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CAPITULO |
1. RESUMEN

Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular.
Facultad de Medicina.
Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.

Presenta: MC. Clara Patricia Rios Ibarra

TiITULO DEL ESTUDIO. Evaluacion del efecto del 6xido nitrico (NO) en la regulacion negativa
de la expresion del virus de la hepatitis C (VHC), inducida por acido acetil salicilico (AAS).
INTRODUCCION. Acido acetil salicilico (AAS) disminuye los niveles del RNA del VHC en
células Huh-7 (hepatocarcinoma). Se ha demostrado que AAS, en células endoteliales, modula
a COX-2, MAPK, NF-kB, miRNAs, NO, entre otros. El NO, juega un papel importante en la
defensa inmunoldégica. El entendimiento del mecanismo molecular involucrado en la mediacion
del efecto antiviral del AAS, permitira el planteamiento de nuevas estrategias terapéuticas.
MATERIAL Y METODOS. Células de hepatocarcinoma Huh7-VHC-replicon fueron incubadas
con AAS 4 mM, L-NIL 250 uM o arginina 1000 uM durante 24, 48 y 72h. Se cuantificé la
produccion del NO mediante HPLC. Se extrajeron el RNA y proteinas totales para medir los
niveles de expresién del VHC e iNOS (6xido nitrico sintasa inducible). Por otra parte, se midio
la acumulacién de proteinas con residuos de tirosina nitrados, ya que sirve como marcador de
estrés nitrosativo. La participacion de AAS sobre la actividad del promotor de iNOS fue
determinado a través de la actividad del gen reportero de luciferasa. Adicionalmente, se realizo
un analisis de perfil transcripcional mediante microarreglos de expresion en células Huh7-VHC-
replicon expuestas a AAS.

RESULTADOS. 1. AAS incremento la sintesis de NO. 2. La expresion del RNA de iNOS se
redujo (90%, p [1 0.05) en células tratadas con AAS (48h post-treatamiento). 3. Observamos
un aumento en la cantidad de proteinas nitradas (2.57 veces, p < 0.05) en presencia de AAS. 4.
Nuestros resultados mostraron una reduccion en los niveles del RNA del VHC (41%) durante el
tratamiento con arginina (donador de NO) y un incremento (1.44 veces) en presencia de L-NIL
(inhibidor de NO). 5. ASA es capaz de inhibir la actividad del promotor de iINOS (58%, p [’
0.05). 6. Mediante microarrglos de expresion se detectaron genes asociados a estrés oxidativo,
diferencialmente expresados.

CONCLUSIONES. Nuestros resultados sugieren que AAS, incrementa los niveles de NO,
reduce la expresion transcripcional de iINOS y aumenta la cantidad de residuos de tirosina
nitrados en células Huh-7-VHC-replicon. El silenciamiento de iNOS induce la inhibiciéon de la
replicacién de VHC. Estos hallazgos sugieren que NO participa en la regulacion del efecto
antiviral de AAS sobre la expresiéon del VHC. Por lo tanto, la modulacién de NO a nivel
farmacologico, podria proponerse como una terapia adyuvante en el tratamiento contra VHC.

Dra. Ana Maria Rivas Estilla
Director de Tesis
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CAPITULOIII
2. INTRODUCCION
En 1885 se reconocié por primera vez la hepatitis infecciosa aguda’. El virus de la
hepatitis B fue identificado en la década de 19607 y el virus de la hepatitis A en 1973°.
Después de este periodo, todas las otras variantes de hepatitis viral infecciosa fueron
llamadas hepatitis no A y no B (NANBH). Hasta 1989 cuando fue identificado el virus de
la hepatitis C (VHC)*.
En 1989, un grupo de cientificos dirigidos por el Dr. Daniel W. Bradley del CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) y el Dr. Michael Houghton de Chiron
Corp. identificaron el VHC a nivel molecular mediante clonacion y secuenciacion del
genoma viral®®.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que el 3% de la poblacion mundial
esta infectada con el VHC® y ~1.5 millones de individuos padecen la infeccién en

México® (Figura 1).

» ESTADISTICAMUNDIAL
~ 180 x 10° personas.

R -y

NORTEAMERICA
4x 108

AMERICA LATINA
7x 108
AFRICA Y MEDIO ORIENTE )

72x 106 '

» ESTADISTICANACIONAL
~ 1.5 x 10° personas.

Figura 1. Distribucion geografica de VHC. Aproximadamente 180 millones de personas estan
infectadas por VHC.
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http://www.cdc.gov/

Actualmente, en Estados Unidos se estiman 2.7 millones de personas infectadas por el
VHC; cabe senalar que la mayoria de los pacientes tienen una edad inferior a 50

afios'®.

En Puerto Rico se calcula una prevalencia de ~6.3%"". En Chile se ha reportado una

prevalencia de 0.3% y 1.14% respectivamente'®.

En los ultimos anos, en Europa la prevalencia general es de 1% pero varia entre los
diferentes paises'®. En Inglaterra es de 0.72%"*. En el norte de Italia la prevalencia es
de 3.2% representada mayoritariamente por poblacién anciana'>'®. En Francia se
estima una prevalencia de 1.3%'°. En Rusia, la frecuencia registrada en donadores de

sangre fué de 1.5%2° y en Hungria de 0.73%~".

Estudios realizados en Egipto avalan que en donadores de sangre entre 22% y 26.6%

son VHC positivos?*®

2.1%25% 27

, mientras que en Arabia Saudita se estima 1.8% y en Yemen

En Japén, 0.49% de los donadores de sangre estan infectados?®. En China la
prevalencia reportada es de 1% entre donadores de Beijing y Wuhan®=°. En Australia
se calcula que el VHC afecta a ~210,000 personas predominantemente menores de 50
afios®'. Existen pocos estudios en Africa; sin embargo, se ha reportado una prevalencia

de 1.6% en Etiopia y 0.9% en Kenia®**°.

En nuestro pais, de acuerdo con datos del Instituto Nacional de Salud Publica en el afio
2010, las entidades con mayor numero de casos de hepatitis C son: Baja California
(n=360), Chihuahua (n=294), Estado de México (n=242), Cd. de México (n=211),
Jalisco (n=204) y Sinaloa (n=186),%°. Recientemente, el Hospital General de México
realizdé un estudio de prevalencia de anticuerpos contra el virus de la hepatitis C en
donadores de sangre y se reportd una prevalencia de 0.16%, lo que muestra una
tendencia a la baja desde 1994 (1.2%) y el 2003 (0.76%)**.

13
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10451460
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10912488
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11682041
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1382461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7692753
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7498004

2.1 VIAS DE TRANSMISION

Hasta el momento, solo se considera al ser humano y al chimpancé como los unicos
huéspedes naturales conocidos del VHC®'. La principal via de transmisién reconocida
es la exposicion parenteral con hemoderivados, aunque actualmente este concepto
esta cambiando®. La introduccion de técnicas de deteccién de anticuerpos para el VHC
ha disminuido hasta limites imperceptibles el riesgo de contagio por transfusién de
hemoderivados o trasplantes®.

En la actualidad se considera que el uso de drogas intravenosas es el principal factor
de riesgo de infeccién en paises desarrollados, mientras que en paises en vias de
desarrollo el uso de material no estéril y las transfusiones, siguen siendo una causa
importante de contagio®>*°. Aunque también puede transmitirse por via perinatal*' y
sexual* el riesgo de infeccion es bajo. La probabilidad de transmisién vertical es de 5-
10% y es mayor en pacientes co-infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH)*. La infeccién por el VHC es un hecho frecuente en pacientes infectados
por el VIH, especialmente en pacientes adictos a drogas por via parenteral**. En
México, el riesgo de infeccidén lo presentan personas que se transfundieron antes de
1993.

1. Transmisién por transfusion sanguinea. Antes de 1985 el principal factor de
riesgo para la transmision del VHC estaba representado por transfusion sanguinea. El
desarrollo de técnicas diagndsticas como la deteccion y cuantificacion del RNA viral,
para identificar el virus en donadores de sangre y érganos, han reducido el riesgo de
transmision por esta via*®. En México, la reglamentacion vigente para la disposicién de
sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos, es la Norma Oficial
Mexicana NOM-003-SSA2-1993.

2. Transmisidon vertical. La transmision perinatal de hepatitis C ocurre
aproximadamente en 5% de los nifios nacidos de mujeres infectadas con VHC y esta
asociada con una carga viral alta al termino del embarazo y madre co-infectada con
VIH (riesgo 15% a 35%)*.

14
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3. La transmision por contacto sexual. Se considera un factor de bajo riesgo
seguramente debido a la baja concentracién de virus en los fluidos genitales vy
factiblemente por la ausencia de células blanco adecuadas en el tracto genital. La co-
infeccion con el VIH-1 o virus del herpes simple (VHS-1) ha sido asociada con un
incremento en el riesgo de transmision®’.

4. Transmision por farmacodependencia. Actualmente, el uso de drogas inyectables
(intravenosas), es el factor de riesgo mas elevado de infeccion por el VHC atribuido al
intercambio de agujas entre los usuarios. Entre 50% - 80% de los consumidores de
drogas intravenosas contraen VHC a los cinco afnos posteriores al inicio del uso de

drogas inyectables™®.

2.2 HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

La infeccion por VHC pocas veces es diagnosticada en la fase aguda. La mayoria de
las personas permanecen asintomaticas presentando solamente algun cuadro clinico®.
Se ha descrito la presencia de hepatitis fulminante en este periodo pero es muy rara®.
La infeccion llega a ser cronica en la mayoria de los casos, estimandose que del 75 al
85% de los pacientes presentan una viremia persistente. El intervalo entre la infeccion

inicial y el desarrollo de cirrosis puede ser de hasta 30 afios®".

En la mayoria de los casos, la infeccidn cronica resulta en hepatitis con cierto grado de
fibrosis. Puede haber complicaciones posteriores mas severas como cirrosis, la cual se
desarrolla en un 10 a 20% de estos pacientes®. El tiempo de cada una de las fases de
la enfermedad es muy variable pero se calcula que un tercio de los pacientes desarrolla
cirrosis 20 anos post-infeccion. Una vez que la cirrosis se ha desarrollado, el riesgo de

hepatocarcinoma es de 1 a 5%°° (Figura 2).
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75% — 85%
FASE CRONICA

I T
—_—
15% — 25%
RECUPERACION . T .
HEPATITIS NO HEPATITIS PROGRESIVA HEPATITIS PROGRESIVA
PROGRESIVA MODERADA SEVERA
—
_—
1%— 5%
CIRROSIS Y
CARCINOMA HEPATOCELULAR

Figura 2. Del 100% de los sujetos afectados del 15-25% eliminan el virus de forma
espontanea; sin embargo, del 75-85% de los pacientes generan cronicidad y en la siguiente

fase de la enfermedad del 10-20% de los sujetos con hepatitis cronica desarrollan cirrosis y de
50-52

ellos del 1-5% carcinoma. Hepatocelular
El periodo de incubacién promedio es de 6 a 7 semanas y la enfermedad clinica por lo
general resulta leve y asintomatica, caracterizada por elevaciones de las
aminotransferasas con periodos intermitentes (incremento-descenso) y un indice alto
en mas del 80% de los pacientes con hepatitis cronica®. El VHC es un factor patdgeno
en la crioglobulinemia y en la glomerulonefritis membranoproliferativa; puede
relacionarse con liquen plano, tiroiditis autoinmunitaria, sialadenitis linfocitica, fibrosis
pulmonar idiopatica, porfiria cutanea tardia esporadica, gammapatias monoclonales y
linfoma®. La hepatitis C puede inducir resistencia a la insulina (lo cual altera el
incremento de riesgo de fibrosis hepatica) y el riesgo de diabetes mellitus tipo 2 es
mayor en pacientes con hepatitis C crénica. La esteatosis hepatica es una

caracteristica particular de infeccién con VHC genotipo 3°°.

La fibrosis hepatica representa un excesivo depdsito de proteinas de matriz extracelular

que alteran la estructura del parénquima hepatico lo que deriva finalmente en cirrosis®®.
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La fibrosis puede ser causada por enfermedades virales, autoinmunes, metabdlicas y
colestasicas. La degradacion de las proteinas de matriz extracelular es dirigida por
metaloproteinasas (MMPs) (enzimas proteoliticas Zn-dependientes), capaces de
degradar colageno®’. El activador de plasminégeno tipo urocinasa puede activar a las
MMPs durante un evento fibrinolitico. Por otra parte, el factor de crecimiento
transformante-p (TGF-B)°®, puede restringir la actividad de las MMPs al inducir la sobre-

expresion del inhibidor del activador de plasminégeno tipo-1 (PAI-1).

La cirrosis se caracteriza por la pérdida importante de células hepaticas, colapso y
fibrosis de la red de reticulina de soporte, con distorsién del lecho vascular y
regeneracion nodular del resto de las masas celulares hepaticas. La pérdida progresiva
de células hepaticas puede producir ictericia, ascitis, edema y sindrome de insuficiencia
hepatica (disfuncion del sistema nervioso central, caquexia, y muerte)®.

Los eventos moleculares encontrados en la cirrosis hepatica incluyen acumulo de

laminina a-1, tenascina y fibronectina®'®2

)63

, con la sucesiva activacién y proliferacion de
células estelares hepaticas (HSC inducida mediante la secrecion autocrina y
paracrina de citocinas como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF).
Las manifestaciones clinicas se atribuyen a la disfuncién hepatocelular progresiva e
hipertension portal. Conforme progresa la enfermedad, los pacientes cursan episodios
de sangrado en tubo digestivo y de encefalopatia, condiciones severas que los dirige a

la muerte.

La determinacién de transaminasas séricas es muy util para el diagndstico precoz de
hepatitis viral y para el control de la evolucién de la enfermedad hepatica; la elevaciéon y
permanencia de la actividad de transaminasas en el curso de una hepatitis sugiere
cronicidad®. Las transaminasas que suelen determinarse son: aspartato amino

transferasa (AST) y alanino amino transferasa (ALT).

Los valores de AST se incrementan significativamente en pacientes con necrosis
hepatica aguda. En caso de dafio agudo y masivo los valores de esta enzima pueden

elevarse hasta 100 veces con respecto al valor normal®®. Pacientes con cirrosis
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hepatica, colestasis intrahepatica o dafio hepatocelular habitualmente experimentan
elevaciones moderadas de AST, dependiendo del grado de necrosis. En pacientes con
cirrosis hepatica los valores de AST son superiores a los de ALT y el aumento de AST

es entre cuatro y cinco veces el valor normal®®.

