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La infeccion por el virus de la he-
patitis C (VHC) representa la cau-
sa mas frecuente de enfermedad
hepdtica en el mundo, afecta 3%
de la poblacion mundial.! En
México figura dentro de las prin-
cipales causas de cirrosis y trans-
plante hepatico.’

En la mayoria de estos pacientes, la respuesta
inmune es incapaz de eliminar el virus, lo que con-
lleva a una infeccidn persistente, que puede pro-
gresar a hepatitis cronica, cirrosis e incluso carci-
noma hepatocelular (CHC).? El tratamiento ac-
tual para combatir el VHC se basa en la combina-
cion de interferdn alfa pegilado (INF-PEG) y Ri-
bavirina (RBV), que consigue tasas de respuesta
virologica sostenida (RVS) de 50 a 60% de los
casos.? Por lo que surge la necesidad de desarro-
llar nuevas drogas antivirales que bloqueen eficien-
temente la replicacion del virus.” El estudio de
los mecanismos moleculares de replicacion del
VHC se ha visto enormemente favorecido con el
desarrollo del sistema de replicones subgendmicos
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del VHC,® que son capaces de producir nuevas
moléculas subgenomicas, las cuales a su vez pue-
den continuar replicandose, pero no son capaces
de producir virus completos e infecciosos, convir-
tiéndose en un sistema seguro para trabajar.’
Recientemente se reportd que el 4cido
acetilsalicilico (AAS, aspirina) y el salicilato de
sodio inhiben la replicacion in vitro de algunos
flavivirus, especificamente del virus del dengue
(DENV) y de encefalitis japonesa (JEV);® sin em-
bargo, los mecanismos no han sido claramente
elucidados. Asimismo, existen antecedentes de
que el AAS bloquea la replicacion del virus de la
influenza.” El AAS es un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) ampliamente utilizado, que
bloquea irreversiblemente la actividad de la enzi-
ma ciclooxigenasa (COX), lo que disminuye la sin-
tesis de prostaglandinas, leucotrienos vy
tromboxanos.!® Se han descrito tres isoformas de
la enzima COX: COX-1, COX-2 y COX-3." Estu-
dios previos sugieren que la expresion aumentada
de COX-2 y de prostaglandina E, (PGE ) modula

la replicacién del algunos virus como:
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citomegalovirus, gammaherpesvirus y el VHB." Asi-
mismo, se sabe que los salicilatos son capaces de
activar la via de sefalizacion de las proteinas cinasas
mitogeno activadas (MAPK), las cuales a su vez
regulan la expresion de COX-2, que es un inter-
mediario de la via de estrés oxidativo, estado
oxidante inducido por el VHC en la célula hués-
ped (hepatocito). Con base en lo anterior, el ob-
jetivo del estudio fue evaluar la participacion de
las enzimas COX-2 y MAPK (MEK1/2, p38 y JNK)
en la regulacion de la replicacion del VHC, con el
proposito de identificar potenciales blancos tera-
péuticos para combatir y erradicar la infeccién por

el VHC.
Objetivo

Evaluar el efecto del AAS en la replicacion y ex-
presion génica del VHC, asi como los mecanis-
mos moleculares involucrados en la regulacion de
la replicacion e inhibicion del VHC.

Material y métodos
Cultivo celular y tratamiento con aspirina

Se utilizé la linea celular de hepatocitos humanos
Huh7 que expresa establemente las proteinas no
estructurales del VHC' genotipo 1b (replicon
subgenomico) y la linea celular parental (sin repli-
con). Las células fueron expuestas a AAS (2, 4y 8
mM) e incubadas durante 24, 48 y 72 horas. Pos-
teriormente se realizaron ensayos de viabilidad
celular (reduccion de azul alamar), se cuantifica-
ron los niveles de las enzimas hepdticas alanino
aminotransferasa (ALT) y aspartato amino-
transferasa (AST) como indicadores de dano he-
pético, y se midieron los niveles intracelulares de
PGE,.

