
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 

FACULTAD DE MEDICINA 

 

 

 

 

“EFECTO DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO SOBRE LA 

ACTIVIDAD PROTEASA-HELICASA DE LA PROTEÍNA 

NS3/4A DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)” 

 

PRESENTADO POR: 

Q.F.B. HOMERO HERNÁNDEZ FLORES 

 

Como requisito parcial para obtener el grado de 

MAESTRO EN CIENCIAS CON ORIENTACIÓN EN BIOLOGÍA 

MOLECULAR E INGENIERIA GENÉTICA 

AGOSTO, 2012



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE NUEVO LEÓN 

FACULTAD DE MEDICINA 

 

 

 

 

“EFECTO DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO SOBRE LA 

ACTIVIDAD PROTEASA-HELICASA DE LA PROTEÍNA 

NS3/4A DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)” 

 

PRESENTADO POR: 

Q.F.B. HOMERO HERNÁNDEZ FLORES 

 

Como requisito parcial para obtener el grado de 

MAESTRO EN CIENCIAS CON ORIENTACIÓN EN BIOLOGÍA 

MOLECULAR E INGENIERÍA GENÉTICA 

AGOSTO, 2012



“EFECTO DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEASA-

HELICASA DE LA PROTEÍNA NS3/4A DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C 

(VHC)” 

 

Aprobación de la Tesis:  

 

 

_______________________________ 

Dra. Viviana Zomosa Signoret 

Director de Tesis 

 

 

_______________________________ 

Dra. Ana María Rivas Estilla 

Co-Directora de Tesis 

 

 

_______________________________ 

Dr. Román Vidal Tamayo Ramírez 

Co-Director de Tesis 

 

 

 

_____________________________________ 

Dr. Med. Gerardo Enrique Muñoz Maldonado 

Subdirector de Estudios de Posgrado 

 

 



RESUMEN 

 

 El virus de la hepatitis C fue identificado en 1989 como el 

principal agente causal asociado a la transfusión sanguínea de 

la hepatitis no A no B. Hoy este virus representa una crisis de 

salud mundial con una prevalencia de alrededor del 2.2% por lo 

que es urgente una terapia específica contra este virus. Una 

diana terapéutica probada con diferentes fármacos es la proteína 

de membrana NS3/4A, la cual posee actividad proteasa-helicasa.  

 El objetivo de esta tesis fue el demostrar que el ácido 

acetilsalicílico puede funcionar como un inhibidor de la 

actividad proteasa-helicasa de la proteína NS3/4A. Nuestra 

hipótesis fue fundamentada mediante diferentes hallazgos en la 

literatura en donde se observa que el ácido acetilsalicílico 

inhibe la actividad ATP-asa, la cual es inherente a la actividad 

de helicasa. Por otro lado, sugerimos una inhibición en la 

actividad proteasa debido a la interacción que existe entre la 

proteína NS3 y el ácido acetilsalicílico según unos estudios in 

silico, utilizando ambas moléculas. 

 Para lograr demostrar nuestra hipótesis se realizaron 

ensayos para la detección de las actividades proteasa y helicasa 

de la proteína NS3/4A Que tuvieron como sustratos moléculas 

fluorescentes para aumentar la sensibilidad. 

 Nuestros datos muestran que no existe una inhibición por 

parte del ácido acetilsalicílico en ninguna de las dos 

actividades de la proteína NS3/4A, al menos al utilizar la 

proteína recombinante y el extracto de membranas. 

 Por otro lado, los experimentos hechos en células HUh7 

replicón confirman los resultados obtenidos por otros 

investigadores. En donde se encuentra una inhibición 

estadísticamente significativa en las actividades helicasa y 

proteasa de la proteína NS3/4A debida probablemente al efecto 

sinérgico que provoca el ácido acetilsalicílico, al activar 

diferentes genes en la célula tratada. 
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 CAPITULO I. INTRODUCCIÓN 
 

 I.1 Historia y epidemiología del Virus de la 

Hepatitis C. 
 

 Con el desarrollo de pruebas diagnósticas específicas para 

el virus de la hepatitis A y el virus de la hepatitis B a 

mediados de los años 70, se demostró que algunos casos de 

hepatitis que surgían después de la transfusión sanguínea no 

eran causa de ninguno de estos agentes virales. Es por ello que 

se acuñó el término “hepatitis no A, no B”; a pesar de que 

existía evidencia de que este agente etiológico era un virus 

pequeño envuelto, no se había aislado1. Fue hasta el año 1988, 

que se aisló una clona de cDNA sencillo, derivada de plasma de 

chimpancés infectados con “hepatitis no A, no B”. Esta clona 

mostró ser producto de un nuevo flavivirus, nombrado virus de la 

hepatitis C2. 

 

Figura1.1. Prevalencia del VHC a nivel mundial. Figura adaptada de referencia 
(3). Porcentajes de prevalencia por país indicada en recuadros, la intensidad 

del color indica donde se encuentra el mayor numero de casos. 

 A dos décadas de su descubrimiento, el virus de la 

Hepatitis C infecta alrededor del 3% de la población mundial 

(alrededor de 170 millones de personas), esto representa una 

pandemia viral4. Su prevalencia en países en desarrollo sólo se 

puede estimar, ya que la mayoría de los estudios son sobre 

seroprevalencia, y sobre población seleccionada (donadores de 

sangre, pacientes con enfermedades crónicas del hígado)5.  
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 Las causas principales de transmisión de este virus en los 

países en desarrollo son el uso de drogas inyectables, 

inyecciones terapéuticas inseguras, y la transfusión, antes de 

que fuera común el diagnóstico de VHC6,7. En México, se estima 

que alrededor de 700,000-1,500,000 personas están infectadas por 

el virus de la hepatitis C8. 

 

 I.2 Progreso de la enfermedad y Tratamiento 

 

 La terapia actual estándar contra la hepatitis C consiste 

en Interferón α pegilado (IFN-α), administrado una vez por 

semana, en conjunto con una dosis diaria de ribavirina (RBV) por 

24 a 48 semanas9. Recientemente, en mayo del 2011 la FDA aprobó 

dos inhibidores específicos de la proteasa viral del HCV, el 

Telaprevir y boceprevir, para ser utilizados en combinación con 

la terapia estándar10. El interferón es una citosina del sistema 

inmune innato, sus potentes efectos antivirales se deben a la 

regulación de cientos de genes estimulados por IFN (IFN-

stimulated genes, ISGs). Muchos de estos genes tienen actividad 

antiviral, pero otros están involucrados en metabolismo de 

lípidos, apoptosis, degradación de proteínas, y respuesta 

celular inflamatoria11. La ribavirina es un análogo de la 

guanosina; es usada contra virus de DNA y RNA12. Actualmente, se 

desconocen los mecanismos por los cuales la ribavirina inhibe la 

replicación del VHC, sin embargo, se han propuesto varios 

mecanismos que están siendo evaluados13: 

 La ribavirina al ser fosforilada (ribavirina-5-

trifosfato, RTP), inhibe la RNA polimerasa 

dependiente de RNA del VHC. 

 Un metabolito de la ribavirina, el ribavirina-5-

monofosfato (RMP), inhibe de manera competitiva a la  

inosina-5-monofosfato deshidrogenasa (IMPH), la cual 

al ser inhibida conduce al agotamiento del GTP 

intracelular necesario para le replicación del VHC. 

 Por sus propiedades inmunomoduladoras ya que potencia 

la producción de citocinas Th1 y Th2. 
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 Por sus propiedades mutagénicas ya que el RTP es 

utilizado en la replicación del genoma del virus lo 

que causa una gran cantidad de errores. 

 El éxito de la terapia combinada de IFN-RVB está 

determinado por el genotipo del VHC que infecta al paciente, por 

ejemplo, en el caso de infección con el genotipo 1B del VHC el  

aclaramiento viral es de un 50% en promedio por pacientes14. 

 El VHC se clasifica de manera filogenética en 6 genotipos 

(del 1 al 6), cada genotipo se divide en subtipos (de manera 

alfabética). Los genotipos difieren uno de otro en alrededor del 

31-33% de su secuencia nucleotídica, comparada con un 20-25% 

entre los subtipos. Se ha demostrado que dependiendo de la zona 

geográfica donde habita el paciente es más probable la infección 

con algún genotipo de VHC particular15. 

 

Figura1.2. Árbol Filogenético del VHC, donde se muestra los genotipos y 
principales áreas geográficas donde prevalecen Figura adaptada de referencia 

(14). 

 



“EFECTO DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEASA-HELICASA DE LA PROTEÍNA NS3/4A  
DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)”___________________________________________________________ 

______________________________________________________________4 

 Los genotipos más comunes son 1, 2 y 3 en el norte y sur de 

América, además de Europa; el genotipo 1 es el que tiene una 

respuesta más pobre al tratamiento con IFN-RBV. El genotipo 4, 

se presenta de manera más común en el norte de África, en el 

oriente medio y el África sub-sahariana. El genotipo 5, se 

reporta para el sur de África, y el genotipo 6 permanece aislado 

principalmente en el sureste asiático. Las principales 

investigaciones están dirigidas para los genotipos 1,2 y 3, 

debido a que son los de mayor prevalencia, ya que se reporta que 

sólo un 20% de las infecciones en el mundo por el VHC pertenecen 

a los genotipos 4, 5, y 616. 