La relacion AST/ALT, cuyo valor normal es 0.7, aumenta a medida que el dafio se hace

mas profundo y cronico.

Los niveles anormales de fosfatasa alcalina (FA) y las de la gamma-glutamil-
transferasa (GGT), pueden indicar cirrosis y colestasis®’.

Para la deteccion y diagnostico de la infeccién por el VHC y el seguimiento de la
progresion de la enfermedad, existen ensayos serologicos e inmunoenzimaticos,
principalmente Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)®® y Recombinant
Immunoblot (RIBA); con estas pruebas se detectan los antigenos del VHC mediante el
uso de anticuerpos mono 6 policlonales®®.

Con herramientas moleculares es posible detectar, cuantificar y caracterizar el genoma
del VHC™.

Para la deteccion cualitativa del RNA de VHC en suero o plasma, se determina la
existencia del RNA viral mediante retro-transcripcién (RT) de la region 5 UTR del
genoma del VHC seguida de una doble amplificacion gendmica por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), entre los métodos comerciales destacan Amplicor HCV y
Amplicor HCV Monitor (Roche Molecular Systems)”".

La genotipificacion del VHC involucra la amplificacion de una region en el extremo 5°
UTR vy la digestion del fragmento amplificado, con enzimas de restriccion que
reconocen polimorfismos de un solo nucleétido (RFLP). Entre las pruebas comerciales
se encuentra el ensayo de LiPA (Linear Immuno Probe Assay, Innogenetics), el cual
permite la deteccion de los genotipos 1-6 del VHC'2.

Para la cuantificacion del virus circulante (carga viral) en suero o plasma, la prueba
mas sensible es PCR en tiempo real ya que permite cuantificar hasta 50 copias del
virus por cada mililitro de sangre. Las unica prueba de carga viral aprobadas por la FDA

es Amplicor para VHC (Roche)”.
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2.3 SISTEMA INMUNE Y VHC

La inmunidad humoral juega un papel importante en la eliminacién del VHC™*. Por otra
parte, la inmunidad celular produce una respuesta policlonal poco intensa. Sin
embargo, incrementa la respuesta proliferativa de CD4+ generando un perfil de
citocinas Th1 dirigidas contra antigenos del VHC en individuos que resuelven la

infeccion’®.

El VHC a nivel hepatico provoca una respuesta inmunoldgica generalizada que se
caracteriza por la produccion de IFN-y y posterior reclutamiento de leucocitos en el
higado con formacion de foliculos linfaticos y potenciacion de las rutas de
procesamiento y presentacion antigénica’®. Todas estas células linfoides son grandes
productoras de citocinas tanto Th1 como Th2 capaces de dirigir la eliminacion del
VHC’.

En respuesta a la infeccion viral, multiples vias de sefializacion se activan participando
en la regulacion de genes relacionados con fendmenos inflamatorios, como la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y éxido nitrico sintasa inducible (iNOS)™®. La expresion de
COX-2 se encuentra incrementada en diversos canceres, incluyendo el colorrectal,
pancreatico, gastrico, pulmonar y de cabeza y cuello’”®. Recientemente se ha
relacionado la presencia de COX-2 con el hepatocarcinoma en pacientes VHC
positivos. Las citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-13 asi como los

glucocorticoides disminuyen la induccion de COX-2%.

La induccion del gen COX-2 depende del tipo celular y del estimulo molecular que
puede ser dirigido por la proteina cinasa C, cinasa A y la via de activacién de la protein
cinasa activadora de mitdgeno (MAPK)®'. Estudios de su regulacion transcripcional han
demostrado la implicacion del sitio CRE (elemento de respuesta a AMP ciclico), del
factor de transcripcién AP-1 y del factor nuclear kappa B (NF-kB)®2. El aumento de
COX-2 se traduce con un aumento de PGE2 que es uno de los mas importantes
moduladores de la funcién inmune?®. Previos estudios han demostrado que la COX-2 y

la PGE2 modulan la replicacién de virus como CMV y hepatitis B3*°.
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La funcion citotéxica del sistema inmune frente al VHC se modula primordialmente por
los linfocitos T citotoxicos (CTL), células de citotoxicidad natural (NK) y células T con
restriccion para CD1d (NKT)®. Durante la infeccion por VHC, la funcién de estas
células se encuentra alterada y puede condicionar la progresion de la enfermedad.
Ademas, la existencia de una buena respuesta CD8+ especifica en pacientes con
infeccién cronica se asocia con niveles mas bajos de viremia-VHC®". También, el
numero y la actividad de las células NK y NKT estan alterados durante la infeccién
cronica y pueden recuperarse con el tratamiento antiviral. Estas células NK y NKT
participan en la respuesta inmune innata para eliminar las células infectadas por el
VHC®. Ademas, la evidencia sugiere que estas células son responsables del inicio de

la respuesta inmune adaptativa y la regulacion de la respuesta autoinmune®®.

2.4 GENOTIPOS DE VHC

El VHC tiene una gran heterogeneidad gendmica debido a la elevada replicacion viral y
la baja fidelidad de la transcriptasa reversa (la tasa de error es de 1 nucledtido por cada
200 incorporados en la replicacion)®. La heterogeneidad genética puede ser clasificada
en cuatro niveles, dando lugar a tipos, subtipos, aislados y cuasiespecies®’.

El grado de homologia inter-gendmica da lugar al genotipo, en el cual, si existe
homologia del genoma entre 66-69%, se le llama tipo y se designa con numero arabigo
(la nomenclatura actual solo incluye la numeracién del 1 al 6, por lo que los genotipos
antiguamente nombrados 7,8,9 y 11 fueron reclasificados como 6 y el genotipo 10

como el 3)%

. Dentro de un mismo tipo, si la homologia es de 77-80%, se clasifica en
subtipo designandose con una letra después del numero del genotipo (a, b, ¢, d, e, f, g
y h, principalmente); si dentro de un mismo subtipo existe una homologia de 81-90% se
denominan aislados®. En cambio el grado de homologia intra-genoma de 91-99% da
lugar a cuasiespecie que es el resultante de la acumulacién de las mutaciones durante

la replicacion viral en un individuo®*° (Tabla 1).
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HOMOLOGIA DEFINICION

TERMINOLOGIA

TIPO 66-69% Heterogeneidad entre virus.
SUBTIPO 77-80% Virus relacionados dentro de cada tipo.
AISLADO 81-90% Especies del mismo subtipo en diferentes

pacientes.
CUASIESPECIES 91-99% Variantes genéticas en un individuo

Tabla 1. Clasificacion genética del VHC.

La frecuencia de los diversos genotipos varia de un pais a otro y se han encontrado
diferencias importantes en cada region; los genotipos 1, 2, y 3 tienen distribucion
mundial, pero sus prevalencias relativas varian de un area geografica a otra®. Los
subtipos 1a y 1b son los mas frecuentes en Estados Unidos, Europa y Japoén; los
subtipos 2a y 2b son relativamente comunes en Estados Unidos, Europa y Japon; el
genotipo 2c¢ es frecuente en el Norte de ltalia; el genotipo 3a tiene una relacion con las
drogas de abuso en Europa y Estados Unidos'®. EI genotipo 4 es prevalente en
Africa® y Medio Oriente; los genotipos 5 y 6 se han observado en Sudafrica y Hong
Kong, respectivamente; los genotipos 7, 8 y 9 han sido identificados unicamente en
pacientes vietnamitas; el 10 y 11 en pacientes de Indonesia®. Aunque los genotipos del
VHC pueden ser en parte un predictor independiente de la respuesta a la terapia con
interferon, es mas probable que los sujetos con genotipos 2 y 3 tengan una respuesta
favorable al tratamiento que aquéllos infectados por el genotipo 1a 6 1b*° (Figura 3).

Por lo anterior, la genotipificacion de VHC es de gran utilidad en estudios como
transmision del virus, epidemiologia molecular, patogénesis, ensayos de diagndstico,

historia natural y tratamiento de la infeccion.
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Figura 3. Actualmente se conocen 6 diferentes genotipos de VHC, clasificados a su vez en un

numero variable de subtipos y cuasiespeciesgz'gg.

En México, en los ultimos 13 afios diversos estudios han reportado una mayor
prevalencia del genotipo 1 (subtipos a y b), seguido del genotipo 2 (subtipos a,b y c) y
en muy baja proporcién se han reportado los genotipos 3 y 4% En un estudio
realizado en el 2008 en nuestro pais la frecuencia de los genotipos reportada fue la
siguiente: 58.3% tipo 1, 30.5% tipo 2, 8.7% tipo 3, 1% tipo 4, 1.5% tipos mixtos. La
frecuencia de subtipos fue: 1b 26.8%, 1a 21.3%, 2a/ 2c 12.4%, 2b 9.2%, 3a 8.4%. La
distribuciéon de los genotipos por zonas en el pais fue: Norte (n = 43): 1b 46%, 1a
18.6%, 2al 2¢ 9.3%, 2b 7%; Occidente y Bajio (n = 345): 1b 24.1%, 1a 20.9 %, 2a/2c
13.3%, 2a 9.6%, 3a 9.6%; Centro y Sur (n = 15): 1a 40%, 1b 33%, 1a/1b 20%, 2b
7%104.

2.5 CICLO BIOLOGICO DEL VHC

El VHC se replica preferentemente en el citoplasma de los hepatocitos, pero también

105

es capaz de infectar a otras células como las células dendriticas'® y células B'®. En el
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suero, el VHC se puede encontrar libre, unido a inmunoglobulinas o asociado a

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteinas de baja densidad (LDL)""".

Tras la posible endocitosis mediada por receptor se produciria la fusion de la envoltura
viral con la membrana de los endosomas en un proceso mediado por glucoproteinas de
la envoltura y dependiente del pH'®. Las glicoproteinas de la envoltura viral son
capaces de unirse a multiples proteinas de membrana que podrian servir como
receptores'®. Entre estas proteinas se encuentra el receptor de LDL, el receptor clase
B tipo | (SR-BI)'° ocludinas (OCLN), claudinas-1,6,9 (CLD) y la tetraspanina
(CD81)""1"8  Las proteinas E1-E2 del VHC, contienen sitios de unién para los

receptores CD81, CLD y OCLN los cuales se expresa en hepatocitos y linfocitos B''2.

Una vez en el citoplasma, el genoma viral se traduce generando la poliproteina viral en
un proceso independiente de Cap y que requiere de la union al ribosoma 40S al sitio
de internalizacion a ribosomas (IRES) en la region 5’-UTR, proceso que en la region 3'-

UTR podria tener un papel regulador''.

La replicacion del RNA viral es dirigida por la enzima RNA polimerasa viral dependiente
de RNA (NS5B), que origina cadenas de RNA con polaridad negativa que serviran
como molde para la sintesis de cadenas de RNA con polaridad positiva (marco de
lectura abierto); los copias de RNA viral tienen una simetria de 10:1 (cadena
positiva:cadena negativa)”“. Es importante destacar que el virus no genera lisis ceular

ni se intregra al genoma de la célula huesped'™.

El procesamiento de la lipoproteina viral por proteasas celulares y del virus, genera las

proteinas virales maduras que junto al RNA viral y factores celulares forman un

"6 La formacion de nuevas

complejo membranoso de replicacion peri-nuclear
particulas virales comienza con la interaccién del RNA genomico y las proteinas de la
capside para formar la nucleocapside que luego se recubrira de la envoltura y
finalmente las particulas virales maduras e infecciosas seran exportadas por

117
(

exocitosis ' (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del ciclo replicativo de VHC""*""".

2.6 INTERFERON-a (INF-a) Y RIBAVIRINA

Actualmente, el INF-a y ribavirina, representan la mejor terapia disponible para el
tratamiento contra el VHC; desafortunadamente, unicamente el 50% de los pacientes
con genotipo 1 presentan una respuesta viral sostenida (RVS), mientras que el 85% de
los pacientes con genotpo 2 6 3 tienen RVS'%.

El INF-a es una citocina, con una importante funcion en la respuesta inmune innata
antiviral'®'. Los receptores de INF-a, activan la via de sefalizacion JAK-STAT cinasa,
provocando la transduccién de sefales sobre activadores transcripcionales, que dirigen
la expresion de multiples genes inducidos por INF-a. Estos genes incluyen RNAsas de
doble cadena, inhibidores de la traduccién y proteinas desestabilizantes del RNAm

viral, cuya funcion final es impedir la replicacion de los virus infectantes (Figura 5)
120,122
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Figura 5. El INF-a activa la via de sefalizacion JAK-STAT. El INF-a induce la fosforilacién de JAK y
esta a su vez fosforila al dimero STAT 1-2 el cual forma un complejo con IRF9 (factor de respuesta
a interferén-9) que se transloca a nucleo para dirigir la transcripcion de genes con efecto adverso

sobre el ciclo biolégico de VHC.

Desde 1991, la administracion del INF-a fué aprobado como terapia contra el VHC; sin
embargo, la monoterapia con INF-a, genera solo una tasa de curacion entre 10 y 12%;
pero al combinar INF-a'? y ribavirina, la tasa de respuesta virolégica es del 40% "%,
La ribavirina es un analogo de nucledsido con actividad antiviral e inmunomoduladora.
ribavirina reduce el nivel de transaminasas en pacientes con hepatitis C cronica, pero
no modifica la viremia ni la histologia hepatica por lo que su uso como monoterapia fue
descartada'®.

2.6.1 INTERFERON-a PEGILADO (INF-a-PEG). El INF-a-PEG es una presentacion
farmacolégica del interferon que se obtiene mediante la unién fisicoquimica de una
molécula de interferén alfa recombinante a una molécula de polietilen glicol'®. La
conjugacion de proteinas con polietilen glicol es un método que logra retrasar su
aclaramiento, prolongar y mantener su actividad y en consecuencia, mejorar su

eficacia’®. El compuesto resultante es muy estable y tras su administracién por via
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subcutanea, se produce una liberacion rapida del interferébn pero su eliminacién es
lenta, de manera que se consiguen picos de concentracion prolongados, durante al
menos 90 horas, con una fase de eliminacién gradual a lo largo de varios dias'®’.
Estudios en primates han mostrado una disminucién del aclaramiento renal del INF-a -
PEG que determina que su vida media sea mucho mas prolongada que la del interferén
estandar'®. Gracias a ello, se consigue que la accion del interferon se mantenga de
forma ininterrumpida durante un periodo de tiempo mucho mas largo, con lo que se
obtiene un efecto terapéutico sostenido con una sola inyeccion semanal a diferencia del
interferén convencional (tres veces por semana)'?’.

