada como control de carga. B, Analisis densitométrico de ocln total normalizada contra B-actina. La
evaluacion estadistica, tomando en cuenta las tres bandas no mostré diferencias en los niveles relativos de la
ocln, segun el test no paramétrico de Mann-Whitney (p = 0,089). C, Comparacién densitométrica de los niveles
relativos de la ocIn total entre pacientes SS con intensidad similares a los controles (P-Altos, carriles P1, P2, P3,
P4, P8, P10, P11, P12 y P14 ), no mostraron diferencias significativas (p=0,437) y con los pacientes SS con
intensidades no detectables (P-Bajos, carriles P5, P6, P7, P9, P13 y P15), mostraron una disminucion
significativa (p=0,0008).
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A diferencia de cldn-4 cuyos niveles de proteina estan aumentados en algunos pacientes, ocln
mostré una disminucién importante en los niveles de proteinas en los pacientes. Se observo una alta
dispersion de las intensidades en ambos grupos, siendo mayor en pacientes SS, por este motivo se buscd
una asociacion con parametros morfoldgicos, tales como: fibrosis, cantidad de parénquima y organizacion
acinar, y parametros clinicos como flujo salival, cintigrafia y niveles de anticuerpos Ro/La circulantes. Los
parametros morfolégicos se determinaron a través de una clasificacion visual mediante microscopia de luz
de secciones de GSL de controles y pacientes SS, y se ordend cada variable en forma ascendente (de
menos organizado a mas organizado, de menos parénquima a mas parénquima y de menor a mayor grado
de fibrosis), los parametros clinicos se obtuvierons de examenes de laboratorio. Los resultados para
controles y pacientes SS solo arrojaron una correlacién con la cantidad de parénquima (morfolégicos),
Figura 16. Los controles con mayores niveles de ocln son aquellos cuyas GSL presentaron un alto grado
de integridad morfolégica (carriles C1-C4 y 80% parénquima), mientras que los de menor intensidad
mostraron un grado moderado de alteraciones en el parénquima (50% parénquima). Asi, los pacientes con
mayor cantidad de parénquima conservado y menor cantidad de células inflamatorias mostraron niveles de
expresion de ocln similar a los controles (carriles P1-P4, P10, P14 y 50% parénquima), sin embargo los
que presentaron niveles bajos de expresion tenian menor cantidad de parénquima, mayor numero de
células inflamatorias y presencia de tejido fibroso (carriles P5-P9, P11, P13, P15y 20% parénquima). El
paciente P11 mostré soélo la banda proteolizada, sus GSL presentaron una alta cantidad de infiltrado,
moderada cantidad de parénquima con signos evidentes de alteracion.
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;Z?-“Flgura 16. Clasificacion morfologica
b T de GSL de individuos controles y
¥ 3,,* ;paclentes SS, seglin su porcentaje de
BC: - .}‘.‘a parénquima. Tincion  hematoxilina-
: m / “-eosina. En A, vista panoramica de una
“: ,.,{_ ;;-;;-vsecmon de glandulas salivales labiales
| rf Sl Ede individuo control, se observan detalles
S "'."' p— __ . morfologicos de una buena conservacion
fDe ¥ del parénquima y una leve infiltracion
linfocitaria, los ductos estan sefialados
con la letra (d). B, Seccion a mayor
ﬁaumento de otro individuo control, se
‘. observan acinos organizados por células
Hmucosas (m), semilunas de células
r"'-r" serosas (s). Todos los individuos
s controles presentaron una morfologia
que se caracteriza por una gran cantidad
. de células mucosas, lumenes poco
. = dilatados y una cantidad de parénquima
~_importante y se clasifico como con un
180% de parénquima. C y D, muestran
o' o j_'secciones de GSL de individuos

S controles y de pacientes SS, donde se
muestra una mayor cantldad de |nf|Itrado linfocitario, el parénquima remanente aparentemente conservado

pero una porcién ha sido remplazado por fibrosis. Estos individuos fueron clasificados con un 50% de
parénquima. En E y F, se muestran secciones de GSL de pacientes SS con un patrén morfoldgico de
mayor dafio glandular. E, muestra una zona con intensa infiltracion linfocitaria y F, muestra una zona
intensamente fibrosa.y atrofia acinar. Los pacientes SS con este patron morfolégico fueron clasificados con
un 20% de parénquima. Barras en A, C y E miden 70 um, en D y F miden 35 um y B mide 20 um.

4.5 Niveles de protedlisis de Ocludina

Considerando que un grupo de pacientes casi no presenta marca para ocln, decidimos evaluar el
grado de protedlisis de esta proteina. Para ello se cuantificé de manera separada la sefial de la proteina sin
fosforilar, la proteina fosforilada y también la razén de proteolisis de esta proteina (Figura 15). El analisis de

hizo de la siguiente manera:

1.0cludina fosforilada = Banda superior (72 kDa)
2. Ocludina sin fosforilar = Segunda banda (65 kDa)
3. Razdn de protedlisis =X (banda 72 kDa + banda 65 kDa) / Proteina total

Al examinar este analisis de cada banda por separado, los resultados son los siguientes:
Los niveles relativos de oclIn fosforilada, 72 kDa, en el grupo control, se encuentra en el rango de
0,009 a 0,23 con un promedio de 0,09 + 0,09, mientras que en el grupo de pacientes, el rango es de