 De manera particular, en México, los genotipos mas 

predominantes son el genotipo 1,2 y 3; los genotipos 4,5 y 6 son 

poco frecuentes. Los genotipos 1 y 2 presentan una distribución 

similar en todo el país, y el genotipo 3 tiene una frecuencia 

mayor en el norte del país17. En forma más específica, en el 

noroeste de México (Nuevo León, Tamaulipas, Coahuila y parte de 

San Luis Potosí), el genotipo mas prevalente es el 1 con un 73%, 

y le sigue el genotipo 2 y 3 con un 13 y 12%, y el genotipo 4 

con 1%. Cabe destacar que el subtipo b (VHC 1b) es el más común 

y el de menor respuesta al tratamiento de IFN-RBV18. 

 

Figura1.3 Distribución de los genotipos del VHC en territorio mexicano 
dividido en 4 zonas geográficas, los valores dados están en porcentaje. 

Figura adaptada de referencia (16). 
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 I.3 Sistemas experimentales para estudiar el Virus de 

la Hepatitis C 

 

 El primer modelo experimental fue el chimpancé, el cual fue 

utilizado para el descubrimiento del VHC. Posteriormente, se 

intentó establecer un sistema de cultivo de virus, esto se 

realizó infectando líneas celulares establecidas y cultivos 

primarios de hepatocitos, pero no se tuvo éxito, ya que los 

títulos virales eran bajos. Aun así, se observó que la línea 

Huh7 (células derivadas de hepatocarcinoma humano) era la más 

susceptible a la infección19. 

 Se intentó un nuevo abordaje para desarrollar un sistema de 

replicación celular del VHC, éste fue el desarrollo de los 

sistemas replicón. Se trata de un constructo subgenómico que 

expresa las proteínas encargadas de la replicación del VHC, lo 

que le permite replicarse de manera autónoma, además de que es 

selectivo al llevar el gen de resistencia a la geneticina 

(G418)20. Se ha demostrado que el aumento en la replicación del 

replicón del VHC en células Huh7 se debe a mutaciones 

adaptativas que le permiten replicarse de manera más eficiente 

in-vitro, pero estas adaptaciones no le son útiles in-vivo21,22. 

 Fue hasta el año 2005, que se descubrió a la cepa JFH-1 

genotipo 2A, aislada de un caso de hepatitis fulminante. Ésta es 

la única cepa actualmente que puede replicarse in-vitro de 

manera autónoma, lo que ha permitido obtener información de los 

diferentes estadíos del ciclo de vida del VHC23. 

 

 I.4 Ciclo de vida del Virus de la Hepatitis C. 

 

 El VHC es un virus hepatotrópico;  se ha reportado la 

infección de otro tipo de células como los leucocitos, 

macrófagos, células sinusoidales, entre otras. El VHC entra a 

las células hepáticas por medio de la endocitosis mediada por 

clatrina, esto después de que las glicoproteínas E1 y E2 de la 

envoltura del virus se unen a receptores de superficie de la 
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célula hepática24. Muchos receptores de la superficie celular han 

sido implicados en la entrada del VHC, aunque sólo 4 parecen ser 

los mas importantes: Clouster de diferenciación 81 (CD81)25, 

scavenger receptor class B (SR-B1)26, Claudina-127, y el receptor 

de lipoproteínas de baja densidad (LDL-R)28. CD81 y SR-B1 

permiten la entrada del virus por la interacción directa con las 

proteínas de envoltura E1 y E2. La Claudina-1 es una proteína de 

unión celular que es esencial para la entrada del VHC a la 

célula pero que se utiliza después de que el virus tuvo 

interacción con la célula. LDL-R es el principal receptor del 

VHC. El VHC  se une al LDL-R después de asociarse a LDL u otras 

lipoproteínas, posiblemente, a través de la afinidad de E2 por 

los lípidos29. 

 

Figura1.4 Entrada del VHC en la célula. Figura adaptada de referencia (23). 

 Después de la unión inicial y endocitosis, la acidez dentro 

del endosoma permite la fusión entre la envoltura del VHC con la 

membrana del endosoma, liberándose la nucleocápside en el 

citoplasma. La desestabilización de las proteínas de la 

nucleocápside hace que se libere la cadena positiva de RNA en el 

citoplasma. El genoma es reconocido y traducido por los 

ribosomas de la célula, los ribosomas arriban al genoma a través 

del sitio 5´de entrada interna del ribosoma (IRES:5´ internal 

ribosome entry site)30. El genoma del virus es policistrónico, 

con un solo marco de lectura que codifica para diez proteínas 

que se traducen en una poliproteína, esta poliproteína sufre 
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modificaciones co-traduccionales y post-traduccionales por 

proteasas celulares y virales31. 

 

Figura 1.5.- Traducción y procesamiento de la poliproteína. El RNA viral del 

VHC es traducido en una gran poliproteína, cada proteína individual es 

producida por cortes de proteasas celulares. Los sitios están indicados con 

flechas negras, y posteriormente, cortadas por proteasas virales, en amarillo 

un sitio de corte único por la proteína NS2, y todos los cortes posteriores 

son realizados por la proteína NS3. Figura adaptada de referencia 30. 

 En la región N-terminal de la poliproteína, se ubican las 

proteínas estructurales del VHC, las cuales son liberadas por 

una peptidasa celular. Los cortes entre las proteínas C/E1 y 

E1/E2 son muy rápidos, sin embargo, los cortes para E2/p7 y 

p7/NS2 son más lentos32. Las uniones entre las proteínas NS son 

cortadas por proteasas virales. 

 Después del procesamiento de la proteína por las proteasas, 

las proteínas NS, a excepción de NS2, forman un complejo de 

replicación unido a la membrana del retículo endoplásmico33. El 

complejo de replicación es anclado por interacciones débiles 

proteína-proteína; la unión de cada proteína a la membrana es 

esencial para la formación del complejo de replicación34. Todas 

las proteínas, a excepción de la proteína NS3, poseen dominios 

transmembranales hidrofóbicos en su extremo amino terminal o 

carboxilo que les permiten anclarse a la membrana del retículo 

endoplásmico35,36. La proteína NS5A se asocia a la membrana 

gracias a que posee una estructura alfa hélice anfipática en su 

extremo amino37, y la proteína NS5B se ancla a la membrana 

gracias a un dominio transmembranal en su extremo carboxilo38. La 
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proteína NS3 está anclada a la membrana del retículo 

endoplásmico gracias a sus interacciones con la proteína NS4A. 

 

Figura1.6 Topología del complejo de replicación. Figura adaptada de 

referencia (39). 

 El complejo de replicación del VHC está formado por las 

proteínas NS3/4A, NS4B, NS5A y NS5B y se encuentra anclado a 

membrana del retículo endoplásmico, se desconoce cuántas de 

estas proteínas forman el complejo de replicación, o si también 

se incluyen dentro del complejo proteínas de la célula 

hospedadora40,41. También se desconoce cómo se regulan las 

actividades de estas proteínas dentro del complejo de 

replicación. Lo que si se conoce es que la proteína NS3 es una 

enzima bifuncional que contiene una actividad proteasa y una 

actividad helicasa que modula la actividad polimerasa de la 

proteína NS5B y viceversa42. 

 El complejo de replicación es responsable de la 

reproducción del RNA viral, el cómo las proteínas no 

estructurales y las proteínas de la célula hospedera lo logran, 

se sigue investigando. Después o durante la traducción, la 

proteína de unión a RNA llamada NS5A, se piensa que se une al 

RNA molde, proveyendo una unión para la replicación43. La 

proteína NS5B que es una RNA-polimerasa dependiente de RNA, 

sintetiza una hebra negativa que sirve de intermediario para 

transcribir nuevas cadenas de polaridad positiva que son usadas 

como genomas de nuevos virus y como moldes para hacer mas poli-

proteínas para el ensamble de nuevos virus44. Durante la 

replicación del RNA, la actividad helicasa de la proteína NS3 y 
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las helicasas de la célula hospedera se utilizan para 

desenrollar las estructuras secundarias de los extremos 5´y 

3´del genoma de RNA del VHC, así como también para separar la 

doble cadena de RNA que se forma después de la replicación de 

este genoma45,46. 

 La proteína NS4B no parece interactuar de forma directa con 

el RNA, más bien induce la formación de una red membranosa 

asociada a la mitocondria, usando la membrana de retículo 

endoplásmico, la cual sirve como sitio de anclaje para los 

complejos de replicación32,47,48. El dominio que se encuentra en el 

extremo amino-terminal de la proteína NS4B, es esencial para la 

replicación y la correcta inserción de esta proteína a la 

membrana del retículo endoplásmico recae en el corte hecho por 

la proteína NS3 al separarla de la poliproteina48. Este re-

ensamblaje puede ayudar al virus  a secuestrar el RNA de doble 

cadena y a que no sea detectado por la célula hospedera, 

concentrando las proteínas virales en la red membranosa como un 

conjunto de fábricas, además, evita la respuesta apoptótica por 

parte de la mitocondria49,50. 