La eficacia de la monoterapia con INF-a -PEG se aproxima a la de la combinacion con
interferén convencional mas ribavirina'?°.

Al igual que en el tratamiento convencional, la infeccidon por virus con genotipo distinto
al 1y la baja viremia se asocian a una mayor tasa de respuesta al INF-a —PEG'°.

El tratamiento combinado, sobre todo si el perfil virolégico del paciente exige un
tratamiento prolongado, tiene un costo muy elevado y la tolerancia al tratamiento no es
buena en algunos casos. Por ello esta justificado intentar identificar los pacientes en
quienes puede anticiparse el fracaso del tratamiento y puede por lo tanto, estar
justificada la interrupcién precoz del mismo'*®°. El procedimiento mas apropiado para
tomar esta decision se basa en el control de la evolucion del RNA-VHC, utilizando una
técnica de alta sensibilidad (RT-PCR), a las 4, 12 y 24 semanas de tratamiento. Si el
RNA-VHC es positivo a las 24 semanas, la probabilidad de obtener una respuesta anti
viral sostenida es minima (2%), por lo que la interrupcion del tratamiento esta

justificada™’.

Si a las 12 semanas el RNA-VHC aun se mantiene positivo, la
probabilidad de obtener una respuesta sostenida prolongando el tratamiento hasta las
48 semanas es del 10%, por lo que en estos pacientes puede estar justificado retrasar
la decisidn de suspender el tratamiento hasta conocer el resultado de la determinacion

del RNA-VHC tras 24 semanas de tratamiento 2.
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2.7 TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA EL VHC.

Actualmente se estan disefiando nuevos estrategias para combatir la infeccién por
VHC™®,

La inhibicién farmacoldgica de la proteasa NS3 y de la RNA polimerasa NS5A del VHC
son los blancos farmacolégicos de la mayoria de los principios activos actualmente en
desarrollo™*. Los inhibidores de la proteasa acttan inhibiendo el centro catalitico del

)135,136 o

enzima serin-proteasa NS3, mediante enlace covalente (telaprevir, boceprevir
no covalente (R7227, BILN2061), lo que impide la maduracién de las proteinas no
estructurales de la poliproteina y la formacion del complejo de replicacion™’.

Los inhibidores de la polimerasa son el otro gran grupo de farmacos contra el VHC en
desarrollo™®. Se subdividen en analogos de nucledsidos, que producen inhibicion al
terminar precozmente la elongacion de la cadena RNA-VHC (+) en el centro catalitico
de la polimerasa NS5, necesitan tri-fosfatacién para ser activos y en no analogos de
nucledsidos que actuan en una region alejada del centro catalitico y producen inhibicion
alostérica de la actividad del enzima'.

El poder antiviral de los inhibidores de la proteasa es mayor que la de los inhibidores de
la polimerasa, sin embargo, su barrera genética (numero de mutaciones del VHC para
originar resistencia al farmaco) es mas baja, mientras que la capacidad antiviral de los
inhibidores de la polimerasa analogos de nucledsido, es mas baja que los no analogos,
pero su barrera genética es mayor que la de estos ultimos'. Por lo tanto, los
inhibidores de polimerasa no analogos de nucledsidos, al igual que los inhibidores de la
proteasa tienen una barrera genética baja y una sola mutacion confiere resistencia al
farmaco'’.

El tratamiento con telaprevir o boceprevir de pacientes que han fracasado a
tratamientos previos han producido resultados alentadores, ya que pacientes no
respondedores con tratamiento previo responden en un 53% con telaprevir (24

semanas mas otras 24 con terapia convencional)'*?

y en un 55% con induccién con
terapia convencional 4 semanas y posteriormente triple terapia con boceprevir 44
semanas adicionales'*®. En estudios en fase Il en humanos, al combinar el tratamiento
de de INF-a mas ribavirina con telaprevir o boceprevir, la RVS en paientes con genotipo

1, puede incrementarse hasta 85%2*.
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Danoprevir (Roche), es un inhibidor de la actividad de la proteasa NS3/4A del VHC.
Actualmente, se encuentra en la fase Il de desarrollo clinico. Ha mostrado una gran
eficacia inicial contra el VHC como monoterapia, combinado con RG7128 y combinado
con Pegasys y Copegus (ribavirina). Ademas, ha presentado en dichos estudios un

buen perfil de seguridad y tolerabilidad’*.

Durante la reunion anual de la Asociacibn Americana para el Estudio de las
Enfermedades Hepaticas (AASLD), la compafiia Boehringer Ingelheim mostré los
resultados de un ensayo que involucra la combinacion de dos compuestos orales: el
inhibidor de la proteasa Bl 201335 y el inhibidor de la polimerasa Bl 207127, junto con
ribavirina y observaron que la combinacién reduce la carga viral hasta un limite inferior
a los niveles cuantificables en pacientes no sometidos a tratamiento previo para el
VHC'™®,

2.8 ESTRUCTURA MOLECULAR DE VHC

El genoma del VHC esta constituido por una cadena sencilla de RNA con polaridad
positiva con una longitud entre 9,500-10,000 nucledtidos (9.6 kb), que codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3,010 aminoacidos caracterizada por un alto grado
de heterogeneidad genética y con un tnico marco de lectura abierto (ORF)"®.

El genoma alberga en sus extremos secuencias no codificantes (UTR). El extremo 5°-
UTR estd conformado por 361 bases altamente conservadas y resistentes a la
desnaturalizacién. El extremo 3°-UTR contiene 230 bases con una secuencia de
poli(A)'.

La poliproteina es procesada a través de proteasas virales y celulares para la
generacion de 10 proteinas funcionales. La porcién amino terminal forma las proteinas
estructurales y se divide en cuatro (core, E1, E2, p7), mientras que fraccién carboxilo
terminal da lugar a seis proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,

NS5B)'8179180 (Figura 6).
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Figura 6. Estructura gendomica de VHC. Un unico marco de lectura abierto contenido en VHC,
codifica para una poliproteina de la cual derivan 4 proteinas estructurales (S) y 6 no estructurales
(NS)146-148

EXTREMO 5° NO TRADUCIBLE (5°-UTR). El extremo 5° del genoma esta
compuesto por una regiéon no codificante, comprendida entre los nucledtidos 1-342™9,
Es altamente conservada entre aislamientos del mismo grupo (98%) y entre
aislamientos de diferentes grupos (93%) y esta implicada en la regulacion de la
replicacion del genoma viral y en la traduccién génica'.

PROTEINAS ESTRUCTURALES (S). La proteina del core (C), de 16-22 kDa, se
localiza entre los nucledtidos 342-915''. Esta proteina es responsable de formar la
nucleocapside y presenta alto contenido de aminoacidos basicos (arginina y lisina) en
su extremo amino y un epitopo inmunodominate localizado en la regién N-terminal’?.
Es la region estructural mas conservada y contra la que mayor reactividad global se ha
encontrado en los sueros de portadores, de ahi su importancia como componente de
los sistemas diagnésticos.

La glicoproteina de la envoltura del viridon (E1), de 32-35 kDa, esta comprendida entre
los nucledtidos 915-1491"°%. Se han localizado al menos 2 epitopos antigénicos
potenciales, entre los aminoacidos 210-233 que es una secuencia variable y entre 315-
327 que es un dominio altamente conservado. El extremo carboxilico es hidrofébico y
posee dos secuencias homélogas a segmentos trans-membranales'*.

Ls glicoproteina de la envoltura (E2/NS1), de 58-72 kDa, se localiza entre los

nucledtidos 1491 y 2769. Esta proteina contiene 11 sitios de glicosilacion. Entre los

29

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON



residuos 484-499 y 554-569 tiene dos regiones antigénicas altamente conservadas
entre los diferentes tipos de VHC'®®. El peso molecular varia, debido a que la proteina
presenta dos tipos de procesamiento, en uno la proteina se mantiene intacta (del
aminoacido 384 al 810) y en el otro se produce un corte por una peptidasa entre los
aminodacidos 746 y 747, que da lugar a una E2 truncada y a una proteina denominada
p7156_

Las glicoproteinas (E1 y E2) juegan un papel importante en la patofisiologia del virus'’.
El analisis gendmico de todos los VHC aislados revelan que ambas se caracterizan por
una marcada variabilidad, incluso dentro de un mismo individuo, especialmente en dos
subregiones hipervariables localizadas en la regién E2/NS1'°®. Cuando se expresan
juntas en vectores virales, las proteinas E1 y E2 se glicosilan y forman un
heterodimero, que es reconocido por la mayoria de los pacientes infectados con el
virus'®®. Esto indica que este heterodimero puede ser importante para la conformacion
adecuada de los epitopos antigénicos. Esta regién posee un motivo estructural, entre
los aminoacidos 401-406 6 407, que es inmunogénico y conservado entre los diferentes
aislamientos y que es Util para el tratamiento y diagnéstico del VHC'®. En los
diferentes aislamientos el porcentaje de homologia de la region estructural del virus es
entre 74-92%, siendo la regién del nucleo la mas conservada (81-88%) y la region E1,
la menos conservada (53-69%)'°".

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES (NS). Esta region incluye proteasas con
actividad helicasa y RNA polimerasa dependiente de RNA y otros factores de
transcripcién con funcion bioldgica desconocida'®.

El proceso proteolitico de la region no estructural es mediado por dos proteasas virales:
proteasa NS2-3, que rompe la unién NS2/3, y la proteasa NS3-serin-dependiente, que
es la responsable de procesar los sitios NS3/NS4A, NS4A/B, NS4B/5A y NS5A/5B°2.

La proteina NS2 es un polipéptido de trans-membrana de 23 kDa, ubicada entre los
nucledtidos 2769-3360, con su extremo carboxilo translocado en el lumen del reticulo
endoplasmatico y el extremo amino localizado en el citoplasma'®*. Posee una regién
muy inmunogénica y altamente conservada en los diferentes aislamientos del VHC

entre los residuos 960-975. Su funcion no esta totalmente definida, pero participa en el
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ensamblaje del viridbn y forma parte del complejo de replicacion junto con la NS5A y
NS5B'%,

La proteina NS3, comprendida entre los nucleétidos 3360-5313, es soluble y tiene un
peso molecular de 70 kDa'®. Presenta dos actividades enzimaticas, una ATPasa y
helicasa, indispensable para la replicacion del RNA y la otra similar a la de las
proteasas dependientes de serina, que realiza cortes en cis y trans, y da lugar a un
procesamiento proteolitico del resto de la regidn no estructural en NS4A, NS4B, NS5A
y NS5B'. Presenta una secuencia de 14 aminoacidos altamente similar al sitio
inhibidor de la proteina cinasa cAMP-dependiente'®.

La proteina NS4 se procesa en NS4A de 8 kDa (entre los nucléotidos 5313 y 5475) y
NS4B de 27 kDa (5475-6258), ambas son altamente hidrofébicas y asociadas a la
membrana. Su funcion no es totalmente conocida, pero se le atribuye que forma parte
del complejo de replicacion viral, que NS4A junto con NS3 forman un complejo con
actividad proteolitica’”.

Posee dos regiones de gran antigenicidad, comprendidas entre las regiones 1691-1708
y 1710-1728, altamente variables entre las diferentes variantes de VHC (los tipos 1, 2y
3 sélo presentan una analogia de 50-60%)'"°.

La proteina NS5 codifica para dos proteinas, la NS5A de 56-58 kDa (6258-7602) y la
NS5B de 68-70 kDa (7602-9375)'"""72. NS5A actua como factor transcripcional
mientras que NS5B es una RNA polimerasa dependiente de RNA'"®. Su mayor
antigenicidad la confieren los residuos 2284-2329 pertenecientes a NS5A y entre 2584-
2599 y 2944- 2959 de NS5B. Estas secuencias son variables entre los diferentes tipos
del VHC. Entre los codones 2209 y 2248 de determinados subtipos hay una regién
resistente al tratamiento con interferén'’*. El porcentaje de homologia de la regién no
estructural entre diferentes aislamientos es de 71-78%, siendo NS5 la menos
conservada (56-72%)""°.

EXTREMO 3° NO TRADUCIBLE (3-UTR). ElI genoma concluye en una
secuencia 3’terminal no codificante pequefia de aproximadamente 200 nucléotidos
(9375-9419), rica en uridina, conservada entre los diferentes tipos del VHC e implicada
en la replicacion gendmica'’®. Consta de 4 elementos: 1. Una secuencia corta con

significativa variabilidad entre genotipos. 2. Una zona poli (U). 3. Una regién de
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polipirimidinas, rica en uracilo con algunas citocinas. 4. Una secuencia de 98 bases,

que forma una estructura de tallo y anillo en el extremo'®°.

2.9 MODELO DE REPLICACION DE VHC IN VITRO

En 1999, se desarrollé una estrategia in vitro basada en la construccion de replicones
subgendmicos de VHC, permitiendo evaluar la replicacion viral bajo diversas
condiciones experimentales'. En estos minigenomas del VHC (genéticamente
modificados), la region que codifica las proteinas estructurales fue reemplazada por un
marcador selectivo: Neomicin-fosfotransferasa (NEO) cuya proteina es capaz de
inactivar el efecto citotoxico de G418 (geneticina) en las células transfectadas con el
replicon subgenémico y que funge como marcador positivo de la transfeccion'®?. La
expresion de NEO, esta mediada por el sitio de internalizacion a ribosomas (IRES)

original de VHC contenido en la regién 5-UTR'® (Figura 7).

UTR EMCV UTR

IRES IRES
=g PHTHTHIHO ™ » cats
IRES IRES
UTR EMCY UTR
IRES IRES

Figura 7. Esquema representativo de la estructura y establecimiento del replicon
subgenomico de VHC. El modelo de replicon subgenémico alberga las secuencias que

codifican para las proteinas no estructurales de VHC y el gen de neomicin fosfotransferasa

cuva proteina inactiva el efecto citotoxico de G418'81183,

Ahora bien, una segunda secuencia IRES se insert6 rio abajo del gen NEO seguido de
las secuencias codificantes NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Las células de
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hepatocarcinoma Huh-7 infectadas con el replicon generan niveles de RNA en 5
ordenes de magnitud mayor a lo reportado en sistemas de cultivo celular infectado con
particulas completas y maduras de VHC'83184,

Este modelo experimental es el mas utilizado debido a que permite monitorear bajos
niveles de replicacion del virus y ademas no constituyen un peligro infeccioso ya que
carece se las secuencias que codifican para las proteinas estructurales y por lo tanto

no produce particulas virales maduras e infeccionas %1%,

2.10 ACIDO ACETIL SALICILICO (AAS)

El AAS, es un antinflamatorio no esteroideo, con efecto inhibitorio en la sintesis de
prostaglandinas ya que induce la inhibicién de la enzima COX-2'¥".