0,0008 a 0,13 con un promedio de 0,03 £ 0,04. El analisis estadistico realizado a la muestra indicé que
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existe diferencia significativa entre ambos grupos, observandose una disminucion de ocln fosforilada en el
grupo de pacientes SS (p=0,034), Figura 17A. Los niveles relativos de ocln sin fosforilar, 65 kDa, en el
grupo control, se encuentra en el rango de 0,02 a 1,11 con un promedio de 0,37 + 0,43, mientras que en el
grupo de pacientes, el rango es de 0,002 a 0,41 con un promedio de 0,10 + 0,14. El analisis estadistico
realizado a la muestra, indic que no existe una diferencia significativa entre ambos grupos, con un valor
de p=0,06, considerando que existe un grupo de pacientes (P5-P9) que no presentan una banda visible,
Figura 17B. La razdn de protedlisis se encontro en el rango de 0,19 a 0,53 con un promedio de 0,35+ 0,11
en el grupo control, mientras que en el grupo de pacientes, el rango es de 0,05 a 0,58 con un promedio de
0,26 + 0,15. El andlisis estadistico realizado a la muestra indic que no existe una diferencia significativa

entre controles y pacientes SS (p=0,08), Figura 17C.
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C Figura 17. Evaluacion de los niveles
0 relativos de protedlisis de ocludina. En A,
g el niveles relativos de ocln fosforilada, la
2= 12] p=0,08 evaluacion estadistica mostro diferencias
5% estadisticas con una disminucion en el grupo de
] )
3 ¢ 08 pacientes, comparado con el grupo control,
£38 : =0,034. En B, nivel lativos d In si
89 o4l — p=0,034. En B, niveles relativos de ocln sin
8 c g fosforilar, la evaluacion estadistica no mostro
5 3 00- diferencias significativas entre ambos grupos,
N oa p=0,06. C, la raz6n de protedlisis para ocin del
o« ’ grupo de pacientes SS, en comparacion con los
-0,8 , , controles no muestra diferencias significativas,
Controles Pacientes p=0,08
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4.6 Niveles relativos de proteinas de ZO-1

Para determinar los niveles proteicos de ZO-1, se realizé inmunodeteccidn por Western blot a partir
de extracto de proteinas totales de glandula completa. Los niveles de proteina se expresaron en
magnitudes relativas, dividiendo los valores densitométricos de la sefial de ZO-1 por los de la proteina -
actina (~47 kDa), usada como control de carga. La deteccién de ZO-1 se realizd bajo condiciones
denaturantes y reductoras, en estas condiciones se detect6 dos bandas de ~ 235y 225 kDa. Estas bandas
han sido descritas como: ZO-1 a+ y a—, respectivamente. Las multiples bandas inferiores corresponderian

a ZO-1 proteolizada, Figuras 18 y 19A.

I ->Proteina Z0-1 o+ (235 kDa
j >Proteina Z0-1 a- (225 kDa

->Bandas productos de protedlisis (150kDa)

Figura 18. Patron electroforético para ZO-1. Se muestra las multiples bandas detectadas para ZO-1, en la
parte superior ZO-1 o+ y a-, con sus masas moleculares de 235 y 225 kDa respectivamente (marcadas cada
una con las lineas punteadas). En la parte inferior se observan varias bandas productos de protedlisis, bajo los
150 kDa (llave).

Los niveles relativos de ZO-1, en el grupo control, se encontraron dentro del rango de 0,05 a 1,73
con un promedio de 0,54 + 0,58, mientras que en el grupo de pacientes SS, el rango fue de 0,02 a 0,48
con un promedio de 0,13 + 0,14. Al analizar los niveles relativos de proteinas se encontraron diferencias
significativas entre el grupo total de pacientes y el grupo control (p=0,033), observandose una disminucién

importante en el grupo de pacientes SS, Figura 19B.
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Controles Pacientes
kDa C1 C3 C4 C12 C13 C14 C15 P1 P2 P3 P4 P5 P7 P8 P10 P11 P13 P15
25— - - 701
225/ s
47 ] I o —— - — —_— — - — - = = ——B-actina

B Figura 19. Detecciéon y cuantificacion proteica
relativa de ZO-1. A. El analisis de proteinas

30- mediante Western blot se realiz6 utilizando alicuotas

de 50 ug del extracto total de proteina de GSL.

251 p=0,033 Previamente estas proteinas fueron resueltas en

2,0 electroforesis en condiciones denaturantes 'y

reductoras. Los carriles indicados con C

corresponden a los individuos controles y con P a

pacientes SS. Se indica la banda de 235 y 225 kDa

correspondiente a la ZO-1 a+ y a- respectivamente,

1 y con 47 kDa, la banda de B-actina, empleada como
E control de carga. B, Analisis densitométrico de la

banda de ZO-1 normalizada contra B-actina. La
Controles Pacientes evaluacion  estadistica ~ mostr6  diferencias
significativas en los niveles relativos de ZO-1, segun

el test no paramétrico de Mann-Whitney (p=0,033), observandose un disminucidn en los niveles proteicos en
el grupo de pacientes SS versus controles.
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5. Localizacion subcelular de proteinas de UE en GSL de controles y pacientes SS

La localizacion subcelular toma real importancia cuando se estudia un complejo multiproteico,
permitiéndonos evaluar si los cambios observados en la expresion proteica modifican el patrén de
distribucion de las proteinas que componen las UE. Para determinar la localizacién subcelular de las
diferentes proteinas de UE en estudio, se realizd inmunodeteccion por inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica en corte de glandulas salivales labiales fijadas en paraformaldehido e incluidas en

parafina.

