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La infeccién crénica por el virus de
la hepatitis C (VHC) puede des-

encadenar enfermedades hepéticas

Q

Premio de
Investigacion

2 01 4
El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, con ge-

U

graves como cirrosis y carcinoma

hepatocelular; afecta a 3% de la po-
blacién mundial y se considera un

problema grave de salud publica.'

noma de RNA de cadena sencilla y polaridad positi-

va. El tratamiento estandar, hasta 2011, consistia en

El presente articulo estd basado en la investigacién “Anélisis Proteémico
¢ identificacién de proteinas y vias de sefalizacién inducidas por 4ci-
do acetilsalicilico en células que espresan el virus de la hepatitis C”,
galardonado con el Premio de Investigacion UANL 2014 en la cate-
gorfa de Ciencias de la Salud, otorgado en sesién solemne del Conse-
jo Universitario de la UANL, en agosto de 2014.
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la combinacién de interferén o pegilado y ribaviri-
na. Recientemente se ha sugerido el uso de inhibido-
res de la proteasa viral (boceprevir o telaprevir); sin
embargo, no en todos los pacientes tratados se con-
sigue una respuesta viroldgica sostenida.’

En la actualidad, los modelos de replicén gend-
mico y subgenémico han hecho posible el desarrollo
de agentes que bloquean especificamente la replica-
cién viral.*” A este respecto, Trujillo e al., con un
sistema de replicon subgenémico tratado con 4cido
acetilsalicilico (AAS), reportaron la disminucién del

* Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina.
** Universidad de Guadalajara, Guadalajara.
Contacto: amrivas@yahoo.ca
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RNA vy proteinas del VHC;® sin embargo, el meca-
nismo implicado estd pobremente definido. Mediante
el andlisis exhaustivo de perfiles proteicos de expre-
sién diferencial entre muestras normales, patolégi-
cas 0 expuestas a un tratamiento obtenidos con elec-
troforesis bidimensional (2-DE) o chips de proteinas,
la proteémica provee informacién de biomarcadores
y blancos asociados a enfermedades.”'°

Con base en lo anterior, examinamos la expre-
sion diferencial de proteinas de la linea celular Huh7,
que expresa las proteinas no estructurales del VHC
(Huh7 replicén-VHC) vy la linea Huh7 parental ex-
puestas a AAS, a fin de elucidar el mecanismo rela-
cionado con la disminucién de la expresién del VHC.
Observamos que la presencia de AAS induce un pa-
trén diferencial de proteinas en células tratadas, y
promueve la activacién de proteinas relacionadas con
progresién celular, proliferacién, inhibicién de la
apoptosis y crecimiento, al mismo tiempo que dis-

minuye la expresién del VHC.
OBJETIVO

Identificar perfiles diferenciales de proteina en célu-
las Huh?7, que expresan proteinas no estructurales
del VHC y en células Huh7 parental expuestas a AAS,
para elucidar el mecanismo involucrado en la dismi-

nucién de la replicacién del VHC mediada por AAS.
MATERIAL Y METODOS
Cultivo celular y tratamiento con AAS 4 mM

Se utilizé la linea celular de hepatocarcinoma Huh?7,
que expresa las proteinas no estructurales del VHC
genotipo 1b (replicén subgenémico) y la linea celu-
lar Huh7 parental (sin replicén). Las células se man-
tuvieron en medio ADMEM (GIBCO-BRL, suple-

mentado con 2% de suero bovino fetal
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(GIBCO-BRL), 1% de aminodcidos no esenciales,
100 U de penicilina G y 100 ug/mL de estreptomi-
cina por mL a 37°Cy 5% de CO.,,. Para el tratamien-

