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ABC ATP(adenosin trifosfato)-binding casette
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ADN Acido desoxirribonucleico
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AGL Acidos grasos libres
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AML-12 Alpha mouse liver 12
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ANOVA Test de analisis de varianza
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ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ATF6 Factor de transcripcidén activador 6

CD81 Cluster de diferenciacién 81

ChREBP Proteina de unién al elemento de respuesta a carbohidratos
CLDN1 Claudina-1

CMV Citomegalovirus

COX-2 Ciclooxigenasa-2

CPT Carnitina palmitoil transferasa

CYP Citocromo P450

DAAs Agentes que actuan directamente sobre el virus
DAPI 4’,6-diamino-2-fenilindol

DCF 2’,7'-diclorofluoresceina

DCFH-DA 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina-diacetato

DEPC Dietilpirocarbonato

DGAT Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa

DHE Dihidroetidio

dNTP Desoxinucleoétidos trifosfato

DO Densidad optica

DR-4 Repeticidn directa con separador de 4 nucleétidos
EDTA Acido etiléndiaminotetraacético

EEM Error estandar de la media



elF Factor de iniciacion de la traduccion en eucariotas
ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
ERAD Degradacion asociada al reticulo endoplasmatico
ERNs Especies reactivas de nitrégeno

EROs Especies reactivas de oxigeno

ERSEs Elementos de respuesta a estrés del reticulo endoplasmatico
ETH Etidio

FAS Sintasa de acidos grasos

FABP Proteina de unién a acidos grasos

FAT/CD36 Translocasa de acidos grasos CD36

FATP Proteina transportadora de acidos grasos

FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos
FXR Receptor X farnesoide

GAGs Glicosaminoglicanos

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

HDL Lipoproteina de alta densidad

HMG-CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa
HPRT Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa

HSP Proteina de choque térmico

IFN Interferdén

IL Interleucina

iNOS Sintasa de 6xido nitrico inducible

Insig Gen inducido por insulina

IRES Sitio interno de entrada al ribosoma

IRE1 Enzima 1 que requiere inositol

LCAD Acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga

LDL Lipoproteina de baja densidad

LXR Receptor X del higado

LXRE Elemento de respuesta a LXR

MC4R Receptor 4 de melanocortina

MCAD Acil-CoA deshidrogenasa de cadena media

MCD Deficiente en metionina y colina

miARN Micro ARN

mTOR Diana de rapamicina en células de mamifero

MTP Proteina microsomal de transporte de triglicéridos
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

NAFLD Enfermedad de higado graso no alcohdélica



NASH
NF-xB
OCLN
PBS
PCR
PERK
PGC-1la
PGE,
PI3K
PKA
PPAR
pre-miARNs
pri-miARNs
PTEN
gPCR
RISC
RT-qPCR
RVS
RXR
SCAP
SCD
SDS
siRNA
SR-BI
SRE
SREBP
TEMED
TG
TNFa
TZD
UPREs
UTR
VHC
VIH
VLCAD
VLDL
XBP1

Esteatohepatitis no alcohdlica

Factor nuclear kappa B

Ocludina

Tampdn fosfato salino

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Proteina quinasa del reticulo endoplasmatico
Co-activador 1 de PPARy

Prostaglandina E;

Fosfoinositol 3 quinasa

Proteina quinasa A

Receptor activado por el proliferador de peroxisomas
Micro ARNs precursores

Micro ARNs primarios

Homologo de fosfatasa y tensina

PCR cuantitativa a tiempo real

Complejo silenciador inducido por ARN
Transcripcidn reversa-PCR cuantitativa a tiempo real
Respuesta viroldgica sostenida

Receptor X retinoide

Proteina activadora de la escisidon de SREBP
Estearoil-CoA desaturasa

Dodecil sulfato sddico

ARN pequeiio de interferencia

Receptor scavenger clase B tipo |

Elemento regulador de esteroles

Proteina de unién al elemento regulador de esteroles
Tetrametiletilendiamida

Triglicéridos

Factor de necrosis tumoral alfa

Tiazolidinediona

Elementos de respuesta a proteinas desplegadas
Regién no traducida

Virus de la hepatitis C

Virus de la inmunodeficiencia humana

Acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga
Lipoproteina de muy baja densidad