Las ciclooxigenasas son las enzimas limitantes en la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos. Existen dos isoformas (COX-1 y COX-2) ambas con un peso molecular
de 71 kD y un 63% de homologia entre ellas'®, presentando sin embargo importantes
diferencias en cuanto a inhibidores y localizacién intracelular. La COX-1 se expresa de
forma constitutiva en muchos o6rganos y esta relacionada con la sintesis de
prostanoides en funciones celulares normales, mientras que la COX-2 generalmente es
inducible por varios estimulos asociados con activacion celular e inflamacion
(lipopolisacaridos, factor de necrosis tumoral-qa, interleucina-1, factores de crecimiento y
esteres de forbol como el PMA)'®°.

COX-2 fue asociada previamente con la replicacion de VHC y el desarrollo de
carcinoma hepatocelular ya que en presencia de VHC se incrementa la expresion de
COX-2"°_ Las proteinas no estructurales del virus activan a NF-kB via estrés oxidativo,
involucrando a COX-2 en el proceso ya que su promotor tiene una zona de
reconocimiento para NF-kB. Los inhibidores de COX-2 incrementan la expresion de

VHC, lo que sugiere que la enzima tiene un efecto negativo sobre el virus'".

El AAS tiene propiedades, anti-tromboticas, anti-inflamatorias, anti-piréticas y anti-
proliferativas'®’.
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Los efectos de AAS sobre la agregacidén plaquetaria tienen lugar con dosis mucho
menores que las requeridas para un efecto analgésico o anti-inflamatorio. La enzima
COX-1 de las plaguetas es mas sensible que la COX-1 del endotelio, lo que explica la
necesidad de dosis muy bajas de aspirina para conseguir un efecto anti-trombético, lo
cual resulta ideal en pacientes con enfermedad coronaria. Se cree que los efectos
benéficos de la aspirina en la prevencion del infarto de miocardio se deben a su
capacidad para reducir los niveles de proteina C reactiva'®.

La actividad anti-inflamatoria del AAS se atribuye a la inhibicion de la COX-2 ya que
reduce la sintesis de las prostaglandinas E y F, las cuales, son responsables de la
vasodilatacion y la permeabilidad capilar lo que, a su vez, aumenta la movilidad de
fluidos y leucocitos que ocasionan la inflamacion, enrojecimiento y dolor'®,

La capacidad anti-proliferativa de AAS pudiese ser atribuida a la produccién de acidos
grasos como 15R-hydroxieicosatetraenoico (15R-HETE) asociados previamente con

efectos antiproliferativos'®.

2.11 EFECTO ANTIVIRAL DE AAS SOBRE VHC. En el afio 2008 se publicé que el
AAS, a una concentracién de 4mM (no citotéxica), disminuye los niveles del RNA de
VHC en células Huh-7 que expresan de forma estable las proteinas no estructurales del
virus (Huh-7-VHC-replicon) (Figura 8)'®°. El mecanismo mediante el cual ocurre este
fendbmeno aun es desconocido, pero se sospecha la participacion de elementos de

respuesta a estrés oxidativo.
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Figura 8. AAS disminuye los niveles del RNA de VHC (Hepatology. Vol. 47, No 5, 2008)
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Por otra parte, se ha comprobado que en células endoteliales, el AAS, modula la

produccion de MAPK, miRNAs, éxido nitrico, entre otros '%.

212 AAS Y OXIDO NITRICO. La aspirina per se es capaz de incrementar la
produccién de NO en diversos modelos celulares (Figura 9) '*’. A nivel quimico, se han
desarrollado moléculas de aspirina liberadoras de o&xido nitrico para el
aprovechamiento de las propiedades farmacoldgicas de ambos principios activos'®.
NCX-4016 (nitro-aspirina), es un compuesto dual que consiste en una molécula de
aspirina unida covalentemente con NOj3;™. Su férmula quimica es 2-(acetiloxi) acido
benzoico 3-[(nitrooxi)metil]fenil ester'®®.

Inicialmente, NCX-4016 surge como una alternativa para reducir los efectos
gastrointestinales no deseados de la aspirina®®. La actividad bioldgica de NCX-4016
ha sido evaluada en diferentes modelos experimentales, donde se han evidenciado sus

actividades anti-inflamatorias, anti-tromboticas y analgésicas. NCX-4016 tiene efectos

benéficos superiores a los de la aspirina en modelos experimentales de infarto de
)201

miocardio, ictus, lesion cardiaca por isquemia y reperfusion

" =
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Figura 9. Cuando AAS acetila a COX-2 se generan epi-lipoxinas las cuales inducen la produccion

de 6xido nitrico a través de eNOS en células endoteliales'®.
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2.13 OXIDO NITRICO (NO)

El NO, juega un papel importante en la defensa inmunolégica actuando como un
agente antimicrobiano®®?; sin embargo, existe evidencia paradgjica, de su papel como
efector antiviral®®.

El NO tiene complejas funciones ya que actua en la inhibicion de la agregacion
plaquetaria, es un neurotransmisor en el sistema nervioso central y también interviene
en reacciones de quimiotaxis y citotoxicidad. Por otra parte, elevadas concentraciones
de NO estan involucradas en ciertas situaciones fisiopatolégicas como la hipotension
que acompana al shock séptico y la respuesta inflamatoria inducida por dafio
tisular?®+2%°,

El 6xido nitrico es un gas soluble y altamente Iabil que se libera por la conversién del
aminoacido L-arginina en L-citrulina. Para la sintesis de NO, ademas de la L-arginina
como sustrato, se requiere de la presencia de calmodulina (CaM) y de 4 cofactores:
flavin mononucleodtido (FMN), flavin adenina dinucledtido (FAD), tetrahidrobloptenina
(TBH) y de nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH). Esta reacciéon es
catalizada por la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS) y puede ser inhibida por
derivados estructurales de dicho aminoacido: la N-mono-metil-L-arginina (LNMMA), la
N-nitro-L-arginina metiléster (LNAME) y otros?®°.

Cuando la CaM no se encuentra unida a la enzima, los electrones donados por el
NAPDH no fluyen desde el dominio reductasa hacia el dominio oxigenasa y son
aceptados por el citocromo C y otros aceptores de electrones. En presencia de la
calmodulina los electrones donados por el NADPH son transportados por el FAD y por
FMN hacia el grupo hemo. La L-arginina se convierte en N-hidroxialanina y luego en
NO y L-citrulina®”.

En estas condiciones, la NOS produce una mezcla de aniones superoxido (Oz) y 6xido
nitrico que reacciona con peroxinitritos (ONCQO") y como resultado final tiene lugar la
citotoxicidad. En ausencia de TBH la NOS genera peréxido de hidrogeno (H20,),

superdxido y éxido nitrico?®®.
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Los productos finales del NO in vivo son: nitrito (NOz) y nitrato (NO3’). EI mejor indice
de oOxido nitrico total es la suma de ambos productos, debido a que la proporcion
relativa de cada uno de ellos dentro de una misma muestra resulta variable®®.

La relacién de nitrito/nitrato puede ser medida a través de sistemas colorimétricos que

tiene un valor normal de 1.0 yM (Figura 10)210'
[Peu}-Fe] oo
NH, HO  NH, HO [ NH,
H,M‘:ﬂQl W= N
H NH NH
[naver] o)
o HH,
“o "o "0 H
o 0
HOHES NOHLA

Figura 10. Sintesis de NO a través de la conversion de L-arginina en L-citrulina.

NO es un mensajero intracelular omnipresente, involucrado en la modulacién del flujo
sanguineo, actividad neuronal y efecto antimicrobiano. Existen tres isoformas de NOSs:
Calcio dependiente: NOS epitelial (eNOS) y NOS neuronal (nNOS) y Calcio
independiente: NOS inducible (iNOS)*'".

Las isoformas constitutivas eNOS o tipo Il y la nNOS o tipo | estan presentes en
diferentes tejidos (células endoteliales, neuronas, neuroglias y otros) que producen

concentraciones fisioldgicas de NO al actuar como segundo mensajero®'.

2.14 OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE (iNOS)

La expresion de iNOS es el resultado de diversas respuestas inflamatorias difusas o
localizadas resultantes de la infeccion o dafo tisular. La respuesta inflamatoria es parte

de una respuesta adaptativa, la expresion de iINOS es beneficiosa; cuando la expresion
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de iINOS es parte de una inflamacion anormal, esta expresiéon puede ser perjudicial
(ejemplo, enfermedades autoinmunes). Como aspectos beneficiosos puede destacarse
que la expresion de iINOS resulta en la inhibicién del crecimiento de patégenos desde
microorganismos hasta virus®'?. Y también parece proteger a los tejidos del dafio en
respuestas agudas inflamatorias sistémicas como la sepsis®'®. La vasodilatacion
resultante de la expresion de INOS mejora la perfusion durante la sepsis, pero si ésta
es excesiva la hipotension resultante puede llegar a ser refractaria y por lo tanto, letal.
En el contexto de los 6rganos solidos, la expresion de INOS en endotoxemia podria ser
citoprotectora, ya que previene la formacion de microtrombos inhibiendo la agregacion
plaquetaria y la lesién mediada por radicales del oxigeno®'*.

iINOS, esta implicada en el funcionamiento anti-microbiano de macrofagos, en
enfermedades inflamatorias y auto-inmunes. INOS, puede ser activada por
lipopolisacaridos (LPS) y por varias citocinas, especificamente Interferéon gamma (IFN-
v)?'® (Figura 11). EI NO producido por iNOS juega un papel importante en la defensa

inmunoldgica actuando como un agente antimicrobiano®'”.
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Figura 11. Via de sefalizacion para la produccion de NO. iNOSpuede ser activa a través de LPS y
citocinas. Los LPS estan presentes en la pared de bacterias gram negativas y pueden activar a los
receptores tipo Toll tipo 4 generando una cascada de sefalizacion que activa NF-kB y con ello se
expresan genes asociados a estrés oxidativo, entre ellos iINOS. Otra via alterna, involucra a IFN-y que
induce la via JAK-STAT y genes relacionados con respuesta a IFN. Cuando iNOS transforma L-
arginina L-citrulina ,sintetisa NO el cual es liberado para modular la oxidacion y nitraciéon de proteinas
en bacterias y virus generando dafios irreversibles. La figura fue tomada de la pagina

www.ambion.com

Mediante el andlisis bioinformatico de la secuencia del promotor de iINOS se han
identificado sitios de union para NF-kB, AP-1, NFIL- 6, elementos de respuesta a
interferon y TNF-a?'8,

Cuando NO vy radicales superéxido son sintetizados en un didmetro pequefio
reaccionan espontaneamente para formar peroxinitritos, los cuales reaccionan
directamente con moléculas ricas en electrones?'®. Los peroxinitritos inducen estrés
nitrosativo, lo que conlleva la generacién de lipidos nitrados, nitrotioles, nitrotriptofanos

y nitrotirosinas 2%°.
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Las infecciones estan comunmente asociadas con un incremento significativo en la
expresion de INOS y por ende en la produccion de NO en los sitios de infeccion como
en los casos de tuberculosis??'?%,

La expresiéon de iINOS se ha demostrado que esta asociada a la resistencia a distintos
microorganismos como las micobacterias, los hongos Histoplasma capsulatum y
Criptococcus neoformans y protozoos como Leishmania major®?>.

En infecciones virales, la expresion de iNOS parece ser regulada indirectamente por
Interferon-y o bien, por una via directa como ocurre en la infeccidbn causada por el
VIH-1 224,225.

La actividad de NO contra virus ha sido previamente evidenciada ya que en algunos
ensayos in vitro se observa un descenso de la severidad patolégica en ciertas
infecciones virales incluyendo al VHS; sin embargo, la replicacion de coxsackievirus,
es suprimida por NO, a través de la inactivacion de la cistein proteasa viral por S-
nitrosilaciéon y también se ha descrito un efecto adverso sobre el virus de la influenza en

presencia de peroxinitritos 2°.

En resumen, el AAS reduce la expresion del VHC a nivel transcripcional y dicho efecto
podria ser atribuido a un incremento en la concentracion de NO, el cual provoca un
descenso en la sintesis del RNA viral por un mecanismo aun desconocido que pudiese
ser de tipo génico y/o inmunomodulador. Basados en nuestros resultados, planteamos
la siguiente hipdtesis: en células de hepatocarcinoma el AAS podria ejercer un efecto
inhibitorio sobre la replicacion del VHC estimulando la produccién de lipoxigenasas.
Este efecto es capaz de inducir una elevacion en la cantidad de epi-lipoxinas que
estimularian la actividad de iINOS incrementando con ello la concentracion de NO y por
ende creando un contexto de estrés oxidativo y nitrosativo, que al menos en parte

podria estar regulando el efecto negativo de AAS sobre el VHC (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del posible estrés nitrosativo inducido por AAS, en células de

hepatocarcinoma infectadas por VHC.
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CAPITULO 1l

3. JUSTIFICACION

La infeccién por VHC tiene un impacto trascendental como problema de salud publica
a nivel mundial, por lo tanto, el planteamiento de nuevas terapias antivirales es de

extrema importancia.

El  AAS disminuye la replicacion del VHC; sin embargo, se desconoce el (los)
mecanismo (s) a través de los cuales se lleva a cabo este efecto. AAS induce la
produccion de NO en células endoteliales y macrofagos. Se le han atribuido
propiedades antivirales al NO basado en antecedentes experimentales donde se
observa un efecto inhibitorio en la replicacion de ciertos virus de DNA y RNA, en

presencia de niveles de NO incrementados.

El entendimiento de la participacion de los efectores moleculares en la modulacion de
la replicacion del VHC inducida por AAS, promoveran la identificacion de nuevos
potenciales blancos terapéuticos que permitan optimizar seleccionar y/o redisefar

nuevos principios activos con mayor efecto farmacolégico.
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CAPITULO IV

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la disminucién de la expresion del VHC inducida por AAS involucra

mecanismos de regulacién molecular mediados por oxido nitrico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Medir la cinética de la concentracion de NO en células Huh-7 Replicon tratadas con
AAS y determinar el efecto de la inhibiciéon 6 incremento de la sintesis del NO sobre la

replicaciéon VHC.

Il. Evaluar el papel de iINOS sobre la replicacion de VHC mediante un sistema de
iRNA.

lll. Analizar la participacion de AAS sobre la actividad del promotor de iINOS.

