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El etanol aumenta la replicación
y expresión génica del VHC

El presente artículo está basado en la investigación ″El etanol
aumenta la replicación y expresión génica del virus de la he-
patitis C (VHC)″, galardonada con el Premio de Investigación
UANL 2007 en la categoría de Ciencias de la Salud, otorgado
en sesión solemne del Consejo Universitario de la UANL, en
septiembre de 2007.

La infección por el virus de la
hepatitis C (VHC) es una enfer-
medad de gran importancia mé-
dica a nivel mundial debido a
tres razones principales. Prime-
ro, por el significativo número
de personas infectadas (∼170 mi-
llones de individuos en el mun-
do);1 segundo, la hepatitis cró-

nica por el VHC puede progresar a cirrosis, con el
desarrollo posterior de carcinoma hepatocelular
(CHC);2 tercero, la única terapia disponible actual-
mente es el tratamiento combinado de interferón
alfa pegilado (INF-PEG) y ribavirina.3

El genoma del VHC consiste en una cadena sen-
cilla de RNA de polaridad positiva (cadena
codificante) con una longitud de aproximadamente
9,600 nucleótidos,4,5 y está flanqueado por las re-
giones 5' y 3' no traducibles (UTRs) de 341 y 230
nucleótidos de longitud, respectivamente. Estas dos
regiones contienen secuencias nucleotídicas altamen-
te conservadas y son esenciales en la síntesis de las
proteínas y en la replicación viral.6,7 Este RNA tie-

ne un solo ORF (marco de lectura abierto) que co-
difica para una poliproteína viral de aproximada-
mente 3,010-3,033 aminoácidos, que es procesada
por proteasas celulares y virales para generar diez pro-
teínas maduras. Las  proteínas estructurales (core,
E1 y E2), separadas de las proteínas no estructura-
les (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) por
un péptido pequeño (p7), participan en el ensam-
blaje de las partículas virales de la nueva progenie,
mientras que las proteínas NS son responsables de
la replicación del genoma viral.5

Recientemente, el consumo de alcohol ha lla-
mado mucho la atención, particularmente en los
pacientes infectados con VHC, debido a la alta in-
cidencia de infecciones por este virus en los consu-
midores de alcohol (>50 gr/día), en ausencia de
otros factores conocidos como de riesgo. Por lo que
se ha sugerido que el alcohol aumenta la capacidad
del virus para persistir en la célula huésped.8 De
acuerdo con un estudio multicéntrico realizado en
1,456 pacientes, en México, entre las principales
causas de cirrosis hepática se encuentran el consu-
mo de alcohol y la infección por VHC.9 Además, el
etanol disminuye el efecto antiviral del INF-α
pegilado vía estrés oxidativo,10 y aumenta el índice
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de CHC en pacientes con hepatitis C crónica;11 sin
embargo, aún se desconocen los mecanismos a tra-
vés de los cuales el alcohol favorece la replicación
del VHC y acentúa el daño hepático. Por otra par-
te, la expresión de la enzima ciclooxigenasa (COX-
2) se ha asociado con CHC en pacientes VHC posi-
tivos. Además, estudios previos proponen que la
expresión aumentada de COX-2 y de prostaglandina
E

2 
(PGE

2
; metabolitos de la actividad enzimática de

la COX-2) modulan la replicación del algunos virus
como: citomegalovirus, gammaherpesvirus y el
VHB.12 Lo que ha despertado el interés por estu-
diar si la COX-2 participa en los procesos de regula-
ción positiva o negativa de la replicación del VHC,
vía estrés oxidativo. Con base en lo anterior, es de
suma importancia conocer los mecanismos que
modulan la replicación e inhibición del VHC.

Objetivo

Evaluar el efecto del alcohol en la replicación y ex-
presión génica del VHC, así como el papel de la
enzima COX-2 en el modelo de replicones
subgenómicos del VHC.

Material y métodos

Cultivo celular y tratamiento con etanol

Se utilizó la línea celular de hepatoma humano
Huh7 replicón genotipo 1b, que expresa estable-
mente las proteínas no estructurales del VHC13 y la
línea celular parental (sin replicón).  Las células fue-
ron expuestas a etanol (100, 150 y 200 mM) e incu-
badas durante 24, 48 y 72 horas. Posteriormente se
realizaron ensayos de viabilidad celular (reducción
de azul alamar), se cuantificaron los niveles de las
enzimas hepáticas alanino aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST) como indicado-
res de daño hepático, y se midieron los niveles in-
tracelulares de PGE

2
.

