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RESUMEN

El sindrome de Sjégren (SS) es una enfermedad autoinmune, crénica, que afecta
principalmente a las glandulas salivales (GS) y lacrimales. Las células acinares de GS
presentan estrés de reticulo endoplasmico rugoso (RER) evidenciado por acumulacion
intracelular de mucinas (MUC1 y MUC?7), dilatacion de las cisternas de RER vy altos
niveles de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e IFN-y. Para atenuar el estrés de
RER, las células eucariontes activan la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) a
través de 3 transductores de membrana del RER: ATF6a, PERK e IRE1a. En pacientes
SS se ha observado disminucion en la activacion de la via IRE1a/XBP-1s, activacion de
la via PERK y aumento en la activacién de la via ATF6a, relacionada con un aumento
en la maquinaria de degradacién de proteinas asociada a RER (ERAD). Ademas, TNF-
a e IFN-y inducen estrés de RER en células de glandula submandibular humana (células
HSG), promoviendo un aumento en la expresién de MUC1 y reproduciendo los hallazgos
de la UPR encontrados en pacientes SS.

El acido tauroursodeoxicélico (TUDCA) es un derivado de un acido biliar
endoégeno que actua como chaperona quimica, contrarrestando el estrés de RER al
potenciar el plegamiento de las proteinas. Actualmente, TUDCA se esta usando en
pruebas clinicas de fase 2 en pacientes con diabetes tipo | para prevenir la enfermedad,
al disminuir el estrés de RER. Asi, su utilizacién en otras enfermedades autoinmunes tal
como el SS, eventualmente podria disminuir el estrés de RER producido por citoquinas
pro-inflamatorias. La hipétesis de este trabajo es que “TUDCA disminuye los niveles de
expresion de los marcadores de ERAD, SEL1L y EDEM1, y de la mucina MUC1,
inducidos por citoquinas pro-inflamatorias”. Asi, el objetivo de este trabajo es evaluar si
TUDCA disminuye la expresion de estos marcadores de ERAD y de MUC1 inducido por
citoquinas pro-inflamatorias en células HSG.

En este estudio se utilizé un cultivo de células HSG incubadas con TNF-a o IFN-
v, ¥ posteriormente tratadas con TUDCA. Se analizaron dos marcadores de la UPR
relacionados con ERAD, SEL1L y EDEM1, asi como también la mucina MUC1, todos
ellos aumentados en GS de pacientes SS, a través de gPCR, Western blot y/o
inmunofluorescencia.

Los resultados obtenidos mediante Western blot y gPCR muestran un aumento
significativo de los niveles proteicos y de transcritos respectivamente, de SEL1L y
EDEM?1 en células tratadas con citoquinas pro-inflamatorias. Por el contrario, se observo
una disminucién significativa en los niveles de transcritos y proteinas de ambas
moléculas en células co-incubadas con concentraciones crecientes de TUDCA,
sugiriendo una disminucion del estrés de RER. Al observar la localizacion de EDEM1 y
SEL1L, se observé un aumento en la intensidad de sefial cuando las células fueron
tratadas con citoquinas pro-inflamatorias o tunicamicina, sin embargo, la sefial disminuyé
al co-incubar con TUDCA. También se observaron distintos patrones de localizacion de
EDEM1 y SEL1L, siendo mas punteado en las células no tratadas o incubadas con
TUDCA, mientras que en células tratadas con citoquinas o tunicamicina se observé un
patron reticular que se distribuy6é por todo el citoplasma. Por otro lado, en células
aisladas la sefial inmunofluorescente se distribuyé por el citoplasma, mientras que en




celulas agrupadas se observo una sefial intensa en ias regiones de interaccién célula-
céiula.

En células HSG tratadas con citoquinas pro-inflamatorias, los niveles proteicos y
de transcritos de MUC1 aumentaron significativamente, y disminuyeron en presencia de
TUDCA, sin embargo no se alcanzaron los niveles basales. Por otro lado, las
concentraciones de citoquinas, funicamicina y TUDCA utilizadas en estos experimentos
no resultaron toxicas para las células HSG, ya que no hubo cambios en la viabilidad
celular al incubarlas con cada compuesto por separado. Interesantemente, se observé
una mayor viabilidad celular cuando TUDCA se co-incubd con alguna citoquina,

sugiriendo que TUDCA favoreceria mecanismos de sobrevida celular.

En conclusién, TUDCA es capaz de aliviar el estrés de RER inducide por
citoquinas pro-inflamatorias, al disminuir el aumento en componentes de ERAD vy la
acumulacion de MUC1 en células epiteliales de glandulas salivales.



INTRODUCCION

Aspectos generales sobre el sindrome de Sjégren

El sindrome de Sjogren (SS) es una enfermedad autoinmune, crénica, que se
caracteriza por una disfuncion de las glandulas exocrinas, principalmente las glandulas
salivales (GS) y lacrimales (Ferro et al., 2016). Esto resulta finalmente en sintomas de
sequedad oral y ocular, aunque manifestaciones sistémicas pueden encontrarse en un
30-40% de los pacientes (Bowman and Fisher, 2015). Este sindrome puede presentarse
aislado como SS primario (SSp) o asociado a otras enfermedades reumaticas como SS
secundario (SSs) (Bowman and Fisher, 2015).

Se ha reportado que la prevalencia del SS en la poblacién general es de 0,5-3%.
Sin embargo, esta informacion estaria subestimada dado que en estadios tempranos los
pacientes no presentan sintomas claros. Ademas, es una enfermedad multifacética y de
curso insidioso, factores que dificultan el correcto y temprano diagnéstico (Fernandez
Castro et al., 2016). Esta condicion se presenta mas frecuentemente en mujeres que en
hombres y principalmente entre los 50-60 afios. El caracter autoinmune de este sindrome
esta dado por la presencia de autoanticuerpos séricos en los pacientes con SS, tales
como anticuerpos anti-nucleares (ANA), anti-Ro/SSA, anti-LA/SSB y factor reumatoideo.
Sin embargo, muchos de estos anticuerpos también son detectados en otras
enfermedades autoinmunes tales como lupus eritematoso sistémico (LES) y artritis
reumatoide (Bowman and Fisher, 2015).

Aun no se conocen los mecanismos etiopatogénicos por los cuales se gatillaria
esta enfermedad, aunque se han descrito diversos elementos o factores que podrian
contribuir o incidir en su desarrollo. Respecto a las células implicadas, los linfocitos B
tendrian una gran relevancia en la patogenia del SS, ya que se ha observado
hiperactividad de linfocitos de sangre periférica y un 5% de los pacientes pueden
desarrollar linfomas (Bowman and Fisher, 2015). Un marcador para esta hiperactividad
de los linfocitos B son los niveles aumentados del factor de activaciéon de linfocitos B
(BAFF, del inglés B-cell activating factor). Ademas de las células B, otras células del
sistema inmune tendrian un importante rol en la patogenia, tales como células T, células
dendriticas y células natural killer. Sin embargo, existen numerosos estudios que dan
cuenta de la importancia de las células epiteliales de las GS (GS labiales humanas,
lineas celulares y ratones NOD, un modelo experimental que remeda algunas
caracteristicas de este sindrome) (Robinson et al., 1998). Los interferones de tipo | (a/B)
y tipo Il (y) también jugarian un importante rol en su patogenia.

Estudios genéticos han mostrado la existencia de genes candidatos
predisponentes en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, el nimero de genes es
variado y hasta el momento no existe ninguna asociacion directa. Los genes que se han
asociado con la enfermedad, son algunos haplotipos de la familia HLA (del inglés Human
leukocyte antigen) (Sun et al., 1998). Otros son IRF5 (del inglés Interferon Regulatory
Factor 5) que estaria involucrado en la induccion de interferones de tipo I, CXCRS5 (del
inglés Chemokine (C-X-C Motif) Receptor 5) receptor que guia a las células By T a los
ganglios linfaticos, STAT4 (del inglés Signal Transducer and Activator of Transcription 4)
factor de transcripcién requerido para la diferenciacion de células T CD4* virgenes a




células Th1 y en la produccion de IFNwy, y BAFF que promueve la sobrevida y
proliferencion de células B, entre ofros genes (Nezos and Mavragani, 2015). Aparte del
locus HLA, los ofros genes tendrian un débil o moderado efecto en la patogenia de la
enfermedad, ya que la mayoria de estos genes también estan involucrados en otras
enfermedades autoinmunes. Con lo cual estudios posteriores podrian centrarse en la
interacciones genéticas, epigenéticas y ambientales para tener mayor claridad de la
patogenia de! SS (Nezos and Mavragani, 2015) .

También habria una contribucién a la enfermedad de factores epigenéticos como
microRNAs (por ejemplo mir146a) que regulan la expresion de genes relacionados con
la respuesta inmune innata (Mavragani and Moutsopoulos, 2014). Ademas, en GS de
pacientes con SS se ha observado una’$obreexpresion de enzimas metilantes de novo
y de mantencion, probablemente como una respuesta compensatoria a la inadecuada
sobreexpresion de retroelementos enddégenos LINE-1 (Mavragani and Moutsopoulos,
2014). A su vez, factores ambientales como el estrés, los virus y alteraciones hormonales
también podrian favorecer el desarrollo de esta enfermedad (Mavragani and
Moutsopoulos, 2014).

Actualmente, el criterio de diagndstico mas utilizado en el SS es el Americano-
Europeo-2002 (Vitali et al., 2002), que se basa en la presencia de signos y sintomas de
sequedad ocular y oral. Este criterio considera seis puntos: I. Sintomas de sequedad
ocular, Il. Sintomas de sequedad bucal, lll. Signos de sequedad ocular, IV. Biopsia de
GS labial (GSL), V. Flujo salival y V1. Presencia de autoanticuerpos (SSA y SSB). Para
que un paciente sea diagnosticado con SSp no debe presentar otra enfermedad
autoinmune asociada y debe cumplir con 4 de los 6 parametros anteriores, siempre y
cuando la biopsia o la serologia sean positivas. La biopsia es positiva cuando se observa
sialoadenitis crénica focal con score de foco =1 por 4mm? de tejido glandular, donde un
foco esta definido como e} actimulc de mas de 50 células inflamatorias mononucleares
alrededor de un ducto. Actualmente el EULAR SS Disease Activity Index (ESSDAI) y el
EULAR Sjdgren’s syndrome patient-reported index (ESSPRI) también son usados como
criterios de inclusion y punto final para ensayos clinicos durante la evaluacion de terapias
para el 8S (Ferro et al,, 2016).

En cuanto al tratamiento para la cavidad oral y dientes, en pacientes con
sequedad oral, moderada o severa, pero con una funcién residual de las GS, se
recomienda el uso de agonistas muscarinicos orales (pilocarpina o cevimelina). Ademas,
se indica el uso de fluoruros tdpicos para prevenir las caries. En la sequedad ocular y ja
inflamacién de la superficie ocular, los farmacos anti-inflamatorios tépicos pueden ser
utiles en estos pacientes (Saraux et al., 2016). En el caso de una disfuncién de la
glandula de Meibomio, se incluyen en su uso terapéutico, las lagrimas artificiales con
componentes lipidicos, compresion y masajes calientes, azitromicina tépica, entre otros.
Sin embargo, otras manifestaciones del sindrome deben ser tratadas sistémicamente.
En Ia actualidad las terapias biolégicas son escasas y poco efectivas para este sindrome,
pero existen otras terapias bicldgicas que se estan evaluando actualmente anticuerpos
contra IL-6, CTLA4, CD40, BAFF, CD11a, receptor de linfotoxina B y PI3Kd (Saraux et
al., 2016).



Homeostasis en GSL de pacientes con SS

Las células acinares de las GSL de pacientes SS presentan pérdida de la
homeostasis celular dada por alteraciones en la polaridad celular, maquinaria exocitica,
secrecion de mucinas, entre muchas otras (Barrera et al., 2012; Ewert et al.,, 2010;
Goicovich et al., 2003; Sung et al., 2015). Algunos de estos cambios son indicadores de
alteraciones en organelos de la ruta secretora, en especial del reticulo endoplasmico
rugoso (RER), el cual es un organelo que esta muy desarrollado en las células acinares
de las GS (Gidalevitz et al., 2013). El RER esta involucrado en diversas funciones
celulares tales como sintesis, plegamiento y procesamiento de proteinas, y mantencion
de la homeostasis del Ca*? intracelular y del potencial de éxido-reduccion (Gidalevitz et
al., 2013). Alteraciones en la homeostasis del RER puede gatillar estrés de RER, que es
cuando proteinas desplegadas o mal plegadas se acumulan en el lumen de este
organelo (Gidalevitz et al., 2013). Las GSL de los pacientes con SS son susceptibles a
experimentar estrés de RER debido a la alta demanda de sintesis proteica y a la
complejidad estructural de sus productos de secrecién, como las mucinas. Cabe
destacar que en pacientes con SS se han observado distintas alteraciones relacionadas
a una condicion de estrés de RER: 1) dilatacién de las cisternas del RER (Goicovich et
al., 2003) (Figura 1A). 2) acumulacion intracelular de las mucinas MUC1 y MUC7
(Bahamondes et al., 2011; Castro et al.,, 2013; Sung et al., 2015), glicoproteinas que
presentan una alta complejidad estructural y que permiten la hidratacién de la mucosa
oral. MUC1 se localizé en la superficie apical de acinos serosos y ductos de GSL de
controles, mientras que en pacientes SS se distribuyé por todo el citoplasma. En
pacientes la sefial inmunofluorescente de MUC1 colocalizé con el marcador de RE
GRP78, también conocida como BiP (del inglés Binding immunoglobulin protein) (Figura
1B), sugiriendo acumulacion de esta mucina en el RER. 3) aumento en los niveles de
citoquinas pro-inflamatorias (Fox et al., 1994) y de los niveles de 6xido nitrico (NO)
(Caulfield et al., 2009; Konttinen et al., 1997). 4) alteraciones en la sefializacién de Ca*?
(Cardozo et al., 2005).
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Figura 1. Acumulacién de MUC1 y dilatacién de cisternas del RER en pacientes con SS. A)
GSL de un individuo control y un paciente con SS observada mediante MET. El RER en la célula
acinar de la GSL del paciente con SS se observa dilatado. B) En nuestro laboratorio se ha
observado un aumento significativo en los niveles de MUC1 en secciones de GSL determinados
por inmunofluorescencia y en extractos proteicos de GSL de pacientes con SS medidos por
Western blot (Imagen modificada de Oral Dis. 2015 Sep; 21 (6):730-8).



En varios tipos celulares, asi como en GS de pacientes con S8, se ha observado
que citoquinas como TNF-q, IL-1B, IL-6 e IFN-y pueden inducir estrés de RER (Cardozo
et al., 2005; Gade et al., 2012; Savic et al., 2014). Se postula que estas citoquinas pro-
inflamatorias inducirian la liberacién de Ca?* desde el RER y promoverian la acumulacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que finalmente interferiria con el plegamiento
de proteinas en el RER (Cardozo et al., 2005; Zhang and Kaufman, 2008). Asi, los altos
niveles de citoquinas, NO y alteraciones en la sefializacién de Ca*? descritas en
pacientes con SS podrian provocar la acumulacion de mucinas y la dilatacion de las
cisternas del RER observadas.

Respuesta a estrés de RE: UPR.

Frente a una condicion de estrés de RER las células activan un conjunto de vias
de sefalizacidn que se conoce como respuesta a proteinas mal plegadas (UPR del
inglés Unfolded protein response) (Figura 2), con el fin de resolver el problema de
plegamiento de proteinas y restablecer la homeostasis (Ron and Walter, 2007). En
células eucariontes, se han descrito tres vias de sefializacion en base a distintos
transductores de UPR presentes en la membrana del RER como son: ATF6 (del inglés
activating transcription factor 6), IRE1 (del inglés inosifol-requiring kinase 1) y PERK
(pancreatic ER elF2a kinase) (Hetz, 2012). A estos transductores de UPR, se les une
por su porcién luminal, una proteina chaperona del RE conocida como BiP/GRP78, la
cual inhibe su activacién y posterior sefializacion. También se postula que los mismos
transductores podrian sensar directamente a las proteinas mal plegadas o desplegadas
(Martino et al., 2013).

Una de las vias de UPR mas conservadas es IRE1, la cual es una proteina de
transmembrana de tipo |, que posee dominios quinasa y RNasa citosdlicos, ademas de
una regién N-terminal luminal {(Martino et al.,, 2013). En mamiferos IRE1 posee dos
isoformas a y B, siendo IRET1a de expresidn ubicua, mientras que IRE1B se expresa
principalmente en tejido gasiro-intestinal y en vias respiratorias. En condiciones de
estrés de RER, IRE1a forma complejos oligoméricos que lleva a la trans-
autofosforilacién de su regidén quinasa, activando al transductor. IRE1a fosforilado
(pIRE10a), realiza el splicing alternativo del mRNA XBP-1 {del inglés X-box binding protein
1), llevando a la expresion de XBP-1s. Este factor de transcripcién es capaz de inducir
la expresion de un conjunto de genes de UPR relacionados con la biosintesis de lipidos,
biogénesis del RER, control de calidad, plegamiento de proteinas, entre otras funciones,
en definitiva, contribuyendo a la adaptacion de células secretoras (Hetz et al., 2011).
IRE1a activado interactia con TRAF2 (del inglés fumoral necrosis factor receptor-
associated factor 2), lo que permite que se activen quinasas relacionadas con apoptosis
tales como ASK1 (del inglés Apoplosis signal-regulating kinase 1) y JNK (del inglés c-
Jun NH2-terminal Kinase) (Arshad et al., 2013). IRE1a también puede activar vias
inflamatorias al Interactuar con IKK (quinasa de IkBa), la cual fosforila a IkBa y hace que
disminuyan sus niveles. Esto produce que NF-kB no sea inhibido y pueda translocar al
ntcleo y cumplir su funcion como factor de transcripcion (Tam et al., 2012).