También se realizo la cuantificacion relativa del
RNA viral por RT-PCR cuantitativa en tiempo real
y la identificacion de las proteinas virales (NS5A y
NPT-I) 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-KB, y el
plasmido COX-2P2- 431-NF-kB mut-Luc que tie-
ne mutado los dos sitios de union, fueron gene-
rosamente donados por el Dr. Miguel A. [diguez,
del Centro de Biologia Molecular "Severo Ochoa",
en Madrid, Espafia.’’ También se utilizaron dos
constructos bicistronicos: uno de éstos contenia
el sitio interno de entrada al ribosoma (VHC-
IRES), y el otro, ademas del VHC-IRES, conte-
nia la region 3' no traducible (3'UTR). Ambos
regulados por el promotor de la T7 RNA polime-
rasa y rio abajo el gen reportero luciferasa.

Ensayos de transfeccién transitoria

Un dia antes de la transfeccion 1 x 10%, células
Huh7 parental fueron sembradas. Al siguiente dia,
las células fueron infectadas durante una hora con
el virus vaccinia recombinante (que expresa a la
T7 RNA polimerasa),” seguido de la transfeccion
con el plasmido que expresa el gen de interés bajo
el control del promotor de la T7. Las células se
incubaron con medio, sin suero, a 37°C, por seis
horas, seguido de la adicién de medio con sueroy
se incubaron por un tiempo adicional de 48 ho-
ras. Posteriormente, las células se cosecharon y se
cuantificé la actividad de luciferasa.

Cuantificacion relativa de la actividad
de luciferasa

Las células transfectadas fueron lisadas de acuer-
do con las especificaciones de la casa comercial
Promega (Madison, W1, USA), y se hizo la cuan-
tificacion relativa de la actividad de luciferasa en
un luminémetro de la marca Turner Biosystems.
En todos los experimentos de transfeccion se in-
cluyo la cuantificacion de luciferasa de renilla que
sirvio para normalizar los ensayos de
transfeccion. '
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Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo a partir de las células
Huh7 VHC replicon, y se utilizé el reactivo Trizol
(Life Technologies), de acuerdo con las especifica-
ciones de la compania. El RNA se precipito y se
lavo una sola vez con etanol a 70%, vy se
resuspendié en 30 mL de agua libre de RNasa.

Cuantificacion relativa del RNA viral por R-PCR

en tiempo real

El RNA total extraido se sujetod a retrotranscrip-
cion (RT) con el kit High-Capacity cDNA (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Se utilizaron
200 ng de cDNA como templado para la PCR
cuantitativa en tiempo real, y se empled el
termociclador ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems). Para la PCR se disefid un par de ini-
ciadores sobre la region 5’UTR del VHC. La se-
cuencia de los iniciadores y de la sonda se men-
cionan a continuacién: Primer 1 (+7593 nt) 5-
GCGTCTAGCCATGGCGTTA-3"; Primer 2
(+ 138 -157mn¢t) 5" .-
GGTTCCGCAGACCACTATGG-3'; y la sonda
(+194-110nt)5"-FAM -
CTGCACGACACTCATACNFQ-3". Las condi-
ciones de amplificacién consistieron en 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 mL de Tagman Uni-
versal PCR Master Mix, 1.25 mL del ensayo 20X
y 11.25 mL del ¢cDNA diluido en agua DEPC
(dietil pirocarbonato). Para normalizar la cuantifi-
cacién relativa de los niveles del RNA viral se
amplificé bajo las mismas condiciones al gen
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH:
Applied Biosystems, ensayo 20X No. 4326317E).