Proteina 1 de unidén a la caja X
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Introduccion y Objetivos

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa causada por el virus de la
hepatitis C (VHC), agente identificado en 1989 como responsable de la mayoria
de las hepatitis no-A no-B de origen postransfusionales (1). Se trata de un virus
envuelto con un genoma ARN de cadena sencilla y polaridad positiva que codifica
para 3 proteinas estructurales (core, E1 y E2) y siete proteinas no estructurales
(p7, NS2-NS5B) (2). Actualmente, esta enfermedad es uno de los problemas de
salud mas graves, debido a la propagacién del VHC en todo el mundo, a la
existencia de varias vias de transmisién y a la falta de una terapia realmente

eficiente (3).

El VHC posee la habilidad de activar varias respuestas celulares, incluyendo
estrés del reticulo endoplasmatico, autofagia, apoptosis o detencidn del ciclo
celular. Estas respuestas celulares pueden participar en el desarrollo de
enfermedades hepdticas asociadas a la patogénesis del VHC, por ejemplo
alterando el metabolismo lipidico o activando la via de sefializacién oncogénica
(4). Aproximadamente el 50% de los pacientes infectados con VHC tienen
esteatosis (5), pudiendo evolucionar a esteatohepatitis y fibrosis e incluso

progresar a cirrosis y carcinoma hepatocelular (6).

La infeccion crénica con VHC estd asociada a la desregulacion de la
homeostasis de lipidos, favoreciendo la acumulacién de triglicéridos en el higado
mediante la activacién transcripcional de genes lipogénicos (7, 8). Asi, se ha
demostrado que proteinas del VHC, como core y NS5A, aumentan la
acumulacién hepatica de lipidos mediante la induccién de la activacién de la
proteina 1 de unién al elemento regulador de esteroles (SREBP-1c) y el receptor
activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR) y (9-11). Uno de los genes
clave en el control del metabolismo lipidico es el receptor X del higado (LXR) a.
Los LXRs son factores de transcripcién activados por ligando que pertenecen a la
superfamilia de receptores nucleares. Ademds de regular el metabolismo de
colesterol, LXRs regulan la biosintesis hepatica de acidos grasos. Este proceso

esta controlado por SREBP-1c, cuya expresion esta regulada por LXRa y que a su
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vez modula todos los genes implicados en la via de la lipogénesis de novo (12). La
esteatosis hepatica inducida por la activacion de LXRa no sélo se debe a la
estimulacion de la sintesis de acidos grasos, sino también al incremento de la
captacién de acidos grasos libres, ya que la translocasa de acidos grasos

FAT/CD36 esta también regulada por LXRa (13).

El tratamiento convencional para la hepatitis C crénica ha consistido hasta
mayo de 2011 en la combinacion de interferén a pegilado (peglFNa) junto con
ribavirina, permitiendo la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
posteriormente el uso de los primeros agentes que actlan directamente contra
el virus C (boceprevir y telaprevir). La infeccién con el VHC es uUnica en su
dependencia y modificacion del metabolismo lipidico del hospedador. De hecho,
el acimulo intrahepatocitario de lipidos inducido por el virus contribuye a una
peor respuesta al tratamiento. Por ello, incluir terapias moduladoras del
metabolismo lipidico junto con los agentes antivirales puede incrementar la
efectividad del tratamiento (14). Se ha descrito la existencia de numerosos
compuestos naturales que afectan al metabolismo lipidico y presentan actividad
antiviral. Entre éstos se encuentra la quercetina, un componente perteneciente a
la familia de los flavonoides, con actividad frente al VHC (15-17) y capaz de
reducir la acumulaciéon de grasa en el higado, disminuyendo tanto el estrés
oxidativo como la expresion de genes relacionados con el desarrollo de

esteatosis (18).

Dado todo lo anteriormente expuesto, los objetivos planteados en la

presente tesis doctoral son los siguientes:

Objetivo general

Profundizar en el conocimiento de los mecanismos patogénicos
involucrados en el desarrollo y evolucidn de esteatosis asociada a hepatitis C en
aspectos relacionados con la modulacion del metabolismo lipogénico

dependiente de LXRa, estableciendo el papel de las proteinas NS5A y core y de la
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replicacion del VHC en dicho proceso y valorando el efecto de un tratamiento

experimental con el flavonoide quercetina sobre dichos mecanismos.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la expresion de las proteinas core y NS5A del virus de
la hepatitis C, asi como la replicacion del mismo, en el acumulo
intrahepatocitario de lipidos y en la expresion génica de LXRa y su repercusion
en la expresion de los genes lipogénicos regulados por él en nuestros modelos in

vitro de hepatitis C.