5.1 Localizacion subcelular de Claudina-4 en GSL de controles y pacientes SS

En la Figura 20A-C se muestra la localizacion de cldn-4 (café) en glandulas salivales labiales
provenientes de un individuo control. Esta proteina fue detectada por inmunohistoquimica, empleando
como anticuerpo primario el mismo utilizado en los Western blot y un anticuerpo secundario biotinilado. El

contraste nuclear se realiz6 con hematoxilina de Mayer. La linea discontinua roja delimita la estructura de
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acino mucoso, Figuras 20A y E, acino seroso, Figuras 20B y F, acino seromucoso, Figuras 20C y G, y

ducto, Figuras 20D y H. Esta proteina se detecta en controles en la zona apical de las respectivas células

presentando un patrdn discreto y punteado, solo en ductos la marca se observa con mayor intensidad; esta

localizacidn corresponde a la region donde se ubican las UE. Las microfotografias de las Figuras 20E-H,

corresponden a secciones de GSL de pacientes SS, mostrando las mismas estructuras sefialadas

anteriormente, y todas ellas tienen en comdn un aumento en inmunorreatividad y una marcada

redistribucién en la superficie basolateral en los acinos serosos. La mayor inmunorreactividad es mas

evidente en pacientes con mayor dafio acinar, Figura 20F y en ductos, Figura 20H, donde se observa una

notoria marca citoplasmatica. La intensidad de sefal detectada in situ se correlaciona con la encontrada

por Western blot. Los nucleos se observan de color azul.
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Figura 20. Localizacién subcelular de Claudina-4 en glandulas salivales labiales de controles y de
pacientes SS. Las secciones A-D corresponden a GSL de controles y E-H a pacientes SS. La linea
discontinua delimita el contorno de las respectivas estructuras. Las secciones A y E corresponden a acinos
mucosos, B y F a acinos serosos, C y G a acinos seromucosos, D y H a ductos. En los controles se observa,
en el polo apical, un punteo definido y discreto de cInd-4 en los distintas estructuras celulares, solo los ductos
(Figura D) presentan una marca mas intensa. En pacientes SS, los acinos mucosos muestran un patron de
inmunorreactividad similar al encontrado en los controles (Figura E y G), en cambio en los acinos serosos se
observa mayor intensidad de la sefial y una localizacién hacia la porcién basolateral (Figura F y G). Los ductos
muestran una marcada inmunorreactividad en la porcion apical que se extiende hacia todo el citoplasma
(Figura H). Barras: A, B, C, D, G 10 um y H 25 um. Las flechas indican las zonas con la marca mas
caracteristica de cada estructura.
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5.2 Localizacion subcelular de Claudina-3 en GSL de controles y pacientes SS

En secciones provenientes de GSL de individuos controles, Figuras 21A-D, la inmunofluorescencia

para cldn-3 (verde) muestra una localizacién definida puntiforme en la zona apical de las células acinares,

coincidente con la ubicacion de las UE, y similar a la inmunorreactividad observada para cldn-4. Los acinos

seromucosos presentan una disminucion en la porcion mucosa, Figura 21A. En pacientes SS, Figuras 21E-

H, los acinos mucosos presentan una localizacion equivalente a los controles, Figuras 21E y F. En los

acinos serosos, se observa un aumento evidente en la sefial de inmunofluorescencia en apical y en

basolateral, Figura 21G. Los ductos, muestran una localizacién conservada de cldn-3 en el polo apical, con

un aumento leve de la inmunorreactividad, al mismo tiempo se observa una débil marca citoplasmatica,

Figura 21H. Los nucleos se obsevan de color rojo.

Acino Seromucoso Acino Mucoso Acino Seroso

Figura 21. Localizacion subcelular de Claudina-3 en glandulas salivales labiales de controles y de
pacientes SS. Las secciones A-D corresponden a GSL de controles y E-F a pacientes SS. La marca en color
verde corresponde a la sefial emitida para cldn-3 y en rojo para los nicleos. En A, acino seromucoso que
muestra un punteo definido de cldn-3 en el polo apical de las células acinares. En B y C se muestra por
separado la porcién mucosa (m) y serosa (s), en ellas se puede ver mas nitidamente la localizacién y nivel de
expresion de esta proteina. En D se muestra la localizacién de cldn-3 en un ducto (d). En las GSL de pacientes
SS de E-H se observan varios patrones de expresion, en E una disminucion en la porcién mucosa comparada
con la serosa, en F una situacion similar al control, sin embargo en G se observa un cambio marcado en la
localizacién desde apical a zonas profundas tanto superficie lateral y basal, ademas de un aumento en la
inmunorreactividad, en H los ductos mantienen un patrén de localizacién parecido al control, pero un leve
aumento de la inmunorreactividad, ademas de marca citoplasmatica. Las flechas blancas indican las diferentes
zonas en donde se localiza cldn-3. Barras:en A, D, E,FyH 25 um,en B, Cy G 10 um.
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5.3 Localizacion subcelular de Ocludina en GSL de controles y pacientes SS

Continuando con el estudio de proteinas de membrana que componen las UE, se examiné la
localizacién de ocln en corte de GSL tanto para controles como de pacientes, la linea discontinua blanca
delimita la estructura de acino seroso, Figuras 22A, E, |, acino mucoso, Figuras 22B, F, J, acino
seromucoso, Figuras 22C, G, K, y ducto, Figuras 20D, H, L. En la Figuras 22A-D se muestra la
imnunorreactividad obtenida para ocln (verde) en controles, se destaca muy claramente la localizacion
discreta y puntiforme en la superficie apical de las células acinares, los acinos seromucosos no presentan
diferencias en la sefial de la porcion serosa y en la porcién mucosa. Los ductos, conservan una marca
inmunorreactiva muy definida en forma de puntos en la zona apical y la intensidad es equivalente tanto en
controles, como en pacientes, Figuras 22D-H y L. Los ndcleos se observan en rojo.