Otra via es PERK, que al igual que IRE1a es una proteina de transmembrana de
tipo | con un dominio quinasa citosélico y otro dominio N-terminal luminal. Cuando se
produce estrés de RER, BiP se disocia de PERK, permitiendo que éste se
autotransfosforile y active. PERK fosforilado (pPERK) fosforila a la subunidad a del factor
de iniciacidén de Ia traduccion eucaridtico (elF2a), inhibiendo de esto modo la traduccion




general de proteinas en el RER (Hetz et al., 2011). La fosforilacién de elF2a permite que
se induzca la expresion selectiva del mRNA de ATF4, que codifica para un factor de
transcripcion que permite la regulacion positiva de genes involucrados en la regulacién
de la apoptosis, metabolismo de aminoacidos, respuesta antioxidante y autofagia.
Ademas, PERK facilita la sintesis y movilizacién de ATF6 desde el RER al Golgi para la
protedlisis intermembrana (Teske et al., 2011).

Y por ultimo esta la via ATF6a, que es una glicoproteina de transmembrana de
tipo Il formada por 670 aminoacidos y un solo dominio transmembrana(Haze et al., 1999:
Li et al., 2000). En el dominio luminal, ATF6a humano tiene tres sitios de glicosilacion
(Hong et al., 2000). En ausencia de estrés de RER, ATF6a se encuentra retenido en el
RER, ya que BiP se une al dominio luminal de ATF6 y bloquea sus sefales de
localizacion en el aparato de Golgi. Sin embargo, en condiciones de estrés de RER, la
disociacién de BiP, permite que el sensor sea trasportado desde el RER a Golgi, donde
es procesado por dos proteasas (S1P y S2P) para liberar un fragmento citosélico N-
terminal que actia como factor de transcripcion (ATF6f). ATF6f induce la expresion de
genes relacionados con el plegamiento de proteinas y la degradacion de proteinas
asociada a RER (ERAD del inglés Endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation) (Ruggiano et al., 2014).

Estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado que en GS de
pacientes SS la via PERK se encuentra activa, que la activacion de la via ATF6 se
encuentra aumentada, mientras que la activacion de la via IRE1/XBP1 esta disminuida

(Fig. 2)
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Figura 2. Esquema de las tres vias de UPR y lo que se ha observado en pacientes con SS.
Para restablecer la homeostasis del RER frente a estrés, las células activan la UPR que consiste
en diferentes vias de sefializacién conducidas por los transductores IRE1, ATF6 y PERK,
localizados en la membrana del RER. Adaptada desde EMBO Rep. 2009 Nov; 10(11): 1206-
1210).




ERAD

ERAD es esencial tanto en condiciones fisioldgicas como patolégicas y considera
el reconocimiento, retrotraslocacién, ubiquitinacion y degradacion de sustratos ERAD en
el proteosoma 26S (Christianson and Ye, 2014; Vembar and Brodsky, 2008). La
remocién de proteinas mal plegadas desde el RER hacia el citosol, permite Ia
mantencién de la homeostasis celular. El reconocimiento de proteinas mal plegadas se
da cuando éstas exponen zonas hidrofobicas, interactuandoe asi con PDI, lectinas tales
como EDEM1 o con la misma chaperona BiP. Posteriormente, las protefnas son
retrotranslocadas y ubiquitinadas por E3 ubiquitina ligasas (Christianson and Ye, 2014;
Smith et al.,, 2011). La ubiquitinacion es esencial para Ia retrotrasiocacion y entrega del
sustrato al proteosoma, estando estos ltiimos dos procesos altamente acoplados
(Adhikari and Chen, 2009).

Tanto en levaduras como en mamiferos se han identificado una gran cantidad de
componentes que participan en ERAD, lo que dié lugar a una mejor comprension de esta
via y a toda la secuencia de acontecimientos que conduce a la degradacion de diversos
sustratos por ERAD (Ruggiano et al., 2014). En varios modelos se ha observado que la
especificidad de las proteinas E3 ligasas estaria determinada por la localizacién de la
zona mal plegada en el sustrato con respecto a la membrana del RER, existiendo los
siguientes tipos de sustratos ERAD: proteinas de membrana cuyo dominio mal plegado
estd en la cara citoplasmatica (sustratos ERAD-C), proteinas mal plegadas en su
dominio lumina! (sustratos ERAD-L); o proteinas mal plegadas en su dominio
intermembrana (sustratos ERAD-M) (Ruggiano et al., 2014). En mamiferos se ha
descrito un mayor nimero de protelnas que participan en ERAD respecto a levadura
tales como EDEMs (del inglés ERAD-enhancing mannosidase-like protein 1), 0S-9 (del
inglés Osteosarcoma 9), SEL1L (del inglés Suppressor Of Lin-12-Like Protein), Derlinas,
Ubc6 y 7, HRD1 (del inglés HMG-CoA reductase degradation 1), March6 (TEB4), gp78,
p97, Npl4 y Ufd1, entre ofras. Ademas, en mamiferos se ha observado que existen vias
alternativas de ERAD, evidenciando la complejidad de este proceso (Morito and Nagata,
2015)

El sistema ERAD se encarga de discriminar y segregar las proteinas mal
plegadas de las proteinas intermediarias en su proceso de plegamiento, proteinas que
estan siendo exportadas fuera del RER y de las proteinas que residen establemente en
el RER. Errores en este control de deteccion, pueden llevar a la acumulacién de
proteinas y afectar la funcién celular (Stevenson et al., 2016). La mayoria de las
proteinas de la ruta secretora estan N-glicosiladas, donde el ciclo calnexina y
calreticuling, juega un rol relevante en el control de calidad del plegamiento (Stevenson
et al, 2016). Uno de los potenciales candidatos encargados del reconocimiento de
glicoproteinas mal plegadas es EDEM1, aunque también EDEM2 y EDEM3 estarian
involucradas en este reconocimiento, pero de porciones especificas de las cadenas de
oligosacaridos. Por otra parte, EDEM1 forma un complejo con Erdj5, una reductasa del
RER que reduce los puentes disulfuro de las proteinas mal plegadas, extendiendo el
polipéptido, facilitando su retranslocacion a la membrana (Morito and Nagata, 2015).
Ofra lectina involucrada en el reconocimiento de sustratos ERAD es OS9, que reconoce
glicoproteinas con N-glicanos que han sufrido el recorte progresivo de los residuos de
manosa terminales. OS9 entrega el sustrato ERAD al complejo ubiquitina ligasa HRD1
embebido en la membrana a través de una interaccion directa con SEL1L (Morito and
Nagata, 2015). Por otra parte, los mecanismos por los cuales se degradan proteinas no




glicosiladas, son atin poco claros. Sin embargo, se ha observado que, EDEM1 puede
interactuar con proteinas no glicosiladas de una manera independiente de glicanos,
asociandose con calnexina y BiP. Otras lectinas que también podrian interactuar con
estas proteinas son, 0S-9 y XTP-3, las cuales se asocian con un complejo proteico,
involucrado en la ubiquitinacion de sustratos, retrotranslocacion y orientacion al
proteosoma. Ademas, se ha observado que algunos de estos sustratos de ERAD no
glicosilados, interactuarian con la chapeorna BiP, en lugar de calreticulina y calnexina, y
algunos de estos sustratos no glicosilados requieren de la proteina HERP, que esta
asociada a la maquinaria de ERAD (Shenkman et al., 2013).

La translocacion retrégrada de sustratos ERAD esta mediada por un supuesto
canal de importe de proteinas. Uno de los posibles candidatos que formarian este canal
es Derlin, el cual contribuye directamente al proceso de dislocacién de proteinas. Otro
candidato es HRD1, que se encarga de ubiquitinar los sustratos junto con las enzimas
de conjugacién a ubiquitina, Ubc6e/Ube2i1 y Ubc7/Ube2g. Otro posible candidato es el
complejo SecB1, el cual también tiene funcidn de translocacién, pero en el sentido
confrario, es decir desde el RER al citosol, Durante la dislocacion, los sustratos ERAD
son ubiquitinados en la base citosélica de la membrana del RER y son degradados por
el proteosoma citosdlico 26S. Es muy probable que el proceso de dislocacion y
ubiquitinacién ocurran simultaneamente. En el proceso de retrotranslocacion quienes
proveerian la fuerza impulsora serian la ATPasa p97/ VCP y los cofactores Npl4 y Ufd1
(Christianson and Ye, 2014; Morito and Nagata, 2015).

La ubiquitinacidn y des-ubiquitinacién, son muy importantes, ya que son
requeridas para la degradacion de muchas proteinas de vida corta. La ubiquitinacion, es
una modificacion post-traduccional, que se produce en el citosol y el nucleoplasma de
las células eucariontes. A grandes rasgos, el mecanismo de la ubiquitinacién consiste,
en la activacién de una ubiquitina por la enzima activante de ubiquitina (E1), en una
manera dependiente de ATP. Posteriormente, la ubiquitina es transferida a una cisteina
especifica de la enzima conjugante de ubiquitina (E2). Finalmente la proteina ubiguitina
ligasa (E3), confiere la especificidad al sustrato y reconoce la proteina que necesita ser
marcada y cataliza la transferencia de la ubiquitina a esta proteina (Popovic et al., 2014).
Dependiendo de la naturaleza de la marca de ubiquitina el sustrato puede sufrir distintos
procesos, esta especificidad estaria dada por la cadena de poli-Ub formada en ia
proteina blanco. Las cadenas de poli-Ub asociadas a K48 tipicamente destinan el
sustrato a degradacion proteosomal en el citosol, mientras que la modificacién de
proteinas con una unica Ub o cadenas de poli-Ub asociadas a K63 estan usualmente
involucradas en endocitosis, degradacion lisosomal, reparacion de DNA, activacion de
NF-kB o transduccion de sefales, entre otras (Adhikari and Chen, 2009). Por ofra parte,
la desubiquitinacién, permitiia la remodelacién constante de las cadenas
poliubiquitinadas sobre los sustratos, haciendo que el reconocimiento de los sustratos y
el transporte hacia el proteosoma sea mas selectivo y eficiente. Este proceso ocurre en
combinacién con las acciones de ubiquitinacidn. Es mas, procesos de ubiquitinacién y
desubiquitinacion, también se dan en la maquinaria ERAD, lo que podria asociarse a
una regulacién en la homeostasis celular y en la degradacion de los componentes de la
maquinaria, cuando no son requeridos (Lemus and Goder, 2014).




La maquinaria ERAD también ha sido utilizada por virus, dado que durante la
infeccion estos pueden secuestrar la maquinaria traduccional del huésped y saturar el
RER con proteinas virales, lo que puede causar estrés de RER. ERAD transporta
proteinas mal plegadas o desplegadas desde el RER al citosol para ser degradadas por
el proteosoma. Esta capacidad es aprovechada por los virus para degradar varios
factores del huésped y favorecer su propagacién. Ademas, los virus interfieren con
muchas de las diferentes etapas de maduracion y translocacion de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad 1, por degradacion de ERAD. De esta manera
eluden el sistema inmunolégico del huésped. En este secuestro de la maquinaria, los
virus utilizan la ATPasa p97 y utilizan ubiquitinas ligasas alternativas a HRD1, para que
el sistema ERAD del huésped no pueda degradar proteinas del patégeno (Morito and
Nagata, 2015). Aun asi el sistema ERAD se caracteriza por tener un rol antiviral y de
proteccién de patégenos, ya que la proteinas virales son los principales objetivos de
ERAD, pero aun asi los virus y bacterias han evolucionado para manipular ila UPR y
ERAD de los huéspedes, y asi optimizar su replicacién (Frabutt and Zheng, 20186).

ERAD tuning

ERAD tuning es un mecanismo postraduccional controlado por la carga de proteinas mal
plegadas en el RER vy la capacidad de ERAD. Cuando hay proteinas mal plegadas o
desplegadas en el lumen del RER, EDEM1 y OS9 contribuyen a la entrega de estas
proteinas a SEL1L y a la maquinaria de translocacion, HRD1. Posteriormente, esta
protelna es retfrotranslocada a través de la membrana del RER, poliubiquitinada y
degradada por el proteosoma. Por otro lado, cuando los componentes de ERAD no son
requeridos, es posible que la enzima E3 ubiquitina ligasa, poliubiquitine a los otros
componentes de la maquinaria ERAD, Esto provoca que la proteina HERP sea dirigida
hacia el proteosoma, mientras que SEL1L es segregada en regiones periféricas del RER
y/o en vesiculas conocidas como ERAD tuning o EDEMosomas asociada con los
factores EDEM1 y OS9, ademas de la proteina citosdlica LC3-l (Noack et al., 2014).LC3-
| es el precursor soluble de la proteina lipidica asociada a membrana LC3-ll. Durante la
macroautofagia, LC3-1 se convierte en LC3-Il. Curiosamente ERAD tfuning serfa una
nueva via, en la que LC3-1 tendria un rol independiente de la autofagia (Noack et al.,
2014).

UPR y ERAD en el SS.

En GSL de pacientes con SS hay un estrés constante (crdnico) (Sepllveda et al,
2015, manuscrito en revisién) y se ha encontrado acumulacion de MUC1 en el RER
(Castro et al, manuscrito en preparacion) y aiteracién en las vias de sefializacion de la
UPR. Respecto a la UPR se ha observado un aumento en la activacion de la via ATF6a
(Barrera et al., 2016), la disminucion en la activacion de la via IRE1a (Sep(ilveda y cols,
manuscrito en revision), y activacion del transductor PERK (Bahamondes y cols,
manuscrito en revision). Sin embargo, hay un aumento del factor de transcripcion ATF4
que se correlaciond con un aumento en parametros de sobrevida (Bahamondes y cols,
manuscrito en revision), sugiriendo la existencia de una condicion cronica de estrés de
RE (Wu et al., 2007; Zhang and Kaufman, 2008). Por otra parte, el aumento en la
activacién de la via ATF6a se relaciond con un aumento en la expresion de componentes
de la maquinaria ERAD tales como p97, SEL1IL, HERP, gp78, UBE2J1, UBE2G2 y
DERLIN1 (Barrera et al., 2016). También se report6é un aumento en los niveles proteicos
de EDEM1 que se correlacionaron con el aumento en los niveles proteicos de ATF6f
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(Barrera et al., 2016). El aumento de la activacion de la via ATF6a y de la maquinaria
ERAD se correlaciond con un aumento en la expresion de citoquinas pro-inflamatorias
en GSL de pacientes con SS. Las observaciones relacionadas con aumento en los
niveles de transcrito y proteina de MUC1 fueron reproducidas en cultivo de células de
glandula submandibular humana (células HSG) tratado con TNF-a e IFN-y (Castro y cols,
manuscrito en preparacién; Sung et al., 2015). Del mismo modo, las observaciones
relacionadas con la via ATF6a y ERAD fueron corroboradas en un cultivo de acinos en
3D de células HSG tratadas con TNF-a e IFN-y. En este modelo in vitro se observé un
aumento en la expresion y activacién del fransductor ATF6a y de componentes de la
maquinaria ERAD tales como EDEM1 y SEL1L bajo condiciones de estrés.

SEL1L, es una proteina adaptadora de una de las E3 ubiquitina ligasas de ERAD,
HRD1. Se ha descrito que tiene un rol relevante en la mantencion de la homeostasis en
el RER de mamiferos, en la traduccioén de proteinas y también en la sobrevida celular.
En ratones knockout heterocigoto para el gen SEL1L, disminuye la actividad de HRD1y
se activa una progresiva respuesta de la UPR. Es mas, su delecion en un estado
embrionario, resulta letal. (Sun et al., 2014). SEL1L es una proteina de transmembrana
de tipo |, que posee un largo dominio luminal que comprende 11 motivos repetidos tipo
SEL1L (SLR, del inglés Sel1-like repetead). También posee un dominio de fibronectina
tipo Il en el N-terminal y un solo dominio de transmembrana en el C-terminal. Estos 11
motivos de SLR, pueden ser agrupados en SLR-N (del motivo 1-4), SLR-M (del motivo
5-9}) y SLR-C (del motivo 10-11). Hay evidencia que el dominio luminal de SEL 1L, estaria
involucrado en el reconocimiento de sustratos o en la formacién de complejos con
chaperonas, mientras que el motive SLR-C seria el que interactuaria directamente con
el fragmento luminal de HRD1, en el lumen del RER (Jeong et al., 2016).