Amismo, se realizó la cuantificación relativa del
RNA viral por RT-PCR Cuantitativa en Tiempo Real
y la identificación de las proteínas virales (NS5A y
NPT-II) y celulares (actina y COX-2) por western
blot.

Constructos genómicos

El plásmido, que contiene el promotor de COX-2-
P2-1900-Luc (-1796, +104) con dos sitios de unión
para el factor de transcripción NF-κB, fue generosa-
mente donado por el Dr. Miguel A. Iñíguez, del
Centro de Biología Molecular ″Severo Ochoa″, de
Madrid, España.14 El plásmido que expresa al repli-
cón del VHC (pFKI

389
-NS3-3') y el plásmido que

expresa a NS5A fueron donados por el Dr.
Koromilas, del Lady Davies Institute, McGill Uni-
versity, Canadá.15

Ensayos de transfección transitoria

Un día antes de la transfección 2 x 105 células Huh7
parental se sembraron en cada pozo de una placa de
seis pozos. Al siguiente día, las células fueron infec-
tadas con el virus vaccinia recombinante (que ex-
presa a la T7 RNA polimerasa) durante una hora,16

seguido de la transfección con el plásmido que ex-
presa el gen de interés bajo el control del promotor
de la T7. Las células fueron incubadas en medio sin
suero a 37°C por 6 horas, seguido de la adición de
medio con suero e incubadas por un tiempo de 48
horas. Finalmente, las células fueron cosechadas para
extraer las proteínas totales.

Cuantificación relativa de la actividad de luciferasa

Las células transfectadas (1 x 104 células) fueron
lisadas de acuerdo con las especificaciones de la casa
comercial Promega (Madison, WI, USA), y se hizo
la cuantificación relativa de la actividad de lucifera-
sa en un luminómetro de la marca Turner
Biosystems. En todos los experimentos de
transfección se incluyó la cuantificación de lucifera-
sa de Renilla, que sirvió para normalizar los ensayos
de transfección.17

Extracción de RNA total

El RNA total se extrajo a partir de las células Huh7
VHC replicón, y se utilizó el reactivo Trizol de la
marca Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). El RNA
fue precipitado y lavado una sola vez con etanol a
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70%, y resuspendido en 30 ml de agua libre de
RNasa.

Cuantificación del RNA viral por RT-PCR

en tiempo real

El RNA total extraído fue sujeto a retrotranscrip-
ción (RT), utilizando el kit High-Capacity cDNA
Archive de la marca Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA). Del cDNA obtenido en la etapa ante-
rior se utilizaron 200 ng como templado para la
PCR cuantitativa en tiempo real y se empleó el
termociclador ABI Prism 7000 de la marca Applied
Biosystems. Para la PCR se diseñó un par de inicia-
dores sobre la región 5’UTR del VHC. La secuen-
cia de los iniciadores y de la sonda se detallan a con-
tinuación: 5'-GCGTCTAGGCCATGGCGTTA-3'
(primer 1), 5'-GGTATCACCAGACGCCTTGG-3'
(primer 2), y de la sonda 5'-FAM-
CATACTCACAGCACGTC- DABCYL- 3'. Las con-
diciones de amplificación fueron las siguientes: una
etapa inicial a 50°C por 2 minutos, luego a 95°C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por
15 segundos, y a 60°C por 60 segundos. Cada reac-
ción de PCR incluyó 12.5 µl de Taqman Universal
PCR Master Mix, 1.25 µl del ensayo 20X y 11.25 µl
del cDNA diluido en agua DEPC (dietil
pirocarbonato). Para normalizar la cuantificación
relativa de los niveles del RNA viral se amplificó
bajo las mismas condiciones el gen gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH: Applied
Biosystems, ensayo 20X  No. 4326317E).

Extracción de proteínas totales y western blot

Las proteínas se extrajeron como se describe previa-
mente.15 Cuarenta microgramos de proteína total
fueron separadas en un gel de poliacrilamida en con-
diciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y transferi-
das a una membrana PVDF (Polyvinylidene fluoride;
Amersham Biosciences). La membrana fue incuba-
da con los siguientes anticuerpos primarios; anti-
cuerpos monoclonales: anti-VHC NS5A (dilución
1:1000; Biodesign International), anti-actina (dilu-
ción 1:1000; MP Biomedicals), anti-COX-2 (dilu-
ción 1:500; Cayman), anti-luciferasa (dilución
1:1000; Serotec), y el anticuerpo policlonal: anti-

NPT-II (dilución 1:1000; Cortex Biochem), a 4°C
durante toda la noche. Los anticuerpos secunda-
rios que se utilizaron fueron: anti-ratón y anti-cone-
jo (dilución 1:1000; Promega) conjugado con
peroxidasa de rábano. Después de incubar la mem-
brana con el anticuerpo secundario por 2 horas a
4°C, la reacción fue visualizada con un kit de
Quimioluminiscencia (Amersham Pharmacia
Biotechnology), de acuerdo con las especificacio-
nes de la compañía.