 Una vez que hay suficientes proteínas estructurales y 

genomas en la red membranosa, el ensamble de viriones se puede 

dar por medio de balsas lipídicas. La proteína estructural C 

requiere de la modificación por parte de la peptidasa 

dependiente del péptido señal para poderse integrar a las balsas 

lipídicas51. El RNA de polaridad positiva asociado a la proteína 

C forma la nucleocápside, la cual se encuentra dentro del 

Retículo endoplásmico, al salir de éste toma su bicapa lipídica 

y las glicoproteínas E1 y E2. Los virus son liberados 

posteriormente por la vía secretora de la exocitosis. La pequeña 

proteína p7 forma un canal iónico en la membrana del retículo 

endoplásmico y ésta es esencial para el ensamble del virus y su 

secreción52,53. Se ha demostrado que la proteína p7 se une de 

manera específica a la proteína C, y la interrupción de esta 

interacción detiene la replicación54.La proteína NS2 también es 

esencial para la formación del virus debido a que su actividad 

proteasa permite su auto-liberación de la poliproteína55. También 

se ha demostrado que la proteína NS5A interactúa con la proteína 

C y otras proteínas de la célula hospedera fosforilando para 

facilitar el ensamble viral56.  
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Figura1.7 Las diferentes etapas del ciclo de vida del VHC. Figura adaptada de 

referencia 57. 
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 I.5 La proteína NS3/4A 

 

 La proteína NS3 posee un dominio serin-proteasa en el 

extremo amino terminal, así como también un dominio helicasa en 

el extremo carboxilo terminal, ambos se encuentran separados por 

una región de unión flexible58. No hay evidencia que indique que 

estos dominios se encuentren separados durante el ciclo de vida 

del VHC y hay evidencia de que se regulan mutuamente. Se ha 

demostrado que el dominio proteasa de la proteína NS3 aumenta la 

actividad NTPasa y helicasa59,60. Por otra parte, también se ha 

demostrado que mutaciones en el dominio helicasa de esta 

proteína alteran la inhibición de la actividad del dominio 

proteasa61,62. 

 El dominio helicasa de la proteína NS3 pertenece a la 

familia DExD/H box, esta familia comprende proteínas capaces de 

desenrollar dobles cadenas de DNA y RNA63,64. Este dominio 

funciona como un oligómero, y desenrolla RNA a través de un 

mecanismo de movimiento de gusano acoplado a ATP. Se ha 

demostrado también que esta proteína interfiere con la función 

de proteína cinasa A, que es un regulador del metabolismo que 

activa factores de transcripción de manera dependiente del AMP 

cíclico, esta interferencia se debe al uso continuo de ATP por 

parte de la helicasa, haciéndolo un sustrato escaso.65,66.  

 También se ha encontrado que el dominio proteasa de la 

proteína NS3 interactúa y modula proteínas de la célula 

hospedera67. El dominio proteasa es capaz de unir la proteína 

supresora de tumores (p53), esto inhibe la función 

transactivadora de  la proteína p53 por lo cual interfiere en la 

apoptosis y permite el desarrollo del hepatocarcinoma. Se ha 

demostrado que el dominio proteasa incrementa la actividad de la 

vía secretora de la célula a través de la interacción con ELKSδ 

y ELKα68. Además, este dominio proteasa es capaz de detener la 

función del inmunoproteosoma a través de la interacción con LMP7 

(low-molecular-mass protein 7), el cual provee de péptidos 

derivados de la destrucción de la poliproteína del VHC que son 

utilizados para anclarlos sobre el complejo mayor de 

histocompatibilidad clase 1 (MHC-1). Los diferentes papeles que 

juega la proteína NS3 en la replicación viral y modulación de la 
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respuesta celular la hacen una diana terapéutica muy 

interesante. 

 La primera estructura cristalina del dominio proteasa de la 

proteína NS3 fue obtenida en 1996. Esta estructura revelaba un 

plegamiento parecido a la quimotripsina, con dos barriles beta y 

una molécula de zinc en su estructura69. La estructura cristalina 

muestra un sitio activo inusualmente expuesto y extendido en la 

superficie, lo cual explica las observaciones bioquímicas de que 

el péptido sustrato para este dominio requiere como mínimo diez 

aminoácidos para realizar el corte70,71. Una característica 

importante de esta proteína es que la triada catalítica no está 

alineada, por lo cual, la proteína NS3 carece de actividad, al 

unirse la proteína NS4A a la proteína NS3 se alinea la triada 

catalítica, activándose el dominio proteasa72. 

 

Figura1.8 Estructura cristalina del dominio proteasa de la proteína NS3. Las 

láminas beta se muestran en color naranja y las alfa-hélices en color verde, 

los aminoácidos catalíticos se muestran como esferas y palillos. Figura 

tomada de referencia 70. 
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 La proteína NS4A es una proteína pequeña de 54 aminoácidos 

con diversas funciones. Es importante para la regulación de la 

fosforilación de la proteína NS5A73, y es capaza de inhibir la 

traducción a través de interacción con el factor de elongación 

eucariota 1A74. Cuando se expresa sóla, la proteína NS4A se ha 

localizado en la mitocondria e induce un estrés oxidativo 

asociado a este organelo. El estrés oxidativo asociado a la 

mitocondria es el aumento de radicales libres del oxigeno a 

causa de la interrupción de la cadena respiratoria, por tanto, 

es un precursor de daño celular y cáncer75. 

 La proteína NS4A tiene tres dominios: 1) Un dominio 

transmembranal que se encuentra en su extremo amino terminal, 2) 

un dominio que interactúa con la proteína NS3, formando un 

heterodímero, y 3) un dominio de 20 aminoácidos hidrofílicos que 

forman una estructura alfa hélice que puede interactuar con 

aminoácidos básicos76. Se ha demostrado que el dominio que 

interactúa de manera directa con la proteína NS3 (dominio 2) 

activa al dominio proteasa77. 

 

Figura1.9 Secuencia de la proteína NS4A. En esta figura se representan la 

estructura primaria de la proteína NS4A y además se indican los diferentes 

dominios. Figura adaptada de referencia 70. 

 En resumen, las funciones de la proteína NS4A son 

localizar, estabilizar y activar a la proteína NS3. La proteína 

NS4A potencia la eficiencia de corte de la proteasa NS3, además 

es estrictamente necesaria la formación del complejo NS3-NS4A 

para hacer el corte de la poliproteína en la unión NS4B/NS5A. La 

región central de la proteína NS4A se integra dentro del dominio 

amino-terminal del barril beta de la proteína NS3, y el extremo 

amino-terminal de la proteína NS3 se pliega sobre la proteína 

NS4A. Estos cambios resultan en que un barril beta plegado de 6 

hebras se vuelva de 8 hebras. De esta manera, el plegado de la 

región amino-terminal de la proteína NS3 mueve la hebra que 

contiene dos aminoácidos de la triada catalítica hacia el sitio 
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activo, acercándolos hacia el ácido aspártico, estabilizándose 

entonces la triada catalítica en una conformación activa78. 

 

Figura1.10 Estructura cristalina de la proteína NS3/4A. De color amarillo se 
observa el dominio proteasa de la proteína NS3 y de color azul la proteína 

NS4A. Figura adaptada de referencia 79. 

 

 I.5.1 Evasión inmune por la proteína NS3/4A 

 

 El complejo NS3/4A está implicado en la evasión inmune 

gracias a la proteólisis de dos proteínas celulares que están 

involucradas en la señalización de la respuesta inmune innata: 

la proteína adaptadora asociada al dominio TIR inductora de 

interferón-β (TRIF) y proteínas de señal antiviral mitocondrial 

(o MAVS; también conocidas como CARDIF, IPS-1 y VISA)79,80. Las 

moléculas TRIF y MAVS intervienen rio abajo en la señalización 

por parte del receptor tipo toll 3 (TLR-3) y al gen inducible 

por el ácido retinoico (RIG-1), respectivamente. El TLR-3 

reconoce RNA de doble cadena en el exterior de la célula y en 

los endosomas, y el RIG-1 en el citoplasma de la célula, ambos 
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desencadenan una señal antiviral a las células adyacentes que 

inhibe la propagación del virus81. 

 Se ha reportado que una pequeña fracción de la proteína 

NS3/4A se ubica en la mitocondria82, actuando sobre las proteínas 

MAVS que se encuentran en la membrana externa de la mitocondria. 

Sin embargo, el procesamiento de TRIF que es una proteína en la 

membrana de los endosomas, aun se desconoce. 

 I.5.2  Inhibidores de la actividad proteasa de la proteína 

NS3/4A 

 Los inhibidores de la actividad proteasa son unos de los 

terapéuticos antivirales más exitosos. En el caso de la proteasa 

del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la investigación 

ha permitido el desarrollo de muchos inhibidores de la actividad 

proteasa que actualmente se encuentran en el mercado. La 

determinación de la especificidad de sustrato y el mecanismo 

catalítico permite el diseño de análogos peptidomiméticos y83, la 

determinación de la estructura cristalina permite que mas 

fármacos sean diseñados para que inhiban la actividad proteasa84. 

 La proteína NS3 es el primer objetivo debido a que se trata 

de una proteína esencial para la replicación viral y ayuda a 

evadir la respuesta inmune por su capacidad de escindir a las 

proteínas TRIF y MAVS. La actividad proteasa de la proteína NS3 

es requerida para liberar a las proteínas NS4A, NS4B, NS5A y 

NS5B de la poliproteína. Así, la inhibición de la actividad 

proteasa de la proteína NS3 previene la maduración de las 

proteínas no estructurales del virus, las cuales son necesarias 

para la replicación, e inhibe la progresión de la infección. 

También, la inhibición de la actividad proteasa de la proteína 

NS3 permite que la cascada de señales  que envían TRIF y MAVS se 

mantenga, por lo cual, habrá una respuesta inmune contra el VHC. 