Por ofra parte, EDEM1 es crucial en la regulacién de ERAD, ya que reconoceria
sitios mal plegados tanto de proteinas glicosiladas como no glicosiladas y participaria en
ERAD de sustratos de membrana y de sustratos solubles (Olivari and Molinari, 2007;
Sokolowska et al., 2015). EDEM1, es parte de la familia glicosil hidrolasa 47, las cuales
estan involucradas en la eliminacién de glicoproteinas mal plegadas en el lumen del
RER. Posee un dominio de transmembrana y un dominio conservado de homologia de
manosidasas. El gen de EDEM1 en ratones es {ranscrito en 2 especies de mRNA de 2.4
y 6 kb, originados de distintos sitios de poliadenilacidén. Mientras que EDEM2 y EDEM3
han sido identificados por blsqueda en base de datos. Las tres son expresadas en
distintos 6rganos. Sin embargo, sus niveles de expresion son los que varian. La funcién
exacta de las proteinas EDEMs no esta clara, pero su scbreexpresion acelera la
liberacion de glicoproteinas mal plegadas desde el sistema de control de calidad
calnexina-calreticuling, para asi acelerar su degradacion. En cambio, la disminucién en
los niveles de expresion de EDEM1, produce que las proteinas nacientes escapen de
ERAD, si es que se pliegan antes de la hidrédlisis final por EDEM1 o EDEM3, lo que
finalmente compromete la capacidad secretora de ia célula (Olivari and Molinari, 2007;
Xu and Ng, 2015).
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Chaperona guimica: el acido tauroursodeoxicélico.

Tanto el estrés de RER como la UPR tienen un gran impacto en muiltiples
enfermedades metabdlicas en humanos. Las proteinas mal plegadas exponen
segmentos hidrofébicos, los cuales promueven la formacion de enlaces intermoleculares
y la posterior acumulacion de proteinas. Para evitar esta acumulacion, las células poseen
un sistema de contro! de calidad de proteinas. Uno de los principales participantes en
este sistema, son las chaperonas, que evitan la degradacién o agregacion de proteinas,
asegurando asi un correcto trafico y funcion de ia proteina. Frente a estrés de RER, la
UPR detiene Ia sintesis de proteinas, entre otras funciones y aumenta la produccién de
chaperonas, involucradas en el plegamiento de proteinas (Cortez and Sim, 2014). En
base a esto es de suma importancia evaluar esirategias terapéuticas que contrarresten
el esirés de RER. En este sentido existen chaperonas quimicas que son de bajo peso
molecular, las cuales se unen especificamente a las proteinas e inducen su
replegamiento o la estabilizacién, disminuyendo la agregacién de proteinas y
restaurando asi su funcion. Investigaciones recientes han demostrado que la utilizacién
de chaperonas quimicas exégenas puede disminuir el estrés de RER y actualmente
estan siendo utilizadas en tratamientos de trastornos metabdlicos asociados a estrés de
RER, tales como resistencia a la insulina y diabetes tipo 1 {(Engin et al., 2013). Entre
ellos, uno de los que es mas ampliamente utilizado es el 4cido tauroursodeoxicolico
(TUDCA) (Cortez and Sim, 2014).

Estudios previos han reportado que TUDCA (Figura 3A), un derivado de acido
biliar enddgeno y la forma taurina conjugada del acido ursodeoxicélico (UDCA), puede
actuar como chaperona quimica, disminuyendo significativamente el estrés de RER.
TUDCA es un acido biliar anfifilico al cual se le atribuyen junto a UDCA, un amplio efecto
terapéutico, entre ellos ser inhibidores de la apoptosis al interferir con la cascada de
sefalizacion de muerte celular en la mitocondria, inhibir la produccién de radicales de
oxigeno, reducir el esirés de RER y estabilizar la UPR (Vang et al., 2014).

En un modelo animal experimental de colestasis, se ha descrito que en una célula
normal, TUDCA ingresarfa al hepatocito mediante un co-fransportador de taurinas
llamado Ntcp (del inglés sodium taurocholate co-transporting polypeptide) (Beuers,
2006). También se ha descritc que TUDCA podria interactuar en el espacio extracelular
con una integrina B1, la cual activaria a las proteinas de sefializacion tirosina quinasa no
receptoras, FAK y Src. Estas quinasas activan rio abajo a las vias ERK1/2 y p38
respectivamente, las cuales incrementan la excrecion de acidos biliares mediante la
insercion canicular de Bsep (del inglés bile salt export pump) y a la bomba de exportacion
de conjugados Mrp2 (del inglés Multidrug resistance-associated protein 2). Los efectos
anti-colestasicos de TUDCA involucrarian una interacciéon con la proteina quinasa C
(cPKC}), a través de un mecanismo cooperativo con la proteina quinasa A (PKA), lo que
previene la endocitosis de los transportadores de acidos biliares inducidos por drogas
colestasicas (Roma et al., 2011) (Figura 3B).

TUDCA es capaz de inhibir la apoptosis de hepatocitos inducida por el &cido
glicoquenodesoxicdlico (GCDC), una sal biliar citotdxica endégena que induce apoptosis
a través de la activacion del receptor de muerte CD95, independiente del ligando. GCDC
gatilla la activacion de la NADPH oxidasa, produciendo especies reactivas de oxigeno
que permiten [a activacion de JNK. JNK es requerida para que CD95 intracelular se una
a EGFR (del inglés epidermal growih factor receptor). El complejo CD95/EGFR trafica
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hasta la membrana plasmatica, donde se forma el complejo DISC (del inglés death-
inducing signaling complex) al reclutar a FADD (del inglés Fas-associated death domain)
y caspasa 8. El efecto anti-apoptético de TUDCA estaria dado por dos vias, en una se
produce una rapida generacion de AMPc dependiente de la integrina B1 y una induccién
de la expresion de MPK-1 (del inglés Mitogen-activated protein kinase 1), dependiente
de PKA, que inhibe la activacion de las JNK inducidas por GCDC, lo que impide la
posterior asociacion de EGFR y CD85. La otra via involucra a la integrina 81 y la
fosforilacién de residuos de serina/treonina de CDS5 por parte de PKA, lo que impide
desencadenar la sefalizacion interna en CD85 (Sommerfeld et al., 2015). En cuitivos de
astrocitos, neuronas de rata y en hepatocitos, se ha observado que TUDCA inhibe la
permeabilizacién transitoria de la mitocondria, impidiendo la liberacion de citocromo c
(Fernandez-Sanchez et al., 2015). Ademas, también inhibiria a Bax, una proteina pro-
apoptética perteneciente a la familia Bel-2, que transloca desde el citosol a la membrana
mitocondrial y que conduce a la pérdida de! potencial de membrana y a la liberacion de
citocromo c¢. TUDCA fosforila a Bad, otro gen pro-apoptético perteneciente a ia familia
Bcl-2, a traves de la accién de PI3K (del inglés Phosphoinositide 3-kinase), una enzima
involucrada en crecimiento, proliferacion, diferenciacion, sobrevida celular y tréfico
intracelular. TUDCA a su vez activa la via Akt de sobrevida celular, disminuyendo la
expresién de Bad (Amaral et al., 2009). También se ha sugerido que TUDCA disminuiria
el estrés de RER al inhibir la activacidn de caspasa 12, caspasa involucrada en la
induccion de apoptosis frente a condiciones de estrés de RER o perturbaciones
nucleares y de las caspasas 3/7 que tienen un rol clave en la induccién de apoptosis y
de la caspasa 4, de la cual se desconoce su funcién, pero tendria un rol especifico en
inducir apoptosis (Adams, 2003; Amaral et al., 2009; Miller et al., 2007). Ademas, modula
los niveles de Ca*? intracelulares, inhibiendo asfi la funcién de calpainas, cisteina
proteasas dependientes de calcio que son activadas en varias condiciones apoptdticas
y necréticas (Fernandez Castro et al.,, 2016) (Figura 3C). En un modelo de ratas de
renopatia diabética inducida por estreptozotocina, TUDCA disminuye la expresién de
moléculas importantes en inflamacién y en respuesta inmune tales como ICAM-1, éxido
nitrico sintasa {(NOS), NF-«B, y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en
la retina. De esta manera, TUDCA contrarrestaria la inflamacién y protegeria a los vasos
retinales (Wang et al., 2016)
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Figura 3: Esquema de las vias de regulacion de TUDCA. A) Estructura de TUDCA, un &acido
biliar anfiflico que es la forma taurina conjugada de UDCA. Se encuentra presente
endogenamente en bajas cantidades en humanos. B) Regulaciéon de TUDCA en células de higado
normal o con coleostasis, TUDCA en ambos casos es capaz de estimular a la bomba de
exportacion de sales biliares Bsep y a la bomba de exportacién de conjugados Mrp2, TUDCA
ingresa a la célula por un co-transportador de taurocdlatos, Ntcp. En un hepatocito normal,
TUDCA interactia con una integrina la que posteriormente desencadena una cascada de
sefializaciones a partir de FAK y Src, lo que termina finalmente en la secrecién de acidos biliares
por parte de Bsep. En un hepatocito con coleostasis, TUDCA interactuaria directamente con
cPKC-a en cooperacion con PKA, revirtiendo la colestasis (Nature Clinical Practice
Gastroenterology & Hepatology (2006) 3, 318-328). C) En Retina, TUDCA disminuiria el estrés
de RE, debido a que es capaz de bloguear la activacion de calpainas que llevan a la apoptosis y
también de estabilizar a la membrana externa de la mitocondria, deteniendo de esta forma la
apoptosis mediada por caspasas (Molecules 2015, 20 (8), 13875-13893; doi:10.3390/molecules
200813875).
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TUDCA y UPR.

TUDCA, al tener una estructura anfifilica, previene eficazmente la agregacion de
proteinas no glicosiladas, ya que la porcién hidrofébica de TUDCA enmascara los
componentes hidréfobos de las proteinas denaturadas. A su vez suprime la agregacién
de proteinas al potenciar la actividad de otras chaperonas como a-cristalina; lo mismo
podria ocurrir con BiP (Song et al., 2011).

En estudios in vitro, en etapas de estrés agudo, se ha observadc que TUDCA es
capaz de inhibir la activacion de las vias de la UPR, al prevenir la formacion de los
respectivos factores de transcripcion de cada via y la union de éstos a los elementos
ERSE y UPRE en el promotor de BiP para su posterior induccion transcripcional (Berger
and Haller, 2011). Muchos de los efectos citoprotectores de TUDCA son atribuidos a 1)
reducir la formacion de especies reactivas de oxigeno, 2) la prevencion de la disfuncién
mitocondrial y 3) la inhibicion de la apoptosis (Cortez and Sim, 2014). En estudios
relacionados con obesidad, se ha observado que TUDCA es capaz de mejorar la funcion
del tejido adiposo, debido en parte, a la reduccion del estrés de RE, la estabilizacion de
la UPR, la mantencién de la autofagia de adipocitos e inhibicion de la adipogénesis (Vang
et al,, 2014).

En diabetes, muchos estudios han demostradoe la capacidad de TUDCA para
disminuir la hiperglicemia. Los altos niveles de glucosa causan esfrés de RER y una
autofagia defectuosa. Tratamientos con TUDCA redujeron el estrés de RER vy la
inflamacidn, aunque el defecto en la autofagia no fue totalmente revertido (Yoshizaki et
al., 2012). El estrés de RER contribuye también con Ia insensibilidad a la insulina. En
biopsias de pacientes obesos que fueron tratados con TUDCA por 4 semanas, se
observé un aumenté en un 30% de la sensibilidad a la insufina con respecto a los
controles. Ademas, TUDCA restaura la capacidad de los islotes y la secreciéon de
insulina, al disminuir el estrés. En islotes pancreaticos de cerdo, TUDCA también
aumento el contenido de ATP, lo que resulté beneficioso en la proteccion de los islotes
que son utilizados en transplantes (Vang et al., 2014).

Un ejemplo de cdmo la UPR disminuye bajo tratamiento con TUDCA, es lo que
ocurre en un modelo de hipertensién espontanea, donde se observd un aumento de la
expresion de BiP. Sin embargo, su expresion disminuyé cuando las células fueron
tratadas con TUDCA. Algo similar se observo con la activacion de las tres vias de UPR,
IRE1q, ATF6, PERK, y con la expresion de CHOP y elF2¢, las que aumentaron en las
arterias coronarias de hipertension esponténea y disminuyeron en presencia de TUDCA
(Choi et al., 2016). Otro ejemplo, en la formacion de una neointima, una cicatriz en el
tejido que se da en los vasos sanguineos y que puede ser resultado de una cirugia
vascular, produce la activacion de las tres vias de UPR, ademas de inflamacién. En un
modelo Knockdown para XBP-1*-, se encontré que la supresion de esta via de UPR,
aumenta el engrosamiento de la neointima y la respuesta proliferativa y migratoria de las
células musculares lisas de la arteria coronaria. Al utilizar TUDCA y 4-PBA (del inglés 4-
phenyibutyrate), una sal de acido graso aromético que posee propiedades similares a
TUDCA (Kolb et al., 2015), disminuyé el radio de lesion de la intima, ademas de Ia
reduccién en los marcadores de estrés de RER {Ishimura et al., 2014).
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En otro estudio se observd que TUDCA previene la agregacion de albumina de suero
bovine inducido por el agente reductor ditiotreitol (DTT), es decir, estabiliza las proteinas
desplegadas y reduce la agregacion de proteinas inducida por estrés en células HepG2
(Gani et al., 2015). Sin embargo, a diferencia de otros estudios también se ha observado
que promueve la activacion de PERK en células HepG2 tratadas con tunicamicina o UV.
PERK activado promueve la fosforilacion de elF2-q, atentia la traduccién de proteinas e
induce la transcripcién de chaperonas. Estos eventos reducen la carga del RER, para
plegar las proteinas y fa disminucidn de la traduccién puede resultar en la supervivencia
celular (Gani et al., 2015).

Considerando todos los antecedentes mencionados, el objetivo de este estudio
fue evaluar si TUDCA disminuye la expresion de los marcadores de ERAD, SEL1L y
EDEM1, y MUC1 inducido por citoquinas pro-inflamatorias en células HSG. Hay que
considerar que el aumento en ERAD es un reflejo de una condicion cronica de estrés de
RER como ha sido observado previamente (Barrera et al., 2016) y que la disminucién de
estas dos moléculas seria un reflejo de una condicién basal de estrés de RER. Para ello
se utilizé cultivos de células HSG estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias y
posteriormente co-incubadas con concentraciones crecientes de TUDCA. Se estimuld
con citoquinas pro-inflamatorias TNF-a o {FN-y, dado que estas citoquinas inducen
estrés y reproducen la mayoria de los cambios relacionados con estrés de RER y UPR
observados en GSL de pacientes con SS (Barrera et al., 2016). Se determiné los niveles
de transcritos y de proteinas de dos marcadores de UPR relacionados con la maquinaria
ERAD que son SEL1L y EDEM1, las que aumentan con la estimulacidn con estas
citoquinas. Se espera que la administracion de TUDCA disminuya el estrés de RER
producido por las citoquinas en cultivo de células HSG en 2D, Ademas, se observd si
TUDCA es capaz de disminuir los niveles de transcrito y proteina de MUC1, una mucina
de transmembrana presente en las GS que se acumula en pacientes con SS. A su vez
se determiné la localizacién subcelular de las proteinas SEL1L y EDEM1 en los cultivos
de células HSG en 2D por inmunofluorescencia.
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HIPOTESIS

TUDCA disminuye los niveles de los marcadores de ERAD, SEL1L y EDEM1, y de la
mucina MUC1, inducidos por citoquinas pro-inflamatorias en células HSG.

OBJETIVOS
Objetivo General:

-Evaluar si TUDCA disminuye la expresion de SEL1L, EDEM1 y MUC1 inducida por
citoquinas pro-inflamatorias en células HGS.

Objetivos especificos:

En células HSG estimuladas con TNF-a o IFN-y en presencia o ausencia de TUDCA se
procedio a:

1. -Determinar los niveles de transcritos y proteinas de los marcadores de ERAD, SEL1L
y EDEM1.

2. - Determinar los niveles de transcrito y proteina de MUC1.

