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RESUMEN

ABSTRACT

El agente etioldgico de la hepatitis C cronica es el VHC,
el cual es un virus que desencadena estrés oxidativo ce-
lular; sin embargo, el mecanismo nvolucrado es des-
conocido. En este trabajo se encontrd que s-adenosil
metionina (SAM) inhibe la replicacion del VHC a ni-
vel transcripcional y traduccional a una dosis de 1TmM
durante 24-72 h. Se demostré que SAM es capaz de
modular negativamente la actividad de quimotripsina
del proteasoma v el efecto se potencia al combinar un
inhibidor del proteasoma (MG132) con SAM. Ademas,
la adicion de SAM estimula la biosintesis de GSH en el
contexto de la infeccion por VHC.

Palabras clave: VHC, SAM, GSH, proteasoma, Estrés
oxidativo.

La hepatitis C es una de las enfermedades infeccio-
sas de gran importancia médica a nivel mundial, por
el significativo numero de personas infectadas (~200
millones de individuos) en el mundo (WHO, 2015). En
Mexico, la hepatitis C figura dentro de las principales
causas de cirrosis hepatica (Valdespino et al., 2007). El
VHC es el agente causal de la hepatitis C vy se encuentra
clasificado dentro del género Hepacivirus en la familia
Flaviviridae. El genoma del VHC consiste de una cade-
na sencilla de RNA de polaridad positiva y que codifica
para una poliproteina que contiene las proteinas estruc-
turales, las cuales forman la particula viral; la proteina
del core y las glicoproteinas de la envoltura E1 y E2.
Las proteinas no estructurales incluyen el canal ionico
P7, la proteasa NS2-3, la serin proteasa NS3 y la RNA
helicasa, el polipéptido NS4A, las proteinas NS4B y
NS5A; v 1a NS5B, que corresponde a la polimerasa de-
pendiente de RN A (Lindenbach y Rice, 2005).

The etiological agent of chronic hepatitis C is the VHC
which is a virus that trigger the celullar oxidative stress;
however, the mechanism involved is yet unknown. This
current work found that S-adenosyl methionine (SAM)
iinhibit the replication of VHC in a transcriptional and
translational to a dosahe of 1mM during 24-72 h. Tt was
demonstrated that SAM is able to negatively adjust the
activity of chymotrypsin from the proteasome and the
effect 1s capable to combine a proteasome inhibitor
(MG132) with SAM. Moreover, the addition of SAM
stimulate the biosynthesis of GSH in context with the
VHC infection.

Keywords: VHC, SAM, GSH, Proteasome, Oxidative
Stress.

Actualmente, el tratamiento para Hepatitis C con-
siste en la combinacion de agentes antivirales de ac-
cion directa, como sofosbuvir (FDA, 2013), ledipasvir,
daclatasvir (USFDA, 2015), asunaprevir, paritaprevir,
ombitasvir, dasabuvir, elbasvir y grazoprevir {(Tamori,
Enomoto y Kawada, 2016; EASL, 2015). Estos nuevos
esquemas confieren una respuesta viral sostenida ma-
yor a 95% en la mayoria de los genotipos, includo el
genotipo 1, que es el mas prevalente en México.

Uno de los retos, una vez que se elimine al virus con
el uso de los nuevos antivirales, es tratar la enfermedad
hepatica remanente, ya que los antivirales s6lo estan
dirigidos para bloquear la replicacion viral. Una terapia
ideal contra la hepatitis C cronica involucra el trata-
miento con antivirales de accion directa v un agente an-
tifibrético, lo cual sera uno de los retos en los proximos
afios (Arif, Levine v Sanderson, 2003).
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En 2011, Feld et al reportaron la adicion de s-ade-
nosil metionina (SAM) en el retratamiento de pacien-
tes con hepatitis C no respondedores, combinado con
PEG-IFN+RBV (Feld et al, 2011), encontrando que
53% de los pacientes tuvieron respuesta viral temprana
y 39% presentaron RVS. Sin embargo, se desconoce el
mecanismo por el cual SAM tiene este efecto en la re-
plicacidn del VHC. SAM se utiliza como antioxidante
y para tratar hepatopatias colestasicas, s6lo de forma
reciente se ha empezado a estudiar su efecto en la repli-
cacion del VHC tanto in vitro como in vivo,