IV. Obtener el perfil de expresion transcripcional de células Huh-7 tratadas con AAS en

presencia del replicon subgendmico del virus de la hepatitis C.
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CAPITULO V

5. ESTRATEGIA GENERAL

OBJETIVO |

Huh-7 VHC-REPLICON
ADMEM 2% - SBF 5% CO,

D)

—AT
L OAS S,

AAS 4 mM / arginina 1000 uM / L-NIL 250 uM

24h 48h T72h

24h 48h 72h

+ + +

OBJETIVO Il

Huh-7 VHC-REPLICON
ADMEM 2% - SBF 5% CO,

iNOS-iIRNA 150 nM

24h 4Bh T72h

24h 48h 72h

+ + +

OBJETIVOS I Y IV

Huh-7 VHC-REPLICON
ADMEM 2% - SBF §% CO,

AAS 4 mM

24h 48h 72h

24h 48h T72h

+ + +

MEDIO DE CULTIVO —— CUANTIFICACION DE NO

™ VHC
RNA E—

L, iNOS

™ VHC
PROTEINA

Ls iNOS

VHC
RNA
iINOS

TRANFECCION DE pPRO-INOS-Luc+

|

ANALISIS DEL EFECTO DE AAS SOBRE LA ACTIVIDAD
DELPROMOTOR DEINOS

RNA —— MICROARREGLOS DE EXPRESION

ANALISIS DE
RESULTADOS

ANALISIS DE
RESULTADOS

ANALISIS DE
RESULTADOS
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CAPITULO VI
6. MATERIAL Y METODOS

6.1 CULTIVO CELULAR

Células de hepatocarcinoma Huh-7 que expresan constitutivamente el plasmido
PFKag:-1-NS3-3’ (replicon subgenémico de VHC, genotipo 1b)'®! (Huh-7-VHC-replicén),
fueron cultivadas en medio ADVANCED-DMEM suplementado con 2% de suero bovino
fetal (SBF), 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina), 1% de glutamina, 1% de
amainoacidos no esenciales y 500ug/mL de geneticina para conservar la seleccion del

plasmido.

6.2 CUANTIFICACION DE NO MEDIANTE HPLC CON DETECTOR DE
FLUORESCENCIA

Células Huh-7-VHC-replicon, fueron expuestas a 4 mM de AAS (concentracion no
citotoxica con efecto antiviral sobre VHC); se cuantific6 en el medio de cultivo la
produccion de NO a través de la medicién de nitritos (NOy"), utilizando un sistema de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) con un detector de
fluorescencia: A excitacion 375 nm y A emision 415 nm.

Se sembraron 45,000 células Huh-7-VHC-replicon, en placas de 35 mm vy
posteriormente se trataron con AAS 4 mM. Se procesaron 500 uL de medio de cultivo
de células Huh-7-VHC-replicon expuestas 24, 48 y 72 h a AAS y 500 uL de medio de
cultivo de células Huh-7-VHC-replicdn excentas del tratamiento (0, 24, 48 y 72 h). Las
muestras fueron precipitadas con acetonitrilo en una proporcion 1:2 (soluto:reactante),
para remover las proteinas; el sobrenadante se recolecto y evapord; posteriormente se
reconstituyd el sedimento en H,O mili Q estéril y se hizo reaccionar con 2'-3’
diaminonaftaleno (DAN) para su conversion a 2’-3’ naftotriazol (NAT), en presencia de

NO,", como indicador indirecto de NO.
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Para definir la concentraciéon de NO se prepar6 una curva estandar de referencia de
NO; (125-1000 pM), y se validd6 mediante regresién lineal y coeficiente de variacion

para definir precision.

6.3 RT-PCR PARA LA SEMI-CUANTIFICACION DE INOS.

Se sembraron 180,000 células Huh-7-VHC-replicon en placas de 35 mm y se
expusieron a 4mM de AAS, 1000uM de arginina 6 100uM de L-NIL durante, 24, 48 y 72
h para extraer el RNA total. Se realizd una retrotranscripcién utilizando la enzima
MMLYV (marca invitrogen) y del DNA complementario (cDNA) se amplificé un fragmento
de 290 pb con un juego de primers especificos (Primer Forward: 5-CCC TTT ACT TGA
CCT CCT AAC-3'. Primer Reverse: 5-AAG GAA TCA TAC AGG GAA GAC-3’), para
evaluar el efecto de AAS en la expresion de iINOS (Oxido Nitrico Sintasa Inducible). Se
selecciond 58° C como temperatura de alineamiento. Los productos amplificados
fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con
bromuro de etidio; de forma paralela se realizé RT-PCR para una secuencia especifica
de Actina, con la finalidad de normalizar los resultados obtenidos para INOS mediante

densitometria.

6.4 PCR EN TIEMPO REAL PARA LA CUANTIFICACION DEL RNA DE VHC E iNOS.

Los extractos de RNA derivados de células expuestas a 1000 uM de arginina 6 100 uM
de L-NIL durante, 24, 48 y 72 h sirvieron como molde para producir cDONA mediante
RT-PCR y asi cuantificar los niveles de VHC utilizando el siguiente juego de primers:
Primer forward (75-93 nt), 5-GCG TCT AGC CAT GGC GTT A-3’. Primer reverse (138-
157 nt), 5-GGT TCC GCA GAC CAC TAT GG-3'. Sonda TagMan (94-110 nt): 5’-FAM-
CTG CAC GAC ACT CAT AC-NFQ-3'. Para la cuantificacion de iNOS se usd Sybr
Green: Primer forward 5’-GTT CTC AAG GCA CAG GTC TC-3’, ay Primer reverse 5'-

GCA GGT CAC TTA TGT CAC TTA TC-3'. Se amplifico a 50° C por 2 miny a 95°C
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durante 10 min. Se seleccionaron 40 ciclos a 95° C por 15 seg y 60° C durante 60 seg.

La expresion de GAPDH fue usada para normalizar la concentracion de RNA de VHC.

6.5 WESTERN-BLOT PARA NS5A, iNOS Y PROTEINAS CON RESIDUOS DE
TIROSINA NITRADOS.

Se sembraron 850,000 células Huh-7-VHC-replicon en placas de 100 mm y se
expusieron a 4 mM de AAS (24, 48 y 72 h) y al término de cada tiempo se extrajeron
las proteinas totales utilizando un buffer de lisis con inhibidor de proteasas. Las
proteinas fueron separadas mediante geles de acrilamida al 10% con dodecil sulfato de
sodio y después se transfiieron a una membrana de polivilideno. Las membranas
fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-nitrotirosina (diluido 1:200), NS5B
(1:500) 0 iINOS (1:200). A las 12 h se retird el anticuerpo primario, se lavo la membrana
con un buffer de PBS y posteriormente se incubd la membrana con un anticuerpo
secundario representado por inmunoglobulina G de raton o conejo conjugado con

peroxidasa (diluido 1:1000). La sefial fué analizada mediante quimioluminiscencia.

6.6 CLONACION DEL PROMOTOR DE iNOS EN pGL3-Luc+.

Se amplific6 una secuencia de ~2Kb correspondiente al promotor de INOS con el
siguiente juego de primers: forward 5° TAA GGT ACC AAT GCC ACA CCA AGC AGA
CGC- 3" y reverse 5 AAT CCC GGG GAA CAC ACT GGC AGC CAA GAA 3. La
secuencia del promotor de iINOS y el vector pGL3 fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Kpnl y Smal y posteriormente ambos productos fueron purificados y ligados.
El plasmido resultante fue propagado en bacterias E. coli TOP 10. El promotor se

caracterizé con las enzimas de restriccion Bcell y Sspl.
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6.7 TRANSFORMACION DE BACTERIAS TOP 10 CON EL PLASMIDO pPRO-iNOS-

Luc+.

Se anadieron 100 yL de bacterias E. coli calcio competentes (TOP10) a 1uL de
plasmido pPRO-INOS y se incub6 en hielo durante 30 min. Se realizé6 un choque
térmico a 42°C durante 90 seg sin agitar (thermomixer), posteriormente se incubd 10
min en hielo. Se agregaron 100 pL de medio LB y se incub6 1 h a 37°C (thermomixer 6
incubadora). Se realiz6 una centrifugacion durante 7 seg. Se retiraron 120 pL de
sobrenadante. Se resuspendié la pastilla en el medio residual, para después sembrar la

suspension en cajas petri con medio LB-agar y ampicilina 1X. Se incubé a 37°C 12 h.
6.8 SELECCION DE LAS COLONIAS Y EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO.

Se aislaron las colonias blanco mediante picadura para después inocular 15 mL de
medio LB. Se incubd 12-18 h a 37° C con agitacion y se centrifugd a 5000 rpm durante
3 min. Después de eliminar el sobrenadante se resuspendio la pastilla con 150 uL de
Solucion |. La suspension se recuperd y colocoé en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se
anadieron 300 uL de solucion Il. Se mezcld por inversion. Se incubé a temperatura
ambiente durante 5 min. Se afnadieron 225 uL de solucion Ill. Se mezclé por inversion.
Se incubd en hielo durante 5 min. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 min y se

recupero el sobrenadante.

Se afadieron 800 uL de isopropanol (0.6 volumenes). Se mezclé por inversion e incubd
5 min en hielo y se centrifugd a 14,000 rpm durante 6 min. Se retiré el sobrenadante.
Se lavé la pastilla dos veces con etanol al 70%. Se centrifugd 1 min a 14,000 rpm. Se
retir6 el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. EI DNA se resuspendié en 100 uL de
H20 miliQ.

6.9 CO-TRANSFECCION DE pPROiINOS-Luc+ Y pCMV-RENILLA

En una placa de 96 pozos, se cultivaron 15,000 células Huh-7-VHC-replicdn por pozo.
Se prepararon dos soluciones, la primera contenia 200 ng de plasmido pPROINOS-
Luc+, 100 ng de plasmido pCMV-RENILLA y medio sin suero ni antibiético. La segunda

solucion contenia 0.3 uL de lipofectamina y medio sin suero ni antibiotico.
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Se mezclaron muy cuidadosamente ambas soluciones. Se incubaron a temperatura
ambiente durante 20 min. Se colocaron 50 uL de la mezcla en cada pozo. Se incubaron
las células 6 h a 37°C y finalmente se anadieron 200 uL de medio con suero y
antibidtico. Los ensayos de luciferasa se realizaron 24 y 48 horas después de la

transfeccion.

6.10 ENSAYO DE LUCIFERASA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DE
iINOS.

Las celulas co-transfectadas con el plasmido pPRO-iINOS-Luct+ y pCMV-RENILLA
fueron lisadas a las 24 y 48 h. Para la deteccion de la sefal se utilizo el sustrato de
luciferasa y la solucion STOP para renilla con la cual se normalizaron los valores de
luciferasa. Se trataron las células con un buffer de lisis 1X. Se prepard sustrato de
luciferasa para cada muestra. Se utilizaron 50 uL del sustrato de luciferasa para 10 uL
del producto de la lisis. Se tomo la lectura de luciferasa en un luminémetro vy
posteriormente se afadieron 50 uL de solucion STOP & Glo para realizar la lectura de

renilla.

6.11 MICROARREGLOS DE EXPRESION

Células Huh-7-VHC-replicdn fueron sembradas en placas de 100x20 mm y expuestas a
cuatro diferentes tiempos (0, 24,48 y 72 h) a AAS 4mM.

El RNA total se extrajo con columnas de la marca Qiagen. Las 21 muestras procesadas
se mezclaron de forma independiente con un control de RNA con secuencias de poli-A
y la mezcla se someti6 a una retrotranscripcion con un primer que contiene la

secuencia del promotor de T7 unida a un oligonicledtido T.

El producto fue utilizado para realizar una amplicacion para obtener moleculas de DNA

de doble cadena que sirvieron como molde para la transcripcion in vitro de fragmentos
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de RNA ricos en uracilo en el extremo 5’. Los transcritos fueron marcados con biotina,

purificados, fragmentados y finalmente hibridados en el chip.

6.12 ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron por triplicado y las variables fueron evaluadas mediante
ANOVA de una via y la prueba de Dunnet. Las diferencias se consideraron
significativas con un valor de p < 0.05.

La curva de calibracion obtenida para cuantificar nitritos fue evaluada mediante

regresion lineal (y= mx + b) y coeficiente de correlacion r*.
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CAPITULO VII
7. RESULTADOS

7.1 AAS INCREMENTA LOS NIVELES DE NO EN CELULAS Huh-7-VHC-
REPLICON. Para esclarecer si AAS induce la produccién de NO en células de higado
tumorales, se cuantificd la concentracidon de NO, puesto que sirve como un método
indirecto de deteccion de NO ya que los NO;™ se generan como producto inmediato en

la reaccién que sufre NO en presencia de O, para generar peroxinitritos.
CUANTIFICACION DE NO MEDIANTE HPLC-FLU

PRECIPITACION

MEDIO DE CULTIVO H )
AAS/ ARG/ L-NIL - RSN gl EVAPORACION
P

i
L ]
H Y

—_—
H HCl
CROMATOGRAMA 2 3-diaminonaphthalene 2,3-naphthotriazole

1:2

T, 2T

| DAN NAT
Buffer de Fosfatos 15mM *
| | ” | pH 7.5 + Metanol
{ | l/‘ | J - - INCUBACION A 27°C
- ",’_"' . [ a—a——— | NaOH
L Y J COLUMNA C18
1mL/min

A375 nm/ A 415 nm

Figura 13. Estrategia general para la cuantificacién indirecta de NO mediante HPLC.

Se prepard una curva estandar de referencia de NO, (125-1000pM), y se validé
mediante regresion lineal (r*= 0.9206; y= 0.9418x + 2.4122). El medio de cultivo
derivado de células Huh-7-VHC-replicon expuestas a 4mM de AAS fue procesado con

acetonitrilo para remover las proteinas y conservar solo los depdsitos de sal.
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Cada muestra fué incubada con el agente derivatizante DAN, con lo que se obtuvo una

sefal fluorescente, detectada mediante HPLC y con un detector de fluorescencia

(Figura 13). Las lecturas resultantes fueron interpoladas en la curva de calibracién

(Figura 14 A-B).
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Figura 14. A. Cromatogramas utilizados para la construccion de la curva de calibracion. B. Sefial
resultante para las muestras con un tiempo de retencién de aproximadamente 3.2 min para NO, .
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NIVELES DE NO EN CELULAS Huh-7 REPLICON
TRATADAS CON AAS
2
1.8
1.6
1.4
1.2
1 -
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
D _
TIEMPO 24h
AAS (4mM) - +

No. DE VECES FLU

* p<0.05

Figura 15. Papel de AAS en la sintesis de NO en Huh-7-replicén. La produccion de
NO fue 2.7 veces mas alta en células Huh-7-replicén a las 72h post-tratamiento (AAS),
versus al control negativo (p<0.05).