2. Establecer los mecanismos moleculares involucrados en el efecto de las
proteinas NS5A y core y la replicacion del VHC sobre el acumulo
intracitoplasmatico de lipidos y la expresion de LXRa y de los principales genes

lipogénicos.

3. Estudiar el efecto de la modulacién de la expresion de LXRa sobre la expresidon
génica de los principales genes lipogénicos y su repercusion en la eficiencia de

replicacion del virus de la hepatitis C y la expresion de sus proteinas NS5A vy core.

4. Analizar el efecto de un tratamiento con los flavonoides kaempferol,
apigenina, taxifolina y quercetina, a diferentes dosis, sobre la replicacion del
VHC. Determinar el efecto del tratamiento combinado con quercetina e IFNa-2b
sobre la replicacién del VHC y la expresién de sus proteinas NS5A y core en

nuestro modelo in vitro de replicacién.

5. Estudiar la contribucién de la modulacién del estrés oxidativo/nitrosativo y de
la lipogénesis dependiente de LXRa en el efecto de la quercetina sobre la

inhibicién de la replicacidn del virus de la hepatitis C.

6. Analizar la implicacion de la via de sefializacion de la fosfoinositol 3
quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT) en el efecto de la quercetina sobre la
modulacion de la lipogénesis mediada por LXRa y sobre la propia replicaciéon del

VHC en nuestro modelo in vitro.
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2.1. Hepatitis C

2.1.1. Introduccion

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa causada por el virus de la
hepatitis C (VHC), virus hepatotropo con capacidad para causar inflamacién y
necrosis hepatica (19). Este virus fue clonado en 1989 e identificado como
responsable de la mayoria de las hepatitis no-A no-B de origen postransfusional
(1). Actualmente, esta enfermedad es uno de los problemas de salud mas graves,
debido a la propagacion del VHC en todo el mundo, a la existencia de varias vias

de transmisién y a la falta de una terapia realmente eficiente (3).

Aunque la incidencia de nuevos casos es baja, muy pocos pacientes
expuestos al virus lo eliminan, asi que la mayoria de las exposiciones al virus
resultan en una infeccidn crénica que continuara indefinidamente. La mayoria de
los pacientes infectados créonicamente no saben que han sido infectados por el
virus, ya que la infecciéon generalmente es asintomatica (20). Diversos estudios
muestran que el 80% de los casos de hepatitis C aguda progresan a infeccién
cronica; el 10-20% de éstos desarrollaran complicaciones como cirrosis dentro de
las dos o tres décadas desde su comienzo, y un 1-5% desarrollard cancer de

higado (21).

El éxito del tratamiento para la hepatitis C estd en alcanzar la respuesta
virolégica sostenida (RVS), la ausencia de deteccidn del virus en la sangre seis
meses después del final del tratamiento. Los pacientes que alcanzan una RVS
tienen un riesgo mucho menor de padecer cirrosis y carcinoma hepatocelular.
Sin embargo, el tratamiento actual con interferon pegilado y rivabirina en
combinacidn con otros agentes antivirales no suele tener éxito, ademas de estar
asociado con diversos efectos adversos, por lo que se espera que los
tratamientos desarrollados recientemente para la infeccién con VHC

incrementen significativamente la tasa de RVS (22).
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2.1.2. Prevalencia

El virus de la hepatitis C tiene una distribucion mundial, afectando a
personas de cualquier edad, sexo, raza o regién del mundo. Se estima que 130-
170 millones de personas, o un 2-3% de la poblacion mundial, estan infectados
con el virus de la hepatitis C. La prevalencia mundial de la hepatitis C se muestra

en la Figura 1.