Si recordamos los resultados obtenidos por Western Blot para ocln, Figura 14, se puede observar
que hay un grupo de pacientes que presentan niveles proteicos de ocln total altos y otros muy bajos, casi
no detectables (15 g de proteinas totales por carril). Este mismo comportamiento puede observarse en las
ocho secciones provenientes de diferentes pacientes, Figuras 22E-L. En Figuras 22E-G, se observa cuatro
imagenes en donde la marca de ocln se localiza en la superficie apical de las células acinares,
manteniéndose la ubicacién y la intensidad de la reaccién como la observada en los controles. Sin
embargo, existe zonas en donde la inmunorreactividad para ocln esta disminuida, pero mantienen la

localizacion en el polo apical de las células serosas, mucosas y seromucosas, Figuras 22I-K.
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Acino Seroso Acino Mucoso Acino Seromucoso Ducto

Figura 22. Localizacion subcelular de Ocludina en glandulas salivales labiales de controles y de
pacientes SS. La marca en color verde corresponde a la sefial emitida para ocln y en rojo para los nucleos.
Las secciones A-D corresponden a GSL de controles y E-L a pacientes SS. Imagenes A-C corresponden a
acinos serosos, acinos mucosos y acinos semomucosos, respectivamente, en donde se observa un punteo
definido de ocln en el polo apical. En D, | 'y L, corresponden a los ductos, la inmunorreactividad se concentra en
la zona apical y no se observan diferencias entre los controles (D) y pacientes (I y L). Imagenes E-G, muestran
las sefiales obtenidas en pacientes donde la localizacién e intensidad para ocln son equivalentes a las
observadas en controles. Imagenes I-K, muestran las sefiales para ocln en pacientes, observandose una
localizacién conservada en la zona apical, con una disminucion importante en las intensidades. Las flechas
blancas indican la marca de ocIn. Barras:en A, C,H, Iy L 25 um,en B, D, F, Gy K15 um,en Ee | 10 um.
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5.4 Localizacion subcelular de ZO-1 en GSL de controles y pacientes SS

La proteina citoplasmatica ZO-1 es fundamental para obtener el patron polarizado de las células

acinares, ya que es ella quien se asocia a los filamentos de actina, por ello su localizacién subcelular

servira como un marcador de la integridad de las UE. Las secciones de A-D corresponden a cortes de GSL

provenientes de individuos controles, Figuras 23A-D, la inmunorreactividad para ZO-1 muestra una fuerte

marca hacia la zona apical en los acinos seromucosos (sm), serosos (s), y en ducto estriado (de), Figuras

23B, C y D, respectivamente. Los ductos (d), Figura 23A, también presentan marca en el polo apical que

difunde hacia el citoplasma. Todos los tipos celulares muestran marca en algunos nucleos. En pacientes

SS, Figuras 23E-H, muestran una sefial inmunorreactiva disminuida en el dominio apical de los acinos

MUCOSOS Yy Seromucosos, en comparacion con los controles, Figuras 23F, G y H, respectivamente.

El

patron de localizacion de ZO-1 en los ductos es similar que los controles, Figura 23E. La intensidad y el

numero de nucleos con ZO-1 es mayor que en los controles.
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Flgura 23. Localizacion subcelular de Z0-1 en GSL de controles y de pamentes $S. Las
secciones A-D corresponden a GSL de controles y E-H a pacientes SS. A y E muestran ductos
(d), donde se observa un punteo definido de ZO-1 en el polo apical y una sefial difusa en el
citoplasma y en algunos nucleos. En F y G se observan acinos mucosos (m), en By H se
muestran acinos seromucosos (sm), en C se muestra acino seroso (s) y en D se muestra un
ducto estriado (de). La inmunorreactividad se concentra preferentemente en la zona apical y
s6lo se perciben diferencias en la intensidad de la marca entre los controles y pacientes.
También se observa sefial en nucleos. La linea discontinua delimita el contorno de cada
estructura. Las flechas negras indican la marca para ZO-1 en controles y ductos de pacientes,
mientras las flechas verdes indican una menor intensidad en los acinos serosos y mucosos de
pacientes SS. Barrasen A, B,C,EyF 15 umyenD 10 um.
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DISCUSION

En esta memoria se determin6 si en GSL de pacientes con SS la pérdida de polaridad celular y la
desorganizacion del polo apical, se acompafian de una sobreexpresion y/o redistribucion de las proteinas
que constituyen las UE. Resultados previos obtenidos en GSL de pacientes con SS muestran haces
tranversales de fibras de colageno estromal, tanto en el lumen acinar, como en el espacio intercelular.
También se ha observado una desorganizacion de las microvellosidades en el polo apical de las células
acinares, region donde se encuentra la maquinaria secretora de estas células [13, 78]. La evaluacion de la
expresion génica, de un grupo importante de genes presentes en células acinares y ductales de GSL de
pacientes SS, mediante microarreglos de cDNA, mostré que cldn-4 se encontraba sobreexpresada no asi
otras proteinas de la familia de las claudinas (cldn-1, -3, -5, -10, -18 y -23) y ocIn.

Los antecedentes mencionados sustentan los estudios realizados en este trabajo. Se analizaron
los niveles de mRNA y de proteinas que componen el complejo macromolecular de UE y su localizacién en
las células acinares de GSL de pacientes con SS.

El andlisis estadistico de los niveles relativos de mRNA de cldn-4 a GADPH no arrojo diferencias
significativas entre controles y pacientes SS (p=0,052). La falta de significancia se explicaria por la alta
dispersion en los niveles de expresion de mRNA encontrada en el grupo de pacientes SS, cuyo rango fue
de 1,72 a 11,96, con un promedio de 7,09 + 3,28, este Ultimo es 3 veces mayor que los controles. Se debe
mencionar que 6/11 pacientes presentaron un valor superior al promedio y 5/11 un valor bajo el promedio.
Los pacientes con valores mayores al promedio de los controles presentaron una sobreexpresién de cldn-
4, corroborando los datos obtenidos por microarreglos de cDNA.