to, las células se sembraron un dia antes y se trataron

con 4 mM de AAS (Sigma-Aldrich)(0-72 h).
Extraccién de proteina total

Las células se trataron con 4 mM de AAS y se incu-
baron por 0 a 72 h. A cada tiempo, las células se
cosecharon y se extrajeron las proteinas totales con
el kit MicroRotofor™ Lysis (Bio-Rad), seguido de la
purificacién de proteinas con el estuche ReadyPrep
2D Cleanup (Bio-Rad). La cuantificacién se realizé

mediante Bradford.
Electroforesis bidimensional y andlisis proteémico

Para la electroforesis 2D, 120 pg de proteina se apli-
caron en tiras IPG (Bio-Rad) de 17 cm pH 3-10. La
separacion en primera dimensién se hizo en el equi-
po Protean IEF Cell (Bio-Rad), con un gradiente de
10,000 V en 2.5h y 40,000 V/h. Las tiras IPG se
equilibraron después en buffer (urea 6 M, SDS 2%,
Tris-HCI 50 mM, pH 8.8, glicerol 30%), con DTT
2 0.5% y buffer con iodoacetamida a 4.5%. La sepa-
racién en segunda dimensidn se realizé con el siste-
ma Protean II XI Cell (Bio-Rad), en poliacrilamida
a 12%, 150 V y 4°C. Se adicioné un marcador de
peso molecular (PM) y punto isoeléctrico (pI) de siete
proteinas conocidas, para establecer puntos de refe-
rencia en el andlisis subsecuente. Todos los geles se pre-

pararon por triplicado.

Andlisis proteémico e identificacién de las protei-

nas sobreexpresadas

Las proteinas se revelaron con tincién de nitrato de

plata (Silver Stain Plus Kit, Bio-Rad). Los perfiles de
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proteinas obtenidos en geles se digitalizaron en el
densitémetro GS-800 (Bio-Rad), y el andlisis
bidimensional se hizo con el software PDQuest
V8.0.1 (Bio-Rad). Se identificaron diferencias en las
proteinas expresadas de acuerdo con Gasteiger ez al.,"!
en las que una herramienta bioinformdtica de pro-
teinas calcula el PM y pl estimado de un dato espe-
cifico de la base de datos Swis-Prot/TtTEMBL, o una
secuencia especifica de aminodcidos.

Brevemente, las proteinas fueron identificadas y
elucidadas bioinformdticamente por su pl y PM con
el programa Tagldent (Uniprot Consortium), (http:/
[www.expasy. org/tools/pi_tools.html). Tagldent rea-
liza la identificacién de proteinas al comparar eti-
quetas de secuencia contra proteinas de la base de
datos Swiss-Prot de una o mds especies de organis-
mos dentro de un intervalo de pI y PM. Ademds, se
realizé un andlisis de componente principal (ACP)
para determinar las proteinas de mayor relevancia en
las condiciones probadas para determinar los coefi-
cientes factoriales (nivel de correlacién y componen-
te principal) con el programa Unscrambler 9.8. Los
datos reportados son los promedios + desviacion es-
tindar de tres experimentos independientes. El ana-
lisis estadistico incluyé la prueba de # de Student
(p<0.05).

RESULTADOS

Colectamos el proteoma celular después de cada pe-
riodo de incubacién (0-72h), con el tratamiento de
AAS 4 mM, enfocindonos en la mdxima inhibicién
de VHC en las células Huh7 replicén (48 y 72h
postratamiento) (*p<0.05).® Los patrones bidimen-
sionales diferenciales mostraron entre 674 y 1416
proteinas por gel, con la mayoria localizada en la re-
gién de alto PM y de pl ligeramente 4cido, distribui-
das en un rango de 10 a 140 kDa (figura 1A y 1B).

El mismo estdndar interno se usé en todas las mues-
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tras. El promedio del nimero de manchas que re-
presentan proteinas individuales o proteinas con mi-
gracion similar obtenidas fue de 923 y 816 para cé-
lulas Huh7 parental y Huh7 replicén, respectivamen-
te. Luego de comparar y normalizar a condiciones
basales las manchas de proteina, se identificaron nu-
merosas manchas expresadas diferencialmente (sub
y sobreexpresadas) entre ambas lineas celulares trata-
das con AAS.