Por todo lo anterior, en este trabajo se estudiaron
los posibles mecanismos por los cuales SAM ejerce su
efecto antiviral, con la finalidad de generar mayor co-
nocimiento acerca de los mecanismos de patogenicidad
del VHC, lo cual es de utilidad para la identificacion
de blancos terapéuticos que pudieran potenciar el efec-
to de la terapia antiviral actual.

METODOLOGIA

Cultivo de células y tratamiento con

SAM

Se utilizod una linea celular de hepatoma humano, Huh7-
VHC replicon, que contiene un replicon subgenomico
del VHC genotipo 1b que expresa las proteinas no es-
tructurales del VHC (L.ohmann ef al., 1999). Las célu-
las fueron cultivadas en medio ADMEM suplementado
con 2% de SBE, 1% de amincacidos no esenciales, 1%
de glutamina y 1% de antibidticos (penicilina y estrep-
tomicing). Las células se cultivaron en una atmosfera
de CO, de 5% a 37°C. Para los diferentes ensayos, las
celulas se sembraron un dia antes y luego fueron trata-
das con SAM 1mM de 0-72h.

Cuantificaciéon del RNA de VHC por
qPCR

Células Huh7 VHC-replicon fueron sembradas y tra-
tadas con SAM 1mM por 24-72h. El RNA total de los
tiempos, 24, 48 y 72h, fue extraido utilizando TRizol,
de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Los
precipitados de RNA se lavaron una vez en etanol 75%
y se resuspendieron en 30 pl. de agua libre de RNA-
sas. Se sintetizd el cDNA a partir del RINA obtenido.
Los ¢cDNAs fueron sometidos a gPCR para la detec-
cion de VHC y de tres genes enddgenos, Ribosomal
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185 (RPS18), actina y GAPDH, que fueron utilizados
como genes normalizadores en el calculo de cuantifi-
cacion relativa por AACL Las reacciones se llevaron a
cabo con 100 ng de cDNA por triplicado, utilizando los
primers v sondas especificas para cada gen.

Cuantificacién de la expresién de
NS5A por awestern blot

Se sembraron células Huh7 VHC-replicon y se trataron
cOmo se menciono previamente. Se extrajo la proteina
total a las 24, 48 v 72 h postratamiento, utilizando un
buffer de lisis de proteinas. Se determind la concen-
tracion de proteina total por el método de Bradford.
Cantidades iguales de proteina se separaron en un
SDS-PAGE a 12% y fueron transferidas a membranas
de PVDF. Las membranas se incubaron con uno de los
anticuerpos antiNS5A y antiactina. La deteccion se rea-
lizd usando el reactivo Western Blotting Chemilumi-
nescence Luminol Reagent. Se realizo cada experimen-
to por triplicado.

Cuantificaciéon de glutation total v
relacion GSH/GSSG

La deteccion de GSH (glutation reducido) y GSSG
{glutation oxidado) se realizd mediante el método de
reciclamiento de Ellman. Se ley0 la absorbancia a 405-
414 nm para obtener la estimacion de la concentracion
de glutation en la muestra. Células Huh7 VHC-replicon
fueron tratadas con SAM 1 mM, durante 1,2, 6, 12y 24
h. Las células se lisaron mediante ciclos de congelacion
y descongelacion en PBS 1X. GSSG se midio mediante
la derivatizacion de GSH con 2-vinilpiridina. El espec-
trofotdmetro XMark TM de microplacas se utilizo para
la medida de absorbancia usando un filtro de 415 nm.