Cuantificación de PGE
2
 intracelular

Para cuantificar los niveles intracelulares de PGE
2 
se

utilizó un kit de ELISA de la marca Amersham
Biosciences (Freiburg, Germany).

Análisis estadístico

Cada experimento se realizó por triplicado. Los
resultados fueron promediados ± su desviación es-
tándar (SD),  y se analizaron con las pruebas de
ANOVA de un factor, prueba de Dunnett,
Bonferroni. Para ello se utilizaron los programas
estadísticos SPSS, versión 11.5, y Epi Info, versión
3.3.2. Se consideró estadísticamente significativo
si el valor de *P < 0.05.

Resultados

El etanol aumenta los niveles del RNA viral

en las células Huh7 VHC replicón

Las células Huh7 VHC replicón fueron expuestas a
concentraciones crecientes de etanol (100-200 mM)
durante 72 horas, como control negativo se utiliza-
ron células replicón sin tratamiento. Al finalizar el
tiempo de incubación se hizo la extracción del RNA
total, que fue sujeto a RT-PCR cuantitativa en tiem-
po real para medir los niveles del RNA viral. El
tratamiento con etanol aumentó varias veces los
niveles del RNA viral de una manera dosis depen-
diente comparado con las células sin tratamiento
(figura 1A). Para los experimentos posteriores se
decidió utilizar una concentración alta de etanol
(150 mM; 6.9 g) debido a dos razones: la primera
de ellas debido a que esta concentración mostró
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94% de viabilidad celular (datos no mostrados) a
las 72 horas de postratamiento; la segunda, para
emular lo que sucede en un individuo cuando su
ingesta de alcohol es crónica (150-200 mM).18-20

Asimismo, se observó que la concentración de 150
mM de etanol no provocó daño citopático en am-
bas líneas celulares (parental y replicón) (figura 1B y
1C). Para determinar si el efecto positivo del etanol
en los niveles del RNA viral era dependiente del
tiempo de exposición las células Huh7 VHC repli-
cón fueron tratadas con etanol (150 mM) durante
24, 48 y 72 horas. Se observó que el efecto del
etanol dependió del tiempo de exposición, y fue
más evidente a las 72 horas de postratamiento (4.36
veces más comparado con las células Huh7 VHC
replicón sin tratamiento) (figura 1D).

El etanol induce la expresión de las proteínas virales

Se evaluó si el etanol también aumentaba la expre-
sión de las proteínas no estructurales del VHC, por
lo que se detectó la proteína viral NS5A. Se obser-

vó que el etanol aumentó hasta 4.0 veces los niveles
de la proteína viral NS5A comparado con las célu-
las Huh7 replicón sin tratamiento, y este efecto de-
pendió del tiempo de exposición (figura 2, línea 6).
Estos resultados sugieren que el etanol no sólo tuvo
un efecto positivo en los niveles del RNA viral, tam-
bién en los niveles de la proteína no estructural
NS5A, expresada en el sistema de replicones
subgenómicos del VHC.

Etanol aumenta los niveles y la actividad

enzimática de COX-2

Un posible mecanismo a través del cual el etanol
aumenta la progresión del daño hepático es el es-
trés oxidativo. Algunos estudios han asociado al
VHC con la inducción de la expresión de COX-2
vía estrés oxidativo.12,21 Para investigar el posible
mecanismo responsable de la regulación positiva del
etanol se detectaron los niveles y actividad de la pro-
teína COX-2. Se observó que los niveles de COX-2
fueron inducidos las células que expresan las proteí-

Fig. 1. Efecto del etanol en los niveles del RNA viral. A) 2 x 105 células Huh7 VHC replicón sembradas en placas de seis pozos fueron

tratadas con etanol (100, 150 y 200 mM) o sin etanol durante 72 horas. Postratamiento: los niveles del RNA viral fueron cuantificados

por RT-PCR en tiempo real, utilizando sondas Taqman (Applied Biosystems). B y C) 2 x 105 células sembradas en una placa de seis pozos

fueron tratadas en presencia o ausencia de etanol (150 mM) durante 24, 48 y 72 horas. Como control positivo de daño hepático,

ambos tipos celulares fueron tratadas con 20 mM de CCl
4
 por 6 horas. Posteriormente, los niveles enzimáticos de AST y ALT fueron

cuantificados en el medio de cultivo. D) 2 x 105 células sembradas en placas de seis pozos fueron tratadas con etanol  (150 mM) o sin

etanol durante 24, 48 y 72 horas. Los niveles del RNA del VHC fueron normalizados con base en la relación VHC/GAPDH RNAm.