En el año 2000, se demostró en chimpancés infectados con el VHC, 

que cuando la proteína NS3 era catalíticamente inactiva, la 

infección no se desarrollaba85. Desafortunadamente, la proteína 

NS3/4A es una difícil diana terapéutica debido a una 

característica estructural de su sitio activo, es demasiado 

superficial y expuesto, además, requiere como mínimo hacer 

interacción con diez aminoácidos para que el sustrato sea 

reconocido de manera correcta por el sitio activo. 
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I.5.2.1 Acido Acetilsalicílico como tratamiento contra el VHC. 

   

  Desde 1995 se tenía la idea  de que el ácido 

acetilsalicílico podría ser un coadyuvante en el tratamiento 

contra la Hepatitis C, la hipótesis propuesta por grupo de 

investigación del Dr. Heinrich, era que al utilizar el ácido 

acetilsalicílico como co-tratamiento contra la hepatitis C 

aumentaba la actividad del interferón, esta hipótesis fue 

establecida gracias al trabajo propuesto en 1991 por Hannigan 

and Williams sobre la transducción de señales por parte del 

interferón tipo I en fibroblastos en el cual llegan a la 

conclusión de que ocurre gracias al ácido araquidónico, en donde 

muestran que la inhibir la ciclooxigenasa se intensifica la 

actividad del interferón86,87. 

  

  En el 2001 Liao y colaboradores, demostraron la 

capacidad del ácido acetilsalicílico y de los salicilatos de 

inhibir la replicación del los flavivirus, este grupo tenía la 

hipótesis que los Flavivirus utilizaba las vía de señalización 

NF-κB para replicarse y provocar apoptosis, de manera que 

utilizaron el ácido acetilsalicílico para inhibir esta vía, 

observando una disminución en la replicación de ciertos 

flavivirus, al final utilizaron inhibidores específicos de la 

vía de señalización NF-κB observándose que la replicación no se 

afectaba; llegando a la conclusión que el efecto en la 

replicación de los flavivirus  se debe a la activación parcial 

de p38 MAPK por el ácido acetilsalicílico88. 

   

  De manera específica en 2008  Rivas y colaboradores, 

trabajan sobre la inhibición de la replicación del VHC por el 

ácido acetilsalicílico, llegando a la conclusión vista por Liao 

y colaboradores en el 2001, en  que la inhibición de la 

replicación del VHC se debe a la activación de la vía COX-

2/MEK1/2/p38 MAPK, observándose que se inhibe la expresión a 

nivel proteico y de RNA de las proteínas virales, y que este 

depende del tiempo de exposición al ácido acetilsalicílico89.  
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CAPITULO II. JUSTIFICACION 
 

 La infección crónica por el virus de la hepatitis C aflige 

alrededor del 3% de la población mundial. El tratamiento actual 

es la combinación de interferón alfa pegilado y ribavirina; el 

cual sólo es efectivo en el 50% de los casos; además, está 

asociado a efectos secundarios indeseables. Es por esto que son 

necesarias alternativas de tratamiento. Una de ellas es afectar 

la actividad de la proteasa-helicasa NS3/4A, la cual es esencial 

para la replicación del VHC. 
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CAPITULO III. OBJETIVOS 
 

 III.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto del ácido acetilsalicílico sobre las 

actividades de la proteína NS3/4A del VHC 

 

 III.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Determinar la concentración mínima de ácido 

acetilsalicílico que afecte la (s)  actividad(es) de 

la proteína NS3/4A  

2. Determinar su constante de inhibición o activación 

para las dos actividades de la proteína NS3/4A  

3. Determinar si es un inhibidor/activador reversible o 

irreversible  

4. Evaluar la actividad de la proteasa-helicasa en 

células  Huh7 replicón tratadas con aspirina, a una 

concentración  en la que existe  disminución en la 

replicación del virus  
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CAPITULO IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 IV.1. ÁREA FÍSICA 

 

  Este trabajo se realizó en el laboratorio de Terapia 

Celular, y en el laboratorio de Infectología Molecular de la 

Unidad de Laboratorios de Ingeniería y Expresión Genéticas 

(ULIEG) del Departamento de Bioquímica y Medicina Molecular de 

la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo 

León. 

 

 IV.2. ORIGEN DE LOS REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO DE 

LABORATORIO 

 

 A continuación se detallan los reactivos, el material y el 

equipo que se utilizó para el desarrollo del proyecto, así como 

las casas comerciales donde fueron adquiridos. 

 

 IV.2.1 REACTIVOS 

 

  IV.2.1.1 Reacciones enzimáticas 

 

 Para las reacción enzimáticas en donde se midió la 

actividad proteasa, se utilizó la proteína NS3/4A proteasa del 

VHC genotipo 1b, y el sustrato fluorescente que simula el sitio 

de corte entre la proteína NS4a-NS4b; ambos reactivos de la 

compañía ANASPEC. Debe mencionarse que estos péptidos sustrato 

poseen en cada extremo amino y carboxilo una modificación. En el 

extremo amino hay una molécula fluorescente que emite a una 

longitud de onda de  560 nanómetros; y en el extremo carboxilo 

una molécula quencher que absorbe emisiones con una longitud de 

onda de 560 nm. Cuando el péptido se encuentra de manera 

íntegra, ambas modificaciones se encuentran muy cerca, anulando 
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la fluorescencia del péptido. Solo se percibe un aumento en la 

fluorescencia después de que el péptido ha sido cortado por la 

proteasa NS3/4A, pues ambos extremos se separan permitiendo que 

la molécula fluorescente pueda emitir sin ninguna interferencia. 

 SensoLyte® 490 HCV Protease Assay Kit *Fluorimetric*Kit 

Size: 200 assays. Número de catálogo 72087 
 HCV NS3/4A Protease Substrate Hydrolysis Product 1. Número 

de catálogo 60978 

 HCV (Hepatitis C Virus) NS3/4A Protease Substrate. Número 

de catálogo 60798. 

 CHAPS 98% Sigma Aldrich. Número de catálogo C3023 – CHAPS 

 DTT (DL-Dithiothreitol), Sigma Aldrich. Número de catálogo  

D0632 - ≥98% (TLC), ≥99% (titration) 

 Trizma® hydrochloride (TRIS HCl)Sigma Aldrich. Número de 

catálogo 93363 BioUltra, for molecular biology, ≥99.0% (AT) 

 

 En el caso de las reacciones para la actividad helicasa, la 

proteína utilizada fue obtenida de membranas celulares de la 

línea celular Huh7 replicón, y se utilizaron los siguientes 

primers modificados90. 

 

 5´Cy3/GCTCCCCAATCGATGAACGGGGAGC´3BHQ_2 

 5´GCTCCCCGTTCATCGATTGGGGAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT´3 

 

 Estos dos primers tienen como característica el hecho de 

que si no están apareados uno con el otro de manera 

complementaria, se pueden plegar sobre sí mismos formando bucles 

y horquillas muy estables. Esta formación de horquillas es de 

particular importancia para el primer modificado ya que en cada 

uno de sus extremos contiene una modificación. En el extremo 

cinco prima posee una molécula fluorescente a 560 nanómetros, y 

en el extremo tres prima una molécula quencher (apagadora) 

específica para 560nm. Esto significa que cuando los oligómeros 

están apareados de forma complementaria, existe una señal a 

560nm. Al momento de separarse, por acción del calor o de una 

helicasa, se pliegan sobre sí mismos. En el caso del oligómero 

modificado se unen los extremos cinco y tres prima, lo que 

provoca que la molécula quencher disminuya la emisión a 560nm. 
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  IV.2.1.2 Cultivo celular 

 

 Los procedimientos de cultivo celular se realizaron en una 

campana de flujo laminar clase II. En el mantenimiento de las 

líneas celulares se utilizó el medio de cultivo Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium (DMEM), DMEM Advanced, L-glutamina 

(200mM;100X), suero bovino fetal (SBF), tripsina-EDTA (1X), 

antibiótico penicilina-estreptomicina (100UI/ml de penicilina G 

de sodio y 100μg/ml de sulfato de estreptomicina), solución de 

aminoácidos no esenciales 10mM (100X) y geneticina (sulfato G-

418) de la marca GIBCO-BRL (Grand Island, NY, USA). 

 El material de plástico que se utilizó en el cuarto de 

cultivo incluyó tubos falcon de 15 y 50ml, botellas de 25 y 

75cm2, placas de cultivo de 35mm x 10mm, rapadores de células, 

pipetas desechables de 2,5 y 10ml de la marca Corning (Corning, 

NY, USA) 

 

 IV.2.2 EQUIPOS 
 

 Lector Multi-modal de microplacas Synergy HT de BioteK 

 Fluorómetro Versafluor de Biorad 

 Campana de flujo laminar Nuaire 

 Revco Frezzer ULT1340-3-D14 

 Termociclador Tube GeneAmp® PCR System 9700 de Applied 

Biosystems 

 Centrífuga Eppendorf 5403 

 Microcentrífuga Eppendorf 5415 

 Ultracentrífuga Biofuge Stratos de Heraeus instruments 

 Micro pipetas Eppendorf de volumen varible 
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 IV.3. MÉTODOS 

 

 Para poder analizar el efecto de un fármaco sobre la 

actividad de una enzima se debe desarrollar una metodología. En 

este trabajo se utilizaron dos metodologías utilizadas con 

anterioridad, modificadas a nuestros requerimientos. 