Se estima que hay unos 400.000 infectados de manera crénica en Australia
y Oceania, 14 millones en América, 16 millones en Oriente Medio, 28 millones en
Africa y 83 millones en Asia (21). Aproximadamente 9 millones de personas en
Europa estan infectados con el VHC, aumentando la prevalencia en las regiones
del este y del sur (23). Sélo en Espaia, se calcula que hay alrededor de 800.000
personas infectadas (24). La prevalencia del VHC en la poblacién de Africa varia
entre el 0,1% y el 17,5% dependiendo del pais. Los paises con una mayor
prevalencia son Egipto (17,5%), Camerun (13,8%) y Burundi (11,3%). Los paises
con menor prevalencia incluyen Zambia (0,2%), Kenia (0,9%), Malawi (0,7%) y

Sudafrica (0,1%) (25).

Y
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Figura 1. Prevalencia mundial de la hepatitis C en el afio 2010 (%). Imagen modificada de
Lavanchy, 2011 (21).

2.1.3. Transmision

La principal via de transmision de la hepatitis C es parenteral, por
exposicion a sangre o hemoderivados contaminados, dandose la mayor tasa de
infeccion entre drogodependientes por utilizacién de jeringuillas y agujas

infectadas. La transmisién sexual o familiar parece ser menos efectiva que la
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transmisién por via parenteral. También puede ocurrir una transmision perinatal
de madres infectadas a recién nacidos, aunque es infrecuente. Dicha transmisién
ocurre solo cuando las mujeres tienen una elevada viremia, incrementandose
este riesgo cuando la madre estd coinfectada con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) debido al aumento de la carga de VHC como

consecuencia de la inmunodepresion (19).

2.1.4. El virus de la hepatitis C

El virus de la hepatitis C fue descubierto en 1989 (1). Se trata de un virus
envuelto de unos 50 nm de didmetro (26), con un genoma ARN de cadena
sencilla y polaridad positiva, de 9.400 nucleétidos de longitud. Esta clasificado
dentro del género Hepacivirus, en la familia Flaviviridae (27) aunque la
organizacién de su genoma difiere en muchos detalles de la organizacion del
genoma de los miembros originales de la familia. El VHC tiene la peculiaridad de,
a pesar de ser un virus ARN, ser capaz de establecer infecciones persistentes en

la mayoria de los individuos expuestos (2).

2.1.4.1. Genoma

La mayoria de los genomas tienen un Unico marco de lectura abierto que
codifica tres proteinas estructurales (core, E1 y E2) y siete proteinas no
estructurales (p7, NS2-NS5B), tal y como se muestra en la Figura 2 (2). Ademas,
se ha descrito la existencia de otro producto de la traduccién, debido a la

presencia de un marco de lectura alternativo (28).

Core es una proteina de unién a ARN que forma parte de la nucleocapsida
y E1 y E2 son glicoproteinas que forman parte de la envoltura; p7 es una
pequefia proteina de membrana con actividad como canal idnico y es necesaria
para el ensamblaje vy la liberacion del virus; NS2 es una proteina transmembrana
con actividad proteasa, que juega un papel importante en el ensamblaje y NS3
tiene una doble funcién como serina proteasa y ARN helicasa; NS4A forma un
heterodimero estable con el dominio proteasa de NS3 y actia como cofactor de

éste; NS4B es una proteina transmembrana altamente hidrofébica que parece

11
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inducir la formacion de la red membranosa donde tiene lugar la replicacion viral;
NS5A es una metaloproteina que forma parte del complejo de replicacién,
importante también para el ensamblaje y NS5B es una ARN polimerasa ARN-
dependiente, componente catalitico de la maquinaria de replicacidon del virus

(29-32).

44@ [5'2}’] NS2 IN[S4]AI NSiB| NSBA NS5E) P@,O .
%

Figura 2. Genoma del VHC. Imagen obtenida de Simmonds, 2004 (2).