Los resultados están expresados como niveles del RNA del VHC (número de veces), con respecto al control (células sin tratamiento)

que se define como 1.0. Los valores representan el promedio ± DS  de tres experimentos y en cada uno de éstos se incluyeron tres

replicas (**P < 0.01).
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nas no estructurales del VHC (Huh7 VHC Repli-
cón) (figura 3, líneas 7-9), mientras que los niveles
de COX-2 fueron indetectables en las células Huh7
parental (sin replicón) (figura 3, líneas 1-3), hallazgo
reportado previamente por Waris y Siddiqui.12 Se
observó que el etanol (150 mM) aumentó hasta tres
veces los niveles de la proteína COX-2 en las células
Huh7 VHC replicón (figura 3, líneas 10-12), pero
no en las células parentales (sin replicón) (figura 3,
líneas 4-6), sugiriendo que este efecto sólo fue po-
tenciado en presencia de las proteínas virales.

Fig. 2. Efecto del etanol en los niveles de la proteína viral NS5A.

5 x 105 células Huh7 VHC replicón sembradas en placas de 35 x

10 mm fueron incubadas en presencia (líneas 4-6) o ausencia

(líneas 1-3) de 150 mM de etanol durante 24, 48 y 72 horas.

Cuarenta microgramos de proteína total fueron utilizados en el

western blot para detectar los niveles de la proteína NS5A (panel

superior) y actina (panel inferior). La relación de las proteínas

NS5A/actina fue semicuantificada con el programa Phoretix\1D

versión 2003.02.

Fig. 3. Efecto del etanol en los niveles de la proteína COX-2. 5

x 105 células Huh7 Parental y Huh7 VHC replicón sembradas en

placas de 35 x 10 mm fueron incubadas en presencia o ausencia

de etanol  (150 mM) durante 24, 48 y 72 horas. Cuarenta micro-

gramos de proteína total se utilizaron en el western blot para

detectar los niveles de las proteínas COX-2 (panel superior) y

actina (panel inferior). La relación de las proteínas COX-2/

actina fue semicuantificada con el programa Phoretix\1D ver-

sión 2003.02.

Asimismo, se observó que en las células Huh7
VHC replicón los niveles intracelulares de PGE

2

fueron mayores (figura 4, líneas 3, 7 y 11)  que los
obtenidos en las células Huh7 parentales (figura 4,
líneas 1, 5 y 9), y en presencia de etanol los niveles
de PGE

2
 fueron significativamente mayores en las

células Huh7 replicón (figura 4, líneas 4, 8 y 12)
que en las células parentales (sin replicón) que tam-
bién fueron tratadas con etanol (figura 4, líneas 2, 6
y 10).

Fig. 4. Efecto del etanol en la actividad enzimática de COX-2. 1

x 104 células Huh7 parental y Huh7 VHC replicón sembradas

en pozos de una placa de 96 pozos fueron tratadas en presencia

o ausencia de etanol (150 mM) durante 24, 48 y 72 horas.

Postratamiento: se cuantificaron los niveles intracelulares de

PGE
2
 con un kit de ELISA de la marca Amersham Biosciences.

Los valores representan el promedio ± DS de tres experimentos

y en cada uno de ellos se incluyeron tres replicas.

Para confirmar si la expresión de todas las pro-
teínas no estructurales del VHC (NS2-NS5B) o una
de éstas (NS5A) inducen la expresión de COX-2, se
utilizó el plásmido COX-2-P2-1900-Luc. Las célu-
las Huh7 Parental se infectaron con el virus vaccinia
recombinante por una hora,16 seguido de la
transfección transitoria con el plásmido COX-2-P2-
1900-Luc (0.05µg) y cotransfección con concentra-
ciones crecientes (0.01-1 µg) del plásmido que ex-
presa al replicón completo del VHC pFKI

389
-NS3-3'

o del plásmido que expresa a NS5A; 48 horas
postransfección las células fueron lisadas y se hizo la
cuantificación relativa de la actividad de luciferasa.
Los resultados muestran que la expresión de las pro-
teínas no estructurales del VHC (NS2-NS5B) me-
dian la activación del promotor de COX-2 de ma-
nera dosis-dependiente, tal como lo demuestra la
cuantificación de la actividad de luciferasa/renilla
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(figura 5). Además, NS5A aumentó hasta 4.7 veces
la actividad del promotor de COX-2 comparado con
las células que no fueron transfectadas con el
plásmido que expresa a NS5A (figura 6).