3. - Determinar la localizacion subcelular de las proteinas SEL1L y EDEMA1.
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MATERIALES Y METODOS
I.Materiales

Sales y reactivos

La totalidad de las sales, solventes organicos y reactivos generales utilizados
fueron adquiridos en las empresas Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EEUU), Merck
(Darmstadt, Germany), BioRad Laboratories (Hercules, CA, EEUU) y US Biological
(Swampscott, MA, EEUU). La membrana de nitrocelulosa es de BioRad Laboratories
(Hercules, CA, EEUU). Los reactivos de quimiluminiscencia “SuperSignal® West Pico
Chemiluminscent substrate” y “SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity
Substrate” son de Thermo Scientific (Rockford, IL, EEUU). El medio de cultivo DMEM:
Ham's F12 (1:1) (DMEM-F-12) y el PBS pH 7,2 sin CaCl2 ni MgCI2 son de Gibco, Life
Technologies (Carlsbad, CA, EEUU). El suero fetal caracterizado es de Hyclone (South
Logan, UT, EEUU). Las soluciones de penicilina-estreptomicina (penicilina 10.000 U/mL
y estreptomicina 10 mg/mL) y tripsina/EDTA 0,05% v/v son de Biological Industries
(Kibbutz Beit Haemek, Israel). Las placas para cultivo celular son de BD Falcon (San
Jose, CA, EEUU).). Las placas de 35 mm con fondo de vidrio “Glass Bottom Microwell
Dishes” son de MatTek Corporation (Ashland, MA, EEUU). Las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-a e IFN-y son de BioLegend (San Diego, CA, EEUU). EI kit para
extraccion de RNA “RNeasy Mini kitr y la DNAsa | son de Qiagen (Valencia, CA, EEUU).
El Cocktail de inhibidores de proteasas ‘complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets” es de Roche Applied Science (Indianapolis, IN, USA). La parafina
Histosec es de Merck Millipore (Darmstadt, Alemania). Hoechst 33342 es de Life
Technologies (Eugene, OR, EEUU). Las enzimas RNAsa out (recombinant
ribonuclease inhibitor) y la transcriptasa reversa Super Script Il junto con el
amortiguador 5X y DTT 0,1 M son de InvitrogenTM de Life Technologies (Carlsbad,
California, EEUU). Los oligo (dT), random primers, agua libre de nucleasas, dNTPs y el
kit para el ensayo de viabilidad MTS® son de Promega (Madison, WI, EEUU). El kit
Brilliant® Il Sybr® Green QPCR Master Mix es de Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, EEUU). TUDCA es de Calbiochem (Darmstadt, Germany). y Tunicamicina es de
Sigma Aldrich (EEUU).

2. Partidores

Para las reacciones de PCR en tiempo real se disefiaron partidores para cada
gen en estudio (Tabla 1), considerando que fueran especificos, que no formaran
estructuras secundarias ni dimeros (Integrated DNA Technologies, Fermelo SA). Se
utilizaron las secuencias de los genes disponibles en el banco de genes (GenBank,
NCBI, NIH) y se disefiaron los partidores utilizando el programa AmplifX 1.4 (Institut Jean
Roche, Francia).

3. Anticuerpos
Los anticuerpos utilizados se indican en la Tabla 2, donde se entregan los datos

correspondientes a la especie de procedencia, inmundégeno y la aplicacion en la cual se
utilizaron. Los anticuerpos son de las empresas: MP Biomedicals (Santa Ana, CA,
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EEUU), Abcam (Cambridge, MA, EEUU), Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA,
EEUU), Novus Biologicals, LLC. (Littleton, CO, EEUU), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EEUU), Enzo Life Sciences, Inc. (Farmingdate, NY, EEUU), Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Santa Cruz, CA, EEUU), Molecular Probes Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU) y
Thermo Scientific (Rockford, IL, EEUU). Uno de los anticuerpos contra EDEM1 es un
anticuerpo policlonal no comercial generosamente donado por la Dra. Stefana-Maria
Petrescu (Institute of Biochemistry of Romanian Academy, Bucharest, Rumania). Uno de
los anticuerpos contra SEL1L es no comercial, generosamente donado por la Dra. Ida
Biunno (ISENET Stem Celf Bank, Milan 20138, ltaly).

Tabla 1. Secuencias de partidores utilizados

Genes

N° Acceso

Secuencia

Producto
{pb)

EDEM1

NM_014674.2

F: 5-CATGGACTGTGCACGTGACACTTA-3
R: 5-GAAACAAGGCCCTCAGATTGCACA-3

180

SEL1L

NM_005065.5
NM_001244984.1

F: 5-CCATTGAAGGCACAGCACAT-3
R: §~AAGCCCCACTTTTCATCTGC-3'

151

MUC1*

NM_001204290.1
NM_001204294.1
NM_001044393.2
NM_001044390.2
NM_001044391.2
NM_001018017.2
NM_001204293.1
NM_002456.5

NM_001204285.1
NM_001204289.1
NM_001204291.1
NM_001204292.1
NM_001204296.1
NM_001044392.2
NM_001204295.1
NM_001204288.1
NM_001018016.2
NM_001204297.1

NM_001204287.1
NM_001204286.1

F:: §-GCCACTTCTGCCAACTTGTA-3'
R: 5-TGAGCTTCCACACACTGAGA-3'

202

MUC1/SEC

M&1170.2

F: 5'-CTGATGCCAGTAGCACTCACCATA-3'
R: 5-TGGGGAAGGAAAGGCCGATACTCA-3

219

h185

INM_022551.2

F: 5'-GATATGCTCATGTGGTGTTG-3'
R: 5-AATCTTCTTCAGTCGCTCCA-3’

238
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios. Listado de anticuerpos usados y sus condiciones de incubacion

T

A 11003 (546)

" Anticuerpo u..m:,.mzo | Origen | E__zoa: Y., o _:3—_:8@:0 e § " e miuwwmm. _zocumo_o: }
* LE e vBloqueo  * ;- « L L R
>==.mcm§ vo_a_o_._m_ Conejo | WB: 1:3001F: Eoﬁm_:m m_um_s,_ oosu_mnm n_m ratén | Donacion Dra. WHB: 2 _,_ TA
1:150 Petrescu, IF: 22h, 4°C
Bloqueo: 8% Rumania
Anti-SEL1L, menoclonal Ratoén WB: 1:2000 SEL1L humana recombinante Enzo Life Sciences, | WB: 2 h, TA
(clon MSel1), 1gG1 Blogueo: 5% Inc., ALX-804-579
Anti-SEL1L, monocional | Ratén fF: 1:300 SEL1L humana recombinante Donacién Dra. Ida | IF: 22 h, 4°C
Blogueo: 10% Biunno, ltalia
Anti-MUC1, monoclonal Raton | WB: 1:10 Epitope DTR del dominio glicosilado Dra. Dallas WB: 20 h,4°C
(LICRLonM8), 1gG1 Bloquec 5% de MUC1 Swallow
Anti-PDI, monoclonal Ratdn IF: 1:200 Péptido sintético correspondiente ala | Enzo Life Sciences, | IF: 22h, 4°C
{clon 1D3}, 1gG1 Blogueo: 10% | secuencia C-terminal de PDI de rata Inc., ADI-SPA-891
Anti-Sintaxina 4 Raton IF: 1:100 Sintaxina 4 humana aa 1-280 BD Biosciences, IF: 22h, 4°C
monoclonal, clon 49, Bloqueo: 10% San José, CA, USA
isotopo lgG1
Anti-p62, monoclonal Ratén IF: 1:100 Proteina recombinante de longitud Abcam, USA IF: 22h, 4°C
isotopo 19gG2a Bloqueo: 10% | completa, correspondiente a los
aminoacidos 1-441 de p62 humana
Anti-B-actina, monoclonal | Ratén WB:1:10.000 | Actina de molleja de pollo MP Biomedicals, WB: 30 min, TA.
{clon C4) _w"on:mon b5 69100
Anticuerpo Secundario Enipresa .: ., T |.Origen . <" " < Dilucién.
Anti-lgG (H+L) conejo conjugado a nm_.oxammm am Pierce® de qsm_,ao mo_ma_ﬁ o 31462 Cabra WB: 1:10.000
rébano picante (HRP)
Anti-lgG (H+L) ratén conjugado a peroxidasa de Pierce® de Thermo Scientific, 31432 | Cabra WB: 1:10.000
rébano picante (HRP)
Anti-IgG (H+L) conejo-Alexa fiuor (488-546) Molecular Probes®, A-11008 (488)y | Cabra IF: 1:200-1:100
A-11010 (546)
Anti-lgG (H+L) ratén- Alexa fluor (488-546) Molecular Probes®, A-11001 (488) y Cabra IF: 1:200-1:100
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il Métodos
1. Cultivo de células HSG en dos dimensiones (2D)

La linea celular de glandula submandibular humana (HSG) fue gentiimente
donada por el Profesor Dr. Bruce Baum (NIDCR, NIH, Bethesda, MD, USA). Las células
HSG son de origen epitelial, transformadas y aisladas desde células ductales
intercalares de una glandula submandibular humana irradiada {Sato. M. et.al. 1985). Las
células se cultivaron a 37°C y 5% CO,, en medio de cultivo DMEM F-12 suplementado
con 5% viv de suero fetal bovino, penicilina 10.000 U/mL y estreptomicina 10 mg/mL.
Las células se cosecharon usando tripsina/EDTA 0,25% v/v y se suspendieron en medio
de cultivo con 5% SFB viv. Las células (2X10° células/pocillo) se sembraron en placas
de seis pocillos. Después de 24 h, las células HSG se lavaron tres veces con PBS y se
privaron de suero por 24 h para inducir diferenciacion funcional. La eficacia de esta
estrategia ha sido corroborada en nuestro laboratorio (Barrera et al., 2018; Barrera et al.,
2015). Luego de 24 h de privacién, las células se sometieron a diferentes condiciones
experimentales,

2. Tratamientos

El efecto del medio ambiente inflamatorio en la induccién de proteinas que
participan en ERAD se evalud en células HSG estimuladas separadamente con TNF-q,
IFN-y o tunicamicina. Para ello células HSG 2D privadas de suero por 24 h se incubaron
con 10 ng/mL de TNF-a o IFN-y 0 100 ng/mL de tunicamicina en medio sin suero por 24
h, También se probaron estimulaciones por 8 h, luego de las cuales se co-incubd con
TUDCA (50, 100, 150, 250 o 500 uM) hasta completar 24 h. Posteriormente, las células
se procesaron para extraer RNA, proteinas, realizar inmunofluorescencia o ensayos de
viabilidad como se describe mas abajo.

3. Determinacién de los niveles de transcritos por PCR en tiempo real
3.1. Extraccion de RNA total

La extraccién de RNA total se realizé empleando el método de extraccién por
afinidad en columnas de silica gel RNeasy (RNeasy mini kit) acoplado a la digestién de
DNA gendmico, segtin las indicaciones del fabricante (Qiagen).

La extraccion de RNA total a partir de células HSG {crecidas en placas de 6
pocillos) se realizé con 600 yl de amortiguador de lisis RLT con B-mercaptoetanol al 1%
viv, luego de lavar dos veces con PBS. El volumen total de homogeneizado se paso
cinco veces por una jeringa de tuberculina. Ellisado se centrifugd durante 2 min a 12.000
rpm (Centrifuge 5415 C, radio 7,3 cm, Eppendorf, EEUU). Al sobrenadante obtenido se
le agregd 700 wl de etanol al 70% con el objeto de aumentar la afinidad y favorecer la
unién selectiva def RNA a la columna de afinidad. La mezcla se deposité en columnas
de afinidad RNeasy y centrifugd durante 15 s a 12.000 rpm. El RNA unido a Ja membrana
de silica se lavé con 350 pl. de amortiguador RW1 (RNeasy Mini Kit, composicion
protegida por patente N° 5.234.809), centrifugando durante 15 s a 12.000 rpm. Para
eliminar el DNA genémico, se realizé un tratamiento con DNAsa, para ello se adiciond
80 pL de una mezcla de digestion que contiene 10 uL de DNasa ! mas 70 L de
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amortiguador RDD (presente en el set de la DNAsa 1). La mezcla de digestién se agregd
en el centro de la membrana y se incubé durante 45 min a temperatura ambiente. A
continuacion, la membrana se lavd con 350 pL de amortiguador RW1 y se centrifugo
durante 15 s a 12.000 rpm, descartando el eluido. Luego se realizé un lavado con 500
HL de amortiguador RPE (RNeasy Mini Kit, composicién protegida por patente No.
5.234.809) con etanol al 70%, centrifugando a 12.000 rpm durante 2 min. Finalmente, el
RNA se eluyé con 30 pL de agua libre de nucleasas. La concentracion y pureza del RNA
se determind midiendo la absorbancia de cada muestra (dilucion 1:200) a 260 y 280 nm
y calcutando Ia relacion 260/280. Todas las muestras que se utilizaron presentaron una
relacion de 1,5 a 2,0 y no generaron productos especfficos al amplificarlas por PCR al
usar partidores para h18S (gen de referencia). La concentracién de RNA se determind
empleando la formula:

[RNA]= 200 (factor de dilucién) x (Abs. 260 nm) x 40 (ug/mL).
3.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosalformaldehido

Con el propédsito de verificar la calidad del RNA extraido y descartar aquellas
preparaciones que pudiesen presentar degradacién y/o contaminacion con DNA
gendmico, se realizd una electroforesis en condiciones denaturantes. Un microgramo de
RNA total se diluyd en amortiguador de carga de RNA 6X (azul de bromofenol 0,04%
plv, xileno cianol 0,04% p/v, formaldehido 6% viv, formamida 40% viv, glicerol 3% vivy
bromuro de etidio 0,1 pg/uL en amortiguador MOPS, pH 8) y se denaturé durante 5 min
a 72°C en baiio termoregulado. Las muestras se corrieron en geles de agarosa al 1%
p/v y formaldehido al 8% v/v en amortiguador MOPS (MOPS 0,2 M: acetato de sodio
0,05 M, EDTA 1 mM, pH 8). La separacion electroforética se realizé a 110 V por 40 min
con amortiguador de corrida MOPS. Los geles se fotografiaron sobre un transiluminador
UV (FBTIV-816 Fisher Scientific, Pittsburg, PA, EEUU), empleando una camara digital
Nikon coolpix $230.

3.3. Sintesis de cDNA

Inicialmente 1 pug de RNA total se mezcld con 1 pL de RNAsa out, 0,5 pL de oligo
{dT), 0,5 UL de random primers y un volumen de agua libre de nucleasas adecuado para
llegar a un volumen final de reaccién de 12 pL. Esta solucion se calenté a 70 °C por 10
min. Consecutivamente, se agregaron 4 pL de amortiguador 5X (Tris-HCI 250 mM, pH
8,3, KCI 375 mM, MgCI2 15 mM), 2 pl.de DTT 0,1 My 1 uL de dNTPs 10 mM y la mezcla
se calenté a 42°C por 2 min. Se agregé 1 pL de la enzima Super Script Il (200U) y se
incub6 a 42°C durante 60 min. El procedimiento finalizé con una incubacién a 70°C por
15 min.

3.4. PCR en Tiempo Real

Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizé el kit Brilliant® 1l Sybr®
Green QPCR Master Mix y un termociclador modelo MxPro-Mx 3000P (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). La reaccién de PCR en tiempo real se realizé en
un volumen final de 20 pL conteniendo 10 pL del Brilliant® Il Sybr® Green QPCR Master
Mix 2 X (enzima SureStart® Taq polimerasa, Sybr Green® | Dye, MgCl> 2,5 mM y
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dNTPs), 0,4 L de cada partidor (200 nM concentracién final, Tabla 1) y 7,2 pL de agua
libre de nucleasas. Se empleé un protocolo con 10 min de denaturacion inicial a 95°C
para activar la enzima y 40 ciclos consecutivos de denaturacién a 95°C por 15 s,
apareamiento de partidores a 60°C por 15 s y elongacién a 72°C por 15 s. La
especificidad y temperatura de denaturacién (Tm) de los amplicones se obtuvo usando
un ciclo adicional que consistié de denaturacion a 95°C por 10 s, apareamiento a 70°C
por 1 s e incrementos de temperatura de 0,02°C/s hasta 95°C durante 10 min. Los
valores de Ct se obtuvieron con el programa MxPro QPCR (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA).

La razdn de transcritos relativa de un gen blanco se expresé en comparaci6n al
gen de referencia h188. La razén de transcritos relativa de un gen de interés se calculd
usando el modelo calibrado de la eficiencia (Pfaffl et al., 2002). Este modelo matemaético
considera la eficiencia de reaccion y la diferencia de Ct (ACt) entre la muestra control y
la muestra experimental tanto para el gen de interés como el gen de referencia, de
acuerdo a la siguiente ecuacion:

3 ACt (promedio control-promedio muestra
(Emterés)

ACE di - i
(Ere ferencia) Ct (promedio control-promedio muestra)}

Razon de transcrito relativa =

Para cada par de partidores se utilizé un control negativo sin templado y para
descartar contaminacion del RNA extraido con DNA gendmico se utilizd un control con
RNA (1:10) como templado.

3.5. Deteccion de los productos de amplificacion

Los productos de PCR en tiempo real se resolvieron por electroforesis en geles
de agarosa al 2% p/v en amortiguador TAE (Tris-HCI 0,04 M, acido acético 0,04 M, EDTA
2 mM, pH 8,0) tefiidos con GelRed (Biotium, Inc, Hayward, CA, EEUU). En cada bolsillo
del gel se cargaron alicuotas de 5 L de los productos de PCR diluido en buffer de carga
6X. La electroforesis se efectué a 110 V por 45 min, con amortiguador de corrida TAE.
El gel de agarosa se analiz6 en un transiluminador UV y fue fotografiado, con el objetivo
de comprobar la presencia de productos tinicos y de tamario esperado.