La regién no traducida (UTR) al final de cada genoma es necesaria para la
replicaciéon del mismo, proceso para el cual se demostré que era necesario un
elemento de replicacién activador en cis en la secuencia codificante de NS5B
(33). La traduccion de las proteinas virales es dependiente de un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES) en 5 UTR que esta constituido por un complejo
elemento estructural de ARN que interacciona directamente con la subunidad
40S del ribosoma durante el inicio de la traduccion (34). Se habia propuesto que
el IRES en el genoma del VHC estaba dentro de una conformacion cerrada “C”,
entre los dominios Il y IV, si bien segun diversos estudios parece ser que esta
regidon cambia a una estructura abierta “O”, y este cambio es dirigido por un
micro ARN (miARN) especifico del higado, el miR-122 (Figura 3). Esta transicion
estructural, observada in vitro, podria ser un mecanismo base que permitiera la

traduccion (35).
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Figura 3. Transicidn de la conformacién cerrada a la abierta de la regidon que comprende al IRES.
Imagen modificada de Diaz-Toledano et al., 2009 (35).
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2.1.4.2. Entrada del virus
Las glicoproteinas E1 y E2 de la envoltura del VHC median la mayoria de los
procesos de entrada del virion, incluyendo la unidn a la célula, la endocitosis y la

fusidon en el ambiente de bajo pH de endosomas tempranos (36-39).

El proceso de entrada a los hepatocitos humanos (Figura 4) requiere
también de un gran numero de proteinas del hospedador, tales como
glicosaminoglicanos (GAGs) (39), el receptor de lipoproteina de baja densidad
(LDLR) (40), el receptor scavenger clase B tipo | (SR-BI) (41), la tetraspanina CD81
(42) y dos proteinas de las uniones estrechas, la claudina-1 (CLDN1) y la ocludina

(OCLN) (43).

Virién VHC asociado con
apolipoproteinas

Glicoproteinas E1 + E2

R
o
03

Unién Post-union

Promueve la
actividad de
fusion

Canaliculo biliar
Canaliculo biliar

Figura 4. Entrada del VHC en la célula hospedadora. Imagen modificada de Ploss y Evans, 2012
(44).
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2.1.4.3. Replicacion y traduccion

Una vez producida la endocitosis, la particula del VHC sufre la fusion de la
membrana en el interior acido del endosoma para liberar asi su ARN al
citoplasma (37). La molécula de ARN es traducida en el reticulo endoplasmatico
rugoso dando lugar a una poliproteina de unos 3.000 aminodcidos de longitud,
gue es procesada posteriormente por proteasas celulares y virales para generar

las 10 proteinas virales ya descritas.

El complejo de replicacion del virus se localiza dentro de una red
membranosa cuya formacion es inducida por el propio virus (45). La replicacidon
del ARN viral comienza con la formacion de la cadena intermediaria de polaridad
negativa para después generar a partir de ésta mas genomas virales de polaridad
positiva. Las nuevas cadenas de ARN de polaridad positiva formadas pueden
ademas ser traducidas para producir nuevas proteinas virales, servir como
moldes para la replicacion del ARN, o bien ser incorporadas en el ensamblaje

para la formacion de los viriones infectivos.

Existen varios factores celulares implicados en el proceso de replicacién,
como la fosfatidil inositol 4 kinasa llla (P14Kllla) (46) y la ciclofilina A, de manera

gue inhibidores de la ciclofilina muestran un efecto anti-VHC (47, 48).

2.1.4.4. Ensamblaje viral y liberacion

El proceso de ensamblaje viral y liberacion de viriones no se conoce
completamente, aunque parece que esta estrechamente ligado al metabolismo
lipidico. La infeccion del VHC induce un profundo cambio en la distribucidon
intracelular de las gotas lipidicas, produciéndose su acumulacion, asociadas con
proteinas y genoma virales, en la zona perinuclear frente a su distribucion mas
generalizada por el citoplasma en células no infectadas (49). La asociacion de la
proteina core con las gotas lipidicas parece ser clave para el ensamblaje viral y,

de hecho, el blogueo de esta interacciéon interrumpe la produccién de virus (50).

14



Antecedentes

Los viriones abandonan la célula mediante la via de secrecion, gracias a la
implicacion de varios cofactores de la célula hospedadora (51). Las particulas del
VHC son transportadas mediante endosomas tempranos a endosomas tardios
hacia la membrana plasmatica, donde la membrana del endosoma tardio se
fusiona con la membrana plasmatica para liberar los viriones al medio
extracelular. Este mecanismo es independiente del empleado para la
internalizacion de las particulas virales endocitadas durante el proceso de
entrada del virus (52). Ademas, los viriones pueden ser transportados también
hacia dominios de superficie celular especializados, como las uniones entre
células. Asi, se ha visto que la proteina CLDN1 es requerida para la propagacién

del virus de célula a célula (53).