Ensayo de actividad del proteasoma de
tipo quimotripsina

El ensayo in vitro de la actividad de quimotripsi-
na del proteasoma 265, consistido en una reaccion de
fluorescencia basada en la liberacién del fluordforo
7-amido-4-metilcumarina (AMC) del péptido sustrato,
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC; la cual se lleva a cabo s1
la actividad de tipo quimotripsina esta presente en las
celulas. Las células Huh 7 VHC-replicon fueron reco-
lectadas, se extrajo y cuantifico proteina por el método
del acido bicinconinico (BCA), v se utilizaron 20 pg
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de proteina para el ensayo de actividad de proteasoma
adicionando 20uM del sustrato fluorogénico comer-
cial. El AMC liberado por la hidrolisis fue monitorea-
do cada 30 min de adicionado el sustrato por 3h/380
nm excitacion y 460 nm emision. Se cuantificod la ac-
tividad de quimotripsina del proteasoma a las 12-72 h
de células tratadas v no tratadas con SAM; ademas se
utilizo MG 132 (1 uM), un inhibidor del proteasoma,
como control positivo de inhibicion de la actividad del
proteasoma; se realizd ademas una combinacion de
los tratamientos de SAM vy MG132. Los resultados se
muestran en unidades relativas de fluorescencia (RFU,
del inglés, relative fluorescence units).

Andlisis estadistico y software
utilizados

Los experimentos se realizaron al menos tres veces y
cada condicion por triplicado. Los resultados fueron
evaluados por ANOVA o ¢ student utilizando el progra-
ma SPSS version 17.0 se considero una diferencia sig-
nificativa, cuando el valor de p fue menor a 0.05 0 0.01.

RESULTADOS

SAM disminuye la replicacion del

VHC vy la expresién de la proteina no
estructural NS5A

Se realizo el analisis de la expresion del RNA-VHC,
por medio de qPCR, para lo cual se sembraron células
Huh7-VHC replicon; al dia siguiente se inici6 el tra-
tamiento con SAM 1mM, v enseguida se adiciono el
tratamiento de PEG-IFN (1000 Ul/ml) y RBV (50 uM),
se extrajo RNA total una vez cumplido el tiempo de tra-
tamiento, 0-72 h. Se sintetizo el cDNA por retrotrans-
cripeion y se prosiguio con la cuantificacion del RNA
viral por gPCR. El analisis se hizo por medio de cuanti-
ficacion relativa AACK, dando al contrel sin tratamiento
el valor de 1. El tratamiento con PEG-IFN+RBYV, uti-

lizado como control positivo de inhibicion de la repli-
cacion del VHC, mostro la inhibicion esperada a los
diferentes tiempos evaluados. El nivel de RNA-VHC
en presencia de SAM en monoterapia disminuyo a un
50% a las 24h y tal efecto fue tiempo dependiente, mos-
trando una inhibicion de 60% a las 72h postratamiento.
En la terapia combinada se observo un efecto aditivo
de inhibicidn de la expresion del RNA-VHC (figura 1).
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Figura 1. Expresion de RNA-VHC por qPCR. Se cuantifico el RNA-
VHC mediante gP CR utilizando el método de AACt, dandole el valor
de 1 al control sin tratamiento. Cada barra representa el promedio de
tres repeticiones. *p < 0.01 comparacién SAM vs. Control. £ p <0.01

comparacion SAM+PEG-IFN+RBV vs. Control.

Con la finalidad de determinar si el tratamiento con
SAM modifica la expresion de las proteinas virales,
se realizo un ensayo para extraer proteinas totales, se
adiciond el tratamiento con SAM y tratamiento con
PEG-IFN+RBYV, se extrajo la proteina total a las 0,
24, 48 v 72 h posteriores al inicio del tratamiento. Se
cuantificaron las proteinas por el método de Bradford y
se procedio a realizar el westemn blot para detectar los
niveles de la proteina viral NS5A usando como control
de carga un anticuerpo contra B-actina. Se observé una
disminucion de la proteina NS5A de 40-60% durante
los tres tiempos evaluados, comparando con el control
de células Huh7-VHC replicon sin tratamiento (figura
2), de esta manera se confirmo que el efecto es a mvel
transcripeional y traduccional. En el control positivo,
PEG-IFN+RBYV, se observd el efecto de disminucion
esperado.
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Figura 2. Western blot de la proteina no estructural NS5A v de B-actina. Imagen representativa de tres repeticiones.
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SAM estimula la biosintesis de
glutation