Extraccién de proteinas totales y western blot

Las proteinas se extrajeron como se describe pre-
viamente.'* Cuarenta microgramos de proteina
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total fueron separadas en un gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y
transferidas a una PVDF
(Polyvinylidene fluoride, Amersham Biosciences).
La membrana se incubo con los siguientes anti-
cuerpos primarios: anticuerpos monoclonales,
anti-VHC NS5A (dilucién 1:1000, Biodesign In-
ternational), antiactina (dilucion 1:5000, MP
Biomedicals), anti-COX-2 (dilucion 1:500;
Cayman), antiluciferasa (dilucion 1:1000; Serotec),
y el anticuerpo policlonal: anti-NPT-II (dilucion
1:1000; Cortex Biochem), a 4°C durante toda la
noche. Los anticuerpos secundarios que se utili-
zaron fueron: antirraton y anticonejo (dilucion
1:1000; Promega) conjugado con peroxidasa de
rdbano. Después de incubar la membrana con el
anticuerpo secundario por 2 horas a 4°C, la reac-
cioén se visualizo con un kit de quimiolu-
miniscencia (Amersham Pharmacia Biotechno-
logy), de acuerdo con las especificaciones de la
compania.

membrana

Cuantificacion de PGE, intracelular

Para cuantificar los niveles intracelulares de PGE,
se utilizé 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
estandar (SD), y 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 consider¢ estadisticamente significativo
si el valor de "P < 0.05.

Resultados
El AAS disminuye los niveles del RNA viral en las

células Huh7 VHC replicon: efecto dosis-depen-
diente
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Las células Huh7 VHC replicon se expusieron a
concentraciones crecientes de AAS (2-8 mM) y se
incubaron a diferentes tiempos (24, 48 y 72 ho-
ras), como control se utilizaron células replicon
sin tratamiento. Postratamiento: se hizo la extrac-
cién del RNA total que se sujetd a RT-PCR cuan-
titativa en tiempo real. Se observé que el AAS
disminuy¢ los niveles del RNA viral en una forma
dosis-dependiente, comparado con las células con-

trol, y mostrd un mayor efecto a la concentracion
de 8 mM (figura 1A). Ademss, el efecto de regula-
cion negativa dependio del tiempo de exposicion,
y se observé una mayor inhibicion a las 72 horas
de postratamiento (figura 1A). Existen reportes
de que los salicilatos a concentraciones de 1-5 mM
se emplean en el tratamiento de las enfermedades
inflamatorias cronicas; sin embargo, concentracio-
nes mayores a 6.5 mM ya son toxicas para su uso
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Fig. 1. Efecto del AAS en los niveles del RNA viral. (A) Efecto del AAS en los niveles del RNA viral en las células Huh7 VHC
replicon. 2 x 10° células sembradas en placas de seis pozos fueron tratadas con aspirina (2, 4 y 8 mM) o sin aspirina durante 24, 48
y 72 horas. Postratamiento: los niveles del RNA viral fueron cuantificados por RT-PCR en tiempo real con sondas Tagman (Applied
Biosystems). Los niveles del RNA viral fueron normalizados con base en la relacion VHC/GAPDH RNAm. Los resultados se
presentan como niveles del RNA del VHC (ntimero de veces) comparado con el control (células sin tratamiento) que se define como
1.0. Los valores corresponden al promedio £DS de tres experimentos, y en cada uno de ellos se incluyeron tres réplicas (*P < 0.05).
(B) Evaluacion de viabilidad celular. Las células Huh7 VHC replicon fueron tratadas con aspirina a las concentraciones indicadas
e incubadas por 24, 48 y 72 hrs. Posteriormente se determiné el porcentaje de células vivas y se comparé con las células sin
tratamiento (100% de viabilidad). (C, D) Cuantificacion de los niveles de AST y ALT. Células Huh7 VHC replicon y parental
fueron tratadas en presencia o ausencia de aspirina (4 mM) e incubadas por 24, 48 y 72 horas. Posteriormente los niveles de AST
y ALT fueron cuantificados. Como control positivo de dafio hepatico las células fueron tratadas con 20 mM de CCl, por seis horas.