 Para el método proteasa se modificó el experimento 

propuesto por Xiohe y colaboradores en el 200591, el cual utiliza 

la proteína NS3/4A de Anaspec y, CHAPS 1%, glicerol al 15%, 30mM 

de DDT y como amortiguador TRIS 50mM a pH 7.5. Todo a 

temperatura ambiente. En nuestro caso, la temperatura utilizada 

para los ensayos de la actividad proteasa fue de 25°C, no se 

utiliza una temperatura más alta por la evaporación del DTT y 

por qué las reacciones se configuraron para una placa de 90 

pozos con un volumen cada uno de 100μL. El tiempo de incubación 

es de 30 minutos y el tiempo de reacción es de 30 a 60 minutos. 

 La Metodología general se presenta de manera grafica y para 

cada uno de los objetivos de la actividad proteasa y helicasa. 

 

Figura 4.1 Diagrama de flujo general para medir las actividades de la 
proteína NS3/4A. 

Metodología para la actividad proteasa 

 Para obtener la constante de Michaelis-Menten para la 

actividad proteasa se realizó el siguiente experimento: 

 Se colocaron 5 nanogramos de la proteasa NS3/4A de la marca 

Anaspec, posteriormente, se agregaron diferentes concentraciones 
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de sustrato a cada pozo de la placa, empezando por 0.78μM  y 

aumentando la concentración a la mitad hasta llegar a 10μM de 

sustrato en el ultimo pozo (ver Figura 4.2). Los resultados de 

este experimento fueron graficados por el método de doble 

recíprocos o Lineweaver-Burk. 

 

Figura 4.2 Diagrama de flujo para realizar el experimento para calcular la 
constante de Michaelis-Menten. 

 Para llevar a cabo el objetivo número 1, que fue determinar 

la concentración mínima de ácido acetilsalicílico que afecte a 

la actividad proteasa de la proteína NS3/4a, realizamos el 

siguiente experimento: 

 Se colocaron 5 nanogramos de la proteasa NS3/4A de la marca 

Anaspec en cada pozo, posteriormente, se agregaron diferentes 

concentraciones de ácido acetilsalicílico empezando por 0.03mM 

hasta llegar a 16mM a cada pozo de la placa. Se dejó en 

incubación por un periodo de 15 minutos y, posteriormente se 

agregó el sustrato a una concentración de 600nM (ver Figura 

4.3). El experimento tuvo una duración de 60 minutos. Para la 

preparación de todos los reactivos, se utilizó el amortiguador 

antes mencionado. 
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Figura 4.3 Diagrama de flujo del objetivo número 1. En esta figura se 
desglosa el procedimiento que se siguió para realizar el primer objetivo 

específico. 

 Para comprobar los resultados del objetivo número uno, se 

realizaron dos experimentos más en los que se modificó primero 

el tiempo de duración de la reacción y en otro experimento se 

modificó la concentración del sustrato. 

 Para observar si el tiempo de la reacción era la limitante 

en el efecto observado para el ácido acetilsalicílico, se 

realizó el siguiente experimento: se colocaron 5 nanogramos de 

la proteasa NS3/4A en cada pozo, posteriormente, se agregaron 

diferentes concentraciones de ácido acetilsalicílico empezando 

de 0.03mM hasta llegar a 16mM a cada pozo de la placa, se incubó 

por un periodo de 15 minutos y posteriormente, se agregó el 

sustrato con una concentración de 600nM (ver Figura 4.3). El 

experimento tuvo una duración de dos horas. Este experimento es 

igual al del primer objetivo, sólo varia en el tiempo de 

reacción. 
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 En el caso de que el sustrato sea la limitante para 

observar el efecto del AAS sobre la proteína NS3/4A, se siguió 

la siguiente metodología: se colocaron 5 nanogramos de la 

proteasa NS3/4A en cada pozo, posteriormente, se agregó una 

concentración definida de ácido acetilsalicílico de 2mM a cada 

pozo de la placa. Se incubó por 15 minutos y, posteriormente, se 

agregaron tres diferentes concentraciones de sustrato, desde 

1.5μM hasta la concentración máxima de 20μM (ver Figura 4.4). El 

experimento se realizó a 25oC y tuvo una duración de 60 minutos. 

 

Figura 4.4 Diagrama de flujo que indica los pasos que se siguieron para el 

experimento donde se comprueba si el sustrato es el reactivo limitante para 
observar el efecto del AAS sobre la proteína NS3/4A. 

 Se debe mencionar que para la actividad proteasa de la 

proteína NS3/4A sólo se llevaron a cabo el objetivo uno y el 

objetivo cuatro; esto debido a los resultados obtenidos, los 

cuales anulan los objetivos específicos dos y tres de la 

metodología. 

 Para realizar el objetivo cuatro se realizó un 

procedimiento previo que será descrito a continuación. Primero 

fue la obtención de membranas de células Huh7 replicón bajo 

tratamiento de ácido acetilsalicílico con las concentraciones 
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siguientes: 0mM, 2mM, 4mM y 6mM; esto para obtener la proteína 

NS3/4A y observar si se ve afectada por este tratamiento. 

 

Figura 4.5 Diagrama de flujo para obtención de complejo NS3/4A-membrana de 
células Huh7 replicón. Las células después de llegar a la confluencia son 

lisadas a través de un homogeneizador Dounce y a través de centrifugación son 
separadas de sus organelos. 

 Debe mencionarse que esta última metodología fue utilizada 

al mismo tiempo para la actividad helicasa; la diferencia radica 

en que al momento de medir la actividad se utilizó un sustrato 

distinto. 

Metodología para la actividad helicasa 

 Para medir la actividad helicasa, el primer objetivo fue 

obtener el dominio helicasa de la proteína NS3/4A de las células 

Huh7 replicón, esto debido a que no existe de manera comercial 

como proteína recombinante (figura 4.5). Posteriormente, se 

realizó una determinación de proteínas de este extracto de 

membranas, y además, se hizo una titulación de sitios activos. 

Es la misma metodología de la figura 4.5 con la diferencia en 

que no se utilizó ácido acetilsalicílico, solamente se dejaron 

crecer las células hasta alcanzar la confluencia deseada. 
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 La determinación de sitios activos se realizó de la 

siguiente manera: se utilizaron 90 nanogramos/pozo de proteína 

proveniente del extracto de membranas de las células Huh7 

replicón. Posteriormente, se le agregó 250nm de sustrato que en 

este caso son los oligomeros que se describen en reactivos. Y 

también se le agrega el inhibidor, que en este caso es el oligo 

dT el cual compite por el sitio activo. Se dejó en reposo por 15 

minutos y, posteriormente, se le agregó 2mM de ATP. Esto 

inmediatamente inició la reacción, por lo cual se debe leer a 

modo de cinética por 15 minutos a 560nm. Se realizó un barrido 

de concentraciones de inhibidor (oligo dT) desde 0μM hasta 24μm. 

  

 

 La metodología utilizada para obtener el objetivo número 

uno de la actividad helicasa, se realizo el siguiente 

experimento: se utilizaron 5ng pozo de la helicasa activa 

NS3/4A. Posteriormente a cada pozo de la placa se le agrego 

250nM de sustrato en este caso son dos oligonucleotidos o 

cebadores complementarios que tiene un molécula fluorescente 

unida. Después del paso anterior se agrega  diferentes 

concentraciones de ácido acetilsalicílico y se deja reposar por 

15 minutos, inmediatamente se agrega después de la incubación un 
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volumen de buffer con ATP que de cómo resultado final una 

concentración  de 4mM, posterior a este paso hace una lectura 

tipo cinética por 15 minutos. 

 

Figura 4.6 Diagrama de flujo del objetivo número uno para medir la actividad 
helicasa bajo diferentes concentraciones de ácido acetilsalicílico. 
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Figura 4.7 Configuración de placa de 96 pozos. Este es un ejemplo de cómo se 
configuro una placa de para cada experimento, se debe destacar que los pozos 

de las líneas más externas se llenaron con amortiguador para evitar un 
problema de evaporación de solvente. 

 

 IV.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 Se realizó una prueba estadística de t-student para 

muestras independientes cuando se conocía un valor de 

actividad dado por la literatura o con el blanco o el 

control. Y se realizó una prueba estadística de t-student 

para muestras relacionada, cuando era la comparación de una 

misma muestra en un tiempo cero con un tiempo “n”. 
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CAPITULO V. RESULTADOS 

 Resultados actividad proteasa 

 Como antecedente a nuestra hipótesis de que las actividades 

de la proteína NS3/4A serian afectadas por ácido 

acetilsalicílico, se realizó una prueba de docking utilizando 

las estructuras cristalográficas reportadas en la extensión PDB 

(extensión de archivo relacionada al Protein Data Bank). En el 

primer experimento de Docking se utilizó la imagen de la 

estructura cristalina del dominio proteasa de la proteína NS3/4A 

y la molécula del ácido acetilsalicílico, dando como resultado 

la estructura que se representa en la figura 5.1. 