Se observd un incremento de los niveles de NO de 1.7 veces entre las células
expuestas a AAS con respecto al control negativo desde las 24h, siendo significativo a
las 72h (p < 0.05) (Figura 10); los valores de fluorescencia se normalizaron con la
cantidad de RNA correspondiente a iINOS. Estos resultados demuestran que AAS es
capaz de estimular la sintesis de NO en células de hepatocarcinoma. Cabe sefialar que

este efecto coteja con el tiempo de inhibicion de AAS sobre VHC (Figura 15).

Como controles en la produccion de NO seleccionamos ARG (inductor de NO) y L-NIL
(inhibidor de NO). Para identificar concentraciones no citotoxicas en células Huh-7 se
realiz6 un ensayo de viabilidad celular (Figura 16). Seleccionamos 1000uM para
arginina y 250uM para L-NIL y confirmamos que en nuestro modelo celular el efecto de

arginina y L-NIL es inductor e inhibidor sobre NO, respectivamente (Figura 17).
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ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

% VIABILIDAD CELULAR

% VIABILIDAD CELULAR

-

c3B8888838883

+ —+—SIN ARG
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TIEMPO (hr)

L-NIL

24

—y

—+— SIN L-NIL

——100uM

—i— 500uM

48 12
TIEMPO (hr)

24

Figura 16. Ensayo de viabilidad celular para arginina y L-NIL.

MEDIA MEDIA DE DE
TIEMPOQO SINARG 500uM 1000uM 500uM 1000uM
24h 100 79.3 83 12.8 2
48h 100 776 87.6 7.7 10
72h 100 91 95 8.7 7.2
SINL- MEDIA MEDIA DE DE
TIEMPO NIL 100uM 500uM 100uM 500uM
24h 100 90.33 85 3.21 5.29
48h 100 84 82.33 435 3.05
72h 100 93.3 97 7.23 6.08
NIVELES DE NO EN CELULAS Huh-7
REPLICON TRATADAS CON ARG
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2.25
5 2
T 175
w
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g
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0.5
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0
TIEMPO 24h 48h 72h
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+
* p<0.05
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REPLICON TRATADAS CON L-NIL
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Figura 17. Efecto de arginina y L-NIL sobre los niveles de NO en células de
hepaocarcinoma.
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7.2 AAS REDUCE LA EXPRESION DE iNOS A NIVEL TRANSCRIPCIONAL. Se
extrajo el RNA total de células Huh-7-VHC-replicon, expuestas a 4 mM de AAS, 1000
uM de arginina (donador de NO) o 100 uM de L-NIL (inhibidor de iNOS). Se llevé a
cabo una retrotranscripcion para generar cDNA y posteriormente se realizé una PCR
en tiempo real (sybr green) para el RNA derivado de células expuestas a AAS y PCR
semi-cuantitativa utilizando un juego de primers especificos para iINOS para el RNA

aislado de los cultivos expuestos a arginina y L-NIL.

Se normalizé cada valor correspondiente a INOS con los valores de los productos de

PCR de actina (gen constitutivo).

EFECTODE AAS SOBRELOS NIVELES DEL

RNADE INOS
11
1
0.9
0.8
i
g o7
[11]
> 0.6
[17]
Q o5
o
Z 04
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0_
TIEMPO 24h 48h 72h
I 1 I 1 I 1
AAS (4mM) - 4 - - =+

Figura 18. AAS reduce la expresién de iINOS a nivel transcripcional

La expresion del RNA de INOS en células Huh-7-VHC-replicon, disminuyo
significativamente a las 24, 48 y 72 h (p < 0.05) post-tratamiento (AAS), a diferencia de
las células sin el principio activo (Figura 18). A las 24h, arginina duplicd los niveles de
RNA de VHC, respecto al control negativo (p < 0.05), mientras que L-NIL disminuyo la
sintesis del RNA del replicon en un 70% (p [1 0.05). Por lo tanto, AAS ejerce un efecto

semejante al de arginina al inducir la sobre-expresion de la enzima iINOS (Figura 19).
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Huh-7 REPLICON Huh-7 REPLICON
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TIEMPO 24h  48h  T2h 24h  48h  T2h UL Ly 48h  T2h
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Figura 19. Efecto de AAS, Arginina y L-NIL en la expresiéon del RNA de iNOS en
Huh-7-replicon. Los niveles de RNA de iNOS incrementan en presencia de AAS y
Arginina a las 24h post-tratamiento en células Huh-7-replicon mientras que L-NIL induce
un descenso en la expresion de iINOS.

7.3 AAS ESTIMULA LA NITRACION DE PROTEINAS CON RESIDUOS DE
TIROSINA. Para evaluar si AAS es capaz de crear estrés nitrosativo en células
hepaticas, se preparé un ensayo de Western-blot utilizando un anticuerpo monoclonal
que reconoce residuos de nitrotirosina, los cuales sirven como marcadores de estrés
generado por especies reactivas de nitrogeno. Se observdé un aumento del 2.57 veces
(p < 0.05), en la cantidad de residuos de tirosina nitrados, en una proteina de ~ 75
KDa, en células Huh-7-VHC-replicon, a las 48h post-tratamiento (AAS), versus al
control negativo (Figura 20). Estos resultados sugieren que AAS puede promover un
incremento en la cantidad de especies reactivas de nitrégeno. Sin embargo, a las 72 h

el efecto se ve revertido, esto podria ser atribuido a la activacion de via de
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proteosoma mediado por ubiquitina ya que las proteinas oxidas y nitradas son

altamente toxicas y deben ser eliminadas.

CELULAS Huh-7 REPLICON

AAS (4mM) - - - - + + +
TIEMPO

NTyr75KDa

ACTINA

EFECTODE AAS SOBRE LANITRACION DE PROTEINAS

3.5
3
a 25
=L
a 2
2
w 1.5
a *
1 4
0.5 - I
0 4
TIEMPO 24h 48h 72h
AAS(4mM) — 4 3 1
- +
* p<0.05

Figura 20. AAS y estrés nitrosativo. Se detectdé una diferencia estadisticamente
significativa en células Huh-7-replicon, a las 48h post-tramiento (AAS), con respecto al
control negativo, representado por un incremento 2.57 veces (p<0.05), en la cantidad
de residuos de tirosina nitrados, en una proteina de ~ 75 KDa en células expuestas a
AAS.

Al realizar la deteccion de INOS mediante western blot en proteinas aisladas de células
expuestas a AAS, encontramos una tendencia a disminuir la cantidad de la proteina a
las 72h (Figura 21).
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CELULASHuh-7 REPLICON
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Figura 21. AAS induce una reduccion en los niveles de iNOS a nivel proteico a las 72h
post-tratamiento.

7.4 EFECTO DEL NO SOBRE LOS NIVLES DEL RNA DE VHC. Se trataron células
Huh-7-VHC-replicébn con 1000 uM de arginina (donador de NO) o 100 uM de L-NIL
(inactivador de iNOS) y en ambas condiciones se extrajo el RNA total y se someti6é a
retrotranscripcion para la sintesis de cDNA para la posterior cuantificacion de los

niveles de RNA de VHC mediante PCR en tiempo real con sondas fluorescentes.

Nuestros resultados cuantitativos reflejan una reduccion de los niveles del RNA de VHC
de 41% (p < 0.05) durante el tratamiento con arginina a las 24h (Figura 22) y un
aumento de 1.44 veces (p = 0.05) (Figura 23), en presencia de L-NIL a las 72h post-

tratamiento.
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EFECTODEARGININA (DONADORDENOQ)SOBRE
LOS NIVELES DELRNADE VHC
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Figura 22. Arginina disminuye la replicacion de VHC en una etapa temprana.
Durante una corta exposicion a Arginina (24h), los niveles del RNA de VHC desciencien
significativamente. Sin embargo, a las 72h post-tratamiento el efecto es revertido
generando la sobreexpresion de VHC.

Cabe destacar, que los niveles de RNA de VHC, incrementan mas del 40% con
respecto a su control negativo a las 72h posteriores al tratamiento con arginina (Figura
22). Este efecto podria ser producto de una via de rescate activada por el complejo de

replicacion viral para su supervivencia.
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EFECTODEL-NIL (INACTIVADORDEINOS)SOBRE
LOS NIVELES DELRNADE VHC
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Figura 23. L-NIL aumenta la expresion del RNA de VHC. La inactivacion de iNOS
en presencia de L-NIL conduce a un incremento estadisticamente significativo de
los niveles de RNA viral, a las 72h post-tratamiento.

7.5 EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE iNOS SOBRE LA EXPRESION DE VHC.

Para analizar el papel de iINOS sobre la expresion de VHC se transfectaron células
Huh-7-VHC-replicon con un iRNA dirigido contra iNOS. Se realiz6 un analisis de
viabilidad celular con 4 concentraciones diferentes de iRNA, desde 25 hasta 150 nM
(Figura 24). Al final se seleccion6 la concentracién mas alta porque con 150 nM se

obtiene el mayor efecto inhibitorio en los niveles de iNOS.

60

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON



% VIABILIDAD CELULAR
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Figura 24. Ensayo de viabilidad celular para iRNA-iINOS.

Previo a la transfeccion con iRNA-INOS se realizaron ensayos con controles de

transfeccion utilizando iRNA-GAPDH e iRNA non sense. Al analizar los resultados

confirmamos que el iIRNA-GAPDH reduce los niveles de RNA de su blanco mientras

que el iRNA non sense no modifica los niveles de expresion de GAPDH (Figura 25).
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Figura 25. Controles de transfeccion (GAPDH y non-sense).
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Al transfectar las células con el iRNA-INOS confirmamos el silenciamiento de iNOS a
las 24, 48 y 72h (Figura 26) y al cuantificar los niveles de RNA de VHC durante el
silencimiento de iINOS encontramos una reduccion en la expresiéon de VHC a las 24 y
48h (Figura 27). Cabe sefalar que este hallazgo comulga con lo observado con AAS ya
que puede reducir la expresion de iINOS y al mismo tiempo disminuir los niveles de
RNA de VHC.

EFECTOKNOCK-DOWNDE iRNAINOS SOBRELOS
NIVELES DEiNOS

1.6

14
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1

0.8

No.DE VECES

0.6 -

04 -

0.2 -

0 =
TIEMPO

iRNAINOS (150nM) - + - + = g
*p<0.05

Figura 26. Silenciamiento de iNOS mediante un sistema de iRNA.
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Figura 27. La sub-expresion de iNOS reduce los niveles de RNA de VHC.

7.6 AAS INHIBE LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DE iNOS.

Con el propésito de analizar la participacion de AAS sobre la actividad del promotor de
INOS se amplificé la secuencia del promotor de iINOS y posteriormente fue clonado en
el vector expresion comercial pGL3 basic el cual contiene el gen reportero de luciferasa
(Luc+). Una vez clonado el promotor en el plasmido este fue con-transfectado con un
constructo que expresa el gen reportero de renilla cuya expresion es dirigida por el
promotor de CMV (Figura 28).
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GENINOS

PRO-INOS-F 5 TAAGGTACCAAT GCCACACCAAGCAGACGC?
PRO-INOS-R 5" AAT CCC GGG GAA CACACT GGCAGC CAA GAA ¥

Figura 28. Estrategia general para la clonacion del promotor de iNOS en un vector de
expresion y analisis de la participacion de AAS sobre la actividad del promotor de
INOS.
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Figura 29. Amplificacion y caracterizacion del promotor de iNOS.
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La secuencia correspondiente al promotor de iINOS con una longitud de ~2Kb fue
amplificada con un juego de primers especificos y el producto se purificd para después
realizar una digestién con las enzimas de restriccion Kpnl y Smal; de forma simultanea
se digiri6 el vector pGL3 (Figura 29). Los productos fueron purificados y posteriormente
ligados. Al terminar la clonacion se transformaron bacterias E. coli y se hizo la
seleccion de clonas postivas para bacterias postivas para el plasmido con el pro-iNOS
(Figura 30). El promotor fue caracterizado con las enzimas de restriccion Bcll y Sspl

cuyas bandas corresponden al patron tedrico esperado (Figura 31).

PURIFICACION SELECCION DE CLONA
pGL3-PRO-INOS

M pGL3 PRO-INOS M pGL3- (9 6] O] C]
. PRO-INOS

~11 Kb
~2Kb
~1Kb

~1Kb|

CLONACION

Figura 30. Seleccién de clonas positivas para pGL3.PRO-INOS.
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~2Kb ~2Kb
~1Kb ~1Kb —
~0.8 Kb
-  |~07Kb
~0.5Kb
=
1 2 3 4 1 2 3

Figura 31. Caracterizacion del promotor de iNOS.

Una vez listo el plasmido se estandariz6 la cantidad de constructo para renilla y
luciferasa utilizando 6 juegos diferentes de concentraciones. Para renilla 50 y 100ng y
para Luc 100, 200, 300ng. Al final se eligieron 100ng de renilla y 200ng de luciferasa ya
que con estas cantidades se obtuvo la mejor sefal detectada por el luminédmetro.
Previo al experimento de co-transfeccion y a la exposicion con AAS, se llevd a cabo un

ensayo de viabilidad celular (Figura 32).
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Figura 32. Ensayo de viabilidad celular para la co-transfeccion de pPROINOS-Luc +
PCMV Renilla

Células Huh-7-VHC-replicon fueron co-transfectadas con pPROINOS-Luc + PCMV
Renilla y 6 h posterior a la transfeccion se hizo la exposicion a AAS a 2 diferentes
tiempos (24 y 48h). Al analizar los resultados encontramos que AAS puede reducir la

actividad del promotor hasta un 60% (Figura 33).
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EFECTO DE AAS SOBRE EL PROMOTOR
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Figura 33. AAS reduce la actividad del promotor de INOS en células Huh-7-VHC-replicon

Con base a los resultados hasta este punto, resumimos lo siguiente: AAS incrementa la
concentracion de NO y paraddéjicamente inhibe la expresion de iINOS a nivel de RNA y
proteina. El silenciamiento de iNOS reduce los niveles de RNA de VHC (Figura 34).
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Figura 34. Efecto de AAS sobre la expresion de iNOS a nivel transcripcional y
traduccional.

