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La infeccién 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 numero
de personas infectadas (~170 mi-
llones de individuos en el mun-
do);! segundo, la hepatitis cro-
nica por el VHC puede progresar a cirrosis, con el
desarrollo posterior de carcinoma hepatocelular
(CHC);? tercero, la unica terapia disponible actual-
mente es el tratamiento combinado de interferon
alfa pegilado (INF-PEG) y ribavirina.’

El genoma del VHC consiste en una cadena sen-
cilla de RNA de polaridad positiva (cadena
codificante) con una longitud de aproximadamente
9,600 nuclestidos,*’ y estd flanqueado por las re-
giones 5'y 3' no traducibles (UTRs) de 341 y 230
nucledtidos de longitud, respectivamente. Estas dos
regiones contienen secuencias nucleotidicas altamen-
te conservadas y son esenciales en la sintesis de las
proteinas y en la replicacion viral.%” Este RNA tie-
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[1 El presente articulo estd basado en la investigaciéon “El etanol
aumenta la replicacién y expresién génica del virus de la he-
patitis C (VHC)”, galardonada con el Premio de Investigaciéon
UANL 2007 en la categoria de Ciencias de la Salud, otorgado
en sesion solemne del Consejo Universitario de la UANL, en
septiembre de 2007.
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ne un solo ORF (marco de lectura abierto) que co-
difica para una poliproteina viral de aproximada-
mente 3,010-3,033 aminoacidos, que es procesada
por proteasas celulares y virales para generar diez pro-
teinas maduras. Las proteinas estructurales (core,
E1ly E2), separadas de las proteinas no estructura-
les (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) por
un péptido pequeno (p7), participan en el ensam-
blaje de las particulas virales de la nueva progenie,
mientras que las proteinas NS son responsables de
la replicacion del genoma viral.’

Recientemente, el consumo de alcohol ha lla-
mado mucho la atencién, 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/dia), 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.® De
acuerdo con un estudio multicéntrico realizado en
1,456 pacientes, en México, entre las principales
causas de cirrosis hepatica se encuentran el consu-
mo de alcohol y la infeccion por VHC.” Ademas, el
etanol disminuye el efecto antiviral del INF-o
pegilado via estrés oxidativo,'® y aumenta el indice
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de CHC en pacientes con hepatitis C cronica;!! sin
embargo, aun se desconocen los mecanismos a tra-
vés de los cuales el alcohol favorece la replicacion
del VHC y acentua el daio hepético. Por otra par-
te, la expresion de la enzima ciclooxigenasa (COX-
2) se ha asociado con CHC en pacientes VHC posi-
tivos. Ademds, estudios previos proponen que la
expresion aumentada de COX-2 y de prostaglandina
E, (PGE ; metabolitos de la actividad enzimatica de
la COX-2) modulan la replicacion del algunos virus
como: citomegalovirus, gammaherpesvirus y el
VHB." Lo que ha despertado el interés por estu-
diar si la COX:-2 participa en los procesos de regula-
cién positiva o negativa de la replicacion del VHC,
via estrés oxidativo. Con base en lo anterior, es de
suma importancia conocer los mecanismos que
modulan la replicacion e inhibicion del VHC.

Objetivo

Evaluar el efecto del alcohol en la replicacion y ex-
presion génica del VHC, asi como el papel de la
enzima COX-2 en el modelo de replicones
subgenémicos del VHC.

Material y métodos
Cultivo celular y tratamiento con etanol

Se utilizo la linea celular de hepatoma humano
Huh7 replicon genotipo 1b, que expresa estable-
mente las proteinas no estructurales del VHC" y la
linea celular parental (sin replicon). 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 (reduccion
de azul alamar), se cuantificaron los niveles de las
enzimas hepaticas alanino aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST) como indicado-
res de daio hepidtico, y se midieron los niveles in-
tracelulares de PGE,.