Detectamos 37 manchas de proteina diferencial-
mente expresadas de manera cualitativa, y 343 man-
chas de proteina expresadas diferencialmente de ma-
nera cuantitativa. La comparacion de los geles de
ambas lineas celulares (parental y replicén) mostrd
24 manchas de proteina sobreexpresadas significati-
vamente en las células replicén (3 veces, #test,
p<0.05).

En la figura 1 se muestran perfiles de expresion
proteica representativos de ambas lineas celulares en
ausencia y presencia de AAS 4 mM a diferentes tiem-
pos de exposicién. Encontramos proteinas diferen-
cialmente expresadas, tanto cualitativa como cuanti-
tativamente a 24, 48 y 72 h. A 24 y 48 h, se observa
el mayor niimero de proteinas diferencialmente ex-
presadas con significancia estadistica (tabla I). Los
resultados se evaluaron mediante ACP para distin-
guir proteinas correlacionadas en el contexto del
modelo de estudio, y reducir y discriminar entre el
gran nimero de variables aquéllas con mayor tras-
cendencia. La varianza explicada (EV = 1/n *XX)
con dos componentes principales (CP' y CP?) fue la
siguiente: a las 24h observamos una EV de 86 y 12%;
alas 48 hla EV fue de 57 y 32%, y a las 72h fue de
64 y 20% para las células tratadas o no con AAS,
respectivamente.

En ambos tipos celulares, se analizaron las dife-
rencias en la expresion proteica en respuesta al trata-
miento en las 1416 proteinas detectadas con una

prueba de # independiente. Con interés, observamos

77



Huh?7 parental
[ 1
AAS 4 mM i +

IEF IEF
»10 3 > 10

pl 3

225

PM

10

225

PM

10

298

PM

10

I
AAS 4 mM +

Huh7 VHC-replicon

IEF IEF
»10 3 » 10

pl 3

225

PM

10

225

PM

10

225

PM

10

Fig. 1. Separacién bidimensional de proteinas de células Huh7 parental y Huh7 replicon-VHC obtenida luego de la 2-DE. Las proteinas se separaron en tiras IPG con
gradiente de pH lineal 3-10, con 120 pg de proteina, seguida de SDS-PAGE a 12% (20 cm x 20 cm 1.5 mm). Los geles se tifieron con nitrato de plata (Bio-Rad). A) Andlisis
bidimensional del extracto de proteina de células Huh7 parental tratadas con AAS 4 mM a diferentes tiempos. B) Andlisis bidimensional de la proteina extraida de células

Huh7 replicon-VHC tratadas con AAS 4 mM a diferentes tiempos.

que las células parentales tuvieron una respuesta di-
ferente a la exposicién a AAS, puesto que el total y la
suma de proteinas diferencialmente expresadas a los
tres tiempos fue mayor que las proteinas diferencial-
mente expresadas en las células replicon (167 vs. 57
proteinas, respectivamente) (tabla I). Por otra parte,
las células replicén tienen menos proteinas diferen-
cialmente expresadas a 72h postratamiento (tabla I).
El andlisis protedmico reporté 289 proteinas dife-
rencialmente expresadas entre las células replicon-
VHC, en presencia o ausencia de AAS. Con respec-