111} 390 CIENCIA UANL / VOL. XII, No. 4, OCTUBRE - DICIEMBRE 2009



K.C .TrusilLo MuriLLO, F.J. BosQuEs PabiLLA, JAVIER Ramos JIMENEZ, H.G. MARTINEZ RODRIGUEZ Y A.M. Rivas EsTiLLA

clinico.® Para confirmar que las concentraciones
de aspirina que se estaban utilizando no eran toxi-
cas para las células, se realizo un ensayo de viabili-
dad celular. En la figura 1B se muestra que no
existe diferencia significativa en el porcentaje de
las células vivas que se detectd en las células sin
tratamiento (100% de viabilidad) y las células que
fueron tratadas con 2 y 4 mM de AAS, contrario
a lo observado en las células que fueron tratadas
con 8 mM, donde el porcentaje de células vivas
fue menor (58%). Con base en lo anterior, se de-
cidi6 utilizar la concentracion de 4 mM (720 mg)
de aspirina; y para confirmar que esta concentra-
cion de AAS no induce a dafio celular, se cuanti-
ficaron los niveles de las enzimas hepaticas AST y
ALT en el sobrenadante de células Huh7 VHC
replicon y Huh7 parental con y sin tratamiento
de aspirina. Como control positivo de dafio celu-
lar, las células fueron tratadas con tetracloruro de
carbono (CCl,; 20 mM) por seis horas. La figura
1C sugiere que la aspirina (4 mM) aument6 lige-
ramente los niveles de AST en ambas lineas celu-
lares (comparado con las células no tratadas), sin
embargo este efecto no reflejé un dano celular
significativo. Con respecto a los niveles de ALT,
éstos no presentaron cambios significativos entre
las células que fueron tratadas con aspirina y las
células sin tratamiento (figura 1D). En conjunto,
todos los resultados demuestran que la aspirina a
la concentracion de 4 mM no es toxica ni
citotoxica para las células.

Para investigar si el efecto antiviral de la aspiri-
na era dependiente del tiempo de exposicion, las
células replicon fueron tratadas con 4 mM de AAS
e incubadas a diferentes tiempos (figura 2). Al fi-
nalizar el tiempo de exposicion, el RNA total se
extrajo y se sujetd a RI-PCR cuantitativa en tiem-
po real. Se observéd que el efecto de inhibicion
del AAS en la replicacion del VHC fue mas evi-
dente a las 72 horas de postratamiento, debido a
que el RNA viral disminuy6 hasta en 58%, com-
parado con las células que no se trataron con aspi-
rina (control negativo) (figura 2).
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Fig. 2. El efecto antiviral del AAS es dependiente del tiempo
de exposicion. 2 x 10° células Huh7 VHC replicon sembradas
en placas de seis pozos fueron tratadas con AAS (4 mM) o sin
AAS durante 24, 48 y 72 h. Postratamiento: los niveles del
RNA viral fueron cuantificados por RT-PCR en tiempo real
con sondas Tagman. Los niveles del RNA del VHC fueron
normalizados con base en la relacion VHC/GAPDH RNAm.
Los resultados se presentan como niveles del RNA del VHC
(numero de veces) con respecto al control (células sin trata-
miento) que se define como 1.0. Los valores corresponden al
promedio £DS de tres experimentos, y en cada uno de éstos
se incluyeron tres réplicas (**P < 0.01).