Amismo, se realizé la cuantificacion relativa del
RNA viral por RT-PCR Cuantitativa en Tiempo Real
y la identificacion de las proteinas virales (NS5A y
NPTII) y celulares (actina y COX-2) por western
blot.
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Constructos gendmicos

El plasmido, que contiene el promotor de COX-2-
P2-1900-Luc (-1796, +104) con dos sitios de union
para el factor de transcripcion NF-xB, fue generosa-
mente donado por el Dr. Miguel A. Iiiguez, del
Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”, de
Madrid, Espafia.' El plasmido que expresa al repli-
con del VHC (pFKI,:NS3-3") y el plasmido que
expresa a NS5A fueron donados por el Dr.
Koromilas, del Lady Davies Institute, McGill Uni-

versity, Canad4."”
Ensayos de transfeccidn transitoria

Un dia antes de la transfecciéon 2 x 10° células Huh7
parental se sembraron en cada pozo de una placa de
seis pozos. Al siguiente dia, las células fueron infec-
tadas con el virus vaccinia recombinante (que ex-
presa a la T7 RNA polimerasa) durante una hora, !
seguido de la transfeccion con el plasmido 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 adicion de
medio con suero e incubadas por un tiempo de 48
horas. Finalmente, las células fueron cosechadas para
extraer las proteinas totales.

Cuantificacion relativa de la actividad de luciferasa

Las células transfectadas (1 x 10* células) fueron
lisadas de acuerdo con las especificaciones de la casa
comercial Promega (Madison, WI, USA), y se hizo
la cuantificacion relativa de la actividad de lucifera-
sa en un lumindémetro de la marca Turner
Biosystems. En todos los experimentos de
transfeccion se incluyo la cuantificacion de lucifera-
sa de Renilla, que sirvié para normalizar los ensayos
de transfeccion.!

Extraccion de RNA total
El RNA total se extrajo a partir de las células Huh7
VHC replicon, y se utilizo 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.

Cuantificacion del RNA viral por RT-PCR

en tiempo real

El RNA total extraido fue sujeto a retrotranscrip-
cion (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 empleo el
termociclador ABI Prism 7000 de la marca Applied
Biosystems. Para la PCR se disefi¢ un par de inicia-
dores sobre la region 5’UTR del VHC. La secuen-
cia de los iniciadores y de la sonda se detallan a con-
tinuacion: 5“GCGTCTAGGCCATGGCGTTA-3'
(primer 1), 5“GGTATCACCAGACGCCTTGG-3'
(primer 2), y de la sonda 5'-FAM-
CATACTCACAGCACGTC-DABCYL- 3. Las con-
diciones de amplificacion 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-
cion de PCR incluyé 12.5 ul de Tagman Universal
PCR Master Mix, 1.25 pl del ensayo 20X y 11.25 ul
del ¢cDNA diluido en agua DEPC (dietil
pirocarbonato). Para normalizar la cuantificacion
relativa de los niveles del RNA viral se amplifico
bajo las mismas condiciones el gen gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH: Applied
Biosystems, ensayo 20X No. 4326317E).

Extraccidon de proteinas totales y western blot

Las proteinas se extrajeron como se describe previa-
mente.” Cuarenta microgramos de proteina 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 (dilucion
1:1000; Biodesign International), anti-actina (dilu-
cion 1:1000; MP Biomedicals), anti-COX-2 (dilu-
cion 1:500; Cayman), anti-luciferasa (dilucion
1:1000; Serotec), y el anticuerpo policlonal: anti-
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NPT (dilucién 1:1000; Cortex Biochem), a 4°C
durante toda la noche. Los anticuerpos secunda-
rios que se utilizaron fueron: anti-raton y anti-cone-
jo (dilucién 1:1000; Promega) conjugado con
peroxidasa de rabano. Después de incubar la mem-
brana con el anticuerpo secundario por 2 horas a
4°C, la reaccién fue visualizada con un kit de
Quimioluminiscencia (Amersham Pharmacia
Biotechnology), de acuerdo con las especificacio-
nes de la compania.

Cuantificacion de PGE, intracelular

Para cuantificar los niveles intracelulares de PGE, se
utilizd un kit de ELISA de la marca Amersham
Biosciences (Freiburg, Germany).

Analisis estadistico

Cada experimento se realizd por triplicado. Los
resultados fueron promediados * su desviacion es-
tandar (SD), vy se analizaron con las pruebas de
ANOVA de un factor, prueba de Dunnett,
Bonferroni. Para ello se utilizaron los programas
estadisticos SPSS, version 11.5, y Epi Info, version
3.3.2. Se considero estadisticamente significativo
si el valor de "P < 0.05.