Se evalud la concentracion de glutation total por el mé-
todo de Ellman. En presencia de SAM la sintesis de
GSH se incrementa desde las 6h postratamiento. En
cuanto a la relacion glutation reducido/oxidado no se
observaron cambios significativos durante los diferen-
tes tiempos en el tratamiento (figura 3).
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Figura 3. Cuantificacion de GSH y GSSG en células Huh7-VHC
replicon. A. Ensayo de cuantificacion de glutation total en células
Huh7-VHC replicén v, B. la relacion de glutation reducido-glutatidén
oxidado.

SAM disminuye la actividad catalitica
de tipo quimotripsina del proteasoma

Se midio la actividad del proteasoma utilizando un
método de fluorescencia. Se sembraron células Huh7-
VHC replicon, se trataron con SAM 1mM, MG132 1
pM v la combinacion de ambos. Se lisaron las células a
diferentes tiempos 12, 24, 48 y 72h postratamiento. La
actividad quimotripsina fue medida usando un sustrato
fluorogénico para la actividad catalitica de quimotrip-
sina que reside en la subunidad 20S del proteasoma
{Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC). Se realizo una cinética
midiendo la fluorescencia (380 nm excitacion, 460 nm
emision) cada 30 min una vez afiadido el sustrato. En la
figura 4 se resumen los resultados obtenidos para los di-
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ferentes tiempos v condiciones. SAM disminuye la ac-
tividad de quimotripsina a las 24, 48 y 72 h (10-20%) y
al combinar los dos agentes el efecto es mayor compa-
randolo con el control positivo de inhibicion (MG132)
alcanzando una inhibicién de alrededor de 20-30% més
que el control positivo.
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Figura 4. Actividad de tipo quimotripsina del proteasoma. Células
Huh7-VHC replicon en presencia de SAM comparadas con los con-
troles sin tratamiento. Se evalud la fluorescencia directamente pro-
porcional a la actividad del proteasomaalas A 12y 24hyB. 48y 72
h. Se indica con un signo de — o + la adicion de los diferentes trata-
mientos. p<<0.05 *comparado vs. Control, **comparado vs. MG132.

DISCUSION

En 2011, reflejando la busqueda de alternativas al tra-
tamiento de PEG-IFN y RBV, se demostrd la actividad
antiviral de SAM, frente a la infeccidn in vivo e in vitro
de VHC, en un esquema combinado con PEG-IFN, en
ese entonces el tratamiento estandar. Feld ef al. repor-
taron datos acerca del posible mecanismo de accion de
SAM. En dicho estudio sugirieron que SAM es capaz
de potenciar el efecto antiviral de PEG-IFN, basandose
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en que SAM puede estar relacionado a una respuesta
viral temprana (Feld et al, 2011). En el presente tra-
bajo, demostramos que SAM regula la expresion del
VHC por si solo (sin la participacion de PEG-IFN y
RBV), en una linea celular de hepatoma que expresa
las proteinas no estructurales del virus (L.ozano-Sepul-
veda et al., 2016). Nuestros resultados concuerdan par-
cialmente con los de Feld et al, ya que demostramos
que SAM posee una accion antiviral contra el VHC sin
ayuda de PEG-IFN y RBV. En el reporte de Feld, el
efecto in vitro de la adicion de SAM fue significativo
a partir de las 72 h, en terapia combinada con PEG-
IFN, mientras que en nuestros experimentos encontra-
mos una disminucion de la expresion del VHC (RNAy
NS5A) desde las 24 h de tratamiento. La discrepancia
observada puede ser debida a la diferencia en las dosis
utilizadas en ambos trabajos, la dosis maxima utilizada
por Feld et al. fue de 1.6 nM, en este trabajo la dosis
mas alta usada fue de 1mM, sin comprometer la viabili-
dad de las células (Lozano-Sepulveda et al., 2016). Con
nuestros resultados demostramos que SAM disminuye
la expresion de VHC en dos niveles, a nivel RNA y
a nivel proteina, en este caso la proteina NS5A, con
la cual se confirmd la disminucion de la expresion del
VHC por accion de SAM.