El AAS bloquea el efecto positivo del etanol

en la replicación del VHC

Para evaluar el papel de COX-2 en la regulación
positiva inducida por el etanol se utilizó el ácido
acetilsalicílico (AAS), un antiinflamatorio no
esteroideo (AINEs) que inhibe la actividad de COX
(COX-1/COX-2). Las células Huh7 VHC replicón
fueron tratadas con 4 mM de AAS 30 minutos an-
tes de ser expuestas a etanol (150 mM) y se incuba-
ron por 24, 48 y 72 horas. Al finalizar cada tiempo
de incubación, se extrajo el RNA total y fue sujeto
a RT-PCR cuantitativa en tiempo real para amplifi-
car la región conservada 5’UTR del VHC y GAPDH.
Se observó que el etanol aumentó y el AAS dismi-
nuyó los niveles del RNA del VHC, además en las
células Huh7 VHC replicón que fueron tratadas con
AAS y etanol, la presencia de la aspirina contrarres-
tó el efecto positivo del etanol en los niveles del
RNA viral (figura 7, línea 12).

Fig. 5. Las proteínas NE del VHC modulan la actividad trans-

cripcional de COX-2. 1 x 104 células Huh7 parental sembradas

en pozos de una placa de 96 pozos fueron infectadas, transfectadas

con el plásmido COX-2-P2-1900-Luc y cotransfectadas con con-

centraciones crecientes (0.01-.1 µg) del plásmido pFKI
389

-NS3-

3'. Los valores representan el promedio ± DS de tres experimen-

tos y en cada uno de éstos se incluyeron tres réplicas (*P < 0.05).

Los resultados se expresan como unidades relativas de luciferasa

(URL), respecto al control (sin el plásmido problema) que se

define como 1.0.

Fig. 6. La proteína viral NS5A modula la actividad transcripcio-

nal de COX-2. 1 x 104 células Huh7 parental fueron infectadas,

transfectadas con el plásmido COX-2-P2-1900-Luc y

cotransfectadas con concentraciones crecientes (0.01-.1 µg) del

plásmido pNS5A. Los valores representan el promedio ± DS de

tres experimentos y en cada uno de éstos se incluyeron tres

réplicas (*P < 0.05; **P <0.01). Los resultados son expresados

como unidades relativas de luciferasa (URL) con respecto al

control (sin el plásmido problema) que se define como 1.0.

Discusión

Actualmente la hepatitis C constituye una enferme-
dad infecciosa emergente de gran importancia mé-
dica a nivel mundial.22 Además, la infección por el
VHC se ha convertido en una causa importante de
transplante hepático.8 Diversos factores parecen in-
fluir en la progresión rápida de la hepatitis C, entre
éstos se encuentra la ingesta de alcohol (> 50 g/día)
y la infección por el VHC, que representan las prin-
cipales causas de cirrosis hepática en nuestro país.9

Esta última representa la quinta causa de muerte en
la población mexicana, de acuerdo con datos re-
portados por el Instituto Nacional de Estadística
Geográfica e Informática (INEGI). Recientemente,
el consumo de alcohol ha llamado mucho la aten-
ción, particularmente en los pacientes infectados con
VHC, debido a la alta incidencia de infecciones por
este virus en los sujetos consumidores de alcohol,
en ausencia de otros factores conocidos como de
riesgo. Por lo que se ha sugerido que el alcohol au-
menta la capacidad del virus para persistir en la cé-
lula huésped.8 Asimismo, varios estudios in vivo han
demostrado una correlación directa entre la presen-
cia del virus en sangre con la ingesta de alcohol.
También en estos pacientes se ha sugerido que el
daño hepático evoluciona mucho más rápido, com-
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Fig. 7. El AAS bloquea el efecto positivo del etanol en las células

Huh7 VHC replicón. 2 x 105 células sembradas en placas de seis

pozos fueron tratadas con AAS  (4 mM) 30 minutos antes de ser

incubadas en presencia o ausencia de etanol (150 mM), luego las

células se incubaron durante 24, 48 y 72 horas.  Postratamiento:

los niveles del RNA viral se cuantificaron por RT-PCR en tiem-

po real, utilizando sondas Taqman (Applied Biosystems). Los

niveles del RNA del VHC fueron normalizados con base a la

relación VHC/GAPDH RNAm. Los resultados se expresan como

niveles del RNA del VHC (número de veces), respecto al control

(células sin tratamiento) que se define como 1.0. Los valores

representan el promedio ± DS  de tres experimentos y en cada

uno de éstos se incluyeron tres réplicas (**P < 0.01).

parado con los pacientes infectados que no consu-
men etanol.23,24 Se sabe además que el etanol dis-
minuye la respuesta a INF-α y aumenta el índice de
CHC en pacientes con hepatitis  C crónica.11 Lo
que sugiere que el etanol juega un papel importan-
te como cofactor en la progresión del daño hepáti-
co; sin embargo, aún se desconocen los mecanis-
mos moleculares a través de los cuales el alcohol
favorece la replicación del VHC y acentúa el daño
hepático.