Resultados

El etanol aumenta los niveles del RNA viral
en las células Huh7 VHC replicén

Las células Huh7 VHC replicon fueron expuestas a
concentraciones crecientes de etanol (100-200 mM)
durante 72 horas, como control negativo se utiliza-
ron células replicon sin tratamiento. Al finalizar el
tiempo de incubacion se hizo la extraccion 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 aumentd 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
decidio utilizar una concentracion alta de etanol
(150 mM; 6.9 g) debido a dos razones: la primera
de ellas debido a que esta concentracién mostro
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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 cronica (150-200 mM). 1820
Asimismo, se observo que la concentracion de 150
mM de etanol no provocé dafio citopatico en am-
bas lineas celulares (parental y replicon) (figura 1By
1C). Para determinar si el efecto positivo del etanol
en los niveles del RNA viral era dependiente del
tiempo de exposicion las células Huh7 VHC repli-
con fueron tratadas con etanol (150 mM) durante
24, 48 y 72 horas. Se observéd que el efecto del
etanol dependio del tiempo de exposicion, y fue
mas evidente a las 72 horas de postratamiento (4.36
veces mas comparado con las células Huh7 VHC
replicon sin tratamiento) (figura 1D).

El etanol induce la expresion de las proteinas virales
Se evaluo si el etanol también aumentaba la expre-

sion de las proteinas no estructurales del VHC, por
lo que se detecto la proteina viral NS5A. Se obser-

vo que el etanol aumentd hasta 4.0 veces los niveles
de la proteina viral NS5A comparado con las célu-
las Huh7 replicon sin tratamiento, y este efecto de-
pendio del tiempo de exposicion (figura 2, linea 6).
Estos resultados sugieren que el etanol no sélo tuvo
un efecto positivo en los niveles del RNA viral, tam-
bién en los niveles de la proteina no estructural
NS5A, expresada en el sistema de replicones

subgenémicos del VHC.

Etanol aumenta los niveles y la actividad
enzimatica de COX-2

Un posible mecanismo a través del cual el etanol
aumenta la progresion del dafio hepatico es el es-
trés oxidativo. Algunos estudios han asociado al
VHC con la induccién de la expresion de COX-2
via estrés oxidativo.'>?! Para investigar el posible
mecanismo responsable de la regulacion positiva del
etanol se detectaron los niveles y actividad de la pro-
teina COX-2. Se observé que los niveles de COX:-2
fueron inducidos las células que expresan las protei-
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Fig. 1. Efecto del etanol en los niveles del RNA viral. A) 2 x 10° células Huh7 VHC replicon 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 Tagman (Applied Biosystems). By C) 2 x 10° 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 dafio hepatico,
ambos tipos celulares fueron tratadas con 20 mM de CCl, por 6 horas. Posteriormente, los niveles enzimaticos de AST y ALT fueron
cuantificados en el medio de cultivo. D) 2 x 10° 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 relacion VHC/GAPDH RNAm.
Los resultados estdn expresados como niveles del RNA del VHC (ntimero 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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Células Huh7 VHC Replic6n
T
Etanol (150mM) - - - + + +

Time (hrs) 24 48 72 24 48 72
58 kDa 4—N35A
43 kDa IS G GER SN @ | «— Actina
Linea 1 2 3 4 5 6
NS5A/Actina 1 1.3 1.7 4.0

Fig. 2. Efecto del etanol en los niveles de la proteina viral NS5A.
5 x 10°células Huh7 VHC replicon sembradas en placas de 35 x
10 mm fueron incubadas en presencia (lineas 4-6) o ausencia
(lineas 1-3) de 150 mM de etanol durante 24, 48 y 72 horas.
Cuarenta microgramos de proteina total fueron utilizados en el
western blot para detectar los niveles de la proteina NS5A (panel
superior) y actina (panel inferior). La relacion de las proteinas
NS5A/actina fue semicuantificada con el programa Phoretix\1D
version 2003.02.

nas no estructurales del VHC (Huh7 VHC Repli-
con) (figura 3, lineas 7-9), mientras que los niveles
de COX-2 fueron indetectables en las células Huh7
parental (sin replicon) (figura 3, lineas 1-3), hallazgo
reportado previamente por Waris y Siddiqui.'* Se
observo que el etanol (150 mM) aumento hasta tres
veces los niveles de la proteina COX-2 en las células
Huh7 VHC replicon (figura 3, lineas 10-12), pero
no en las células parentales (sin replicén) (figura 3,
lineas 4-6), sugiriendo que este efecto solo fue po-
tenciado en presencia de las proteinas virales.