La aspirina disminuye la expresion de las protei-

nas del VHC en las células Huh7 VHC replicon

Para evaluar si el AAS también tenia un efecto de
regulacion negativa en los niveles de las proteinas
virales, las células Huh7 VHC replicon se incuba-
ron en presencia o ausencia de aspirina (4 mM)
durante 24, 48 y 72 hrs. Posteriormente, las célu-
las fueron cosechadas y se extrajeron las proteinas
totales que se sujetaron a western blot. Se obser-
vo que a las 72 hrs de postratamiento los niveles
de las proteinas virales NS5A y NPT-II disminuye-
ron hasta 0.68 y 0.80 veces menos, comparado
con las células que no fueron tratadas con AAS
(figura 3, linea 6). Estos resultados sugieren que
la aspirina no sélo disminuyo los niveles del RNA
del VHC sino también los niveles de las proteinas
virales NS5A y NPT-L.
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Células Huh?7 VHC Replicon
AAS (mM) - - - 4+ + +
Tiempo (hrs) 24 48 72 24 48 72
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Fig. 3. Efecto del AAS en los niveles de las proteinas virales
NS5A y NPTI. 5 x 10° células Huh7 VHC Replicon sembra-
das en placas de 35 x 10 mm fueron incubadas en presencia
(lineas 4-6) o ausencia (lineas 1-3) de 4 mM de AAS durante
24,48y 72 h. Cuarenta microgramos de proteina total fueron
utilizados en el western blot para detectar los niveles de las
proteinas NS5A, NPT-II (panel superior) y actina (panel infe-
rior). La relacion de las proteinas NS5A/actina y NPT/
actina fue semicuantificada con el programa Phoretix\1D

version 2003.02.

El efecto de regulacion negativa del AAS no es
mediado por las regiones reguladoras 5'y 3’UTR
del VHC

Para investigar si el efecto antiviral de la aspirina
involucraba las regiones 5' y 3’UTR del VHC,
constructos bicistronicos que contienen estas re-
giones, ademds del gen reportero luciferasa fueron
transfectados transitoriamente en las células Huh7
parental (sin replicon). Seis horas postransfeccion
las células fueron tratadas con AAS (4 mM) e in-
cubadas por un tiempo adicional de 48 hrs. En
todos los ensayos de transfeccion se incluyd la
cuantificacion de luciferasa de renilla que sirvio
para normalizar los ensayos de transfeccion. En la
figura 4 se muestra que no hubo cambios signifi-
cativos en la actividad de luciferasa con el trata-
miento de aspirina, lo que sugiere que el efecto de
inhibicion de la aspirina en la replicacion y expre-
sion génica del VHC (figuras 1-3) es independien-
te de la participacion de las regiones reguladoras

5'(figura 4A) y 3'(figura. 4B) UTR virales.
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Fig. 4. El efecto del AAS en la replicacion del VHC no involucra
las regiones reguladoras 5'y 3'UTR. Las células Huh7 parental
(1x104 células) fueron infectadas y transfectadas transitoria-
mente con el plasmido (A) pVHCIRES o el plasmido (B)
pVHCIRES + 3'UTR que contenian al gen reportero lucife-
rasa. Postransfeccion: las células fueron incubadas en medio
sin suero por seis horas, luego fueron expuestas a aspirina e
incubadas por un tiempo adicional de 48 hrs. Posteriormente,
se realizé la cuantificacion relativa de la actividad de lucifera-
sa. Los valores corresponden al promedio DS de tres experi-
mentos, y en cada uno de ellos se incluyeron tres réplicas. Los
resultados son expresados como unidades relativas de lucifera-
sa (URL) con respecto al control (sin tratamiento) que se
define como 1.0.

El efecto antiviral de la aspirina parece ser media-

do por el bloqueo de COX-2

El mecanismo de accion de los AINEs consiste en
bloquear la actividad de la enzima COX-1/2, dis-
minuyendo la sintesis de PGE,. Estudios previos
sugieren que la expresion aumentada de COX-2 y
de prostaglandina  PGE, modula la replicacion
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del algunos virus como: citomegalovirus,
gammaherpesvirus y el VHB." Para investigar el/
los mecanismo(s) responsables del efecto de regu-
lacion negativa del AAS, se evalué el efecto de la
aspirina a nivel de la proteina, actividad enzimati-
ca y transcripcional de COX-2. Se encontrd que
el tratamiento con AAS (4 mM) disminuyo los
niveles de la proteina COX-2 (figura 5A) y de PGE,
(figura 5B) en las células Huh7 VHC replicon a
las 24, 48 y 72 hrs. También se observo que la
aspirina no regula la actividad transcripcional de
COX-2, debido a que las células que fueron
transfectadas con el plasmido que contiene los dos
sitios de unién para NE-kB y con el plasmido que
tiene mutados estos sitios de union, y que ade-
mas fueron tratadas con AAS no mostraron dife-
rencias significativas en la actividad transcripcio-
nal de COX-2 comparadas con las células sin tra-
tamiento (figura 5C).