to a la identificacién de proteinas involucradas en

disminucién mediada por AAS de la replicacion del
VHC-1b, encontramos que la mayoria de las protei-
nas sobreexpresadas a las 24h del tratamiento con
AAS se relaciona con proliferacion celular, mostran-
do la expresién de las proteinas MTMRG6, FAM22,
HDGEF y HCF-1. Luego de 48 h de exposicién a
AAS, observamos la sobreexpresién de angjostatina,
PI4KA y STAT-1Yy, finalmente, a las 72h postratamiento
se observé sobreexpresion de adenilsuccinato sintasa
(proteina relacionada con la sintesis de purinas en higa-
do), 2’,3’-di-deoxiadenosina, ubiquitin-protein-ligasa
EG6A, adenilsuccinato liasa y nibrina (tabla II).
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Tabla I. Proteinas diferencialmente expresadas encontradas en la linea celular Huh7 parental y replicon luego del tratamiento con AAS.
DIF* Proteinas diferencialmente expresadas. En paréntesis se muestra el nimero de proteinas estadisticamente significativas con t-test
entre los grupos con y sin AAS al mismo tiempo de evaluacion. AAS= 4mM.

Huh7 parental Huh7 replicon

Tiempo -AAS +AAS DIF* -AAS +AAS DIF*

24 h 866 + 141 873 £ 68 p<0.05 (29) 805+ 198 771 +£147  p<0.05(26)

48h 896301 1,089+100 p<0.05 (80) 736133 871+30  p<0.05 (22)

72 h 811 +£104 993 + 74 p<0.05 (58) 745 +288 734+ 183 p<0.05 (9)

Suma 5,528 167 4,662 57
DISCUSION La infeccién por el VHC afecta el ciclo celular y

distintas vias de senalizacién, y contribuye a la

A pesar de los extensos estudios de los  patogénesis viral. Con base en lo anterior, se podrian

antiinflamatorios no establecidos (AINEs), poco se
sabe de sus efectos en las infecciones virales. Nuestro
grupo demostré previamente que el efecto antiviral
de AAS es parcialmente dependiente de la inhibi-
cién de la actividad de cicleoxigenasa-2 (COX-2) y
la sintesis de prostaglandinas en el sistema celular de
replicén subgenémico del VHC 1b.* Con base en el
hallazgo de Trujillo ez al., en este trabajo abordamos
la busqueda de efectores que pudieran intervenir en
el resultado observado para obtener mds informa-
cién del mecanismo antiviral, aplicando técnicas
protedémicas y herramientas bioinformdticas para
analizar globalmente el perfil de expresién proteica
delalinea celular humana de hepatocarcinoma Huh?7,
en presencia y ausencia de tratamiento con AAS.
Varios de nuestros hallazgos concordaron con datos
reportados en que se empled un sistema de cultivo
celular con el replicén subgenémico/genémico del
VHC."*!Estas diferencias de expresién entre las con-
diciones estudiadas coinciden con reportes previos
en la expresién diferencial de las células Huh7 y las
células que expresan las proteinas no estructurales
del VHG;" sin embargo, adicionalmente, se encon-
traron diferentes patrones de proteina en los
hepatocitos que expresaban las proteinas del VHC y
células tratadas con AAS.
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explicar los resultados que obtuvimos al comparar
las proteinas diferencialmente expresadas de las cé-
lulas Huh7 parental y Huh7 replicén, en respuesta a
la exposicién de AAS (tabla I). El tratamiento con
AAS afecta la expresién proteica de la célula hospe-
dera; pero, al mismo tiempo, el perfil de proteinas es
afectado por la presencia de las proteinas virales.

Se encontré que el VHC promueve la activaciéon
de proteinas relacionadas en la proliferacién y pro-
gresion del ciclo celular. MTMR6, HDGF y HCF-
1 se han asociado previamente con la inhibicién de
la apoptosis, la unién a oncoproteinas, el estimulo
del crecimiento celular y la progresién del ciclo celu-
lar, respectivamente. Luego de 48 h postratamiento
con AAS, el virus continta promoviendo la prolife-
racién y la progresién de la célula huésped por in-
duccién de la proteina PI4Ka y angiostatina. Sin
embargo, de manera simultdnea, se identificaron pro-
teinas relacionadas con el arresto celular y apoptosis
como STAT1 y tioredoxin-reductasa. Previamente,
Hartman ez al. reportaron que STAT1 en presencia
de interferon (IFN) promueve el arresto del ciclo ce-