El objetivo principal de este trabajo fue investigar
el o los mecanismos de accion de SAM sobre la re-
plicacion del VHC. Para ello nos enfocamos en fres
principales vias, como antioxidante, como estimulante
de la via de IFN (datos no mostrados) y como modula-
dor del proteasoma. Debido a que SAM es el principal
precursor de la sintesis de GSH, se investigd la via de
sintesis de GSH y la relacion glutation reducido/oxi-
dado. En nuestro trabajo encontramos que SAM indu-
ce la sintesis de glutation; sin embargo, el aumento de
la sintesis de GSH no tuvo efecto en la generacion de
ROS en ninguno de los dos niveles evaluados, citosol y
mitocondria, de las células que expresan las proteinas
virales (datos no mostrados).

Se ha demostrado que la estabilidad de las proteinas
virales es regulada por el proteasoma (Shirakura et af.,
2007, Moriishi et al., 2010) vy que el VHC desencadena
la degradacion de factores del huésped (Munakata ef
al., 2007). Por otro lado, se sabe que SAM es capaz
de regular la actividad del proteasoma (Tomasi ef al.,
2012), por tal motivo, en este trabajo se exploro la par-
ticipacion del proteasoma en el mecanismo de SAM
contra el VHC. Nuestros resultados muestran que SAM
es capaz de disminuir la actividad del proteasoma de
manera tiempodependiente y ademas que esta dismi-
nucion se mantiene a lo largo del tiempo, aun y cuando
solo se usd una sola administracion de SAM, utilizan-
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do un inhibidor del proteasoma, MG132, se observo
un efecto similar en los tiempos largos de tratamiento.
Este representa un campo que puede explorarse, ya que
existen reportes en donde SAM muestra tener accion
sobre la sumoilacion (Tomasi et al., 2012) (un proceso
parcialmente ligado a la ubiquitinacidon) y se ha suge-
rido que la proteina NS5A es capaz de sumoilarse y de
esta manera llevar a cabo su funcién como cofactor de
NS3B (Lee et al, 2014).

En este trabajo se identifico un nuevo mecanismo
de accidn de SAM que involucra la disminucion de la
actividad de quimotripsing, esto es algo que no se ha-
bia descrito antes en el contexto de infeccidén con el
VHC. Los presentes datos facilitan la implementacion
de nuevos enfoques para investigar la via de degrada-
cidn de proteinas por proteasoma, en donde se pueden
encontrar blancos terapéuticos que puedan servir como
potenciadores en la terapia actual.

REFERENCIAS

Arif, A, Levine, R, Sanderson, S. (2003). Regression
of fibrosis in chronic hepatitis C after therapy with in-
terferon and ribavirin. Dig Dis Sci., 48(7):1425-1430.

EASL (2015). EHasl recommendations on treatment
of hepatitis C 2015. J Hepatol. 2015,61(2):373-395.
do1:10.1016/).jhep.2014.05.001.

FDA. (2013). FDA approves Sovaldi for chronic hepa-
titis C. Disponible en: http://www.fda.gov/newsevents/
newsroom/pressannouncements/ucm 377888 htm

Feld, .1, et al. (2011). S-adenosyl methionine impro-
ves early viral responses and interferon-stimulated gene
induction in hepatitis C nonresponders. Gastroenterolo-
gy, 140(3):830-839. doi:10.1053/).gastr0.2010.09.010.

Gqil, M.P, et al (2001). Biologic consequences of
Statl- independent IFN signaling. Proc Natl Acad Sci.,
98:6680-6685.

Krishnan, P, Beyer, I, Koev, G. (2012). Antiviral acti-
vity and resistance profiles for ABT-267, a Novel HCV
NS3A inhibitor, in vitro and during 3-day monotherapy
in hev genotype-1 (gtl)-infected treatment-naive sub-
jects. Hepatology, 56:1069A.