4. Analisis de los niveles proteicos por inmunoquimica
4.1. Extraccion de proteinas

Células HSG crecidas en placas de 6 pocillos se lavaron dos veces con PBS y se
homogeneizaron con 100 uL de amortiguador RIPA (Tris-HCI 50 mM, Triton X-100 1%,
NaCl 150 mM, SDS 0,1%, EDTA 5 mM, Deoxicolato de sodio 1%, pH 7.4), en presencia
de un cocktait de inhibidores de proteasas en unarelacion 1:5 (p/v). Luego, la suspensién
se succiondé con una jeringa de tuberculina de 1 mL. Finalmente, los lisados se
centrifugaron a 12.000 rpm (Centrifuge Universai 32R, radio 13,7 cm, Marca Hettich,
EEUU) por 5 min a 4°C. El sedimento se descarté, mientras que la fraccion soluble se
utilizé para cuantificar las proteinas.
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4.2. Cuantificacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron utilizando el método de Bradford (Bradford M.M
1976). Diluciones seriadas del extracto de proteinas se incubaron con reactivo de
Bradford en una relacién 1:5 (v/v), durante 2 min a temperatura ambiente. Luego se midio
la absorbancia de la muestra a 595 nm en un espectrofotémetro (Genesys 10S UV—-
VIS, Thermo Scientific, Rockford, IL, EEUU). L.a curva de calibracion de concentraciones
conocidas de proteinas se realizé utilizando alblimina de suero bovino (BSA). Las
concentraciones de las muestras extraidas se determinaron utilizando la ecuacién de la
recta que fue obtenida con la curva de calibracién de BSA.

4.3. Western blot

Las muestras se separaron de acuerdo a sus pesos moleculares mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) bajo condiciones denaturantes y
reductoras. Inicialmente 20 pg de protefna total se diluyeron en relacion 1:1 con
amortiguador de carga 2X (Tris-HCI 125 mM, SDS 4,6% pfv, glicerol 20% viv, azul de
bromofenol 0,02%, B-mercaptostancl 5% v/v, pH 6,8) y calentaron a 100°C durante 5
min. La separacion electroforética se realizé en mini geles de poliacrilamida al 8% en
amortiguador de corrida (Glicina 192 mM, Tris Base 25 mM, SDS 0,1% p/v). Se aplico
una corriente continua de 12 mA hasta que el frente de corrida alcanzd el gel separador,
a partir de ese punto, la separacién de las proteinas se realizé aplicando un voltaje
constante de 100 V. Las proteinas separadas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (0,45um), usando amortiguador de transferencia (Tris-HCI 20 mM, Glicina
154 mM, metanol 20% v/v; para MUC1 al buifer se e agreg6 SDS 0,05 % p/v) y corriente
continua de 60 mA durante 15 h a 4°C. Para evaluar la calidad de la transferencia, las
membranas se lavaron con agua destilada y tifieron con rojo Ponceau al 5% p/v durante
10 min a temperatura ambiente.

Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5-8% piv (ver
condiciones para cada molécula en la Tabla 2) en amortiguador TBS-T (Tris-HC! 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% viv, pH 7,4) durante 1 h a temperatura ambiente. Para
identificar las proteinas en estudio se utilizaron los anticuerpos primarios descritos en la
Tabla 2, los cuales se disclvieron en TBS-T. Estos anticuerpos primarios se incubaron
en las condiciones oOptimas para cada uno de ellos, luego de estandarizar Ia
concentracién de protefna a utilizar, la dilucién del anticuerpo, temperatura y tiempo de
incubacion (Tabla 2). Como control de carga se utilizo la proteina B-actina. Luego de
cinco lavados de 5 min cada uno con TBS-T, las membranas se incubaron con los
respectivos anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano picante (HRP)
durante 1 h a temperatura ambiente y con agitacion constante. Se determiné una dilucién
de anticuerpo secundario que reconociera especificamente la banda a analizar (Tabla
2). A continuacién, las membranas se lavaron cinco veces por 5 min cada uno con TBS-
T y revelaron mediante quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron durante 5
min con solucién quimioluminiscente (1:1 solucién A y solucién B) y se revelaron
utilizando el sistema de captura digital C-DiGit® blot scanner (LI-COR Inc, Lincoin,
Nebraska EEUU). La intensidad de las bandas se determind por densitometria usando
el mismo software disponible en el C-DiGit® blot scanner (LI-COR Inc, Lincoln,
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Nebraska, EEUU). Los niveles de expresién proteica se normalizaron en relacion con los
niveles de B-actina.

5. Inmunofluorescencia
5.1. Inmunofluorescencia en células HSG.

Se cultivaron 15.000 células HSG sobre cubreobjetos. Luego de los tratamientos
respectivos, las células se fijaron en PFA al 3,7% (para inmunoflucrescencia de SEL1L,
EDEM1, PDI, sintaxina-4) por 20 min a temperatura ambiente. Consecutivamente, las
muestras se lavaron dos veces con HEPES 100 mM y dos veces con PBS. Luego las
células se permeabilizaron y bloquearon con un buffer que contenia 0,05% de saponina,
10% de suero de cabra, 10 mM de HEPES y 15 mM de glicina de por 20 minutos
(Bernasconi. R y cols 2012). Luego las células fueron incubadas con el anticuerpo
primario (Tabla 2) por 22 h a 4°C. Después de lavar 3 veces con buffer PS (10% suero
de cabra, 10 mM de HEPES y 15 mM de glicina), las muestras se incubaron con
anticuerpos secundarios conjugados con Alexa Fluor 488 o 546 (Tabla 2) y los ntcleos
se tiferon con Hoechst 33342, 1:1.000, por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente
las céluias se lavaron 3 veces con buffer PS y 1 vez con H:0, las muestras se montaron
con Mowiol® y se observaron con un microscopio confocal Olympus modelo FluoView
FV10i.

5.2. Cuantificacién de la intensidad de inmunofluorescencia.

Se tomaron microfotograffas con aumento 60X de las inmunoflucrescencias en
células o con aumento 60X y un zoom digital de 3X, utilizando el microscopio confocal
Olympus modelo FluoView FV10i. Los parametros de intensidad de laser, sensibilidad
del detector y tamario del pinhole se mantuvieron constantes para la obtencion de todas
las microfotografias analizadas. Cada canal de las imagenes obtenidas, se almacend
independientemente en formato TIFF de 8 bit. Posteriormente utilizando el programa
Imaged (NIH, EEUU), se cuantificé la intensidad de fluorescencia por area en las
microfotografias completas. Se midié asi la intensidad de sefial por canales, tanto para
EDEM1 como para SELIL en las distintas condiciones experimentales y esas fueron
comparadas entre si. La intensidad de fluorescencia se expresé en unidades arbitrarias
(u.a.) por area (um?).

6. Ensayo de viabilidad MTS®

Se cultivaron 4.000 células HSG en placas de 96 pocillos durante 24 horas y luego
se privaron de suero por 24 h Posteriormente, las células se estimularon por 24 h con
TNF-a o IFN-y (10 ng/mL) o tunicamicina (1 pg/mL o 100 ng/ml). Otros pocillos fueron
estimulados por 6 horas con citoquinas o tunicamicina y posteriormente co-incubados
con 250 M de TUDCA hasta completar las 24 h. Otros pocillos se dejaron sin
estimulacion y otros paocillos se estimularon sélo con TUDCA, ademas de los respectivos
blancos sélo con medio, sin células. A cada pocillo conteniendo un volumen de 100 pL,
se le agregd 20 gL de una mezcla 20:1 de MTS/PMS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetil-fenil)-2-(4-sulfo-fenil)-2H- tetrazolio; MTS /metosulfato de fenazina; PMS)




por 4 horas a 37°C en una atmésfera hiimeda de CQO,. Finalmente, se determiné la
reduccion del compuesto MTS a formazan por medicién de la absorbancia a 490 nm en
un lector de ELISA (ELX800, BioTek, Winooski, VT, EEUU). Cada condicion
experimental se realizé en cuadruplicado para cada experimento. Los valores promedio
de absorbancia se expresaron como porcentaje de viabilidad celular, luego de asignar
un valor de 100% al promedio de la absorbancia registrada por la condicion no tratada.

7. Analisis estadistico

Los experimentos fueron realizados al menos en triplicado y para cada uno de
ellos se realizaron ensayos en cuadruplicado. Los graficos presentan el promedio + el
error estandar del promedio (SEM, del inglés standard error mean), las comparaciones
se hicieron utilizando el test no paramétrico Mann-Whitney. Los valores de p menores a
0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

r
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RESULTADOS
OBJETIVO ESPECIFICO N°1

Determinar los niveles de transcritos y proteinas de los marcadores de ERAD,
SEL1L y EDEM1, en células HSG estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias en
presencia o ausencia de TUDCA.

Estudios previos en el laboratorio, permitieron determinar los niveles de expresion
de moléculas que participaban en la via ERAD, entre ellos EDEM1 y SEL1L en GSL de
pacientes con SS. Los niveles de mMRNA de EDEM1 no cambiaban entre pacientes y
controles, mientras que sus niveles proteicos aumentaban en pacientes respecto a
controles, tanto en sus niveles totales como en su forma deglicosilada. Respecto a
SEL1L s6lo se determinaron sus niveles de transcrito, encontrandose un aumento en
GSL de pacientes (Barrera et al., 2016).

En un modelo de acinos 3D formado a partir de células HSG, estimulados con
TNF-a o IFN-y, se reprodujeron varios de los hallazgos encontrados en pacientes, tales
como un aumento en la expresion de SEL1L y EDEM1 (Barrera et al, 2016).
Considerando esto, en este trabajo se utilizaron células HSG estimuladas con citoquinas
pro-inflamatorias, para ver si TUDCA era capaz de disminuir o revertir el aumento de
estas dos moléculas de la via ERAD.

Las células HSG fueron estimuladas por 6 horas con TNF-a o IFN-y, ya que a ese
tiempo se ha observado induccién de marcadores de UPR tales como EDEM1 (Barrera
et al., 2016). Luego de esas 6 horas iniciales de induccién de estrés, se agregé TUDCA
a distintas concentraciones hasta completar las 24 h. Posteriormente se midio los niveles
proteicos de SEL1L y EDEM1, observandose un aumento de estos marcadores de ERAD
bajo estimulacion con IFN-y (Fig. 4 A-C) o TNF-a (Fig. 4 D-F). La co-incubacién con
concentraciones crecientes de TUDCA disminuyé significativamente el aumento en los
niveles proteicos de estos marcadores. Mas aun, la co-incubacién con una concentracion
de 500 pM resulté en una disminucion mayor para SEL1L y EDEM1, alcanzando incluso
niveles proteicos significativamente menores a los encontrados en la condiciéon basal
(Fig. 4 A-C para IFN-y y Fig. 4 D-F para TNF-a). Frente a esta situacion se decidi6 repetir
las condiciones experimentales, pero esta vez usando concentraciones intermedias de
TUDCA, entre 100 uM y 500 uM, las que fueron 150 uM y 250 uM. Se analizaron los
niveles proteicos nuevamente y se volvioé a observar un aumento de SEL1L y EDEM1 en
presencia de IFN-y (Figura 5 A-C) o TNF-a (Fig. 5 D-F). Sin embargo, los niveles
proteicos disminuyeron en presencia de ambas concentraciones de TUDCA,
acercandose a los niveles basales tanto en presencia de IFN-y (Fig. 5 A-C) o TNF-a
(Fig.5 D-F).
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Figura 4: Niveles proteicos de moléculas que participan en ERAD en células HSG
estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias y co-incubadas con TUDCA. Imagen
representativa de la deteccion de las proteinas SEL1L y EDEM1 mediante Western blot en
| extractos de células HSG estimuladas con IFN-y (A) o TNF-a (D) por 24 h en presencia o ausencia
de distintas concentraciones de TUDCA. Analisis densitométrico de las moléculas evaluadas en
A (B y C) o evaluadas en D (E y F), normalizando con respecto a B-actina. Se realizaron cuatro
experimentos independientes y los ensayos se realizaron en cuadruplicado para cada
experimento. p<0,05 se consideré estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico
Mann-Whitney (*= p<0,05, ** = p<0,005 y *** = p<0,0005).
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Figura 5. Niveles proteicos de SEL1L y EDEM1 en células HSG estimuladas con citoquinas
pro-inflamatorias y co-incubadas con concentraciones intermedias de TUDCA. . Imagen
representativa de la deteccion de las proteinas SEL1L y EDEM1 mediante Western blot en
extractos de células HSG estimuladas con IFN-y (A) o TNF-a (D) por 24 h en ausencia o presencia
de concentraciones intermedias de TUDCA. Analisis densitométrico de las moléculas evaluadas
en A (B y C) o evaluadas en D (E y F) normalizando con respecto a B-actina. Se realizaron tres
experimentos independientes y los ensayos se realizaron en cuadruplicado para cada
experimento. p<0,05 se consideré estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico
Mann-Whitney (*= p<0,05, **= p<0,005 y *** = p<0,0005).

Ambas concentraciones intermedias de TUDCA, 150 y 250 puM, redujeron los
niveles proteicos de SEL1L y EDEM1 inducidos por las citoquinas pro-inflamatorias a un
nivel cercano al basal. Considerando este resultado, las siguientes determinaciones
fueron realizadas con estas dos concentraciones.
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l.uego de determinar los niveles de proteinas en las condiciones experimentales
evaluadas, se procedid a determinar los niveles de transcrito de EDEM1 y SEL1L. Para
ello, inicialmente se evalud la calidad e integridad de los RNAs extraidos, cargando las
muestras en geles denaturantes de agarosa-formaldehido. Como muestra la Figura 6 no
hube degradacién de los RNAs extraidos (bandas 28S y 188), aunque las bandas de
dos carriles parecian mas tenues, lo que podria indicar una menor cantidad de RNA
cargado. En general, las bandas de RNA se ven bastante similares entre células
estimuladas con IFN-y (Fig. 6A) o TNF-a (Fig. 6B)

A B

IFN-y TNE-o

(10ng/ml): - + - + -+ {10ng/mil): - + - + - +
TUDCA TUDCA

(ntv): 0 0 150 150 250 25D {M): 0 0 150 150 250 250

Figura 6. Deteccion de RNA total en geles denaturantes de agarosa-formaldehido. Imagen
representativa que muestra la calidad del RNA total exiraido en células no tratadas, tratadas con
IFN-y (A) o TNF-a (B) en ausencia o presencia de TUDCA.

Los niveles de transcrito de SEL1L y EDEM1 mostraron un aumento luego de la
estimulacion con citoquinas. Sin embargo, la co-incubacién con TUDCA mostré una
disminucién en los niveles de transcritos tanto en la condicion bajo estimulacion con IFN-
vy (Fig. 7 A-B), como con TNF-a (Fig. 7 C-D), lo cual a su vez fue concordante con los
niveles proteicos. Ademas, al incubar las células HSG con distintas concentraciones de
TUDCA en ausencia de citoquinas, no mostraron cambios significativos en los niveles
de proteinas (Fig. 5) o de transcritos (Fig. 7). El efecto en la inducciéon de componentes
de la magquinaria ERAD por TNF-a o IFN-y parece ser similar.

30



|
|
\
\

>
(g]

2.0 e

% 20" *EE
-] % =]
£ £ w
5% 157 g2 45
b} - c E :
5 Z £ <
5 g 10 s 5
v = g 2 1.0
T W w 0O
g2 0.54 2w
E .g % 0.54
s z
0.0- 0.0~
TUDCA (uM): 0 0 150 150 250 250 TUDCA (uM): 0 0 150 150 250 250
IFN-y (10ng/mL): - + - + - + TNF-a (10ng/mL): - + - + - +
B ook D deok ok
2.0- ey 2.01 ko
o - ki 3 © >k
E S E
3 ®© 1.5 2§ 1.57
c = E 'F
g "E. -
= o 5 1.0
@ = 1.09 T -
T o wn =
g w oW
° 2 05 2 g 03
> Z o
5 4
0.0- 0.0- ‘ J ' T
TUDCA(uM): 0 0 150 150 250 250 TUDCA(pM): 0 0 150 150 250 250

IFN=y (10ng/mL): - ¥ = ¥ s + TNF-o (10ng/mL): - + - + - +

Figura 7. Niveles de transcritos de SEL1L y EDEM1 en células HSG estimuladas con
citoquinas pro-inflamatorias y co-incubadas con TUDCA. Los niveles de transcritos de
EDEM1 (A y C) y SEL1L (B y D) fueron determinados a partir de extractos de RNA de células
HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-y (A y B) o TNF-a (C y D) y co-incubadas con 150 o 250
MM de TUDCA, mediante PCR en tiempo real y normalizado con el gen de h18S. Se realizaron
tres experimentos independientes y los ensayos se realizaron en cuadruplicado para cada
experimento. p<0,05 se considerd estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico
Mann-Whitney (*= p<0,05, **= p<0,005 y *** = p<0,0005).