 

Figura 5.1 Resultado en imagen de análisis de docking entre la proteína 
NS3/4A y el ácido acetilsalicílico. Realizado en el Molecular Docking Server. 

http://www.molecularstation.com/ 

 Posterior a este experimento in silico, se realizó una 

prueba de docking con la proteína NS3 y el ácido 

acetilsalicílico, obteniéndose el resultado de la figura 5.2. En 

esta figura se mencionan los diferentes  aminoácidos con los que 

posiblemente interactúa el ácido acetilsalicílico. 
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Figura 5.2 Resultado en imagen de análisis de docking entre la proteína NS3y 
el ácido acetilsalicílico. Realizado en el Molecular Docking Server, 

http://www.molecularstation.com/. Los aminoácidos de posible interacción son: 
isoleucina 35, valina 36, serina 37, treonina 38, glicina 41, alanina 45, 

cisteína 52, arginina 62, treonina 63, alanina 65, y serina 66. 

 Del total de aminoácidos que posiblemente tengan 

interacción con el ácido acetilsalicílico, ninguno pertenece a 

la tríada catalítica de la actividad proteasa. El único 

aminoácido que se acerca es la histidina 57 pero no se menciona 

en el análisis por docking. Aunque la interacción se da 

alrededor de este aminoácido, prueba suficiente como para 

tomarlo como antecedente de un posible efecto de la actividad 

proteasa. 

 Para checar si el sistema de amortiguador utilizado en este 

estudio, proteasa NS3/4A, temperatura, etc. se encontraba en el 

nivel óptimo para realizar los diferentes experimentos de los 

objetivos, se obtuvo la constante de Michaelis-Menten. De este 

experimento se obtuvo la siguiente grafica de dobles recíprocos, 

con una R cuadrada de 0.9946, lo que indica la linearidad del 

experimento y la confianza en que predice el comportamiento de 

los datos manejados en este experimento. 
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Figura 5.3 Grafica correspondiente a los datos obtenidos de la cinética para 
calcular la constante de Michaelis-Menten a través del método grafico de 

dobles recíprocos o de Lineweaver-Burk. 

 La constante de Michaelis-Menten obtenida es de 9.47±2.5μM, 

la cual se encuentra en el rango reportado por otros autores en 

la literatura (tabla 5.1). 

 

Km(µM) Kcat(Min
-1 

) Kcat/Km(M
-1
s
-1
) 

9.47 ± 2.5 
  

3.2
88 

2.7 14127.3 

10.0 ± 3.0
89 

2.55 255 

2.1 ± 0.2
90 

46 ± 3 3.7 X10
5
 

 

Tabla 5.1 Diferentes parámetros cinéticos reportados para la proteína NS3/4A, 

específicamente para la actividad proteasa, el primer parámetro fue el 

obtenido en este trabajo. Las cinéticas fueron de 30 minutos en todos lo 

casos.   

 Al determinar que los parámetros cinéticos de nuestra 

enzima, y nuestro sistema de amortiguadores trabajan de manera 

eficiente, se llevo a cabo el primer experimento para el 

objetivo número uno. El resultado fue que a concentraciones de 

30-500μM de ácido acetilsalicílico, la actividad proteasa de la 

enzima NS3/4A no se ve afectada, esto se comprueba por el nivel 

y = 0.5627x + 0.0483 
R² = 0.9946 
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de actividad de la proteína sin ácido acetilsalicílico (control) 

y las otras concentraciones de este compuesto. En ningún caso se 

encontró diferencia estadísticamente significativa con respecto 

al control. 

 

Figura 5.4 Gráfico donde se muestra un comparativo entre la actividad 
proteasa de la proteína NS3/4A bajo diferentes concentraciones de ácido 

acetilsalicílico y un control sin el compuesto. 

 Encontrándose que con la concentraciones menores o iguales 

a 500μM de AAS no hay efecto en la actividad enzimática. Se 

decidió aumentar la concentración de AAS usando un rango de 

concentraciones desde 1mM hasta 16mM. Se obtuvo un 

comportamiento similar que el encontrado en el experimento 

anterior: no hay una diferencia estadísticamente significativa 

entre las actividades de la proteína NS3/4A comparadas con el 

control o entre ellas. Esto se observa de manera más directa con 

los resultados presentados en la Figura 5.5.  
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Figura 5.5 Gráfico donde se muestra un comparativo entre la actividad (RFU) 
proteasa de la proteína NS3/4A expuesta a altas concentraciones de ácido 
acetilsalicílico. Debe mencionarse que después de 4mM este efecto pierde 

interés clínico, por los efectos citotóxicos del AAS. 

 A primera vista, esto indicaría que no existe un efecto en 

la actividad de la proteína NS3/4A. Con la intención de evitar 

que el resultado no fuera en realidad un artefacto por la gran 

cantidad de AAS utilizada, en comparación con el sustrato, o que 

sea un artefacto porque el tiempo de reacción sea muy corto para 

medir el efecto de este compuesto sobre la actividad de la 

enzima, se realizaron dos nuevos experimentos. 

 En el primer experimento, la variable a modificar fue el 

tiempo, se tomaron tres concentraciones de ácido 

acetilsalicílico y un control, se utilizó la temperatura y 

cantidad de sustrato que se utilizó para el experimento del 

objetivo uno, solo se duplico el tiempo de reacción a dos horas, 

observándose que no existe una diferencia estadísticamente 

significativa en la actividad de la enzima expuesta a diferentes 

concentraciones de AAS con respecto al control. Como puede 

observarse en la Figura 5.6, la enzima sigue la misma tendencia 

de actividad en presencia o ausencia de AAS. 

0mM         1mM        2mM        4mM        8mM        16mM  
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Figura 5.6. Grafica de actividad proteasa con respecto al tiempo de la 
proteína NS3/4A. Como puede observarse en la gráfica, el comportamiento es 
similar a cualquier concentración de AAS, y no existe diferencia al menos a 

las dos horas de reacción. El control es la reacción enzimática sin la 
adición de AAS. 

 Para demostrar que el resultado no es un artefacto dado por 

la gran concentración de AAS en comparación con la cantidad de 

sustrato, en el siguiente experimento se elige una concentración 

definida de 2mM de ácido acetilsalicílico y un control, la 

variable para este experimento fue la concentración de sustrato. 

Se inició con 1.5μM, posteriormente, se igualó la cantidad de 

sustrato a la constante de Michaelis-Menten, y por último, se 

duplicó la concentración de sustrato según la constante de 

Michaelis-Menten calculada anteriormente para nuestro sistema.  

 Los resultados se observan en la figura 5.7, en donde se 

demuestra que no hay una diferencia significativa en la 

actividad (medida en unidades relativas de fluorescencia, RFU en 

inglés) en nuestra enzima expuesta al AAS y el control, aun 

variando la concentración de sustrato. 



“EFECTO DEL ÁCIDO ACETILSALICÍLICO SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEASA-HELICASA DE LA PROTEÍNA NS3/4A  
DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)”___________________________________________________________ 

______________________________________________________________36 

 

Figura 5.7 Actividad de la proteína NS3/4A al variar la cantidad de sustrato 
y mantener a 2mM el AAS. A) reacción realizada con 3veces la constante de 

Michaelis-Menten en sustrato. B) Reacción realizada con 1 vez la constante de 
Michaelis-Menten en sustrato. C) Reacción realizada con 3 veces más sustrato 

que el utilizado en una reacción habitual. 

 Al obtener los resultados, se observa que no existe una 

diferencia significativa en la actividad de la proteína NS3/4A 

bajo ninguna concentración de ácido acetilsalicílico usada en 

este trabajo, y tampoco hizo diferencia el aumento del tiempo de 

reacción o de concentración de sustrato. Por lo cual, se 

anularon los objetivos dos y tres de nuestro trabajo para la 

actividad proteasa, ya que no se puede definir una concentración 

de ácido acetilsalicílico que afecte la actividad  de la 

proteasa NS3/4A. 

 Por tanto, decidimos iniciar el experimento del objetivo 

número cuatro, que es “evaluar la actividad de la proteasa-

helicasa en células Huh7 replicón tratadas con aspirina a una 

concentración  en la que existe  disminución en la replicación 

del virus”. Los detalles de cómo se realizó este experimento se 

mencionan en el capítulo de métodos. 
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Figura 5.8  Gráfica de porcentajes de actividad proteasa de células Huh-7 
tratadas con AAS por 24 horas. Para este experimento sólo se utilizan las 

membranas de las células. 

 En el caso del último objetivo para la actividad proteasa, 

se observa en los resultados una variación del 5% en la 

actividad  para la concentración de 2mM de acido 

acetilsalicílico, la cual es estadísticamente significativa 

comparada con el control y entre las otras dos diferentes 

concentraciones de AAS (, 4mM y 6mM de ácido acetilsalicílico). 

Esto nos indica una disminución en la actividad de la proteasa 

NS3/4A, y una tendencia en la cual a mayor concentración de 

ácido acetilsalicílico hay una menor actividad en esta proteína, 

esto, aplicando el tratamiento en células Huh-7 replicón. Debe 

mencionarse sin embargo, que a concentraciones mayores de 4mM de 

ácido acetilsalicílico se ha demostrado que existe citotoxicidad 

por parte de este compuesto88. 

 

 

 Resultados actividad helicasa 

 En el caso de la actividad helicasa, se tuvieron que hacer 

experimentos preliminares para asegurar una concentración 

suficiente de proteínas que representara la concentración de 5ng 

de NS3/4A helicasa. Por tanto, a las membranas obtenidas de las 

células Huh-7 cultivadas, se les realizó la determinación a 
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través del método colorimétrico de Bradford y se utilizó como 

estándar una curva de calibración realizada a diferentes 

concentraciones de albúmina sérica bovina. La grafica de la 

curva estandar se aprecia en la figura 5.9. 