Lee, H.S,, ef al. (2014). SUMOylation of nonstructural
5A protein regulates hepatitis C virus replication. J V-
ral Hepat., 21(10):e108-e117. doi:10.1111/vh.12241.

CIENCIA LANL 7 A0 21, No. 87 enero-febrero 2018



Lindenbach, B.D., v Rice, CM. (2005). Unravelling
hepatitis C virus replication from genome to function.
Nature, 436(7053):933-938. doi1:10.1038/nature04077.

Lohmann, V, et al (1999). Replication of Subge-
nomic Hepatitis C Virus RNAs in a Hepatoma Cell
Line. Science, 285(5424):110-113. do1:10.1126/scien-
ce.285.5424.110.

Lozano-Sepulveda, S.A., et ol (2016). S-ade-
nosyl-L-methionine modifies antioxidant-enzymes,
glutathione-biosynthesis and methiomine adenosyl-
transferases-1/2 1n hepatitis C virus-expressing cells.
WorldJ Gastroenterol, 22(14):3746-3757. doi: 10.3748/
wig.v22.114.3746.

Moriishi, K., et al. (2010). Involvement of PA28gam-
ma in the propagation of hepatitis C virus. Hepatology,
52:411-420.

Munakata, T., et al. (2007). Hepatitis C virus induces
E6AP-dependent degradation of the retinoblastoma
protein. PLoS Pathog., 3:1335-1347.

Ramana, C'V., et al. (2001). Statl-independent regu-
lation of gene expression in response to [FN-gamma.
Proc Natl Acad Sci., 98:6674-6679.

Rivas E., AM.,, et al. (2012). Cu/Zn superoxide dis-
mutase (SOD1) induction 1s implicated in the antioxi-
dative and antiviral activity of acetylsalicylic acid in
HCV-expressing cells. 4JP Gastrointest Liver Physiol.
302(11):G1264-G1273. doi:10.1152/ajpg1.00237.2011.

Shirakura, M., et al. (2007). E6GAP Ubiquitin Ligase
Mediates Ubiquitylation and Degradation of Hepa-
titis C Virus Core Protein. J Firol, 81(3):1174-1185.
doi:10.1128/TVI.01684-06.

CIENCIA LIANL 7 &R0 21, No. 87 enero-febrero 2018

Tamori, A, Enomoto, M., y Kawada, N. (2016). Recent
Advances in Antiviral Therapy for Chronic Hepatitis C.
Mediators Inflamm, Vol. 2016, Article ID 6841628, 11
pages, 2016. doi:10.1155/2016/6841628.

Tomasi, M.L., et al (2012). S-adenosylmethionine
Regulates Ubiquitin-Conjugating Enzyme 9 Protein
Expression and Sumoylation in Murine Liver and Hu-
man Cancers. Hepatology, 56(3):982-993. doi1:10.1002/
hep.25701.

US Food and Drug Admimstration. (2015). FDA
Approves New Treatment for Chronic Hepatitis C Ge-
notype 3 Infections. Disponible en: https//www.fda.
gov/NewsHEvents/Newsroom/PressAnnouncements/
ucm435888.htm

Valdespino, I.L., et al. (2007). Seroprevalencia de la he-
patitis C en adultos de México: jun problema de salud
publica emergente? Salud Publica Mex., 49 (SUFPL.
3):395-403. doi:10.1590/50036-36342007000900011.

Wang, Y., et al. (2013). Induction of interferon-y con-
tributes to Toll-like receptor-3 activated hepatic stella-
te cell-mediated hepatitis C virus mhibition in hepa-
tocytes. J Viral Hepat., 20(6):385-394. doi:10.1111/
jvh.12040.

WHO (2015, julio). Hepatitis C Fact sheet N°164.
Disponible en: http://www. who.int/mediacentre/facts-
heets/fs164/en/

Recibido: 8 de septiembre de 2017

Aceptado: 13 de octubre de 2017

45