7.7 FIRMA TRANSCRIPSIONAL DE HUH-7 EN PRESENCIA DE AAS.

Finalmente, para identificar los genes involucrados en la via de sefalizacion activada
durante el efecto antiviral de AAS sobre VHC se realiz6 un analisis de expresion

transcripcional mediante microarreglos.

En una primera etapa de validacion y para confirmar la integridad y calidad del RNA
aislado este se evalud con el bioanalizador de Biorad Expirion, con el cual se pude
realizar electroforesis capilar. En el patron virtual de la electroforesis se observan
bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 28 y 28S (Figura 35 A). En el
primer electroferograma aparecen los picos correspondientes al marcador de peso
molecular y en el segundo se observan los picos derivados de las subunidades 28 y

18S con tiempos de retencién entre 42 y 48 seg (Figura 35 B). La unidad de medicién
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de la integridad del RNA se denomina RIN y esta debe ser mayor a 6,2. En nuestras

muestras el RIN fue mayor a 9 por lo que se consideraron con alta calidad.
A
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Figura 35. Electroforesis capilar de los extractos de RNA derivados de células Huh-7-
VHC-replicon expuestos a AAS.

En una segunda etapa de validacion y posterior a la trasncripcion in vitro y al marcaje
con biotina, las muestras fueron fragmentadas. Para corroborar la obtencion de
fragmentos con una longitud menor a 200 bases se realiz6 nuevamente una
electroforesis capilar. En la Figura 36 A muestro 4 de las 21 muestras procesadas.
Una vez confirmada la fragmentacion, los productos fueron hibridados en los chips de
expression U133 (Affimetrix) plus los cuales contienen mas de 30,000 sondas

incluyendo controles que sirvieron posteriormente para normalizar los resultados.
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Figura 36. A. Fragmentacion e Hibridacion. El scanner convierte la imagen analoga de un microarreglo en una
imagen digital (pixeles). B. Se construyé un grafico de box-plot como una medida de normalizacién de la
dispersiéon de cada componente en el microarreglo.

La sefial fluorescente proveniente de un chip y capturada con el Scanner Gen Chip
3000 7G con autocargador. Cada chip fue normalizado con los genes controles. En el
grafico de box plot se coloco en el eje de las Y los valores de fluorescencia
transformados a Log2. Al realizar el analisis con el Software Expression Console todos
los valores se encontraron dentro de los limites permitidos para realizar la

interpretacion de sub y sobre expresion (Figura 36 B).

71

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON



La mediana global del analisis anterior se usé como eje central para construir graficos

de scatter plot, los cuales sirvieron como una segunda normlizacion.

superiores se construyeron con

los valores de fluorescencia de sub

Los gréficos
(Y)

y

sobreexpresion(X). Los valores se distribuyen a lo largo de una recta con pendiente=1.

Al transformar a Log2 los resultados y utilizando el algoritmo RMA (Robust Microarray

Analysis) se arman los gréficos inferiores los cuales permiten observar la diferencia y

promedio de los valores sub y sobre expresados (Figura 37).
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Figura 37. Algoritmo RMA. Valores de expresion absolutos en escala logaritmica
(log2) que oscilan aproximadamente entre 2 para las intensidades menores y 14 para

las intensidades mayores.
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Figura 38. Perfil transcripcional de células Huh-7-VHC-replicdn expuestas a 4mM de AAS.

Una vez concluida la normalizacion y con ayuda del Software Dchit se obtuvieron heat
maps Yy mapas jerarquicos que permitieron identificar genes diferencialmente
expresados. A las 24h se encontraron 21 genes, a las 48h 98 genes y a las 72h 439
genes. Como punto de partida para nuestro estudio, nos centramos en los 21 genes
diferencialmente expresados a las 24h (Figura 38), resultando relevantes para nuestro
proyecto de investigacion Interleucina-8, Citocromo P450, ribonucleétido reductasa y

metalotioneinas, ya que estan asociadas con eventos de anti-oxidacion (Tabla 2).
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GENES SOBRE EXPRESADOS LOCALIZACION
POR AAS CROMOSOMICA

INTERLEUCINA-8 4q13-q21
CITOCROMO P4501A1 13q24.1
METALOTIONEINAS 1E,F,G,H,X 16913
AAS CROMOSOMICA
RIBONUCLEOTIDO REDUCTASA 2p25p24

Tabla 2. Genes diferencialmente expresados en calulas Huh-7-VHC-replicdn expuestas a AAS.
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CAPITULO VI
8. DISCUSION

La elucidacién de la via de sefalizacion activada por el AAS, con efecto inhibitorio
sobre el VHC, permitira identificar nuevos puntos de control en el ciclo biolégico del
virus, para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas que dirijan la erradicacién de la

infeccion.

En este estudio observamos que el AAS induce la produccion del NO en células Huh-7-
VHC-replicon. Estos resultados sugieren que el NO podria estar involucrado en la
regulacion negativa del AAS sobre el VHC, en particular, si consideramos que al NO se
le han atribuido propiedades antivirales sobre ciertos virus como Epstein Barr, Dengue
y V|H227-229.

El VHC genera estrés oxidativo en reticulo endoplasmico al incrementar la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ROS), provocando con ello la inhibicién de la via de
sefalizacion activada por INF-a. Sin embargo, cuando el NO reacciona con ROS
produce peroxinitritos, los cuales son altamente toxicos para bacterias, levaduras, virus

y otros patdgenos?.

Para elucidar si el AAS es capaz de elevar los niveles del NO en células hepaticas, se
expusieron células Huh-7-VHC-replicon a 4mM de AAS a 3 diferentes tiempos (24, 48 y
72 h) y se encontré un incremento dependiente del tiempo de hasta 2.7 veces (p [
0.05) alas 72 h de exposicion, lo cual confirma el potencial del AAS como inductor de
la produccion del NO. Paraddjicamente, al analizar el nivel de expresién de iNOS en
presencia del AAS, observamos que el tratamiento disminuye los niveles de iINOS-RNA
significativamente, hasta 85% (p [1 0.05) alas 48hy 20% (p, NS) en la cantidad de

iINOS-proteina a las 72 h post-tratamiento.

Como un parametro control se midieron los niveles del NO e iINOS-RNA en células
expuestas a 1000 uM de arginina o 250 uM de L-NIL (inductor e inhibidor de NO) y
corroboramos una elevacion en los niveles del NO y en el RNA de iNOS en células

expuestas a arginina, equivalente a dos 6rdenes de magnitud (p [J 0.05); mientras que
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L-NIL redujo la produccion de NO (30%, p [1 0.05) y la expresién de iINOS a nivel
transcripcional en un 70% (p (1 0.05).

Como marcador de estrés nitrosativo se seleccion6 a las proteinas con residuos de
nitrotirosina y con base a los resultados experimentales podemos sugerir que el AAS
cumple un papel ambiguo en el balance redox (reduccion-oxidacién) ya que ha sido
reportado previamente un efecto antioxidante promovido por AAS; no obstante, basado
en nuestros resultados, el AAS también es capaz de incrementar la nitracion de
residuos de tiroxina por medio la accién de peroxinitritos en una reaccion catalizada

por superoxido dismutasa (SOD).

Con el propdsito de investigar la participacion del NO como intermediario en la
disminucién de la expresion de VHC a nivel transcripcional se trataron células Huh-7-
VHC-replicon con 1000 uM de arginina para incrementar la sintesis de NO. Nuestros
resultados muestran un descenso del 41% en los niveles del RNA viral (p [1 0.05) a las
24 horas posteriores al tratamiento. Como contra parte, a las 72 h post-tratamiento los
niveles de RNA de VHC-replicdn, incrementan mas de 1.44 veces sobre su estado
basal. Este fendmeno podria atribuirse a un aumento en la expresion de arginasas,
posiblemente inducido por el complejo de replicacién viral regulado por NS5A y
NS5B8%%",

Recapitulando, el AAS, incrementa los niveles de NO en células de hepatocarcinoma,
reduce la expresion transcripcional de iINOS y aumenta la cantidad de residuos de
tirosina nitrados en células Huh-7-VHC-replicon, lo que sugiere que las especies

reactivas de nitrogeno pueden ser reguladas por el AAS.

Para esclarecer si iINOS tiene un efecto relevante sobre la replicacién del VHC, se
utilizé un sistema de iRNA dirigido contra iNOS. Para ello, células Huh-7-VHC-replicon
fueron transfectadas con 150nM de iINOS-iRNA y bajo esta concentracion se logré un

efecto inhibitorio sobre el VHC-replicon (70%, p [1 0.05) a las 24 h post-transfeccion.

Estos resultados muestran una estrecha correlaciéon entre el efecto obtenido con el

AAS e iNOS-RNA, ya que ambos tratamientos inhiben la replicacion del virus. Ahora
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bien, el VHC per se induce la produccion de especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno, provocando la nitracion y oxidacién de proteinas celulares lo que conduce a
dafio hepatico®®. Estudios recientes en nuestro grupo de investigacion sugieren un
potencial efecto anti-oxidante del AAS, sustentado en la capacidad de este principio
activo para incrementar la expresiéon de SOD. Por lo tanto, las especies reactivas de
nitrdgeno y oxigeno pueden ser consideradas importantes blancos terapéuticos para el

desarrollo de nuevas estrategias anti-virales.

Posteriormente, fue de nuestro interés analizar la participacion del AAS sobre la
actividad del promotor de iNOS, partiendo del antecedente de la capacidad del
salicilato de sodio para ejercer un efecto supresor (bajo concentraciones
farmacoldgicas) en la expresion de iINOS al bloquear la actividad de CCAAT/Enhancer
Binding Protein-p (C/EBPB) en macréfagos®>.

La secuencia completa (~2Kb) del promotor de iINOS aislada de Huh-7, fue clonada en
el vector comercial PGL3 basic que contiene el gen reportero de Luciferasa para
obtener el constructo pPROINOS-Luc’, el cual fue co-transfectado con el plasmido
pCMV-Renilla en células Huh-7-VHC-replicén. Los resultados muestran un descenso
en la actividad del promotor de iINOS a las 48 h post-tratamiento con 4mM de AAS
(60%, p [ 0.05). Para identificar posibles elementos transcripcionales asociados al
efecto inhibitorio del AAS, sera necesario caracterizar por secuenciacion el promotor de
iNOS.

Adicionalmente, en la busqueda de nuevos blancos moleculares durante el efecto
inhibitorio del AAS sobre el VHC, obtuvimos un perfil diferencial de expresion en células

expuestas a AAS versus un control sin tratamiento, mediante microarreglos de cDNA.

Se identificaron genes estrechamente relacionados a estrés oxidativo, entre ellos
CYP450, IL-8, Metalotioneinas y Ribonucle6tido Reductasa.

El incremento de estrés oxidativo en células infectadas por el VHC, esta asociado con
el Citocromo P450 (CYP450), el cual tiene una alta capacidad para generar ROS?*,
CYP450, recibe en su dominio oxidasa electrones transferidos por NADPH a través de

iNOS para llevar a cabo la oxidacion de L-arginine a L-citrulina para producir NO%*°.
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Este proceso es patofisiolégicamente significativo porque causa incremento de dafio
oxidativo sobre acidos nucleicos, proteinas y lipidos, debido a la formacién de
peroxinitritos (ONOO™)*®. El AAS induce la expresién transcripcional de CYP450, lo
que explica el aumento en la concentracion de NO en células Huh-7-VHC-replicon

expuestas a AAS.

Ribonucledtido Reductasa (RR) regula factores génicos estrechamente relacionados

con crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis®’.

difosfato (ADP, GDP, CDP y UDP) a su formas desoxi (dADP, dGDP, dCDP y dUDP),

utilizando como donador inmediato de electrones a tiorredoxina (proteina tidlica)*®.

RR, reduce los nucledsidos

Un incremento en los niveles de tioredoxina en suero se ha correlacionado con la
progresion a fibrosis hepatica®®. Por otra parte, NO es capaz de bloquear la actividad
de RR para inhibir la replicacion celular®®®. Este antecedente, coteja con la sub-
expresion de la ribonucledtido reductasa en presencia de AAS, que es capaz de

estimular la produccion de NO en nuestro modelo de estudio.

Las metalotioneinas (MTs) constituyen una familia de proteinas ricas en cisteinas, sus
grupos tiol (-SH) tienen la capacidad de unirse a metales pesados tanto fisioldgicos

"1, Los

(zinc, cobre, selenio) como xenobioticos (cadmio, mercurio, plata y arsénico
residuos de cisteina de las MTs pueden capturar radicales oxidantes, como superéxido
e hidroxilo, por lo que es considerado un mecanismo importante en el control del estrés
oxidativo?*2. La capacidad antioxidante del AAS se ve respaldada con la sobre-

expresion de las MTs, en nuestro hallazgo experimental.

El AAS, estimulo la expresion de Interleucina 8 (IL-8) en nuestro modelo celular (Huh-7-
VHC-replicon). La IL-8, es una citocina pro-inflamatoria que contribuye en el
fortalecimiento celular ante infecciones virales como el VIH, ya puede inhibir la
replicacion del virus en los linfocitos CD4+%*%. IL-8 induce la produccion del IFN-y, la

cual estimula la actividad de iINOS para la sintesis de NO?'®.
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Finalmente, nuestros resultados sugieren que NO participa en la regulacion del efecto
antiviral de AAS sobre la expresion de VHC e hipotetizamos que las especies reactivas
de nitrogeno, pueden alterar el ciclo biolégico del virus a través de la S-nitrosilacion de
proteinas involucradas en la replicacion, transcripcion y/o traduccion. Con base a lo
anterior, la modulacién de NO a nivel farmacoldgico, podria contemplarse como una

nueva terapia adyuvante en el tratamiento contra VHC.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES

= Nuestros resultados sugieren que el NO participa en la regulacion del efecto

antiviral del AAS sobre la expresion del VHC.

» La reduccion de la expresion del RNA de iNOS en presencia de AAS corrobora

con los tiempos de disminucién de la replicacion del VHC.

= El silenciamiento de iNOS induce un descenso en la replicacién del VHC.

= ElI AAS tiene la capacidad de reducir la actividad del promotor de iNOS en

células de hepatocarcinoma.

= La exposicidon al AAS promueve la sub-expresion y sobre-expresion de genes
con funcion antioxidante como metalotioneina, lo cual podria estar directamente
relacionado con la disminucion de la replicacion del VHC observada en nuestro

modelo de estudio.
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CAPITULO X

10. APENDICE

10.1 CULTIVO CELULAR

1.