En estudios previos del laboratorio, los partidores para SEL1L y EDEM1 habian
sido sintetizados y validados. Aun asi, para determinar que el producto obtenido fuese
unico, sin contaminacion y que la banda sea del tamafio esperado, se corrieron los
productos de gPCR en un gel de agarosa. Se observé que la banda de h18S (Fig. 8,
carriles 1 al 3) tuvo un tamafio mayor a 200 pb, lo cual fue esperado, ya que tiene 236
pb. Mientras que los productos de EDEM1 (Fig. 8, carriles 4 al 6) y SEL1L (Fig. 8, carriles
7 al 9) se observaron entre los 100 y 200 pb, debido a que presentan 150 y 151 pb,
respectivamente. Por otro lado, no se observaron diferencias en la intensidad de las
bandas, esto se debe a que la muestra fue obtenida al final del gPCR cuando la reaccién
alcanzo la saturacion. Ademas, no se observaron dimeros de primers por debajo de los
productos. Lo que indicd, que la concentracion de partidores utilizada fue la necesaria y
no favorecié la formaciéon de dimeros de primers.
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Figura 8. Gel representativo de productos de qPCR de SEL1L y EDEM1. Los carriles 1,4y 7
corresponden a los productos de gPCR de h18S8, EDEM1 y SEL1L, respectivamente en células
HSG no tratadas. Los cariles 2, 5 y 8 y los carriles 3, 6 y 9 corresponden a los productos de
gPCR de h18S, EDEM1 y SEL1L, respectivamente en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de

{FN-y o TNF-q, respectivamente. Los carriles 10, 11 y 12 son los controles negativos para h188S,
EDEM1 y SEL1L.

Anteriormente, en nuestro laboratorio, solo se habian medido los niveles
proteicos de EDEM1 y HRD1 en GSL de pacientes con SS y controles. Sin embargo, no
se habian medido los niveles proteicos de SEL1L. Es por ello que en este trabajo también
se determinaron los niveles proteicos de esta proteina en GSL de controles y pacientes
SS, para corroborar, de esa manera, que el modelo de células HSG también podria
reproducir lo observado en GSL de pacientes con SS. Los resultados del Western blot
mostraron que 7 de los 8 pacientes (P) presentaron una banda especifica utilizando el
anticuerpo contra SEL1L, mientras que esta banda solo fue detectable en 4 de los 6
controles (C). Ademas, se observé una mayor intensidad en las bandas detectadas para
el anticuerpo contra SEL1L en los pacientes (Fig. 9A). Al hacer el analisis densitométrico,
se encontrd un aumento significativo de los niveles proteicos de SEL1L en los pacientes
con SS respecto a controles (Fig. 9B). Este resuliado apoy6 nuevamente la utilidad de
las células HSG estimuladas con citoquinas como un buen modelo para reproducir lo
que ocurre con ERAD en los pacientes SS.
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Figura 9. Niveles proteicos de SEL1L en GSL de pacientes con SS y controles. A) Imagen
representativa de la deteccion de SEL1L en extractos proteicos de GSL de controles (C) y
pacientes SS (P) mediante Western blot. Se observé una banda de ~100 kDa que corresponde a
SEL1L. B-actina de ~47 kDa fue usada como control de carga. M: marcador de peso molecular.
B) Analisis densitométrico de los niveles proteicos relativos de SEL1L en GSL de controles (n=6)
y pacientes SS (n=8) obtenidos en triplicado y normalizado con respecto a B-actina. Los
resultados mostraron un aumento significativo de los niveles proteicos relativos de SEL1L en GSL
de pacientes SS. p<0,05 se consider6 estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico
Mann-Whitney (*= p<0,05, **= p<0,005 y *** = p<0,0005).

Ensayo de viabilidad en células HSG.

Como se observo en la Figura 4, la concentracion de TUDCA 500 uM resulté en
una disminucién por debajo del nivel basal, indicando un posible efecto citotéxico que
podria estar matando las células. Es por ello que se quiso corroborar que las
concentraciones de los compuestos utilizados en los experimentos, no resultaron
citotoxicos para las células. La viabilidad celular se determiné en células HSG incubadas
con citoquinas pro-inflamatorias en presencia o ausencia de TUDCA. Como controles se
usaron células sin estimular o estimuladas sélo con TUDCA. Ademas, se utilizd un
tratamiento con tunicamicina a la concentraciéon usada en las inmunofluorescencias (100
ng/mL) y una concentracién aun mayor (1000 ng/mL), para ver su efecto en la viabilidad
celular. Efectivamente la mayor concentracién de tunicamicina provocé una disminucion
significativa de la viabilidad celular (Fig. 10). La presencia de las citoquinas pro-
inflamatorias junto con TUDCA aumenté significativamente la viabilidad celular (Fig.10,
barras 5 y 6), mientras que la incubacion con TUDCA en ausencia de citoquinas no
induce una mayor viabilidad celular (Fig. 10, barra 4). Se escogié finalmente la
concentracion de 250 uM, ya que no produjo un efecto citotéxico en las células y ademas
produjo una disminucién significativa cercana a los niveles basales del transcrito y
proteina de SEL1L y EDEM1.
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Figura 10. Evaluacion de la accion de TUDCA, las citoquinas pro-inflamatorias o
tunicamicina en la viabilidad celular. La viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de
MTS/PMS en células HSG estimuladas con 10 ng/mL de TNF-a o IFN-y en ausencia o presencia
de 250 uM de TUDCA por 24 h. También se evallo la viabilidad en células HSG estimuladas con
100 o 1000 ng/mL de tunicamicina por 24 h. Se realizaron tres experimentos independientes y los
ensayos se realizaron en cuadruplicado para cada experimento. p<0,05 se considerd
estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico Mann-Whitney (*= p<0,05, **= p<0,005
y *** = p<0,0005).

OBJETIVO ESPECIFICO N°2

Determinar los niveles de transcritos y proteina de MUC1 en células HSG
estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias en presencia o ausencia de TUDCA.

Las mucinas son glicoproteinas de gran peso molecular y de una alta complejidad
estructural, capaces de retener agua en la superficie epitelial (Castro et al., 2013). Los
pacientes con SS manifiestan una sensacion constante de sequedad oral y ocular, como
consecuencia de la alteracion funcional de sus GS y lagrimales. Se ha visto que no sélo
la cantidad, sino que la calidad de las mucinas es un factor importante para la hidrataciéon
de la mucosa oral en pacientes con SS (Castro et al., 2013). En GS de pacientes con SS
se ha observado un aumento en los niveles proteicos y de transcrito de MUC1, asi como
una acumulacién en el RER (Castro et al., 2013) . MUC5 y MUC7 también se han
detectado aberrantemente en la matriz extracelular de las GS de pacientes con SS.
Ademas, se ha observado una disminucién en la sulfatacion de MUC5B (Castro et al.,
2012). Las alteraciones relacionadas con la calidad, cantidad y localizacion de las
mucinas dan cuenta de una condicion de estrés de RER en GS de pacientes con SS. Es
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por ello que se quiso evaluar si TUDCA podria revertir el aumento en los niveles de
expresion de MUC1 en células HSG estimuladas con citoquinas, como se ha observado
previamente (Sung et al., 2015) .

Se analizaron los niveles de transcrito de MUC1 y MUC1/SEC. Esta dltima es
una isoforma de MUC1 secretada, la cual a su vez se sugiere que es capaz de inducir la
sobreexpresion de citogquinas (Sung et al., 2015), de ahi su importancia. En células HSG
bajo estimulacién con citoquinas pro-inflamatorias se observé un aumento de MUC1 y
MUCA1/SEC tanto bajo estimulacion con IFN-y (Fig. 11 A-B) como con TNF-a (Fig. 11 C-
D). Interesantemente, al tratar con 250 uM de TUDCA, se observé una disminucién
significativa del transcrito de MUC1 y MUC1/SEC en células tratadas con IFN-y (Fig. 11
A-B) y solo de MUC1 en células tratadas con TNF-a. Los niveles de MUC1/SEC en la
condicién con TNF-a no son restablecidos en presencia de TUDCA (Fig. 11D). Aunque
en ambos casos, ésta disminucion, no llegd a los niveles basales. Se sabe que el
promotor de MUC1 presenta elementos de respuesta para citoquinas, especificamente
TNF-a, IFN-y e IL-8, con lo cual TUDCA podria disminuir los niveles de transcrito de
MUC1 al disminuir factores que se activan ric abajo de estas citoquinas (Jonckheere, N.,
& Van Seuningen, |, 2010).
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Figura 11. Niveles de transcritos de MUC1 y MUC1/SEC en HSG estimuladas con citoquinas
pro inflamatorias y co-incubadas con TUDCA. Los niveles de transcritos de MUC1 (Ay C) y
MUCA1/SEC (B y D) fueron determinados a partir de extractos de mRNA de células HSG
estimuladas con 10 ng/mL de IFN-y (Ay B) o TNF-a (C y D) y co-incubadas con 250 uM, mediante
PCR en tiempo real, normalizando con el gen h18S. Se realizaron tres experimentos
independientes y los ensayos se realizaron en cuadruplicado para cada experimento. Se
considerd estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico Mann-Whitney (*= p<0,05,
**= p<0,005 y *** = p<0,0005)

La calidad de los productos de PCR se comprobé mediante electroforesis en gel
de agarosa. Se observo que las reacciones de PCR para MUC1 (Fig. 12, carriles 4, 5 y
6) y MUC1/SEC (Fig. 12, carriles 7, 8 y 9) generaron un solo amplicén que tuvo el tamafio
esperado en pb. El amplicon de MUC1/SEC tuvo un tamaro de 219 pb en cambio el de
MUC1 tuvo un tamarfio de 202 pb. No se observaron diferencias entre el tamafio de
MUC1 y MUC1/SEC, ya que la diferencia en pares de base es pequefia, sin embargo
son partidores diferentes y dieron un producto Unico. La migraciéon en la banda del carril
8, puede deberse a algun problema en la gelificacién del gel.
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Figura 12. Gel representativo de los productos de qPCR de MUC1 y MUC1/SEC. Los carriles
1,4y 7 corresponden a los productos de gPCR para h18S, MUC1 y MUC1/SEC, respectivamente
en células HSG no tratadas. Los carriles 2, 5y 8 y los carriles 3, 6, 9 corresponden a los productos
de gPCR para h18S, MUC1 y MUC1/SEC, respectivamente en células HSG estimuladas con 10
ng/de IFN-y o TNF-a, respectivamente. Los carriles 10, 11 y 12 son los controles negativos para
las reacciones de gPCR para h18S, MUC1 y MUC1/SEC, respectivamente.

Los niveles proteicos de MUC1 también fueron evaluados en células HSG
estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias en presencia y ausencia de TUDCA (Fig.
13). MUC1 contiene un numero variable de repeticiones en tandem (VNTR) de la
secuencia aminoacidica GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP. Ademas, pueden ocurrir
splicing alternativos generando mas de 30 isoformas, de las cuales muchas estan
relacionadas a diferentes tipos de cancer. En este caso el anticuerpo utilizado detecta el
VNTR de MUC1, lo cual se observa en bandas de distinta migracion electroforética. En
el western blot, podemos observar bandas por encima de los 250 kDa, las cuales serian
mucinas altamente glicosiladas o agregados de mucinas. Podemos observar que estas
bandas estan mayormente presentes en la condicidén con citoquinas, mientras que con
TUDCA tienden a desaparecer. Las bandas entre 130 y 250 kDa, son las que presentan
una mayor intensidad en comparacion al resto de las bandas, siendo aun mas intensa
en la condicién con citoquinas y una posterior disminucién en presencia de TUDCA. Por
otra parte, la banda de 95 kDa tiende a ser mas homogénea en su intensidad, no
obstante, se puede observar una disminuciéon de esta banda en presencia de TUDCA.
En extractos de células HSG bajo estimulacién con IFN-y (Fig. 13A) o TNF-a (Fig. 13B)
se observé un aumento en la intensidad de cada una de las bandas detectadas con el
anticuerpo anti-MUC1. El analisis densitométrico fue realizado cuantificando todas las
bandas de MUC1, observandose una disminucion significativa en los niveles proteicos
de MUC1 cuando las células fueron co-incubadas con TUDCA en presencia de IFN-y
(Fig. 13 Ay C) o TNF-a (Fig. 13 By D).
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Figura 13. Niveles proteicos de MUC1 en células HSG estimuladas con citoquinas pro
inflamatorias y co-incubadas con TUDCA. Imagenes representativas de la deteccion de MUC1
en extractos proteicos de células HSG estimuladas con 10 ng/mL de IFN-y (A) o TNF-a (B) en
presencia o ausencia de 250 uM de TUDCA, mediante Western blot. El analisis densitométrico
de las moléculas evaluadas en A (C) o evaluadas en B (D) muestra un aumento significativo de
los niveles proteicos de MUC1 bajo estimulacién con IFN-y o TNF-a, respectivamente,
normalizando con respecto a B-actina. Se realizaron tres experimentos independientes y los
ensayos se realizaron en cuadruplicado para cada experimento. p<0,05 se considerd
estadisticamente significativo al utilizar el test estadistico Mann-Whitney (*= p<0,05, **= p<0,005
y *** = p<0,0005).

OBJETIVO ESPECIFICO N°3

Determinar la localizacion subcelular de las proteinas SEL1L y EDEM1 en células
HSG estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias en presencia o ausencia de
TUDCA

Si bien este objetivo no estaba considerado para la validacion de la hipotesis, se
consideré de importancia su desarrollo, para consolidar en un contexto celular, los
cambios observados en los dos primeros objetivos. Es importante determinar la
localizacién subcelular de una proteina para saber si estad cumpliendo su correcta
funcion. Es por ello que se evalud la localizacion subcelular de SEL1L y EDEM1 en
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células HSG bajo las condiciones experimentales evaluadas anteriormente. Cabe
destacar, que anteriormente ya se habia caracterizado el patrén subcelular de SEL1L y
EDEM1 en condiciones normales o de estrés de RE en células de rifién 293 FT para
SEL1L (Cattaneo et al, 2009) o en células de hepatoma HepG2 y HEK 293T para EDEM1
{Marin et al, 2012, Zuber et al, 2007),) Sin embargo, no se habia descrito la localizacion
de SEL1L y EDEM1 en presencia de TUDCA o en células HSG que tienden a agruparse
formando agregados, pero que también pueden encontrarse aisladas.

EDEM1 mostré diferentes patrones de localizacién. En una célula no estimulada
o tratada con TUDCA, EDEM1 se localizé en la regidn perinuclear, con un patron tipo
argolfla alrededor del nicleo, ademas de localizarse en el citoplasma (Fig. 14A). En
células agrupadas, EDEM1 presenté una fuerte tincion inmunofiuorescente cercana a la
interaccién célula-célula y ademas se observé en el citoplasma (Fig. 14B). En células no
tratadas o estimuladas también fue posible ver sefial inmunofluorescente débil para
EDEM1 en la periferia celular de células libre (Fig. 14C). Por otro lado, en células
asociadas estimuladas con TNF-a o IFN-y se observé un gran aumento en la sefial de
EDEM1 en todo el citoplasma celular de aspecto reticular (Fig. 14 D).

La localizacion subcelular de SEL1L y EDEM1 es diferente dependiendo de si las
células estaban agrupadas o aisladas o también si estaban bajo condiciones de
estimulacion. Asi, en células agrupadas, EDEM1 y SEL1L. presentaron una marca mas
periférica en las regiones de interaccion celula-célula (Fig. 15A). En células aisladas, no
tratadas o tratadas con TUDCA, EDEM1 y SEL1L presentaron localizacion perinuclear,
ademas de citoplasmatica (Fig. 15B). En la mayoria de las condiciones analizadas, la
marca se localizd en el citoplasma, incluyendo las prolongaciones y en un patrén
punteado en el citoplasma cercano al nicleo (Fig. 15C). Se quiso comparar el efecto
estresor de RER de las citoquinas TNF-a e IFN-y con el efecto de un estresor clasico de
RER, como es la tunicamicina, determinando la intensidad de fluorescencia de los
marcadores de ERAD, SEL1L y EDEM1. Tunicamicina, inhibe el primer paso de Ia N-
glicosilacién de las proteinas, lo que favorece el mal plegamiento de proteinas y la
acumulacion de éstas, produciendo estrés de RER. En células tratadas con tunicamicina
también fue posible observar una gran intensidad en la sefial de SEL1L y EDEMI1, la
cual lleg6 a la saturacion (Fig 15.D).

SEL1L se localizd en el citoplasma, cercano al nicleo en células HSG no
estimuladas, al igual que EDEM1 (Fig. 16A). Ambas marcas colocalizaron, es decir, se
encontraron proximas, mostrando un tono amarillo, pero logran diferenciarse dado que
su intensidad no es tan alta. Lo mismo se observd en las células tratadas solo con
TUDCA (Fig. 16E). Células estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias o con
tunicamicina mostraron un aumento en [a intensidad de la sefial de SEL1L y EDEM1, y
una mayor colocalizacién (Fig. 16 B-D). Cuando se agregé TUDCA 250 uM, se observo
una disminucion en la intensidad de la sefial correspondiente a SEL1L o EDEMA1,
observandose una menor colocalizacion en amarillo (Fig. 16 F-H). En el caso de TUDCA
+ tunicamicina (Fig. 16H) se observd que hay mas colocalizacion y mas intensidad en la
sefial, esto podria ser explicado porque el estrés provocado por tunicamicina es mayor
al provocado solo por TNF-a o IFN-y. Otro punto importante es que en las células no
tratadas (Fig. 16 A) como tratadas con TUDCA ({Fig.16 E), se logré apreciar de mejor
manera colocalizacién de ambas sefiales en un patrén punteado, lo cual podria
corresponder a estructuras denominadas EDEMosomas (Noack, J y cols, 2014), que

39

L




participan en un proceso conocido como “ERAD tuning”. Este proceso se activa cuando
la homeostasis del RER es restablecida y ERAD no esta activa y sus componentes
pueden ser reciclados.