Con base a lo anterior, es de suma importancia
conocer los mecanismos moleculares que modulan
la replicación e inhibición del VHC. Para tal pro-
pósito se utilizó el sistema de replicones
subgenómicos del VHC.13 Este sistema sólo expre-
sa las proteínas no estructurales del VHC; sin em-
bargo, hasta la fecha representa una alternativa im-
portante a nivel mundial para identificar factores
que regulan los mecanismos de replicación e inhibi-
ción del VHC, así como en el desarrollo de nuevas
expectativas para la profilaxis y el tratamiento de la
hepatitis C. Por lo tanto, en este trabajo se evaluó
el efecto del alcohol en la replicación y expresión
génica del VHC empleando el modelo de replicones

subgenómicos, así como el papel de la proteína ce-
lular COX-2 en la regulación de los mecanismos de
replicación e inhibición del VHC.

Los resultados en este trabajo demuestran que
el tratamiento con 150 mM de etanol (6.9 g) regu-
ló positivamente la expresión del replicón
subgenómico del VHC, debido a que aumentó has-
ta 4.36 veces los niveles del RNA viral (figura 1D) y
cuatro veces los niveles de la proteína viral NS5A
(figura 2). Ambos efectos dependieron del tiempo
de exposición siendo más evidente a las 72 horas de
postratamiento. Estos resultados concuerdan con
los reportados previamente por Zhan et al.,11 en los
que el etanol (100 mM) aumentó hasta cuatro veces
(comparado con las células sin tratamiento) la repli-
cación viral en la línea celular Huh.8, que expresa
establemente el replicón subgenómico del VHC. Sin
embargo, los resultados obtenidos difieren de los
reportados por Plumlee et al.,24 debido a que ellos
encontraron que el etanol (25-100 mM) disminuyó
la replicación del VHC en el sistema de replicones.
Algunas explicaciones para aclarar estas discrepan-
cias son las siguientes: primero, en esta investiga-
ción el sistema de replicones fue diferente al utiliza-
do por estos investigadores. Ellos emplearon células
BB7 que son derivadas de las células de hepatoma
humano Huh7 y que expresan establemente un re-
plicón subgenómico del VHC, que contiene la
mutación adaptativa S22041 en el gen NS5A. Se-
gundo, Plumlee et al. hicieron una sola aplicación
de la concentración de etanol (25-100 mM) en un
periodo de 72 horas, mientras que en este caso, para
evitar problemas de evaporación cada 24 horas, se
reemplazó el medio que contenía el etanol a la con-
centración de 150 mM, este proceso se siguió hasta
las 72 horas que duró el experimento.

Se observó que el etanol (150 mM) aumentó
los niveles de COX-2 en las células Huh7 VHC re-
plicón (figura 3, líneas 10-12); sin embargo, no tuvo
un efecto significativo en las células parentales que
también fueron tratadas con etanol (figura 3, líneas
4-6), sugiriendo que este efecto sólo fue potenciado
en presencia de las proteínas virales. Además, el tra-
tamiento con etanol aumentó la actividad enzimá-
tica de COX-2 (figura 4).

Adicionalmente se confirmó el hallazgo reporta-
do antes por Waris y Siddiqui,12 que hace referencia
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que la expresión de las proteínas no estructurales
del VHC median la actividad transcripcional (figu-
ras 5 y 6) y los niveles de la proteína COX-2 (figura
3, líneas 7-9) comparado con las células Huh7
Parental (sin replicón) donde los niveles de COX-2
fueron indetectables (figura 3, líneas 1-3). Además,
se observó que la inducción de la actividad trans-
cripcional de COX-2, parece ser por un mecanismo
dependiente de la unión del factor transcripcional
NF-κB (Fig. 5 y 6). Sorpresivamente, el efecto posi-
tivo del etanol fue bloqueado por el AAS (figura 7).