A la fecha, son muy escasos los trabajos sobre la regulacion de la expresion de proteinas de UE.
En células de cancer ovarico, se encontrd en la region promotora de cldn-4 dos sitios de union a Sp1, que
a pesar de ser necesaria, no es suficiente para regular su expresion. Por otra parte, se ha demostrado que
el promotor de cldn-4 es regulado por modificaciones epigénicas. En este contexto, células (OVCAR-5,
OVCAR-4 y BG-1) que presentan una sobreexpresién de cldn-4, exhiben bajos niveles de metilacion del
DNA y una alta acetilacion de histona H3 en la region promotora. Una relacion inversa ocurre en células
(UCI01, HEY y HOSE-B) que presentan una baja expresion de cldn-4, la cual esta precedida de una alta
metilacion del DNA y una baja acetilacién de la histona H3 [79]. Méas aun, los factores de transcripcion Snail
y Slug tienen accidn represora sobre la expresion de cldn-1, -3, -4, -7 y ocln [80, 81]. Estas evidencias nos
permiten postular que el promotor de cldn-4 en las GSL de pacientes SS podria estar sujeto a regulaciones

como las descritas.
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Los Western blot para cldn-4 mostraron una banda a los 22kDa, peso molecular esperado para
cldn-4 [82]. El andlisis densitométrico mostré un aumento estadisticamente significativo en los pacientes
SS en comparacion a los controles (p=0,04), al analizar el Western blot de esta proteina, Figura 11A, es
posible observar que algunas bandas poseen una menor movilidad electroforética, la cual ha sido descrita
por otros investigadores como cldn-4 fosforilada, en residuos de tirosina ubicados hacia el extremo C-
terminal. Un receptor de la familia de las efrinas que posee actividad tirosina kinasa, EphA2, cuando es
activado por su ligando, puede fosforilar a cldn-4 en el residuo de tirosina-208. Este procesamiento causa
una disminucion en la asociacion entre cldn-4 y ZO-1, impidiendo la integracién de cldn-4 a los sitios de
contacto célula-célula. El analisis del flujo paracelular en células MDCK revela que la activacién de EphA2
retrasa el ensamblaje de las UE, pero no afecta la integridad de las UE previamente estructuradas [83].
Una sobreexpresion de mRNA de EphA2 también fue encontrada en el andlisis de los microarreglos de
cDNA de GSL de pacientes SS. Si cldn-4 fuera sustrato de EphA2 en las GSL de los pacientes SS y hay
una mayor cantidad de esta quinasa, su fosforilacidén podria retardar el ensamblaje de las UE, situacion que
podria explicar la presencia de colagenos estromales en el lumen acinar. En los pacientes SS que
presentan una sobreexpresion de mRNA y de proteinas para cldn-4, podriamos postular que habria una
regulacion a nivel transcripcional y postranscripcional. No sabemos si esto ocurre por una mayor sintesis
de su mRNA o una mayor estabilidad de éste. Esta informacién no es posible de obtener
experimentalmente en seres humanos.

Los niveles de mRNA para ocln y ZO1 no fueron determinados por problemas técnicos. Los niveles
de mRNA para cldn-3, determinados por microarreglos de cDNA, son similares entre y pacientes SS, por
esta razon en esta memoria se emplearon como un control de referencia de los niveles de proteina de cldn-
4. Cldn-3 presentd una movilidad electroforética similar a cldn-4, una banda de aproximadamente de 22
kDa, como ha sido descrita en la literatura [82]. El analisis densitométrico de esta banda no mostro
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los pacientes SS (p=0,052),
corroborando los resultados obtenidos por microarreglos de c¢DNA. Sin embargo, ambos grupos
presentaron una dispersion de los niveles relativos de esta proteina, que se correlacioné con una
disminucion del parénquima glandular, por ejemplo las glandulas de los pacientes P6 y P10 conservan sélo
un 20% del parénquima. También se empled cldn-1 como control de expresién de cldn-4, ya que los
microarreglos de cDNA no mostraron diferencias de expresion de mRNA entre pacientes SS y controles,
obteniéndose una sola banda de 22 kDa. No obstante, el analisis estadistico mostr6 un aumento
significativo de esta proteina en los pacientes SS (p=0,023), a diferencia de lo obtenido en los
microarreglos de cDNA y tampoco mostraron correlacion con la cantidad de parénquima glandular. En

linfocitos de intestinos de ratén, se ha detectado la expresion mRNA y niveles de proteinas para ZO-1, JAM
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y ocln, los autores de este estudio postulan una probable accion de barrera entre los linfocitos y la célula
epitelial, el cual se desarrollaria como un mecanismo de defensa. Esta proposicién se fundamenta en
observaciones realizadas en colitis murinas, donde se encuentra aumentada la interaccion de células
epiteliales con células inflamatorias, ya que en esos tejidos inflamados hay una alteracion en las barreras
fisiolégicas [84]. Cuando la ldmina basal de los acinos y ductos de GSL de pacientes SS esta
desorganizada, se ha observado la invasion de linfocitos T CD4+ y T CD8+ y su interaccion con la célula
epitelial, fendomeno que ha sido interpretado como un mecanismo para la accion citotdxica del linfocito
sobre la célula epitelial [85]. ¢Podria cldn-1 mediar esta interaccion? En este trabajo no se detect6 la
localizacién subcelular de cldn-1, por lo que no se puede descartar si los niveles proteicos aumentados
podrian también ser aportados por las células inflamatorias. Sin embargo, cldn-3 y -4 so6lo fueron
localizadas en estructuras glandulares.