EDEM1/Nucleo

No tratadas No tratadas

No tratadas Citoquinas

Figura 14. Patrones de localizacion subcelular de EDEM1. En celulas HSG no estimuladas o
estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias se observaron diferentes patrones de localizacion
de EDEM1 obtenidos por microscopia confocal. A) En células libres no estimuladas, EDEM1
presenté una fuerte tincién inmunofluorescente en la region perinuclear, y una sefial
inmunofluorescente mas deébil en el citoplasma. B) En células agrupadas no estimuladas EDEM1
se localizé cercana a las interacciones intracelulares, ademas de situarse en el citoplasma
débilmente. C) En algunas celulas no estimuladas fue posible detectar a EDEM1 en la superficie
celular y en el citoplasma D) En células estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias también fue
posible detectar diferentes patrones en células que estan en estrecha cercania, por ejemplo, se
pudo detectar celulas con una intensa sefial citoplasmatica y otras con un patrén vesicular
cercano a la superficie celular.
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Figura 15: Patrones de localizacion subcelular de SEL1L y EDEM1. En células HSG no
tratadas o tratadas con tunicamina, se observaron diferentes patrones de localizacion para SEL1L
y EDEM1, obtenidos por microscopia confocal. A) Células agrupadas no estimuladas presentaron
una localizaciéon de SEL1L cercana a las interacciones intracelulares. EDEM1 presentd un patrén
similar, pero también se observé sefial en la superficie celular. B) Células aisladas no
estimuladas, presentaron localizacion perinuclear, ademas de una menor intensidad de tincién en
el citoplasma, tanto para SEL1L como EDEM1. C) Células no estimuladas mostraron marca de
SEL1L y EDEM1 en el citoplasma, ademas de un patron punteado cercano al nucleo. D) Celulas
estimuladas con tunicamicina presentaron en ocasiones un gran aumento en la sefial
citoplasmatica de EDEM1 y SEL1L.

Cuando se realizé inmunofluorescencia para ambas moléculas de ERAD (Fig.
16) también se observé una localizacion diferente dependiente de si las células estan
aisladas o agrupadas. En las células aisladas se observd marca citoplasmatica para
EDEM1 y SEL1L, en cambio en las células agrupadas, aparte de la marca citoplasmatica
también se observd marca intensa cerca de las interacciones célula-célula. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia, mostré un aumento significativo en la
intensidad de sefial de SEL1L (Fig. 16 |) y EDEM1 (Fig. 16 J) en células HSG tratadas
con citoquinas o con tunicamicina respecto a celulas no tratadas, mientras que la
intensidad de ambas sefiales disminuyd en presencia de TUDCA a niveles similares a
células no estimuladas con citoquinas (Fig. 16 1 y J).

Para dilucidar en qué compartimiento subcelular se localizé SEL1L y EDEM1, se
utilizaron algunos marcadores especificos. Como marcador de RER se utilizé PDI (del
inglés protein disulfide isomerase), una enzima encargada de formar y romper los
puentes disulfuros en las proteinas (Mezghrani et al., 2000). Mediante microscopia
confocal, se observo la inmunofluorescencia doble para EDEM1 y PDI, la cual mostrd
que ambas moléculas tienen una localizacion subcelular bastante similar, sugiriendo que
EDEM1 se localizé en el RER, algo anteriormente descrito. Cabe destacar que PDI
también presento sefial en las regiones cercanas a la periferia celular. Aungue la marca
de EDEM1 abarcé un poco mas el citoplasma. Este patrén de localizacion subcelular fue
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en células HSG no estimuladas, tanto agrupadas como aisladas (Fig. 17 A). Como
marcador de membrana plasmatica se uiilizé la proteina SNARE, sintaxina-4, la cual se
ha reportado en la membrana plasmatica apical y basolateral de células acinares y
participa en la fusion de vesiculas o granulos de secrecién con los dominios de la
membrana apical y basolateral. Su deplecion, resulta en una inhibicién en la liberacion
de proteinas basolaterales y de uniones estrechas (Torres ef al, 2011). Mediante
microscopia confocal se observé que en células HSG no estimuladas agrupadas, la
marca de EDEM1 tiende a acumularse cerca de las interacciones c¢élula-célula al igual
gue sintaxina-4. Al comparar estas marcas con el contraste de fase, se observd que
ambas sefiales estan en los bordes de estas interacciones (Fig. 17 B y C). Previamente
se habia reportado que EDEM1 podia encontrarse en membrana (Tamura et al, 2011)
sin embargo, este patrén no habia sido observado antes por inmunofluorescencia.

Se ha reportado que el mecanismo de ERAD tuning es independiente de la
autofagia y esto ha sido observado para el marcador LC3-ll asociado a membranas, pero
no para p62. p62 es un receptor de autofagia, el cual participa en la eliminacién,
dependiente de autofagia de proteinas blanco diferentes, incluyendo agregados de
proteinas ubiquitinados y bacterias (Schiafli et al., 2015). En células HSG no estimuladas
y tratadas con cloroquina, droga utilizada para detener el flujo autofagico, se observd
una débil presencia de marca positiva para p62 que podria ser indicativa de vesiculas
autoféagicas, la cual no colocalizo con EDEM1, sugiriendo nuevamente que podria ser un
mecanismo independiente de autofagia (Fig. 17D).
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Figura 16: Inmunofluorescencia doble para SEL1L y EDEM1 en células HSG. Imagenes
representativas de SEL1L (verde) y EDEM1 (rojo) en células HSG no estimuladas (A) o
estimuladas con TNF-a (B), IFN-y (C) o tunicamicina (D) mediante microscopia confocal. En las
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células estimuladas (B-D) la intensidad en la sefial de fluorescencia para EDEM1 y SEL1L fue
mayor que en las células no tratadas (A) o tratadas con 250 uM de TUDCA (E). Este incremento
fue revertido en presencia de TUDCA (F-H, respectivamente). En B, C y D también se observo
un incremento en la colocalizacion de EDEM1 y SEL1L (amarillo). La intensidad de fluorescencia
de SEL1L y EDEM1 en células HSG aument¢ significativamente en presencia de TNF-a, IFN-y o
tunicamicina, pero disminuyé en presencia de TUDCA (Il y J, respectivamente). Las primeras
imagenes fueron tomadas con un objetivo de 60X y las de abajo con un objetivo de 60X mas un
zoom digital de 3X. Las flechas indican las células que fueron ampliadas en las imagenes de
abajo. Las figuras de abajo muestran la ampliacion de la zona delimitada con lineas
entrecortadas.

JEM1/SINTAXINA-4

EDEM1/SINTAXINA-4 °

o

1/p62

Figura 17: Caracterizacion de la localizacion subcelular de EDEM1 con marcadores de
compartimientos subcelulares. Microfotografias obtenidas mediante microscopia confocal. A)
Inmunofluorescencia doble de EDEM1 (verde) y PDI (rojo), marcador de RE. Se observé ambas
sefales en el citoplasma. B) Inmunofluorescencia doble de EDEM1 (verde) y sintaxina-4 (rojo),
marcador de membrana plasmatica. Se observod que la localizacion en ambos casos es cercana
a las uniones intercelulares. C) Se observé lo mismo que en B, pero al compararlo con el contraste
de fase. D) Inmunofluorescencia doble de EDEM1 (verde) y p62 (rojo), receptor de
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macroautofagia. Se observd localizacion de EDEM1 por todo el citoplasma y en vesiculas,
mientras que p62 se observd débilmente en el citoplasma, cercano al nucleo y en vesiculas. Las
imagenes de EDEM1 con PDI o p62 fueron obtenidas con un objetivo de 60X y 3X de zoom digital,
mientras que las de sintaxina-4 con un objetivo de 60X y 6X de zoom digital. Las flechas indican
las vesiculas en las que se encuentra p62.

DISCUSION

En GS de pacientes con SS se ha reportado activacion de la via PERK,
disminucién en la activacién de la via IRE1a y aumento en la sefializacién de la via
ATF6a. Este comportamiento de activacion de los sensores de UPR es similar a lo
encontrado en otras enfermedades en las cuales se tiene una condiciéon cronica de
estrés de RER y es dependiente de la duracion o tiempo de accién de los factores que
la inducen (Lin et al., 2007; Woehlbier and Hetz, 2011).

Una fraccién significativa de las proteinas recién sintetizadas termina mal
plegadas, pese a la participacion de la maquinaria de plegamiento presente en el RER.
Es por ello que existe una estricta maquinaria de control de calidad de proteinas que se
encarga de promover el correcto plegamiento y sensar las proteinas mal plegadas con
el fin de evitar la toxicidad celular, eliminando las especies que estan mal plegadas
(Lemus and Goder, 2014). Como parte de esta maquinaria de control de calidad se
encuentra ERAD que se encarga de remover proteinas mal plegadas desde el RER
hacia el citosol, para ser degradadas por el proteosoma 26S (Lemus and Goder, 2014).
La expresidén de componentes de la via ERAD puede ser inducida por los factores de
transcripcion XBP-1s o ATF6f. XBP-1s induce la expresion de HRD1 a través de un
elemento de respuesta denominado UPR element I/ al cual se une directamente XBP-1s
y no ATF6f. XBP-1s también induce la expresion de EDEM1 (Guiliano et al., 2014). Sin
embargo, la expresion de SEL1L es inducida exclusivamente por ATF6f (Kaneko et al.,
2007). Estos antecedentes estan de acuerdo con los resultados previamente obtenidos
en el laboratorio, donde se observan bajos niveles proteicos de XBP-1s, altos niveles
proteicos de ATF6f, aumento en los niveles de transcrito de SEL 1L, sin diferencia en los
niveles de transcrito de EDEM1 y HRD1 (Sepulveda et al, 2015 en revisién; Barrera et.
al, 2016).

Como se menciond, previamente en nuestro laboratorio se determinaron los
niveles de transcrito de SEL1L y EDEM1 en GSL, encontrandose sélo un aumento
significativo de SEL1L en pacientes con SS. Respecto a los niveles proteicos de ambas
moléculas, sélo se habian determinado los niveles de EDEM1, encontrandose un
aumento en GS de pacientes con SS. En un modelo de acinos en 3D de células HSG
estimulado con TNF-a o IFN-y, se logré replicar el aumento en la expresion de estos
marcadores de ERAD. Sin embargo, en este modelo también se observé un aumento en
el transcrito de EDEM1 (Barrera et al., 2016). De igual manera, los resultados obtenidos
en el presente estudio en células HSG crecidas en plano, mostraron un aumento en los
niveles proteicos y de transcrito de SEL1L y EDEM1. El aumento en los niveles de
transcrito de EDEM1, tanto en células HSG crecidas en plano, como en acinos 3D,
ambos bajo estimulacién con citoquinas pro-inflamatorias, podria deberse a varios
factores, entre ellos el tiempo empleado en los experimentos in vitro. El maximo tiempo
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de estimulacién probado (24 horas) podria inducir una condicion de estrés de RER mas
agudo en comparacién al encontrado en las GS de pacientes SS, las que se encontrarian
en un estadio crénico de estrés de RER. Ademas, en este estudio se utilizaron dos
citoquinas pro-inflamatorias por separado, mientras que en las GS de los pacientes se
expresan un nimero elevado de citoguinas que coexisten.

SEL1L cumple un rol importante en mamiferos al regular ERAD, la UPR, la
traduccion de proteinas, la homeostasis del RER y la estabilidad de la E3 ubiquitina
ligasa HRD1, (Sun et al., 2014). Su déficit en ratones provoca dilatacion y fragmentacion
del RER, activacion de la UPR, disminucién en la expresiéon de HRD1 y promueve la
muerte celular en.el pancreas (Sun et al., 2014). Por otro lado, EDEM1 es propuesta
como una proteina tipo lectina, que media la degradacién de glicoproteinas y proteinas
no glicosiladas mal plegadas en una manera independiente de N-glicanos (Roth & Zuber,
20186). La sobreexpresion de EDEM1 aumenta la degradacion de componentes de ERAD
(Zuber et al., 2007). Por otro lado, la sobreexpresién de SEL1L en una linea de células
epiteliales de gldndulas submandibular de ratas, induce un aumento en activin A, una
proteina que potencia la sintesis y secrecién de la hormona estimulante de foliculos
(FSH, del inglés Follicle-stimulating hormone) y de SMAD4, un gen supresor de tumores,
en células cancerigenas de pancreas, mostrando asi un rol en el crecimiento celular
(Cattaneo et al., 2003). Sin embargo, la sobreexpresidn de SEL1L resulta también en la
estabilizacion de HRD1, lo que produciria un aumento en los niveles proteicos de HRD1
y también se ha observado que aumenta la cinética de degradacion mediada por HRD1
(Omura et al., 2013). Teniendo esto en cuenta, la disminucién de los niveles de transcrito
y proteicos de SEL1L y de EDEM1 por TUDCA, sugiere que este &cido biliar conjugado
restableceria la homeostasis al RER al favorecer el plegamiento correcto de proteinas y
la no agregacién de éstas. Como consecuencia, se espera que la activacion de los
sensores de UPR y la expresion de otros componentes de ERAD vuelvan a los niveles
basales (Vega et al., 2016). Dado que TNF-a e IFN-y, indujeron un aumento en los
marcadores de ERAD, SEL1L y EDEM1, se infiere que estas citoquinas podrian actuar
como estresores locales a nivel del RER, desencadenando la activacion de la UPR y la
hiperactividad de ERAD, como previamente se ha observado (Barrera et al., 2016).

Se observé una disminucion en los niveles proteicos de SEL1L y EDEM1 por
debajo de los niveles basales cuando las células fueron tratadas con 500 M de TUDCA,
En la literatura se ha reportado que la concentracion de TUDCA a utilizar depende del
tipo celular, ya que a altas concentraciones se ha observado hemédlisis o disminucion en
la viabilidad celular (Carubbi et al., 2002; Gupta et al., 2012). Concentraciones bajas de
sales biliares hidrofébicas o altas concentraciones de sales biliares hidrofilicas con
respecto a los niveles fisiclégicos, pueden inducir alteraciones en la permeabilidad de
membranas de vesiculas unilamelares grandes (Carubbi et al., 2002). En humanos no
se han observado efectos adversos en personas con trasplante de higado que reciben
500 mg diarios de TUDCA por 1 afio (Angelico et al., 1999). Se ha observado buena
tolerancia a la administracién de 1.750 mg en personas cbesas durante un periodo de 4
meses (Crosignani et al., 1998). En diabetes esta misma cantidad esta siendo probada
en ensayos clinicos de 12 meses (Goland, ClinicalTrials.gov, 2017). En personas con
cirrosis biliar primaria la administracién de 750 mg por dos meses no ha mostrado efectos
adversos (Invernizzi et al., 1999). En el presente trabajo el tratamiento con
concentraciones de 150 y 250 uM en células HSG indujo una reduccion significativa de
los niveles proteicos y de trancritos de SEL1L y EDEM1, siendo estos niveles cercanos
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al basal. Sin embargo, se escogid finalmente la concentracion de 250 pM para tener un
claro efecto sobre 1a reduccién del estrés de RE, ya que esta concentracién no mostré
reduccion en la viabilidad celular.

El ensayo de viabilidad celular mostrd que la concentracion de 10 ng/mL de TNF-
a e IFN-y no fue téxico para las células. Es mas, se ve una tendencia a aumentar la
viabilidad celular. Esta tendencia al aumento se hace significativa cuando TUDCA esta
presente en el medio junto con las citoquinas pro-inflamatorias. Esto sugiere que TUDCA
es capaz de inducir sobrevida, por un mecanismo a la fecha desconocido. Esto esta de
acuerdo con los efectos anti-apopéticos descritos para TUDCA (Amaral et al.,, 2009;
Fernandez-Sanchez et al., 2015). Muchos de los mecanismos por los cuales actia
TUDCA afdin no han sido dilucidados. Sin embargo, si se tiene claridad de muchas de
sus funciones en las distintas lineas celulares investigadas. TUDCA es capaz de
estabilizar proteinas al evitar su agregamiente y potenciar a otras chaperonas para
cumplir su funcién. También tiene un rol anti-apoptdtico al coordinar la integridad de la
mitocondria y al disminuir la activacion de la UPR, ERAD y otros marcadores asociados
a estrés de RER. Todo lo anterior, hace que TUDCA sea apodada como chaperona
quimica y un inhibidor del estrés. Sin embargo, quizas una definicién mas acertada es
un regulador de la homeostasis o un inductor de la proteostasis (Vega et al., 2016). Por
otro lado, tunicamicina a 100 ng/mL no fue citotéxica para las células. Sin embargo, la
concentracion de 1000 ng/mL si fue citotdxica, disminuyendo significativamente més de
un 40% la viabilidad celular con respectc al control. Tunicamicina afecta la N-
glicosilacién, la cual es esencial en células con fenotipo secretor como las células
epiteliales salivales, ademas produce e! arresto celular en la fase G1 y esto provoca la
acumulacion y mal plegamiento de proteinas, haciéndolo un estresor de RER, activando
asi las vias de UPR y ERAD (Christianson et al., 2011; Oslowski and Urano, 2011;
Schneider et al., 1978).