Conclusión

El tratamiento con etanol aumentó los niveles del
RNA (hasta 4.36 veces) y de las proteínas (4.0 ve-
ces) del  VHC. Este incremento fue bloqueado por
el AAS, lo que sugiere la participación de la COX-2
en este mecanismo de regulación viral. Además, el
etanol no sólo aumentó los niveles de la proteína
celular COX-2, sino su actividad enzimática. Con
base en lo anterior, el etanol y el VHC parecen co-
incidir en un mecanismo que a su vez induce la ex-
presión de COX-2, enzima probablemente involu-
crada en la replicación del VHC. Basándonos en
los resultados conseguidos, se suguiere el siguiente
modelo hipotético (figura 8).

Fig. 8. Modelo propuesto de interacción virus-célula infectada.

Resumen

El etanol acelera la progresión del daño hepático en
los pacientes con hepatitis C crónica. Se utilizó el
sistema de replicones subgenómicos del VHC para
evaluar el efecto del etanol en la replicación y expre-
sión génica del VHC. Se observó que el etanol au-
mentó los niveles del RNA y de las proteínas virales.
Se observó que el etanol aumentó la expresión y
actividad de la proteína COX-2 en las células Huh7
replicón, mientras que el AAS bloqueó dicho efec-
to. Lo que sugiere que, probablemente, la COX-2
modula el efecto del etanol en  la replicación del
VHC.

Palabras clave: Etanol, Ácido acetilsalicílico, Virus
de la hepatitis C, Ciclooxigenasa-2.

Abstract

It is known that alcohol consumption accelerates
liver damage in patients with chronic HCV
infection. We used the hepatitis C virus (HCV)
subgenomic replicon cell system to evaluate the effect
of ethanol on HCV replication and viral protein
synthesis. Our results demonstrated that alcohol
stimulates HCV replicon expression at both HCV-
RNA and protein levels. Interestingly, we observed
that ethanol up-regulated COX-2 protein expression
and activity in Huh7 replicon cells, nevertheless ASA
blocked this induction. Therefore, we suggest that
COX-2 probably modulates the effect of ethanol
on HCV replication.

Keywords: Ethanol, Acetylsalicylic acid, Hepatitis
C virus, Cyclooxygenase-2.

Agradecimientos

Al  Programa de Apoyo a la Investigación Científica
y Tecnológica (Paicyt) SA1010-04 y Promep 103.5/
04/2590, por el apoyo económico brindado para
la realización de este proyecto.

Referencias

1. Global surveillance and control of hepatitis C.

K. C. TRUJILLO MURILLO, H. G. MARTÍNEZ RODRÍGUEZ, H. A. BARRERA SALDAÑA,  J. RAMOS JIMÉNEZ, A. M. RIVAS ESTILLA



CIENCIA UANL / VOL. X, No. 4, OCTUBRE-DICIEMBRE 2007390

EL ETANOL AUMENTA LA REPLICACIÓN Y EXPRESIÓN GÉNICA DEL VHC

Report of a WHO Consultation organized in
collaboration with the Viral Hepatitis
Prevention Board, Antwerp, Belgium. J Viral
Hepat 1999; 6:35-47.

2. Highleyman L. Natural history and treatment
of hepatitis C. Beta 1999;12:16-29.

3. Feld J. J., Hoofnagle J. H. Mechanism of action
of interferon and ribavirin in treatment of he-
patitis C. Nature 2005;436:967-72.

4. Bartenschlager R., Lohmann V. Novel cell
culture systems for the hepatitis C virus.
Antiviral Res 2001;52:1-17.

5. Penin F., Dubuisson J., Rey F. A., Moradpour
D., Pawlotsky JM. Structural biology of hepati-
tis C virus. Hepatology 2004;39:5-19.

6. Tanaka T., Kato N., Cho M. J., Sugiyama K.,
Shimotohno K. Structure of the 3' terminus of
the hepatitis C virus genome. J. Virol
1996;70:3307-12.

7. Kolykhalov A. A., Feinstone S. M., Rice C. M.
Identification of a highly conserved sequence
element at the 3' terminus of hepatitis C virus
genome RNA. J. Virol 1996;70:3363-71.

8. Lieber C. S. Alcohol and hepatitis C. Alcohol
Res Health 2001;25:245-54.

9. Méndez-Sánchez N, Aguilar-Ramírez J. R., Re-
yes A, Dehesa M., Juárez A., Castaneda B, Sán-
chez-Ávila F., Poo J. L., Guevara González L,
Lizardi J., Valdovinos M. A., Uribe M., Con-
treras A.M., Tirado P., Aguirre J., Rivera-Bení-
tez C., Santiago-Santiago R., Bosques-Padilla F.,
Muñoz L., Guerrero A., Ramos M., Rodríguez-
Hernández H., Jacobo-Karam J. Etiology of liver
cirrhosis in Mexico. Ann Hepatol 2004; 3:30-
3.