Retirar el medio de cultivo de células Huh-7 replicon o parental confluentes
en un 90%.

Lavar las células contenidas con 5 mL de PBS 1X para una botella de 75 cm?
estéril y con 2 mL para una de de 25 cm?.

Para desprender las células de la superficie de la botella la monocapa de una
botella agregar 2 mL de tripsina y para una de 25 cm? 1 mL.

Incubar a 37°C durante 5-10 minutos.

5. Neutralizar la tripsina agregando el mismo volumen de medio suplementado

con SBF y transferirlo a un tubo falcon de 15 mL.

6. Centrifugar a 1,000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Retirar sobrenadante (medio-tripsina).

8. Agregar 2-4mL de medio de cultivo para resuspender el boton. Mezclar con

cuidado para homogenizar.

Tomar el volumen de células previamente contadas o estimadas y agregarlas
a una botella de 75 cm? que contenga 9 mL de medio ADMEM suplementado
(2% suero bovino fetal, 1 % antibidtico: penicilina/estreptomicina, 1%
glutamina, 1% aminoacidos no escenciales) y para una botella de 25 cm?

agregar SmL.

10.Incubar a 37°C y 5% CO, hasta obtener 90% de confluencia.

10.2 CUENTA CELULAR

1.

Realizar una dilucion 1:8 como se muestra utilizando 60uL de medio de

cultivo, 10 uL de azul tripano y 10 uL de alicuota celular.

2. Tomar 10 yL de la mezcla y colocarla en una camara Neubauer.
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3. Realizar el conteo con el objetivo de 10 X.

4. Contar el numero de células en los cuadrantes externos y posteriormente

calcular el promedio y compararlo con el conteo del cuadrante central

(deben ser semejantes).

5. Células por mL= (promedio)(8)(10,000); donde 8 es el factor de dilucion y

10,000 el factor de conversiéon de la camara.

10.3 CONGELACION DE CELULAS REPLICON Y PARENTAL

1. Retirar el medio de cultivo. Lavar el frasco de 75 cm? con 5 mL de PBS 1X.
Retirar el PBS.

2. Adadir 2 mL de tripsina. Incubar 5 min a 37°C. Recuperar las células

tripsinizadas y colocarlas en un tubo falcon de 15 mL.

3. Centrifugar a 1,000 r.p.m. durante 5 min a tempertura ambiente.

4. Las células obtenidas de una botella de 75 cm? con 90 % de confluencia,

serviran para preparar 3-4 crioviales de 1 mL c/u con 90% de suero y 10 %

de DMSO conteniendo de 1.5-2.0 millones de células.

5. Congelar primeramente a -20°C durante 2 h y finalmente almacenar hasta

por un afo a -80°C.

10.4 CONCENTRACION DE NO,

1.

o 0 K w0 N

Mezclar 100 uL de medio de cultivo suplementado (blanco) o 100 uL de medio
derivado de un cultivo celular (muestra), con 200 uL de acetonitrilo grado
analitico.

Homogenizar con vortex durante 30 seg.

Centrifugar 9,000 rpm por 30 min.

Recuperar sobrenadante.

Evaporar el solvente con ayuda de un SAVANT (3- 4 horas).

Reconstituir la muestra en 100 uL de H20 mili Q, medio de cultivo o el solvente

de eleccion.
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10.4.1 MANEJO DEL EQUIPO SAVANT

1.

N o o bk~ e b

Encender el equipo refrigerante 1 hora antes de encender el rotor.

Colocar las muestras (tubos eppendorf (1.5 0 2 mL) destapados en el carrusel).
Cerrar la tapa del SAVANT .

Abrir la llave de vacio (posicion paralela a la manguera= abierto).

Encender Rotor. Mantener en “off” la funcion heater.

Activar vacio.

Para apagar el equipo: a) desactivar vacio, b) apagar rotor y c) equipo
refrigerante.

NOTA: Para monitorear grado de evaporacion basta cerrar la llave de vacio y

posteriormente apagar el rotor. Para poner en marcha el equipo encender

primeramente el rotor y al final abrir la llave de vacio.

10.5 CUANTIFICACION INDIRECTA DE NO MEDIANTE HPLC-FLUORESCENCIA

1.
2.

Mezclar 1mg de 2’-3’ diaminonaftaleno (DAN) con 1mL de HCL 0.62M.
A 100uL de muestra agregar 10uL de DAN para su conversion a 2’-3’ naftotriazol

(NAT) (molécula fluorescente),

3. Incubar a 27°C en un bafio durante 10 min.
4. Anadir 5uL de NaOH 2.8M. Transferir a un inserto 100uL de la mezcla final.

5. Realizar la inyeccién en el equipo de HPLC utilizando un flujo de 1mL por minuto

y una fase movil de buffer de fosfatos:metanol (50:50) bajo condiciones
isocraticas.
Seleccionar 375 y 415nm como longitudes de ondas de excitacion y emision

respectivamente.

Para definir la concentracion de NO se prepard una curva estandar de referencia de

NO, (125-1000pM), y se validé mediante regresion lineal [y= mx + b; r’] y coeficiente

de variacion para definir precision [%CV= (SD/media) (100)].
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10.6 CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE BRADFORD

NOTA:

Utilizar placas de 96 pozos (evitar placas para ELISA ya que el potencial electrostatico
del material impide la reutilizacion de los pozos; se recomienda trabajar con placas
para cultivo celular).

CURVA DE CALIBRACION

1. Preparar un stock de 100 mg/mL de BSA y posteriormente realizar una dilucién
para obtener un estandar de 1 mg/mL BSA (1,000 ug/mL).

2. A partir del estandar de 1,000 ug/mL preparar una curva de calibracion
considerando las siguientes concentraciones: 5, 10, 20, 30 y 40 ug/mL.

3. A cada pozo se le anade el volumen correspondiente de H20 mili Q y la cantidad
de estandar de BSA (1,000 ug/mL) necesarias para obtener el rango de
concentraciones previamente marcado en un volumen de 160 uL.

4. Colocar 40 uL de reactivo Bradford a cada muestra.

5. Leer a 595 6 600 nm en un lector de placa.

MUESTRAS

6. Colocar 1 uL de muestra diluida previamente (1:5) en 159 uL de H>,O mili Q y 40
uL de reactivo Bradford.

NOTA:Los factores de dilucion son: 200 (correspondiente al 1uL contenido en los 200
uL de reaccion) y 5 (atribuido a la dilucion de la muestra 1:5). Por lo tanto, el factor de
dilucién final es de 1,000. Ejemplo: al tiempo O h cc= 11.12 ug/mL (1,000)= 11,120
ug/mL= 11.20 ug/uL.

10.7 WESTERN-BLOT
1. Preparar un gel de poliacrilamida con dos concentraciones; la inferior con 10%
(gel separador) y la superior con 5% (gel concentrador).
2. Cargar 50ug de proteina previamente desnaturalizada a 95° C durante 4 min.
3. Realizar la electroforesis durante 2 h a 80V.
4. Activar durante 5 min con metanol, la membrana a la cual seran transferidas las

proteinas.
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5. Lavar la membrana con agua destilada y equilibrarla con buffer de transferencia
1X.

6. Empalmar filtros, esponja, membrana y gel con el siguiente orden de abajo hacia
arriba:

BASE NEGRA - ESPONJA - PAPEL FILTRO - GEL - MEMBRANA - PAPEL

FILTRO - ESPONJA - BASE BLANCA

7. Realizar la transferencia a 4° C a 100V durante 1h o bien, a 30V toda la noche.

8. Tenir la membrana con el reactivo de ponceou para colorear transitoriamente las
proteinas y el marcador de peso molecular y asi corroborar una transferencia
exitosa.

9. Remover el reactivo de ponceou con buffer de lavado PBS-triton 1X.

10. Sumergir la membrana en el buffer de bloqueo (leche o BSA) durante 1h a 4° C.
con agitacion.

11. Lavar la membrana con PBS-tritén 1X un par de veces durante 10 min.

12.Incubar la membrana con el anticuerpo primario diluido 1:1000 durante toda la
noche.

13.Lavar 5 veces por 10 min con el buffer PBS-tritén 1X.

14.Colocar el anticuerpo secundario diluido 1:1000. Incubar a 4° C durante 2 horas.

15.Lavar 5 veces por 10 min con el buffer PBS-triton 1X.

16.Revelar mediante Quimioluminiscencia la sefial de la proteina de interés.

10.8 TRANSFECCION DE iRNA iNOS
1. Sembrar 16 h previas a la transfeccién 40,000 células en placas de 24 pozos
con ADMEM vy 2 % de SBF.
2. Preparar el agente transfectante (siPORT lipid) y el iRNA de la siguiente
forma:
- Por pozo mezclar 1.25uL de siPORT Lipid con 6.25uL de medio ADMEM sin
SPF. Incubar 20 min a temperatura ambiente.
- Par obtener una concentracion de 150nM de iRNA preparar por pozo una

mezcla de 0.127uL de iRNA 50nM mas 42.372uL de medio sin SBF.
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- Adadir el iRNA diluido al siPORT Lipid , mezclar cuidadosamente una vez con
micropipeta. Incubar a temperatura ambiente por 20 min.

3. Antes de la transfeccion remover el medio de cultivo y lavar las células con
PBS 1X estéril. Agregar a cada pozo 200uL de medio ADMEM sin SBF.

4. ARadir la mezcla de iIRNA mas siPORT lipid a cada pozo. Distribuir
gentilmente el complejo.

5. Incubar 6 horas en condiciones de cultivo normales.

6. Anadir de 250ul de medio con SBF a cada pozo para optimizar el crecimiento
celular.

7. Extraer el RNA total a las 24, 48 y 72 h post-transfeccion.

10.9 ANALISIS DE LA CALIDAD DEL RNA

1.

Mezclar 65uL de gel filtrado con 1 uL de colorante (proteger la mezcla de la luz

cubriendo el tubo con papel aluminio).

. Colocar 9uL del gel tefiido en la position GS PRIMING en un cartucho de BioRad

para ser analizado con la plataforma EXPIRION.

3. Transferir el cartucho en un compresor para distribuir el gel.

4. Anadir 9 uL de gel tefiido a la posicién GS y 5uL de gel filtrado en la posicién G.

5. Descargar 5 uL de buffer en los pozos en los que se colocaran las muestras o

bien el marcador de peso molecular.

6. Desnaturalizar de 2 uL de cada muestra y 2 uL del marcador de peso molecular
durante 2 min a 70° C y posteriormente colocarlas en hielo.
7. Agregar 1uL de muestra o marcador a su respectivo pozo.
NOTA: en cualquier paso NO formar burbujas
8. Colocar el chip en la estacion de electroforesis de
EXPIRION.
9. Analizar los electroferogramas. A Experion

RMNA StdSens

104AF1 E»
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10.10 MICROARREGLOS DE EXPRESION

DIA I
PASO 1
1. Evaluar cantidad y pureza del RNA mediante el uso de nanodrop y la plataforma
de expirion respectivamente.
SINTESIS DE LA PRIMER CADENA

2. Realizar una dilucién serial del control de RNA poli-A, de la siguiente manera:

1:20 1:50 1:50 1:10
3. Preparar MIX 1y MIX 2
MiIX1
Poli a (dilucion final) 2uL
RNA (100ng) 3uL
MIX2
Buffer primer cadena 4uL
Enzima primer cadena TuL

4. Mezclar MIX 1y MIX 2. Incubar 2 h a 42° C en un termociclador. Incubar en hielo
hasta la sintesis de la segunda cadena
PASO 2
MIX3

Agua libre de nucleasas | 13uL

Buffer segunda cadena | 5uL

Enzima segunda cadena | 2uL

5. Mezclar MIX 3 con MIX1 y MIX2. Volumen final= 30uL.
6. Incubara 16° C 1 h'y 10 min a 65° C, en un termociclador. Almacenar a -20° C o

preferentemente realizar el marcaje con IVT inmediatamente.
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PASO 3

MIX 4
Sonda IVT Biotina 4uL
Buffer IVT 20uL
Enzima IVT 6ulL

7. Mezclar MIX 4 con los 30 uL de MIX 1,2,3. Incubar 16 h a 40° C.

DIA 1
8. Calentar la solucién de elucion entre 50-60 ° C
9. En una placa de 96 pozos preparar la siguiente mezcla:
Perlas de unién a RNA 10uL

Buffer de unién | 50uL

concentrado aRNA

10.Previamente agregar a un tubo eppendorf 60uL de RNA marcado. Mezclar por
pipeteo y agregar a cada muestra 120 uL de Etanol al 100%. Transferir a cada
pozo.

11.Mezclar con un shaker por 2 min.
a. Colocar la placa sobre un magneto durante 5 min.
b. Aspirar y lavar las perlas con 100uL de solucion de lavado.
c.Mezclar con shaker 1 min. Colocar la placa sobre el magneto. Remover el
sobrenadante.
d. Repetir el lavado 1 vez.

12. Realizar la elucién con 50 uL de la solucién de elucién calentada previamente a
50° - 60° C.

13.Mezclar en vortex durante 3 min.

14.Colocar la placa sobre el magneto 5 min y tranferir el sobrenadanteaa un tubo de

60 uL.
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NOTA: la muestra puede ser almacenada a -20° C hasta por un ano.

DIA 11l
FRAGMENTACION
aRNA 15ug (1-32uL)
Buffer de fragmentacién | SuL
5X
Agua libre de nucleasas | c.b.p. 40uL
Volumen total 40uL

15.Incubar 94° C durante 35 min e inmediatamente despues transferir a hielo o

almacenar a -20° C.
HIBRIDACION
16.Preparar la siguiente mezcla:

aRNA marcado 'y

12.5ug (33.3ul)

fragmentado

Control de | 4.2uL
oligonucleétido B2

(3nM)

Control de hibridaciéon | 12.5uL
20X

Mix de hibridacion 2X | 125uL
DMSO 25uL
Agua libre de | 50uL
nucleasas

Volumen final 250uL
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NOTA: es imperativo calentar a 65° C el control de hibridacion 20 X antes de realizar la
mezcla.
17.Calentar el coctel de hibridacion durante 5 min a 99° C y 10 min a 45° C en una
placa caliente.
ACONDICIONAMIENTO DEL CHIP
18.Colocar en el chip 200uL del coctel de pre-hibridacion e incubar a 45° C durante
10 min con rotacion.
19.Remover la mezcla de pre-hibridacion.
20.Colocar en el chip la mezcla preparada en el paso 16. Incubar a 45° C durante

16 h con rotacién a 60 rpm.
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