MUC1 es una glicoproteina que en condiciones normales provee proteccién al
endotelio, al limitar la accesibilidad y prevenir la colonizacién por parte de patégenos
(Nath and Mukherjee, 2014) . En células cancerigenas MUC1 provee mecanismos de
sobrevida, al tener un efecto anti-inflamatorio y tener un efecto anti-apoptético (Nath and
Mukherjee, 2014) . Cuando se evaluaron los niveles de transcrito y proteina de MUC1
bajo estimulacion con citoquinas se encontrd un aumento significativo de ésta. En otros
trabajos también se ha descrito que citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a o IFN-y
son capaces de inducir la sobreexpresion de MUC1 (Nath and Mukherjee, 2014). Bajo
co-incubacién con TUDCA se observé una disminucion significativa en el transcrito y en
la proteina de MUC1 bajo estimulacién con TNF-a o IFN-y. Sin embargo, esta
disminucién no alcanzé los niveles encontrados en las células en condiciones basales.
En otros trabajos, se ha observado que la sobreexpresion del transgen de MUC3, una
mucina intestinal, en células HT29 y Caco-2 disminuye bajo incubacién con TUDCA por
24 horas, pero tampoco alcanza los niveles de franscrito encontrados en la condicion
basal. Es mas, se observé que a tiempos cortos de exposicion con TUDCA, se induce la
secrecion de mucinas (Shekels et al., 1996).

Una eventual explicacion por la cual la disminucién en los niveles de expresion
de MUC1 por TUDCA en las HSG estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias no lega
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a restablecerse hasta el nivel basal, puede ser el tiempo de incubacién con TUDCA.
Veinte y cuatro horas puede ser un tiempo insuficiente para lograr disminuir [a expresion
de MUC1. Ademas, la proteina de MUC1 tiene una vida media entre 16 y 24 horas en
condiciones normales, donde posteriormente es ubiquitinada y degradada en el
proteosoma (Bech-Otschir et al., 2009; Linden et al., 2008; Lomako et al., 2010). Es
probable, que en condiciones de estrés MUC1 tenga una vida media ain mayor, con lo
cual seria esperable que no fuese totalmente degradada dentro de 24 horas. Otra
explicacion a esta disminucién parcial, puede ser que la concentracion de TUDCA no es
la adecuada para producir la disminucin total de esta mucina. Recordemos que la
concentracion de TUDCA en estas células fue probada desde 50 hasta 500 pM,
escogiéndose finalmente la concentracion de 250uM. Es posible que haya una
concentracién intermedia entre 250 y 500 pM, que sea capaz de disminuir los niveles
elevados de MUC1, cerca de los niveles basales y que a la vez no produzca una
disminucion en los niveles de SEL1L y EDEM1 por debajo de los hasales.

Mediante Western blot se observé que MUCT posee varias isoformas. Las
isoformas de MUC1 se generan mediante diferentes eventos de empaime alternativo,
incluyendo la seleccion del sitio de empalme alternativo &', seleccion del sitio de
empaime alternativo 3', salto del exon simple, doble, triple o incluso cuadruple y retencion
total o parcial del intrén. Con lo cual, diferentes combinaciones de estos patrones,
pueden ser vistas en diferentes isoformas y en diferentes células tumorales (Zhang et
al., 2013). MUC1 se puede encontrar en forma soluble y de transmembrana. E! proceso
de corte y empalme alternativo del mRNA de MUCT1 origina numerosos productos de
diferentes tamafios. Las mucinas de fransmembrana estan compuestas por dos
subunidades diferentes, unidas entre si por un enlace no covalente. La subunidad de
mayor tamafio es extracelular y en el caso de MUC1/TM, esta casi completamente
compuesta por el dominio VNTR (de! inglés, Variable Number of Tandem Repeats)
glicosilado (Zhang et al., 2013). Después de su traduccién en el RE, el polipéptido
precursor de MUC1/TM es escindido en los dos fragmentos. El fragmento de mayor
tamario contiene el extremo N-terminal y el dominio VNTR que puede tener desde 25 a
125 repeticiones de la secuencia aminoacidica GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP, con 5
sitios potenciales de O-glicosilacién. El fragmento de menor tamafio de MUC1 contiene
72 aminoacidos del extremo C-terminal, un corto dominio de transmembrana y 58
residuos del dominio extracelular (Hattrup and Gendler, 2008). Estudios en lineas de
células cancerigenas, mostraron mediante Western blot, un silenciamiento en las bandas
de >250 kDa de MUC1 al utilizar siRNA o shRNA especificos contra MUC1. En cambio,
las bandas de 110-160 kDa mostraron una reduccion en la intensidad cuando las células
fueron tratadas con siRNA, mientras que no hubo cambios en la intensidad de estas
bandas al utilizar shRNA, sugiriendo que estas bandas podrian ser no muy especificas
para MUC1 (Kumar et al., 2012). MUC1-N, es la subunidad N-terminal de MUC1, que
contiene regiones VNTR y es responsable en gran parte de las propiedades anti-
adhesivas y lubricantes de MUC1, al ser altamente glicosilada, tendria un peso >250
kDa. Ademas, puede ser desprendida de la superficie celular, después de un clivaje
proteolitico o disociacion de la subunidad, encontrandose en la célula en forma de
punteos nucleares (agrupaciones de grénulos de intercromatina) y asociado con el
espliceosoma (Kumar et al., 2012). Cerca de los 250 kDa, podrian encontrarse
MUC1/SEC y MUC1/SEC interactuando con MUC1/Y (MUC1/SEC es requerido para la
fosforilacion de MUC1/Y). MUC1/Y coniribuye a la iniciacién y progresion tumoral,
ademas puede actuar de manera similar a los receptores de citoquinas (Apostolopoulos
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et al., 2015). Otra isoforma, cercana a los 250 kDa es MUC1/TR, que también esta
involucrada en la progresion tumoral (Sahraei et al., 2012).Con lo cual, es dificil identificar
estas isoformas, sin un anticuerpo especifico, sin embargo de alguna manera
desconocida, TUDCA tendria un mayor efecto en disminuir los niveles proteicos de estas
isoformas glicosiladas, aunque también podrian tratarse de agregados proteicos o
glicosilaciones anormales, mientras que en las variantes desde 95 kDa hasta antes de
los 250kDa, la disminucidén seria un poco menér, aun asi harian falta nuevos
experimentos para poder dilucidar todo esto.

En condiciones de estrés inducido por las citoquinas pro-inflamatorias, se
observdé una mayor intensidad en las bandas cercanas a 250 kDa. Posiblemente la
isoforma de mayor tamafio corresponderia a una glicoproteina secretada, que por
alteraciones en el contro! de calidad inducido por estrés de RER podria comenzar a
acumularse en el RER. Este fenémeno se revertiria en condiciones no estresadas o bajo
tratamiento con TUDCA, donde efectivamente se ve una disminucién en los niveles
proteicos de estas isoformas de MUCA1.

La localizacién subcelular de EDEM1 ya ha sido caracterizada previamente,
encontrandose en RER, membrana plasmatica, aparato de Golgi y en vesiculas en
células de hepatoma HepG2 y en células embrionarias humanas de rifion 293T (Marin
et al., 2012; Tamura et al., 2011, Zuber et al., 2007). Para SEL1L se ha reportado
previamente localizacién en RER, aparato de Golgi, vesiculas, nicleo y también en
membrana plasmatica al interactuar con la integrina 1 en células de rifion 293 FT y en
células de islotes aislados MING (Cattaneo et al., 2014; Diaferia et al., 2013). En el
presente trabajo, la deteccién de la localizacion subcelular de EDEM1 y SEL1L sefiala
que ambas moléculas se localizaron principalmente en RER, como se observo al
colocalizar con PDI. Sin embargo, también parte de la sefal inmunofluorescente indicd
que estos componentes de ERAD también se localizaron en vesiculas y en la superficie
celular, especialmente en las interacciones célula-célula. Respecto a este punto, se ha
reportado en la literatura, en un modelo de células de islotes de ratas, que SEL1L de
membrana participaria en la sefializacién de la integrina B1 y/o en la destinacion de esta
integrina. SEL1L es capaz de regular la adhesion celular, 1a proliferacion y la secrecion
de células B de pancreas a través de la integrina 1. En ERAD, SEL1L podria cumplir un
importante papel en el tréfico y plegamiento de la integrina B1 (Diaferia et al., 2013). Aun
asi, la reduccion en la intensidad de SEL 1L y EDEM1, es otra manera de demostrar que
TUDCA esta actuando directa o indirectamente sobre estas moléculas, disminuyendo su
expresion. Ademas, el patron de localizacion subcelular para EDEM1 y SEL1L cambia
cuando hay estrés en el RER, ya que se observa un patrén tipo reticular alrededor al
niclec y se extiende por todo el citoplasma. En cambio, en células en condiciones
basales o tratadas con TUDCA, la marca de EDEM1 y SEL1L tiende a ser punteada, lo
gue sugiere un reciclaje de los componentes de ERAD en vesiculas (ERAD tuning). E!
ERAD tuning es un mecanismo de reciclaje de SEL1L, EDEM1 y OS-9 en vesiculas
recubiertas de LC3-l, conocidas como EDEMosomas, en condiciones en las cual no hay
un mal plegamiento de proteinas. Cuando hay mal plegamiento de proteinas, OS-9 y
EDEM1 son las encargadas de entregar estas proteinas a los sitios de retrotranslocacion
en la membrana del RER, ademas de estabilizar a SEL1L en un complejo de dislocacion
funcional. En estas condiciones, el ERAD tuning no es necesario y se disminuye su
actividad, potenciando asfi la actividad de la maquinaria ERAD (Bernasconi et al., 2012).
Esta transicion es rapida y reversible, ya que no se necesita de activacion de programas
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transcripcionales/traduccionales por parte de la UPR (Bernasconi et al., 2012). Esto
demostraria que la utilizacion de TUDCA recupera, de cierta manera, la homeostasis del
RER y con ello una mayor actividad del ERAD tuning. La marca de p62, muestra que en
condiciones nio estimuladas, practicamente no hay autofagia. Por otro lado, la deteccion
de p62 y EDEM1 indica que EDEM1, no se asocia a estructuras vesiculares positivas
para p62, lo que seria esperado en condiciones de ERAD tuning, que es un mecanismo
de reciclaje independiente de autofagia (Bernasconi et al., 2012). Seria interesante, en
un futuro, ver lo que ocurre con la autofagia en presencia de citoquinas y TUDCA, para
dilucidar el papel de ERAD tuning en estas células.

SEL1L-A es una glicoproteina transmembrana, residente en el RER. El corte y
empalme alternativo del transcrito primario genera dos isoformas mas pequefias
llamadas SEL1L-B y SEL1L-C, las cuales carecen de la regidn transmembrana C-
terminal de SEL1LA. Sin embargo, mantienen algunas repeticiones Sel-1-like repeats
(SLR) de SEL1L-A, las cuales estan involucradas en interacciones multi-proteinas y en
transduccion de sefiales. SEL1LB y SEL1LC son glicoproteinas secretadas, altamente
estables, que participan aliviando la UPR inducida por estrés mediante la eliminacion de
proteinas aberrantes a través de vias hidroliticas/autofagicas/secretoras (Cattaneo et al.,
2009). SEL1L-B y SEL1-C se localizan en compartimientos celulares degradativos y
secretorios y en areas de contacto célula-célula. SEL1L-B se asocia preferentemente
con las membranas del RER y en compartimienios endosémicos, esto seria coherente
con su participacion en complejos de multi-proteinas, las que incluyen proteinas de
membrana. SEL1L-C se localiza principalmente en el lumen del RER, en la envoltura
nuclear, en peroxisomas y en los espacios intercelulares. En la literatura se ha propuesto
la presencia de las dos isoformas en el espacio intercelular, en invaginaciones de la
membrana plasmatica, en estructuras vesiculares periféricas y en las uniones
intercelulares, esto sugeriia una posible participacién en los circuitos de
liberacidén/captacion autocrino/paracrino. Por ofra parte, se postula que la localizacién de
ambas isoformas en compartimientos endosomales tempranos y multivesiculares, podria
ser consistente con posibles roles compartidos en sorting y/o acompafiamiento de
moléculas en camino a la degradacion o secrecion. Mientras que SEL1L-A esta
principalmente en el RER y es uno de los componentes de ERAD (Cattaneo et al., 2009).
Ese es el motivo por el cual inicialmente sélo se determinaron los niveles proteicos de
esta isoforma, que es la mas conocida, cuyo peso molecular de aprox. 100 kDa, y que
se describe en las hojas de informacion de los anticuerpos anti-SEL1L. Sin embargo,
dado que en las inmunofluorescencias se observd ademas de localizacién en RER,
localizacion en superficie, es que se busco en la literatura, encontrandose las otras
isoformas. La localizacion en compartimientos diferentes a RER es coherente con lo que
se ha reportado para las otras isoformas solubles asociadas a la membrana plasmatica
y presentes preferentemente en los contacto célula-célula (Cattaneo et al., 2009).

Po otro lado, EDEM1 tiene dos isoformas, una que esta asociada a la membrana
como una proteina de membrana tipo Il y una segunda que es una proteina soluble, la
cual puede estar localizada en el lumen del RER y en vesiculas grandes que salen del
RER de una manera independiente de COP-Il (Tamura et al., 2011). En este trabajo
cuando sélo se detecté individualmente la localizacion de EDEM1 sin colocalizar con
SEL1L, se observé de mejor manera todos los patrones anteriormente descritos.
Ademas, se observo localizacion de EDEM1{ cercana a las interacciones célula-célula,
mientras gue otra fraccién se encontré en el RER que en células HSG se distribuye por
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todo el citoplasma (Nelson et al., 2013). En la literatura se ha reportado que EDEM1 de
membrana, estaria mas efectivamente asociado con SELI1L, lo que ayudaria a la
degradacién de sustratos ERAD asociados en la membrana, mientras que EDEM1
soluble estaria asociado preferentemente con Erdj5, lo que favoreceria al recambio de
proteinas solubles (Tamura et al., 2011).

Todos estos resultados pueden ser una primera aproximacion a una posible
aplicacion de TUDCA como tratamiento para el SS, ya que en la actualidad no existe un
farmaco que alivie los sinfomas de la enfermedad. Mas bien, distintos farmacos son
usados dependiendo de un sintoma en particular. Nuevos farmacos implican a los
siguientes blancos: IL-6, CTLA4, CD40, BAFF, entre otros, todos relacionados a
disminuir el componente inflamatorio en las GS de los pacientes con SS (Saraux et al,,
20186). TUDCA podria tener mejores efectos, al tener un efecto mas amplio, en diversas
vias de células epiteliales e inflamatorias, tales como lo son la UPR, ERAD, apoptosis y
la homeostasis del RER.
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RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSION.

TUDCA disminuyd los niveles proteicos y de transcritos de SEL1L y EDEM1, que
habian sido aumentados por citoquinas pro-inflamatorias.

TUDCA también disminuy6 los niveles de proteinas y transcritos de MUC1 que
habian aumentado por la presencia de citoquinas pro-inflamatorias.

Para validar y encontrar una mejor interpretacion de los resultados se evalué en
las células HSG la intensidad de fluorescencencia para SEL1L y EDEM1, encontrandose
un aumento en el citoplasma de las células tratadas con citoquinas pro-inflamatorias o
tunicamicina y una disminucién en presencia de TUDCA. Estos resultados corroboran
los obtenidos por western blot.

El patron de localizacion de SEL1L y EDEM1, cambié en células no estimuladas
y estimuladas con citoquinas pro-inflamatorias o tunicamicina. En células aisladas y no
estimuladas se observo una marca perinuclear, ademas de citoplasmatica, mientras que
en células estimuladas sdélo se observé marca citoplasmatica.

El patrén de localizacion de SEL1L y EDEM1 cambi6é entre células aisladas y
agrupadas. En las primeras, la marca se observoé sélo en el citoplasma, mientras que en
las segundas se observé una mayor intensidad cerca de las interacciones célula-célula.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, TUDCA disminuiria o
restableceria la actividad de ERAD que habia sido incrementada en respuesta al estrés
que produjo la presencia de citoquinas pro-inflamatorias. Ademas, TUDCA disminuiria la
acumulaciéon de MUC1 en el RER, probablemente al promover el plegamiento y no
agregacion de proteinas en el RER.
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