Para la proteina ocln, se obtuvo un patron de tres bandas, las dos primeras segun sus masas
moleculares aparentes, corresponderian a ocln fosforilada y ocln sin fosforilar; y un tercer producto, que por
su patron de migracion, podria corresponder a ocin proteolizada. Se ha descrito que ocln puede ser
degradada por caspasas en el dominio citoplasmatico C-terminal (aspartato 320), generando un fragmento
de 53 kDa y por MMPs probablemente en la primera asa extracelular [86]. En las GSL de estos pacientes
se ha demostrado la presencia y actividad de caspasa 3, MMP-2 y -9 [13, 14, 87]. Al analizar los niveles
totales de esta proteina, medida como la sumatoria de las tres bandas, no se obtuvo diferencias
significativas entre controles y pacientes (p=0,089). Sin embargo, los valores en pacientes SS mostraron
una alta dispersion, por esta razon se realiz un analisis, por separado, de los grupos con altos y bajos
niveles de ocln comparados con los niveles del grupo control. El grupo de bajos niveles de ocln, mostré una
diferencia muy significativa en relacion a los controles, a diferencia de los pacientes SS con altos niveles de
ocln que no mostraron diferencias respecto a los controles, Figura 15C. Al evaluar la intensidad de bandas
de ocln, paciente a paciente, se encontré una relacion directa con la cantidad de parénquima de sus
glédndulas, no asi con parametros clinicos (flujo salival, cintigrafia, autoanticuerpos) Figuras 15A y 16.
Ademas, se analizd por separado cada una de las bandas correspondiente a ocln fosforilada, ocln sin
fosforilar y la razon de protedlisis, encontrandose una disminucién sélo en la forma fosforilada. Ocln, es
blanco de varias proteinas quinasas, entre ellas, PKCCll un miembro de la familia de proteinas quinasas C
atipicas y caseina quinasa epsilon | (CKle), que ejercen su funcién en diferentes residuos en el tallo
citoplasmatico C-terminal de ocIn. En células MDCK, PKC fosforila a ocln en el residuo de serina 338 y su
activacion con ésteres de forbol inducen el reclutamiento hacia sitios de contacto célula-célula [88]. Cuando
disminuye el grado de fosforilaciones en los residuos de tirosina se observa un aumento de la

permeabilidad paracelular [89]. Evidencias contradictorias muestran que un aumento en la fosforilacion de
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este residuo produce una reduccion en la capacidad de union de oclin a las proteinas de andamio ZO-1, -2
y -3 [90]. Estas evidencias contradictorias no permiten postular cuales serian las consecuencias de una
menor fosforilacion de ocln en el ensamblaje de las UE en las GSL de pacientes SS. Sin embargo, un
antecedente que podria explicar la disminucion de ocln en algunos pacientes SS, es la regulaciéon hacia
abajo que ejercen citoquinas proinflamatorias, tales como TNF-a. e INF-y sobre el promotor de ocln, lo cual
ha sido demostrado en lineas celulares de intestino humano HT-29/B6 [69]. Los niveles de estas citoquinas
se encuentran elevados en GSL de pacientes SS y podrian influir en la expresion de ocln [6, 68, 91].

Para la proteina ZO-1 se obtuvo un patrén de multiples bandas, Figura 18, de acuerdo a sus
pesos moleculares descritos, solo las dos bandas superiores corresponderian a las isoformas o+ y
o— [92]. Al igual que ocln, ZO-1 puede ser producto de protedlisis tanto de caspasas, como de MMP, asi
las bandas observadas bajo los 150 kDa podrian corresponder a los fragmentos protedliticos generados
por accion de estas enzimas [86]. El andlisis estadistico mostrd una marcada disminucion de los niveles
relativos proteicos de ZO-1 en los pacientes SS en comparacion con los controles (p=0,033), Figura 19.
Z0-1, al igual que ocln, se ve afectada por los niveles de citoquinas proinflamatorias, asi lo demuestran
estudios realizados en células derivadas de epitelio intestinal humano, T84 y Caco-2, en donde TNF-a e
IFN-y afectan la funcion de barrera de las UE y disminuyen los niveles de ZO-1, provocando un aumento
de la permeabilidad y perturbacion en la organizacion de actina en la region apical de la célula [93, 70].

En sintesis, en las GSL de pacientes con SS se encontr6 una sobreexpresion de los niveles
relativos proteicos de cldn-4, cldn-1 y los de cldn-3 estaban aumentados, pero no significativamente. La
forma fosforilada de ocln, ocln total para algunos pacientes y ZO-1 se encontraron disminuidas. Estos
resultados sugieren fuertemente alteraciones en el ensamblaje de las UE de GSL de pacientes SS. No
obstante, ;,como podriamos interpretar los cambios en los niveles de expresion de las proteinas estudiadas
si no conocemos su localizacién subcelular?

Para analizar la localizacion subcelular de las distintas proteinas que componen las UE, se hizo la
deteccion por inmunofluorescencia/inmunohistoquimica de cldn-4, cldn-3, ocln y ZO-1, las cuales en
condiciones fisiologicas solo se localizan en el polo apical. Cldn y ocln organizan una red anastomosada
con puntos de fusidn, que se establecen entre membranas plasmaticas de células epiteliales vecinas. En
controles, Figura 20, cldn-4 se observé en la superficie apical de los acinos y ductos, similar como ha sido
descrita en glandulas salivales mayores [94]. En pacientes SS, la situacién cambi6é notoriamente en los
acinos serosos y ductos, no asi en los acinos mucosos, Figura 20F-H, en donde la localizacién de cldn-4
no se encontré exclusivamente en la superficie apical, sino también en basolateral, e incluso se detect6 en

el citoplasma de los ductos. Las cldn, y en particular cldn-4, se consideran un canal catidnico para sodio.
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En condiciones fisiologicas, el movimiento de Na* en el acino se produce desde el estroma a nivel
basal de las células acinares hacia el lumen a través de cldn, Figura 24, para luego ser reabsorbido a nivel
de los ductos [95]. No existen antecedentes sobre la vectorialidad de los canales que forman las cldn, pero
si su apertura fuera sélo dependiente de la concentracidn ionica, se podria esperar que el aumento en cldn-
4 detectado en acinos serosos y ductos pudiera movilizar mayor concentracion de iones sodio y ambas
estructuras ejercerian un efecto compensatorio. Asi, este proceso permitiria la formaciéon de saliva
hipotoénica, Figura 25. Postulamos que la redistribucion a basolateral podria generar un mayor numero de
interacciones célula-célula y probablemente ocurre para contrarrestar la disminucion de ocln y ZO-1.