Lainhibicion de p38 y MEK1/2, pero no de JNK,
revierte el efecto inducido por la aspirina

Existen antecedentes de que los salicilatos son ca-
paces de activar la via de sefalizacion de las protei-
nas cinasas mitogeno activadas (MAPK)," las cua-
les a su vez regulan la expresion de COX-2, que es
un intermediario de la via de estrés oxidativo. Por
lo anterior, se evaluo si el efecto antiviral de la
aspirina estaba regulado por la activacion de la via
de las MAPK. Los resultados sugieren que los in-
hibidores SB203580 y U0126 que actian sobre
p38 y MEK1/2, respectivamente, revirtieron pat-
cialmente el efecto negativo del AAS en la expre-
sion de las proteinas virales (figuras 6A y 6B).
Los resultados sugieren que los inhibidores
SB203580 y U0126 que actuan sobre p38 y
MEK1/2, respectivamente, revirtieron parcialmen-
te el efecto negativo del AAS en la expresion de
las proteinas virales (figuras 6A y 6B). Contrario a
lo observado, cuando las células replicon fueron
tratadas con el inhibidor SP600125 (acttia sobre
JNK), donde los niveles de la proteina viral NS5A

disminuyeron dramaticamente (figura 6C).
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Fig. 5. Efecto del AAS en los niveles de la proteina, actividad
enzimatica y transcripcional de COX-2. (A) Niveles de la pro-
teina COX-2. 5 x 105 células Huh7 Parental y Huh7 VHC
replicon fueron incubadas en presencia o ausencia de aspiri-
na durante 24, 48 y 72 hrs. Posteriormente se detectaron los
niveles de las proteinas COX-2 (panel superior) y actina (panel
inferior) por western blot. La relacion de las proteinas COX-
2/actina fue analizada con el programa Phoretix\1D version
2003.02. (B) Actividad enzimatica de COX-2. 1 x 104 células
Huh7 parental y Huh7 VHC replicon fueron tratadas en
presencia o ausencia de AAS durante 24, 48 y 72 hrs.
Postratamiento: se cuantificaron los niveles intracelulares de
PGE2. Los valores representan el promedio DS de tres experi-
mentos y en cada uno de ellos se incluyeron tres réplicas. (C)
Actividad transcripcional del promotor de COX-2. Las células
Huh?7 parental fueron infectadas, transfectadas con el
plasmido COX-2-P2-1900-Luc 0 COX-2-P2-431-NF- B mut-Luc,
y expuestas a aspirina 0 NS398 por 48 hrs. Postratamiento: se
realizo la cuantificacion relativa de la actividad de luciferasa.
Los valores representan el promedio DS de tres experimentos
y en cada uno de ellos se incluyeron tres réplicas. Los resulta-
dos son expresados como unidades relativas de luciferasa
(URL) con respecto al control (sin tratamiento) que se define
como 1.0.
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Estos resultados fueron confirmados con la tec-
nologia de RNA de interferencia (RNAi) (datos
no mostrados). Para ello las células Huh7 repli-
con se incubaron en presencia o ausencia de aspi-
rina 30 minutos antes de la transfeccion. Ensegui-
da, las células fueron transfectadas con un RNAI
dirigido contra p38 MAPK (20 nM) o con un
RNAI contra MEK1 (100 nM). Se obtuvieron re-
sultados similares a los observados en la figura 6.
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Fig. 6. La aspirina disminuye la expresion de las proteinas
virales y este efecto es modulado por p38 y MEK1/2 pero no
por JNK MAPK. 5 x 105 células Huh7 VHC replicon fueron
incubadas en presencia o ausencia de AAS (4 mM) y con los
inhibidores (A) SB203580, (B) U0126 y (C) SP600125 por 48
hrs. Cuarenta microgramos de proteina total fueron utiliza-
dos en el western blot para detectar los niveles de las protei-
nas NS5A y NPT-II (panel superior) y actina (panel inferior).
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En conjunto, todos estos resultados sugieren
que la activacion de la via MAPK puede tener un
papel importante en la regulacion de la replica-
cion del VHC por el AAS en las células Huh?
VHC replicén.