' Por su parte, Hinze et al. y

lular y la apoptosis.
Ganther e# al. sugieren que la tioredoxin-reductasa
participa como antioxidante, al reducir el proceso

viral."!® Nuestros resultados muestran que a las 72h
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Tabla Il. Proteinas diferencialmente expresadas encontradas en la linea celular Huh7 parental y replicon luego del tratamiento con AAS.
DIF* Proteinas diferencialmente expresadas. En paréntesis se muestra el nimero de proteinas estadisticamente significativas con t-test
entre los grupos con y sin AAS al mismo tiempo de evaluacion. AAS= 4mM.

Valor experimental Valor teorico Diferencia
PM pl PM pl PM pl
Proteinas Replicon 24 h AAS (-) Vs Replicon 24 h
AAS(+)*
Factor de crecimiento derivado de hepatoma (HDGF) 34.1 3.9 34.1 4.1 0 0.2
Inhibina 12.8 4.7 12.8 4.9 0 0.2

BRISC y BRCA1 36.6 4.5 36.56 4.6 0.04 0.1
Antigeno de superficie A33 333 4.8 33.27 4.79 0.03 0.01
Poli(ADP-ribosa) glicohidrolasa ARH3 38.9 5 38.94 4.95 0.04 0.05
Ubiquilina-1 62.4 5.1 62.38 5.03 0.02 0.03
FAMI13B 104.6 4.9 104.54 4.87 0.06 0.03
Factor celular de hospedero 1 (HCF-1) 97.6 5.1 97.53 5.14 0.07 0.04
Caveolina-3 17.2 5.5 17.25 5.5 0.05 0
Proteina relacionada a miotubularina (MTMRG6) 73.4 7 73.38 7.01 0.02 0.01
FAM22D 86.3 7 86.27 6.98 0.03 0.02
Draxina 36.1 8.1 36.03 8.08 0.07 0.02
Gamma-glutamilhidrolasa 33.8 7.2 33.68 7.2 0.12 0
Proteinas Replicon 48 h AAS (-) Vs Replicon 48 h

AAS(+)°

Regulador de crecimientocelular 38.52 5.1 38.24 5.05 0.05 0.05
Proteina MRVI1 96.1 5.4 96.14 5.45 0.04 0.05
Tioredoxinreductasa 2 30 59 30.1 5.86 0.01 0.04
Fosfatidilinositol 4-quinasa (PI4KA) 54.8 5.7 54.7 5.7 0.1 0
Dipeptidasa 3 46.9 6.2 46.9 6.2 0 0
STAT-1 86.1 6.2 85.99 6.19 0.01 0.01
Angiostatina 43.9 8.2 44 8.3 0.1 0.1
Proteinas Replicon 72 h AAS (-) Vs Replicon 72 h

AAS(+)*

Isoforma 1BC de catenina delta 105.8 5.8 105.8 5.8 0 0
Ubiquitin protein-ligasa E3A 100.3 5.1 100.2 5.12 0.1 0.02
ActivadortranscripcionalMyb/Lamina 72.1 6.4 72.03 6.35 0.07 0.05
Nibrin 85.1 6.5 84.9 6.49 0.2 0.01
Adenilsuccinatoliasa 54.7 6.7 54.75 6.73 0.05 0.03

del tratamiento con AAS, se sobreexpresan proteinas
como la ubiquitin-protein-ligasa EGA, adenil-
succinato liasa y nibrina que podrian participar en la
inhibicién de la replicacién del VHC. A este respec-
to, Shirakura ez al. mencionan que la ubiquitin-

protein-ligasa EGA participa en la degradacién de la
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proteina de la cdpside del virus." La adenil-succinato
liasa se requiere para la activacién de la via antiviral
de la proteina 2’,3'di-dideoxiadenosina. Otra pro-
teina sobreexpresada fue la nibrina, de la cual se ha
reportado que posee actividad oncogénica y un rol