La localizacién de cldn-3 mostré un patron similar a cldn-4, tanto en controles como en pacientes
SS, Figura 21, localizandose en el polo apical de las células acinares y ductales, con una redistribucion
hacia basolateral en los acinos serosos y ductos, pero manteniendo la localizacién en los acinos mucosos.
La activacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) en células MDCKII induce el
aumento en los niveles proteicos y redistribucién celular de cldn-1, -3, y -4, [96]. En GSL de pacientes SS,
se ha encontrado expresion de EGFR y EGF en acinos y ductos, especialmente en estos Ultimos en
relacion a un aumento de células inflamatorias [97]. El efecto autocrino de EGF sobre su receptor podria
estimular la reparacion de acinos y ductos, entre otros eventos, activando la interaccidn entre células a
través de cIns. En nuestro laboratorio también hemos encontrado que acinos y ductos conservan una cierta

capacidad proliferativa, probablemente en respuesta de la accion de este factor de crecimiento [98].
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LUMEN

Saliva primaria
Isoténica

(D cCanalesde Cl'y K* Z0-1
@ Vesiculas con proteinas —. Ocludina

@B Receptores adrenérgicos 3 Claudina-4

9 Receptores noradrenérgicos Claudina-1

Figura 24. Formacion de la saliva isotdnica en acinos.

1. En el polo basal de la célula acinar se produce el transporte transcelular del Cl-y el transporte activo secundario

de Na*

2. El CI- sale hacia el lumen mediante canales de cloro localizados en la membrana plasmatica apical, provocando
un potencial negativo en el lumen acinar, lo que gatilla la salida paracelular de Na* hacia el lumen a través de los
poros formados por claudinas (flecha roja).

3. El agua sigue al Na* y CI- por dsmosis.

4. En el polo basal, los receptores de acetilcolina y adrenérgicos, aumentan el Ca2* intracelular, induciendo la
apertura de los canales de Cl- en la membrana plasmatica apical. EI Ca2* también estimula la exocitosis de los
granulos de secrecion, los cuales contienen proteinas, glicoproteinas y mucinas.
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LUMEN

Saliva

D Canalesde CI, K"y Na*

0 zo+
=2 Ocludina

E Claudina-4
BB claudina-1

Figura 25. Formacion de la saliva hipotdnica en los ductos.
1. La saliva isoténica formada en los acinos pasa a los ductos, donde se reabsorbe Na*y CI, y se
transporta al lumen HCO3- y K*. Esta accién la realizan transportadores localizados en la membrana

plasmatica apical de las células ductales.

2. .La reabsorcién de Na* y Cl- es mayor que el transporte de los iones HCO3- y K+, asi la saliva a nivel
ductal es hipotonica, el agua no sigue al Na* y al Cl, ya que se ha reportado que el epitelio ductal es

relativamente impermeable al agua.
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A diferencia de cldn-3 y -4, la localizacién de ocln y ZO-1, tanto en controles, como en pacientes
SS fue similar, la diferencia entre ambos grupos fue que los pacientes SS mostraron una sefial disminuida,
lo que se observa en las Figuras 22 y 23. No obstante, un hallazgo interesante es la localizacién de ZO-1
en algunos nucleos de células acinares y ductales de individuos controles y pacientes SS, siendo mayor en
numero e intensidad en pacientes (comparar en Figura 23). La localizacion nuclear de ZO-1 ha sido
previamente reportada, ZO-1 presenta sefiales de localizacion nuclear (NLS) en el primer dominio PDZ y
en el dominio GUK [99]. En células MDCK y LC-PK crecidas en condiciones de subconfluencias se ha
demostrado la presencia de ZO-1 en nucleos, no asi cuando las células han alcanzado la confluencia,
estos investigadores postulan que la sefial de acumulacion nuclear de ZO-1 produce pérdida o reduccion
del contacto célula-célula, sugiriendo que la localizacion nuclear estaria inversamente relacionada con la
cantidad o madurez de los contactos celulares [51]. Otros estudios han mostrado que en células MDCK,
Z0-1 se asocia a ZONAB cuya accion inhibe la activacion del promotor de ErbB-2, el cual participa en
morfogénesis y diferenciacion celular [100]. La sobreexpresion de ZONAB y de ZO-1 forma un complejo
entre ambas proteinas y lo secuestra en las UE permitiendo la expresion de ErbB-2. La sobreexpresion de
Z01 estimula la actividad promotora en células subconfluentes, pero no afecta a células en confluencia.
Estos resultados sugieren que tanto ZO-1 como ZONAB participan en el sistema de sefiales de
diferenciacion y morfogénesis epitelial [101]. No hay estudios sobre ZONAB en GSL, y menos aun
provenientes de pacientes SS, por lo tanto dificilmente se pueden interpretar estos resultados a la luz de lo
ya publicado. A pesar de ello, los antecedentes sobre la confluencia de los cultivos celulares son
sugerentes en que la falta de ensamblaje de los contactos focales se relaciona con la presencia de ZO-1
en el nucleo. La funcion de ZO-1 a nivel nuclear es un tema interesante de estudiar, mas aun cuando
rompe paradigmas de antafio que proteinas que formaban parte de determinadas estructuras podrian
participar en otros procesos celulares. La biologia celular actual se ha enriquecido al descubrir la
versatilidad funcional de algunas proteinas, como el ejemplo descrito.

En resumen, los niveles relativos de mRNA para cldn-4, no presentaron diferencias significativas
entre pacientes SS y controles; sin embargo, los niveles relativos de proteina mostraron un marcado
aumento en pacientes SS, sugiriendo una regulacion a nivel post-transcripcional. Los niveles proteicos
relativos de cldn-3, fueron similares entre controles y pacientes con SS, mientras que cldn 1 se encontr6
sobreexpresada en pacientes. Estos resultados sugieren una regulacién diferencial en la expresién de las
claudinas estudiadas.