Discusion

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa emer-
gente de gran importancia médica a nivel mun-
dial, debido a tres razones principales: primero;
por el significativo nimero de personas infectadas
(~170 millones de individuos en el mundo); se-
gundo, la hepatitis cronica por el VHC puede pro-
gresar a cirrosis, con el desarrollo posterior de car-
cinoma hepatocelular (CHC); tercero, actualmen-
te la tinica terapia disponible es el tratamiento com-
binado de interferon alfa pegilado (INF-PEG) y
Ribavirina. Ademas, la infeccion por el VHC se
ha convertido en la principal causa de transplante
hepatico.

Existen reportes de que los salicilatos presen-
tan un efecto antiviral contra algunos flavivirus,
especificamente contra el virus del dengue (DEN)
y el virus de encefalitis japonesa (JEV),' y mas re-
cientemente contra el virus de la influenza.” Ade-
mas, existe evidencia de que los salicilatos son ca-
paces de activar la via de sefalizacion de las protei-
nas cinasas mitogeno activadas (MAPK), que a su
vez regulan la expresion de COX-2."" El 4cido
acetilsalicilico (AAS, aspirina) es un
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) amplia-
mente utilizado a nivel mundial y comtnmente
administrado por prescripcion o automedicacion.
Su mecanismo de accion consiste en bloquear irre-
versiblemente la actividad de la enzima COX (COX-
1/2) al acetilar su sitio activo en el residuo serina
530," esto ocasiona una disminucion en la pro-
duccion de prostaglandinas E, (PGE,). La expre-
sion de COX-2 y PGE, se ha asociado con la regu-
lacion de la replicacion de algunos virus como: el
virus de la hepatitis B, citomegalovirus humano y

gammaherpesvirus, asi como, con el desarrollo de
fibrosis y CHC en humanos.?**
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Con base en lo anterior, nos propusimos eva-
luar el efecto de la aspirina en la replicacion y ex-
presion de las proteinas virales en el sistema de
replicones subgenomicos del VHC, asi como la
participacion de la proteina celular COX-2 y la via
MAPK (p38, MEK1/2 y JNK) en la regulacion de
los mecanismos de replicacion del VHC. Nues-
tros resultados demuestran que la aspirina (4 mM)
posee un efecto antiviral in vitro contra el VHC,
debido a que el AAS no sélo disminuyo los nive-
les del RNA viral (hasta un 58%; figuras 1-2), sino
también los niveles de las proteinas virales NS5A
y NPT (figura 3). Ademis, este efecto fue depen-
diente del tiempo de exposicion siendo mas evi-
dente a las 72 horas postratamiento. Se observo
con interés que el AAS en las células Huh7 VHC
replicon disminuyo los niveles de la proteina COX-
2 (figura 5A), asi como su actividad enzimatica
(figura 5B). Este ultimo efecto confirma el meca-
nismo de accion de la aspirina: bloquear la activi-
dad de COX-2, lo que conlleva a una disminu-
cion en la produccion de PGE,. Aunque el AAS
mostré una tendencia a la disminucion de la acti-
vidad transcripcional de COX-2, este efecto esta-
disticamente no fue significativo (P=NS) (figura
5C, linea 2). El resultado sugiere que la regula-
cion de la aspirina en la expresion de COX-2 no
es a nivel transcripcional y que ademas no es me-
diada por la union del factor de transcripcion NF-
kB, debido a que en las células transfectadas con
el plasmido que contiene dos copias de NF-KB o
con el plasmido que tiene mutados los dos sitios
de unién para NFKB, y que ademas fueron trata-
das con AAS 0 NS398 no mostraron diferencias
significativas en la actividad transcripcional de
COX-2, comparado con las células sin tratamien-
to (definido como 1) (figura 5C, lineas 1, 5).