 

Figura 5.9 Curva de calibración  utilizando como estándar albúmina sérica 
bovina. Esta curva de calibración tiene una R cuadrada de 0.9897 lo que 

indica que predice el comportamiento lineal del procedimiento. 

 Como resultado se obtuvo una concentración de 0.35μg/μL de 

proteína. EL siguiente paso fue determinar el título de sitios 

activos en la muestra, lo cual nos daría un indicio de la 

cantidad de proteína real que pertenece a la proteína NS3/4A 

activa en la muestra. 

 La titulación de sitios activos dio como resultado los 

datos que se representan en la grafica de la figura 5.10, en 

donde se puede observar una curva correspondiente a un inhibidor 

fuerte y lento. Esto significa que se une de manera lenta al 

sitio activo y que tarda tiempo en dejarlo. Esto se debe a que 

el complejo enzima-inhibidor inicial sufre una isomerización 

hacia un complejo más estable. Por tanto, la curva se ajusta a 

la ecuación cuadrática de Morrison, la que nos divide este tipo 

de curvas en tres segmentos: segmento A que sirve para 

titulación de sitios activos y donde hay menor concentración del 

compuesto inhibidor; segmento B el cual tiene forma de curva o 

codo y sirve para calcular la constante de inhibición y, el 

segmento c que es casi paralelo al eje de las x. La ecuación de 
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Morrison nos da como resultado la constante de inhibición del 

oligo dT, alrededor de 650nM. Los datos anteriores muestran que 

son 15 veces más alta que la reportada en la literatura. 

 

Figura 5.10 Grafica de titulación de sitios activos. En esta gráfica se 
observa la potente inhibición del oligo dT, que a concentraciones de 750nM 

disminuye hasta en un 50% la actividad de la helicasa Ns3/4A 

 Para la titulación de sitios activos, se utiliza, como ya 

se mencionó, la región A de la curva, esto es porque al ser casi 

paralela al eje de las “y”, puede asumirse que es lineal y 

aplicarse de manera directa la ecuación de la línea recta para 

determinar el número de enzimas activas en el extracto de 

membranas de  células Huh7 replicón. Esto nos dio un resultado 

de 0.09μg/μL de enzima activa. En la figura 5.11 se observan la 

gráfica de las primeras dos concentraciones de oligo dT y el 

control, como se puede observar, se ve un comportamiento lineal 

con una r cuadra de 0.965. 
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Figura 5. 11 Grafica correspondiente al control y dos concentraciones 
sucesivas de oligo dT, en donde se observa un comportamiento lineal a bajas 

concentraciones del inhibidor. Estos puntos corresponden al segmento A, de la 
curva original. 

 Obtenida la concentración de enzimas activas del extracto 

de membranas de células Huh7 replicón, procedimos a realizar el 

experimento correspondiente al objetivo uno para la actividad 

helicasa. El propósito de este experimento era encontrar la 

concentración mínima que afectara la actividad helicasa de la 

proteína NS3/4A. Se realizó un barrido de concentraciones de 

AAS, iniciando desde el control de 0μM, 3μM, 30μM, 300μM. 

Observándose que no existe diferencia significativa en la 

actividad del control comparada con las otras concentraciones de 

AAS (figura 5.12).  

 Se debe mencionar que se comprobó este resultado aumentado 

el tiempo de reacción a treinta minutos, observándose que 

después del minuto quince de la cinética, la señal se mantenía 

estable para cualquier concentración de AAS. También  se aumentó 

la concentración de ATP, ya que la actividad helicasa de la 

proteína NS3/4a es dependiente de ATP, obteniéndose un aumento 

de actividad generalizado para todas las concentraciones de AAS, 

no existiendo diferencia con el control sin AAS. Véase figura 

5.12. 
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Figura 5.12 Graficas de actividad helicasa bajo tres tratamientos diferentes 
de AAS. La grafica del lado izquierdo indica el descenso de la señal con 
respecto al tiempo. En el lado derecho, la grafica indica el aumento de 
actividad de la helicasa con respecto al tiempo, observándose que no hay 

diferencias significativas entre el control y las demás concentraciones de 
AAS. 

 Al no determinarse una concentración mínima que afecte a la 

proteína NS3/4A, se procedió a realizar el objetivo cuatro que 

es el tratamiento de células Huh7 replicón con diferentes 

concentraciones de AAS por 24 horas. Se obtuvieron los 

siguientes resultados: comparando la actividad helicasa de cada 

una de las concentraciones de AAS con respecto al control, todas 

dieron una diferencia estadísticamente significativa del cinco 

por ciento. Pero al comparar la actividad de cada una de estas 

concentraciones entre ellas, no existe tal diferencia; lo que 

nos indica que a concentraciones mayores de 2mM no existe una 

diferencia estadísticamente significativa, esto con respecto a 

las concentraciones de 4 y 6mM; la única diferencia observada es 

para cualquier concentración de ácido acetilsalicílico comparada 

con el control. Debe mencionarse que este resultado es 

interesante porque nos indica que se obtiene el efecto máximo 

por parte del ácido acetilsalicílico a concentraciones menores a 

la que está reportada como citotóxica. Los resultados se pueden 

observar en la figura 5.13. 
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Figura 5.13 Grafica de actividad helicasa del extracto de membranas de 
células Huh7 replicón bajo tratamiento con ácido acetilsalicílico, en un 

rango de concentraciones de 0, 2, 4 y 6mM, por 24 horas. 
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CAPITULO VI. DISCUSION 
 

Actividad proteasa 

 En nuestro trabajo se obtuvo como resultado preliminar para 

la actividad proteasa su constante de Michaelis-Menten, esto con 

la intención de observar la capacidad de nuestro sistema para 

llevar a cabo la reacción enzimática. Nuestro resultado para la 

constante de Michaelis-Menten es de 9.47±2.5µM, el cual está 

acorde con los resultados obtenidos por otros investigadores 

para esta enzima. En 2005 Xiaohe y colaboradores reportan una Km 

de 3.2µM. En 2010 Massariol y colaboradores92 reportan para esta 

misma enzima una Km de 2.1±0.2µM. Lo que nos indica que nuestra 

enzima se encuentra en un rango aceptable de trabajo ya que la 

afinidad de la enzima aun se encuentra en el rango de 

micromolar. 

 En cuanto a los resultados de la actividad proteasa, es 

interesante observar que no existe un efecto bajo ninguna 

concentración utilizada en este trabajo, esto no significa que 

no exista una concentración definida de AAS que afecte a esta 

enzima, simplemente que para nuestro interés, cualquier 

concentración que sea mayor de  de 4mM es citotóxica93.  

    Aunque en la predicción por docking, el ácido 

acetilsalicílico se une a aminoácidos cercanos a la triada 

catalítica, esto no nos dice con qué especificidad se da la 

interacción, o cuál es la fuerza de esta interacción, por lo que 

no necesariamente la interacción de el AAS con la proteína 

NS3/4A va mostrar un efecto en su actividad. También debe 

mencionarse que el resultado del docking molecular obtenido de 

la proteína NS3/4A y el AAS, se ve afectado por el software que 

se utilizó para hacer el estudio, ya que dependiendo del 

software y del algoritmo con el cual esté programado, es como 

dará importancia a las posibles interacciones proteína-ligando94. 

 

 En el caso de la actividad proteasa en células Huh7 

tratadas con ácido acetilsalicílico, se observa una disminución 

en la actividad proteasa, que se acentúa según aumenta la 
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concentración de ácido acetilsalicílico, como una relación 

inversamente proporcional. Debe mencionarse sin embargo, que 

este resultado no confirma ni descalifica la posibilidad de que 

el ácido acetilsalicílico esté afectando la actividad de esta 

proteasa, pero se debe ser crítico al observarlo, por lo 

siguiente, es posible que el salicilato derivado del AAS sea la 

especie que realmente esté actuando en contra de la enzima. 

También es posible que en el proceso de desactivar COX dentro de 

la célula, se vea afectado el ciclo de vida del virus, lo que se 

reflejaría en un descenso en el número de virus y, por 

consiguiente, en el número de proteínas NS3/4A producidas. 

Además, también debe recordarse que a concentraciones mayores de 

4mM de AAS existe citotoxicidad, por lo cual, es posible que en 

la concentración de 6mM, exista un descenso en la actividad 

porque las células están muriendo86. 

 

Actividad helicasa. 

 En la determinación de la actividad helicasa, los ensayos 

preliminares nos arrojan una constante de inhibición de 650nM 

para el inhibidor Oligo dT. En la literatura se menciona que 

para ésta enzima en particular y con el inhibidor oligo dT se 

tiene una constante de inhibición (Ki) de 30nM95. En nuestro 

caso, el aumento es de casi 20 veces, lo que significa que la 

afinidad por el sustrato es menor, esto se puede explicar por el 

hecho de que en los ensayos se utiliza una enzima recombinante 

purificada por cromatografía de afinidad con etiquetas de 

histidina, lo que permite una concentración alta de la enzima 

NS3/4A96. En nuestro caso, la proteína Ns3/4A con actividad 

helicasa la obtuvimos de células Huh7 replicón, las cuales 

fueron lisadas de manera mecánica para obtener esta proteína 

asociada a membrana. Entonces, para realizar nuestros ensayos 

requerimos mas proteína en cada uno de ellos, y no todo este 

contenido proteico pertenecía a la proteína NS3/4A o a proteína 

activa. Es por esto que nuestro resultado se dispara, aun así, 

entra en el rango de concentración nanomolar, por lo cual es 

aceptable. Otra diferencia importante es que en sus ensayos 

hacen una titulación con cloruro de manganeso, lo que en 

nuestros ensayos no se realizó.  
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 En cuanto a afectar la actividad helicasa con ácido 

acetilsalicílico, no se encontró evidencia bajo ninguna de las 

concentraciones utilizadas en este trabajo en extractos 

proteicos de células Huh7. Buscando en la literatura se 

encuentran que en realidad el AAS no afecta el sitio activo de 

las helicasas sino el sitio donde se degrada el ATP, el sitio 

con actividad ATP-asa que utiliza la energía para el movimiento 

de la helicasa. Concentrándonos en este hecho se reporta en la 

literatura dos efectos diferentes que afectan sitios ATP-asa.  