Células Huh?7 Parentaiuh7 VHC Reptic
Etanol (150mM)- - + + +- - - + + +
Tiempahf9 244872 244872 24 4872 2448 72
72kDa - me» —CcoxX2
43kDa  |ememe amen- +=Acting
Linea 123 45 6 7 8 9 10 11 12
COX2/Actina 1 14213.0

Fig. 3. Efecto del etanol en los niveles de la proteina COX-2. 5
x 10° células Huh7 Parental y Huh7 VHC replicon sembradas en
placas de 35 x 10 mm fueron incubadas en presencia o ausencia
de etanol (150 mM) durante 24, 48y 72 horas. Cuarenta micro-
gramos de proteina total se utilizaron en el western blot para
detectar los niveles de las proteinas COX-2 (panel superior) y
actina (panel inferior). La relacion de las proteinas COX-2/
actina fue semicuantificada con el programa Phoretix\1D ver-

sion 2003.02.
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Asimismo, se observéd que en las células Huh?
VHC replicon los niveles intracelulares de PGE,
fueron mayores (figura 4, lineas 3, 7y 11) que los
obtenidos en las células Huh7 parentales (figura 4,
lineas 1, 5y9), y en presencia de etanol los niveles
de PGE, fueron significativamente mayores en las
células Huh7 replicon (figura 4, lineas 4, 8 y 12)
que en las células parentales (sin replicon) que tam-
bién fueron tratadas con etanol (figura 4, lineas 2, 6

y 10).

Huh7 Parental + + + +Zt8t\8 . + 12 K
Huh7 Replic 6n - - + + - -+ o+ . H
Etanol (150mM) - + - + L -+ -+
Tiempo (horas) 24 48 72 Ti

Fig. 4. Efecto del etanol en la actividad enzimatica de COX-2. 1
x 10* células Huh7 parental y Huh7 VHC replicon 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, 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 expresion de todas las pro-
teinas no estructurales del VHC (NS2-NS5B) o una
de éstas (NS5A) inducen la expresién de COX-2, se
utilizo el plasmido COX-2-P2-1900-Luc. Las célu-
las Huh7 Parental se infectaron con el virus vaccinia
recombinante por una hora,' seguido de la
transfeccion transitoria con el plasmido COX-2-P2-
1900-Luc (0.05ug) y cotransfeccion con concentra-
ciones crecientes (0.01-1 ug) del plasmido que ex-
presa al replicon completo del VHC pFKI,  -NS3.3'

o del plasmido que expresa a NS5A; 218593 horas
postransfeccion las células fueron lisadas y se hizo la
cuantificacion relativa de la actividad de luciferasa.
Los resultados muestran que la expresion de las pro-
teinas no estructurales del VHC (NS2-NS5B) me-
dian la activacion del promotor de COX-2 de ma-
nera dosis-dependiente, tal como lo demuestra la

cuantificacion de la actividad de luciferasa/renilla
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(figura 5). Ademas, NS5A aumento hasta 4.7 veces
la actividad del promotor de COX-2 comparado con
las células que no fueron transfectadas con el
plasmido que expresa a NS5A (figura 6).