Los niveles relativos de proteina de ocln total, no presentaron diferencias significativas entre
pacientes SS y controles. Sin embargo, en el grupo de pacientes se detectaron dos subgrupos, uno con

niveles proteicos bajos, y otro con niveles proteicos altos. El andlisis estadistico de ambos grupos por
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separado, mostré diferencias significativas entre el grupo de pacientes con bajos niveles proteicos y el
grupo control, lo que se correlaciond con una baja cantidad de parénquima.

Al analizar los niveles proteicos de ocln sin fosforilar y ocln fosforilada, entre pacientes SS 'y
controles, sélo esta ultima mostré diferencias significativas, encontrandose una disminucion en pacientes
SS. La menor fosforilacion podria estar relacionada a una disminucién en la actividad de kinasas/aumento
en la actividad de fosfatasas. El péptido de ocln de menor masa molecular podria corresponder a un
producto de protedlisis por caspasa. Al analizar la razén de protedlisis entre pacientes y controles, no se
encontrd diferencias.

Los niveles relativos de proteina ZO-1, mostraron una marcada disminucién en pacientes SS
comparado con los controles, esta disminucién no podria relacionarse a los elevados niveles de citoquinas
proinflamatorias en GSL de pacientes SS, las cuales aumentan la expresion de ZO-1, sino mas bien a una
accién proteolitica de MMPs y caspasas. Estas dos familias de enzimas estdn aumentadas en GSL de
pacientes SS.

En pacientes SS, cldn-3 y cldn-4, se localizaron en la superficie apical de acinos y ductos, y a
diferencia de los controles, también se detectd en la superficie basolateral en acinos serosos, € incluso a
nivel citoplasmatico en ductos. La localizacion basolateral podria resultar de una redistribucion apico-
basolateral, o bien una destinacion directa a basolateral. El aumento en basal podria permitir la interaccion
de la célula epitelial con las células inflamatorias, especialmente a nivel de ductos, cuya proximidad ha sido
previamente demostrada. En otros epitelios con inflamacién, se ha demostrado que el aumento en cldn,
ocurre en células epiteliales y en células inflamatorias permitiendo su interaccidn. Se postula que esta
interaccidn tan particular, y poco ortodoxa, favoreceria el transito de células inflamatorias al lugar de dafio.

Para ocln y ZO-1, se observé una disminucion de la marca en los pacientes SS, concentrandose la
sefial en la porcion apical de los acinos, pero ademas ZO-1 mostré marca en nucleos. La localizacion
lateral de cldn-3 y -4, podria correlacionarse con un aumento en un material electron-denso entre la
superficie lateral de células acinares vecinas, ya que ocln y ZO-1 no fueron detectadas en la superficie
lateral. En la Figura 26, se muestra un esquema hipotético de la internalizacion que podrian sufrir cldn y
ocln por efectos de citoquinas, generando vacuolas hacia la zona apical [102], este mecanismo podria

asociarse a los resultadoe observados por microscopia electronica.
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Controles

% %dependiente de MLC CExpresién MLC

Magropinocitosis

{é} CINF-yy TNF-a

Pacientes SS

et o o Lamina basal (LB) organizada

Lamina basal (LB) desorganizada

\J Ezrina
%z Actina

8 Miosina

Z0-1
=2 Ocludina

E Claudina-4
I® ciaudina-1

Figura 26. Esquema hipotético de la desorganizacion de las Uniones Estrechas. TNF-a e INF-y
aumentan la actividad de la quinasa MLCK (quinasa de la cadena liviana de miosina Il), induciendo la
fosforilacion de MLC (cadena liviana de miosina Il), y estimulando la reorganizacion del citoesqueleto de
actina cortical, de esta forma se promueve la macropinocitosis. De esta forma, proteinas de unién a actina,
como ezrina y proteinas de Unién Estrecha, como cldn y ocln, se endocitarian. Asi, la funcion de barrera se
ve alterada debido a la internalizacion de sus principales componentes. Por otra parte, la desorganizacion de
la ldminal basal hace perder el anclaje de la célula acinar a ella, asi postulamos que la sobreexpresién de
clauina-1 y -4 y el aumento de claudina-3 actuarian como mecanismos compensatorios para aumentar la
interaccion célula-célula y evitar la muerte celular por desanclaje (anoikis). Adaptado desde chiba y cols [102]
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CONCLUSIONES

Las claudinas (-1, -3 y -4) se encuentran aumentadas en las GSL de pacientes SS, mientras que
ocludina y ZO-1 estan disminuidas. Estos resultados sugieren un mecanismo diferencial en la regulacion de

la expresidn y/o en la estabilidad de las diferentes proteinas que organizan Uniones Estrechas.

Ocludina y ZO-1 mantienen su localizacién apical, mientras que claudinas-3 y -4 se distribuyen en
apical y basolateral de células acinares serosas de GSL de pacientes SS. Los cambios en localizacion
observados para claudinas podrian ser interpretados como un mecanismo compensatorio para mantener

las interacciones célula-célula, las cuales estarian afectadas por la disminucion de ocludina y ZO-1.

Los cambios en la organizacion de las Uniones Estrechas podrian correlacionarse con la
hipofuncionalidad secretora que afecta a los pacientes SS, ya que ellas son fundamentales en la
organizacion del polo apical de células acinares. La alteracion de esta union podria dar cuenta de los
cambios previamente encontrados, tales como desorganizacion de las microvellosidades y cambios en

polaridad celular.

La sobreexpresion proteica de claudina-1y -4 y el aumento en claudina-3 en las GSL de pacientes,
muy probablemente, modifique la calidad de electrolitos presentes en la saliva. En particular, claudina-4 su
funcién como canal paracelular de Na+ ha sido bien estudiada en otros sistemas celulares. Asi, el aumento
de Na+ en saliva de pacientes SS, reportado por otros investigadores, podria ser explicado, en parte, por

nuestros resultados.
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