en la reparacién de las roturas de doble hebra.
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Las proteinas identificadas podrian sugerir que
en las horas tempranas, luego de la infeccién, el virus
promueve la desregulacién de la proliferacién y el ciclo
celular en su beneficio y que, después del tratamiento
con AAS, la célula infectada comienza el proceso de
defensa. Deben realizarse mds experimentos, a fin de
validar tanto los hallazgos del andlisis proteémico como
del andlisis 7 silico para seguir esclareciendo el panora-

ma molecular de la infeccién por VHC.
CONCLUSION

La caracterizacién parcial de proteinas diferencial-
mente expresadas, durante el tratamiento con AAS,
apunta hacia la identificacién de candidatos relacio-
nados a su actividad antiviral. El andlisis proteémico
efectuado provee informacién global de cémo se
modifica el proteoma de las células Huh7 replicén,
en respuesta a la exposicién con AAS, asi como indi-
cios que contribuyen al entendimiento del mecanis-

mo de replicacién y patogénesis del VHC.
RESUMEN

El AAS disminuye la expresién del VHC por meca-
nismos atin desconocidos. Se compararon perfiles de
expresion proteémica en células de hepatocarcinoma
(Huh?) y células que expresan proteinas no estruc-
turadas del VHC (Huh7-VHC) tratadas con AAS
4mM. Los perfiles obtenidos mediante electrofore-
sis bidimensional fueron analizados por pI y PM. Se
identificaron diferentes patrones entre células Huh7-
VHC tratadas y no tratadas con AAS. Entre las pro-
teinas diferencialmente expresadas encontramos pro-
teinas relacionadas con proliferacién celular
(MTMRG6, FAM22, HDGF y HCF-1) y sobreex-
presion de angiotensina, PI4KA y STAT-1. A las 72
h, identificamos sobreexpresion de adenil-succinato

sintasa, 2’-3’-di-deoxiadenosina, proteina ligasa de

CIENCIA UANL / ANO 18, No. 71, ENERO-FEBRERO 2015

ubiquitina E6A, adenilsuccinato-liasa y nibrina. ELAAS
induce diferentes patrones proteicos en células Huh7-
VHC, promoviendo la activacién de proteinas relacio-
nadas con progresién celular, reparacién de DNA, in-

hibicién de apoptosis y estimulacién del crecimiento.

Palabras clave: Acido acetilsalicilico (AAS), Virus de
la hepatitis C (VHC), Proteoma, Protedmica, Elec-
troforesis bidimensional (2-DE).

ABSTRACT

ASA has been shown to downregulate HCV expres-
sion; however, the involved mechanisms are un-
known. We used proteomic analysis to compare pro-
tein expression profiles between human
hepatocarcinome cells (Huh7) and Huh7-HCV cells
harboring expression of non-structural HCV pro-
teins to elucidate the mechanisms involved in ASA-
mediated downregulation of HCV replication. Cell
lines were treated with 4 mM ASA and harvested to
isolate total proteins, which were resolved by 2-DE.
Gels were analyzed and proteins elucidated by pl
and MW patterns. Different protein patterns among
hepatocytes expressing HCV-proteins in ASA treated
and untreated cells were found. Among proteins dif-
ferentially expressed we found proteins related to
cellular proliferation (MTMRG6, FAM22, HDGEF y
HCEF-1) and overexpression of angiotensin (PI4KA
y STAT-1). We found that ASA induces different
protein patterns in Huh7-HCV cells promoting ac-
tivation of proteins involved in cell progression, re-
pair of double strand breaks, proliferation, inhibi-
tion of apoptosis and growth stimulation at the same

time that it decreased HCV expression.
Key words: Acetylsalicylic acid (ASA), Hepatitis C

virus (HCV), Proteome, Proteomics, Bidimensional

electrophoresis (2-DE).
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