El AAS bloquea el efecto positivo del etanol
en la replicacion del VHC

Para evaluar el papel de COX-2 en la regulacion
positiva inducida por el etanol se utilizo el acido
acetilsalicilico (AAS), un antiinflamatorio no
esteroideo (AINEs) que inhibe la actividad de COX
(COX-1/COX-2). Las células Huh7 VHC replicon
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 incubacién, se extrajo el RNA total y fue sujeto
a RT-PCR cuantitativa en tiempo real para amplifi-
car la region conservada 5"UTR del VHC y GAPDH.
Se observo que el etanol aumenté y el AAS dismi-
nuyo los niveles del RNA del VHC, ademas en las
células Huh7 VHC replicon que fueron tratadas con
AAS y etanol, la presencia de la aspirina contrarres-
t6 el efecto positivo del etanol en los niveles del

RNA viral (figura 7, linea 12).
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Fig. 5. Las proteinas NE del VHC modulan la actividad trans-
cripcional de COX-2. 1 x 10* células Huh7 parental sembradas
en pozos de una placa de 96 pozos fueron infectadas, transfectadas
con el plasmido COX-2-P2-1900-Luc y cotransfectadas con con-
centraciones crecientes (0.01-.1 pg) del plasmido pFKI, 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 plasmido problema) que se
define como 1.0.
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Fig. 6. La proteina viral NS5A modula la actividad transcripcio-
nal de COX-2. 1 x 10* células Huh7 parental fueron infectadas,
transfectadas con el plasmido COX-2-P2-1900-Luc vy
cotransfectadas con concentraciones crecientes (0.01-.1 pg) del
plasmido 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 plasmido problema) que se define como 1.0.

Discusiéon

Actualmente la hepatitis C constituye una enferme-
dad infecciosa emergente de gran importancia mé-
dica a nivel mundial.”? Ademis, la infeccion por el
VHC se ha convertido en una causa importante de
transplante hepatico.® Diversos factores parecen in-
fluir en la progresion rapida de la hepatitis C, entre
éstos se encuentra la ingesta de alcohol (> 50 g/dia)
y la infeccion por el VHC, que representan las prin-
cipales causas de cirrosis hepatica en nuestro pais.’
Esta ultima representa la quinta causa de muerte en
la poblacion mexicana, de acuerdo con datos re-
portados por el Instituto Nacional de Estadistica
Geogrifica e Informatica (INEGI). Recientemente,
el consumo de alcohol ha llamado mucho la aten-
cion, 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.® Asimismo, varios estudios in vivo han
demostrado una correlacion directa entre la presen-
cia del virus en sangre con la ingesta de alcohol.
También en estos pacientes se ha sugerido que el
dafio hepatico evoluciona mucho mas rapido, com-
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Fig. 7. El AAS bloquea el efecto positivo del etanol en las células
Huh7 VHC replicon. 2 x 10° 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 Tagman (Applied Biosystems). Los
niveles del RNA del VHC fueron normalizados con base a la
relacion VHC/GAPDH RNAm. Los resultados se expresan como
niveles del RNA del VHC (ntiimero 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.”>?* Se sabe ademas que el etanol dis-
minuye la respuesta a INF-ot y aumenta el indice de
CHC en pacientes con hepatitis C cronica.!’ Lo
que sugiere que el etanol juega un papel importan-
te como cofactor en la progresion del daiio hepati-
co; sin embargo, aun se desconocen los mecanis-
mos moleculares a través de los cuales el alcohol
favorece la replicacion del VHC y acentua el dafo
hepatico.

Con base a lo anterior, es de suma importancia
conocer los mecanismos moleculares que modulan
la replicacion e inhibicion del VHC. Para tal pro-
posito se utilizd el sistema de replicones
subgendmicos del VHC.? Este sistema solo expre-
sa las proteinas 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 replicacion e inhibi-
cion del VHC, asi como en el desarrollo de nuevas
expectativas para la profilaxis y el tratamiento de la
hepatitis C. Por lo tanto, en este trabajo se evaluo
el efecto del alcohol en la replicacion y expresion
génica del VHC empleando el modelo de replicones
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subgendmicos, asi como el papel de la proteina ce-
lular COX:-2 en la regulaciéon de los mecanismos de
replicacion e inhibicion del VHC.