10. Di Bona D., Cippitelli M., Fionda C., Camma
C., Licata A., Santoni A., Craxi A. Oxidative
stress inhibits IFN-alpha-induced antiviral gene
expression by blocking the JAK-STAT pathway.
J Hepatol 2006;45:271-9.

11. Zhang T, Li Y, Lai J.P, Douglas S. D., Metzger
D.S., O’Brien C. P., Ho WZ. Alcohol
potentiates hepatitis C virus replicon expression.
Hepatology 2003;38:57-65.

12. Waris G., Siddiqui A. Hepatitis C virus
stimulates the expression of cyclooxygenase-2
via oxidative stress: role of prostaglandin E2 in

RNA replication. J. Virol 2005;79:9725-34.
13. Lohmann V., Korner F., Koch J., Herian U.,

Theilmann L., Bartenschlager R. Replication of
subgenomic hepatitis C virus RNAs in a
hepatoma cell line. Science 1999; 285:110-3.

14. Iníguez M. A., Martínez-Martínez S., Punzon
C., Redondo J. M., Fresno M. An essential role
of the nuclear factor of activated T cells in the
regulation of the expression of the
cyclooxygenase-2 gene in human T lymphocytes.
J Biol Chem 2000;275:23627-35.

15. Rivas-Estilla A. M., Svitkin Y., López Lastra M.,
Hatzoglou M., Sherker A., Koromilas A. E.
PKR-dependent mechanisms of gene expression
from a subgenomic hepatitis C virus clone. J
Virol 2002;76:10637-53.

16. Fuerst T. R., Niles E. G., Studier FW, Moss B.
Eukaryotic transient-expression system based on
recombinant vaccinia virus that synthesizes
bacteriophage T7 RNA polymerase. Proc Natl
Acad Sci U S A 1986;83:8122-6.

17. de Wet J. R., Wood K. V., De Luca M., Helinski
D. R., Subramani S. Firefly luciferase gene:
structure and expression in mammalian cells.
Mol Cell Biol 1987;7:725-37.

18. Pessione F., Degos F., Marcellin P., Duchatelle
V., Njapoum C, Martinot-Peignoux M., Degott
C., Valla D., Erlinger S., Rueff B. Effect of al-
cohol consumption on serum hepatitis C virus
RNA and histological lesions in chronic hepa-
titis C. Hepatology 1998;27:1717-22.

19. Wiley T. E., McCarthy M., Breidi L., McCarthy
M., Layden T. J. Impact of alcohol on the
histological and clinical progression of hepati-
tis C infection. Hepatology 1998;28:805-9.

20. Harris D. R., Gonin R., Alter H. J., Wright E.
C., Buskell ZJ, Hollinger F.B., Seeff L.B. The
relationship of acute transfusion-associated he-
patitis to the development of cirrhosis in the
presence of alcohol abuse. Ann Intern Med
2001;134:120-4.

21. Núñez O., Fernández-Martínez A., Majano P.
L., Apolinario A., Gómez-Gonzalo M., Bene-
dicto I., López-Cabrera M., Bosca L., Clemen-
te G., García-Monzón C., Martín-Sanz P.
Increased intrahepatic cyclooxygenase 2, matrix
metalloproteinase 2, and matrix



CIENCIA UANL / VOL. X, No. 4, OCTUBRE-DICIEMBRE 2007 391

metalloproteinase 9 expression is associated
with progressive liver disease in chronic hepati-
tis C virus infection: role of viral core and NS5A
proteins. Gut 2004;53:1665-72.

22. Rivas-Estilla A. M., Panduro A. [Molecular
mechanisms of the hepatitis C virus, potential
therapeutic targets]. Rev Invest Clin
2003;55:51-64.

23. Lieber C. S. [Pathogenesis of alcoholic liver
injury (author’s transl)]. Leber Magen Darm
1979;9:157-70.

24. Plumlee C. R., Lazaro C. A., Fausto N., Polyak
S. J. Effect of ethanol on innate antiviral
pathways and HCV replication in human liver
cells. Virol J 2005;2:89.

Recibido: 7 de septiembre de 2007

Aceptado: 17 de septiembre de 2007

K. C. TRUJILLO MURILLO, H. G. MARTÍNEZ RODRÍGUEZ, H. A. BARRERA SALDAÑA,  J. RAMOS JIMÉNEZ, A. M. RIVAS ESTILLA



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /SyntheticBoldness 1.00
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