 A bajas concentraciones de AAS éste se comporta como un 

inhibidor no-competitivo, y cuando se encuentra en altas 

concentraciones, se vuelve un inhibidor competitivo y 

estequiométrico para el sitio ATP-asa; Yin y colaboradores 

reportan que con concentraciones de 1mM hasta 20mM de 

salicilatos uno observa el comportamiento de inhibidor 

competitivo para diferentes cinasas97. 

 Las concentraciones utilizadas en nuestro experimento para 

la inhibición de la actividad helicasa fueron de 3µM, 30µM y 

300µM de AAS, lo que significa que trabajamos en el rango en 

donde el AAS se comporta como un inhibidor no-competitivo, lo 

que explicaría el por qué no existe diferencia entre las 

diferentes concentraciones. Debe mencionarse que en la 

literatura no hay datos que reporten el uso de AAS como 

inhibidor de sitios con actividad ATP-asas a concentraciones 

menores a 1mM. 

 En cuanto a los resultados obtenidos para la actividad 

helicasa de células Huh7 tratadas por 24 horas con ácido 

acetilsalicílico, se observa un descenso en la actividad del 5% 

el cual es estadísticamente significativo, para este resultado 

debe resaltarse que según lo reportado por Frantz y O´Neill en 

199598, y O´Neill en 199899; el ácido acetilsalicílico y el 

salicilato afectan a muchas cinasas al mismo tiempo cuando 

entran a la célula, por lo cual, sus efectos son muy diversos 

según el tipo celular al que se le esté administrando el 

fármaco. Por esto la acción de él ácido acetilsalicílico y los 

salicilatos es sinérgico, pues no afecta a un sola cinasa o a un 

solo gen100. De acuerdo a esto se pueden estar atacando al VHC 

por dos vías: activando genes que afecten la replicación del 
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virus y al inhibir la actividad de la helicasa la cual es 

indispensable para la replicación. 
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES 
 

 No hay evidencia experimental que indique una inhibición 

sobre la actividad Proteasa y  Helicasa de la NS3/4A por parte 

del AAS a las concentraciones y tiempo usados  en este trabajo 

cuando se utiliza las proteínas recombinantes o las obtenidas a 

través de extractos celulares. 

 Se demuestra de manera clara que existe un efecto del AAS 

sobre la células Huh7 replicón, pero se desconoce si se debe a 

una interacción directa del AAS o sus metabolitos dentro de la 

célula con la proteína NS3/4A o por activar diferentes vías de 

señalización. 
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CAPITULO VIII. PERSPECTIVAS 
 

 Relacionar las actividades obtenidas en células, con la 

carga viral con el mismo orden de tratamientos. 

 Aumentar el tiempo de tratamiento de las células, para 

observar si el efecto sobre la actividad se mantiene por más de 

24 horas. 

 Realizar los experimentos de actividad helicasa con una 

proteína recombinante purificada pues está reportado la 

inhibición de la actividad ATPasa por el AAS.  
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ANEXOS 
 

 Cultivo celular de Huh-7 parental y replicón 

1. Retirar el medio de cultivo de la botella 

2. Lavar la botella de 75cm2 con 5mL de PBS estéril 1X 

3. Retirar el PBS 

4. Añadir 2mL de tripsina 

5. Incubar a 37°C por 5 minutos 

6. Agregar 2mL de medio de cultivo para neutralizar la 

tripsina 

7. Recuperar con una pipeta graduada las células tripsinizadas  

8. Centrifugar a 1000 rpm durante 5 min 

9. Retirar el medio con tripsina 

10. Resuspender el botón en 3-4 mL de medio de cultivo 

11. Tomar 250μL de células en solución y agregarlas en una 

botella de 75cm2 que contenga 9 mL de medio ( 10% de suero, 

1% de antibiótico penicilina/estreptomicina)DMEM 

12. Mezclar con cuidado para homogenizar 

13. Incubar a 37°C/5% de CO2 

14. Almacenar hasta obtener 90% de confluencia 

 

 Observaciones: el método anterior está diseñado para las 

células Huh7 parentales; para las células replicón, el  medio de 

cultivo debe contener 5μL de geneticina (Stock de 100mg/mL) por 

cada mL de medio. 
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Descongelamiento de células Huh-7. 

1. Dejar atemperar el vial a temperatura ambiente (aunque es 

mejor introducirlo en un vaso de precipitado con agua a 

37°C) 

 

2. Incubar el medio ADMEM a 37°C en baño maría; tanto el 

criovial como la botella de medio de cultivo deben 

limpiarse con etanol al 70% antes de permitir su entrada en 

la campana de seguridad 

 

3. En una botella de 25cm2 se depositan 5mL de medio de 

cultivo ADMEM suplementado son SBF (suero fetal bovino). La 

alícuota completa del criovial se deposita suavemente, se 

homogeniza con movimientos circulares suaves. 

 

4. Incubar la botella a 37°C/5% de CO2. 

 

 

 Observaciones: el tapón de la botella no se cierra por 

completo, se le deja algo de juego para que exista un mayor 

intercambio gaseoso; las células después de ser descongeladas  

se encuentran muy sensibles por lo que se recomienda trabajar  

lo menos brusco posible para evitar dañarlas. Si las células son 

de Huh-7 replicón, el medio debe incluir 5μL de geneticina 

(stock 100mg/mL) por cada mL de medio de cultivo. 
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 Protocolo para preparar membranas que contienen la proteína 

NS3/4A. 

1. Crecer células Huh-7 hasta obtener 1X107-108 células en la 

botellas, o hasta un 90% de confluencia. Lavar las células 

con PBS-salino. Despegar las células por raspado. 

Recolectar las células por centrifugación 900 g por 10 

minutos a 4°C. 

 

2. Eliminar el sobrenadante. Re-suspender el pellet de células 

con 1 mL de buffer hipotónico (10 mM Tris-HCl, pH 7.8, 10mM 

NaCl). Incubar el pellet por 20 minutos en hielo. Rompa el 

pellet con un homogenizador Dounce. 

 

3. Centrifugar el homogénados a 900 g por 5 minutos a 4°C, 

esto es para remover los núcleos que se depositaran en el 

fondo formando un pellet. 

 

4. Recolecte el sobrenadante y colóquelo en otro tubo, este 

tubo contiene las fracciones de membrana con la proteína 

NS3/4A. Posteriormente, centrifugue a 15000 g por 20 

minutos a 4°C. 

 

5. Descarte el sobrenadante y el pellet se resuspende en 100-

500μL de buffer de almacenamiento (buffer hipotónico con 

15% de glicerol). 

 

6. Se almacena a -80°C para su uso posterior, se pueden 

almacenar por más de tres meses. 
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Protocolo de ensayo de inhibición  

 

1. Colocar 1µL (5ng/µL) de la proteína NS3/4A en un tubo 

eppendorf de 200µL. 

 

2. Agregar la solución determinada de  ácido acetilsalicílico 

y completar con agua hasta 50µL. 

 

3. Mezclar suavemente por pipeteo y dejar incubar a 

temperatura ambiente por 15 minutos. 

 

4. Añadir 50µL (1µM sustrato) de solución sustrato, mezclar 

suavemente por pipeteo. 

 

5. Leer en el fluorómetro a longitudes de onda de 490nm de 

excitación, 520 de emisión. 

 

 

Preparación de buffer de ensayo. 

 Por cada mililitro de solución 2X Assay Buffer, se deben 

agregar 60 microlitros de  DTT 1mM.  

 

Preparación de solución sustrato. 

 Para preparar la solución sustrato se sigue la regla 1:50, 

en donde por cada microlitro de solución sustrato se agregan 49 

de buffer de ensayo. En nuestro caso agregamos el 2X Assay 

Buffer adicionado con el DTT, a la solución. 

 

Preparación de proteína NS3/4A. 

 El Stock de proteína NS3/4A tiene una concentración de 

200ng/µL. Por lo cual se tomo 1µL de Stock y se diluye en 39µL 

de agua MiliQ, quedando una solución 1:40, lo que resulta en la 

concentración de 5ng/µL. 
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Preparación del ácido acetilsalicílico. 

 El stock de ácido acetilsalicílico tiene una concentración 

de 19.4mM. por lo cual, debe ser diluido a la concentración 

deseada con agua MiliQ. Antes de hacer cualquier dilución, se 

debe calentar a 37°C el Stock de ácido acetilsalicílico y 

mantenerlo en agitación por lo menos 5 minutos para deshacer los 

cristales formados por el congelamiento a -20°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