Los resultados en este trabajo demuestran que
el tratamiento con 150 mM de etanol (6.9 g) regu-
16 positivamente la expresion del replicon
subgendémico del VHC, debido a que aumento has-
ta 4.36 veces los niveles del RNA viral (figura 1D)y
cuatro veces los niveles de la proteina viral NS5A
(figura 2). Ambos efectos dependieron del tiempo
de exposicion siendo mas evidente a las 72 horas de
postratamiento. Estos resultados concuerdan con
los reportados previamente por Zhan et al.,' en los
que el etanol (100 mM) aumentd hasta cuatro veces
(comparado con las células sin tratamiento) la repli-
cacion viral en la linea celular Huh.8, que expresa
establemente el replicon subgendmico del VHC. Sin
embargo, los resultados obtenidos difieren de los
reportados por Plumlee et al.,** debido a que ellos
encontraron que el etanol (25-100 mM) disminuyo
la replicacion del VHC en el sistema de replicones.
Algunas explicaciones para aclarar estas discrepan-
cias son las siguientes: primero, en esta investiga-
cion 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-
plicon subgenémico del VHC, que contiene la
mutacion adaptativa S22041 en el gen NS5A. Se-
gundo, Plumlee et al. hicieron una sola aplicacion
de la concentracion de etanol (25-100 mM) en un
periodo de 72 horas, mientras que en este caso, para
evitar problemas de evaporaciéon cada 24 horas, se
reemplazé el medio que contenia el etanol a la con-
centracion de 150 mM, este proceso se siguié hasta
las 72 horas que dur6 el experimento.

Se observod que el etanol (150 mM) aumentd
los niveles de COX-2 en las células Huh7 VHC re-
plicon (figura 3, lineas 10-12); sin embargo, no tuvo
un efecto significativo en las células parentales que
también fueron tratadas con etanol (figura 3, lineas
4.6), sugiriendo que este efecto sélo fue potenciado
en presencia de las proteinas virales. Ademas, el tra-
tamiento con etanol aumentd la actividad enzima-
tica de COX-2 (figura 4).

Adicionalmente se confirmé el hallazgo reporta-
do antes por Waris y Siddiqui, "> que hace referencia
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que la expresion de las proteinas no estructurales
del VHC median la actividad transcripcional (figu-
ras 5y 6) y los niveles de la proteina COX-2 (figura
3, lineas 7-9) comparado con las células Huh?
Parental (sin replicén) donde los niveles de COX-2
fueron indetectables (figura 3, lineas 1-3). Ademas,
se observo que la induccion de la actividad trans-
cripcional de COX-2, parece ser por un mecanismo
dependiente de la unién del factor transcripcional
NEkB (Fig. 5y 6). Sorpresivamente, el efecto posi-
tivo del etanol fue bloqueado por el AAS (figura 7).

Conclusiéon

El tratamiento con etanol aumento los niveles del
RNA (hasta 4.36 veces) y de las proteinas (4.0 ve-
ces) del VHC. Este incremento fue bloqueado por
el AAS, lo que sugiere la participacion de la COX-2
en este mecanismo de regulacion viral. Ademas, el
etanol no solo aumento los niveles de la proteina
celular COX-2, sino su actividad enzimatica. Con
base en lo anterior, el etanol y el VHC parecen co-
incidir en un mecanismo que a su vez induce la ex-
presion de COX-2, enzima probablemente involu-
crada en la replicacion del VHC. Basiandonos en
los resultados conseguidos, se suguiere el siguiente
modelo hipotético (figura 8).

HCV
ER stress
Ethanol /|
(H,0,, 0;)
COoX-2 ASA
4rcE, PGE,¥
1HCV RNA HCV RNA&
?Viral proteins Viral proteins #

Fig. 8. Modelo propuesto de interaccion virus-célula infectada.
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Resumen

El etanol acelera la progresion del dafio hepatico en
los pacientes con hepatitis C cronica. Se utilizé el
sistema de replicones subgendmicos del VHC para
evaluar el efecto del etanol en la replicacion y expre-
sion génica del VHC. Se observo que el etanol au-
ment6 los niveles del RNA y de las proteinas virales.
Se observo que el etanol aumentd la expresion y
actividad de la proteina COX-2 en las células Huh7
replicon, mientras que el AAS bloque6 dicho efec-
to. Lo que sugiere que, probablemente, la COX-2
modula el efecto del etanol en la replicacion del

VHC.

Palabras clave: Etanol, Acido acetilsalicilico, 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.
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