Se observo ademas que en las células Huh7
VHC replicon, los inhibidores de MEK1/2
(SB203580) y p38 (U0126) revirtieron parcial-
mente el efecto negativo de la aspirina en la expre-
sion de las proteinas del VHC (figuras 6A y 6B,
lineas 6-8). Sin embargo, en presencia del AAS y
del inhibidor de JNK (SP600) se observé un efec-
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to sinérgico en la disminucion de las proteinas
virales (figura 6C, lineas 6-8). Estos resultados su-
gieren que la via de senalizacion de las MAPKSs
parece mediar el efecto negativo inducido por la
aspirina en la replicacion y expresion de las pro-
teinas del VHC.

Conclusién

En resumen, nuestros resultados demuestran que
la aspirina presenta propiedades antivirales in vitro
contra el VHC. Efecto que parece ser modulado
por la via COX-2/MEK1/2/p38 MAPK. Estos
hallazgos sugieren la posibilidad de que la aspiri-
na podria ser un excelente adyuvante en el trata-
miento de la infeccion cronica por VHC.
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Resumen

Existen reportes de que el salicilato de sodio y la
aspirina disminuyen la replicacion de flavivirus.
Por lo anterior, se considerd importante estudiar
el efecto del AAS contra el VHC. Para ello se eva-
luo el efecto del AAS en la replicacion y expre-
sion de las proteinas virales, en el sistema de
replicones subgendmicos del VHC. Las células
fueron incubadas con 2-8 mM de AAS a diferen-
tes tiempos y se determinaron los niveles del RNA
y proteinas virales por PCR en tiempo real y
western blot, respectivamente. Se observo que el
AAS disminuy¢ los niveles del RNA y proteinas
virales. También se encontré que el VHC indujo
la expresion, sintesis y actividad de COX-2. Efec-
tos que fueron regulados negativamente por AAS.
Asi mismo, la inhibicion de p38 y MEK1/2 revir-
ti6 el efecto del AAS. Nuestros resultados sugie-
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ren que el efecto antiviral del AAS puede estar
mediado por la via COX-2/p38/MEK1/2; y la
posibilidad de que el AAS podria ser un excelen-
te adyuvante en el tratamiento de la infeccion cro-

nica por VHC.

Palabras clave: Acido acetilsalicilico (AAS); Virus
de la hepatitis C (VHC), Ciclooxigenasa-2 (COX-
2); Proteinas cinasas mitégeno activadas (MAPK);
Antiinflamatorio no esteroideo (AINE).

Abstract

It has been reported that sodium salicylate and
aspirin inhibit the replication of flaviviruses. There-
fore, we considered it important to test whether
ASA had anti-HCV activity. To this end, we ex-
amined the effects of ASA on viral replication and
protein expression, using an HCV subgenomic
replicon cell culture system. We incubated these
cells with 2-8 mM ASA at different times and
measured HCV-RNA and protein levels by real
time PCR and western blot analysis, respectively.
We found that ASA has suppressive effect on HCV-
RNA and protein levels. We also observed that
HCV-induced the expression, synthesis, and ac-
tivity of COX-2; these effects were down-regulated
by ASA. Inhibition of p38 and MEK1/2 MAPK
prevented the antiviral effect of ASA. Our find-
ings suggest that the anti-HCV effect of ASA can
be mediated by COX-2/p38/MEK1/2 pathway;
and the possibility that ASA could be an excel-
lent adjuvant in the treatment of chronic HCV
infection.

Keywords: Acetylsalicylic acid (ASA), Hepatitis C
virus (HCV), Cyclooxygenase-2 (COX-2); Mitogen
activated protein kinase (MAPK); Nonsteroideal
anti-inflammatory drug (NSAID).
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