2.1.4.5. Genotipos

Existen al menos siete grupos genéticos principales del VHC (genotipos 1 a
7) (54). Los genomas difieren en un 30-35 % de los sitios nucleotidicos,
concentrandose dicha variabilidad en regiones como las glicoproteinas E1 y E2,
mientras que otras regiones estan mas conservadas, como es el caso de la
proteina core y la proteina no estructural NS3. La menor variabilidad se
encuentra en la regién 5° UTR debido a la importancia de las secuencias
especificas y las estructuras secundarias de esta regiéon en los procesos de
replicacion y traduccién (2). Dentro de cada grupo existen a su vez diferentes
subtipos (designados como a, b, c, etc.) que difieren unos de otros en un 20-25 %

de la secuencia nucleotidica.

Algunos genotipos como el 1la, 1b y 3a se han distribuido ampliamente
debido a la transmisién por medio de transfusiones de sangre y jeringuillas de
drogodependientes y representan la mayoria de las infecciones de los paises del
Oeste. En Africa y el sureste de Asia se encuentra una asociacién entre los
genotipos y regiones geograficas especificas. Asi, en el oeste de Africa
predominan las infecciones por el genotipo 2 del VHC, mientras que en la regién

central predominan aquellas causadas por los genotipos 1y 4 del VHC, existiendo
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en ambas zonas una gran diversidad de subtipos. En el sur y este de Asia los

genotipos 3 y 6 muestran una diversidad genética similar (2).

2.1.4.6. Recombinacion

El virus de la hepatitis C se caracteriza por poseer una gran heterogeneidad
genética, lo cual influye de manera significativa en diversos aspectos como la
persistencia viral, la susceptibilidad al tratamiento o la progresion de la
enfermedad, entre otros (55). La principal causa de variacidn genética parece ser

la mutacién a nivel de nucleétidos.

Otro mecanismo que causa variacion genética es la recombinacion. Aunque
dicho proceso suele ser importante en la mayoria de los virus ARN, hasta hace
relativamente poco tiempo la evidencia de recombinacién en el VHC era escasa
(56), sugiriendo que es bastante infrecuente in vivo y que los recombinantes
resultantes rara vez son viables (57). Sin embargo, en los ultimos afios se han
identificado varias formas recombinantes del VHC, cambiando las ideas previas

de ausencia de recombinacidn en este virus (58-60).

2.1.5. Patogénesis de la enfermedad

El VHC posee la habilidad de activar varias respuestas celulares, incluyendo
estrés del reticulo endoplasmatico/respuesta a proteinas desplegadas, autofagia,
apoptosis y detencién del ciclo celular. Estas respuestas celulares pueden
participar en el desarrollo de enfermedades hepdticas asociadas a la patogénesis
del VHC, mediante la alteracidon del metabolismo lipidico, interfiriendo con el
crecimiento y/o proliferacion celulares y activando la via de sefalizacidon

oncogénica (4).

2.1.5.1. Estrés del reticulo y respuesta a proteinas desplegadas (UPR)

La infeccidn del VHC induce estrés del reticulo endoplasmatico e interfiere
con la funcidn del mismo en las células hospedadoras. Este organulo se encarga
del plegamiento y modificacion de proteinas. El desequilibrio entre la gran

cantidad de proteinas acumuladas en el reticulo endoplasmatico y la limitada

16



Antecedentes

capacidad de plegamiento del mismo induce una respuesta de estrés, conocida
como estrés del reticulo endoplasmdtico. Cuando esto sucede la célula activa
una unica via de sefializacion celular: la respuesta a proteinas desplegadas (UPR)

(61).

La Figura 5 muestra las tres clases de transductores de sefial de esta
respuesta: la proteina 1 que requiere inositol (IRE1), el factor de transcripcién
activador 6 (ATF6) y la quinasa del reticulo endoplasmatico (PERK). La activacion
de estos tres componentes produce la activacién transcripcional de los genes con
elementos de respuesta a estrés del reticulo (ERSEs), asi como de los genes que
contienen elementos de respuesta a proteinas desplegadas (UPREs), incluyendo
chaperonas, genes lipogénicos y genes relacionados con la degradacién asociada
al reticulo endoplasmatico (ERAD), produciéndose la supresion de la traduccion
global de proteinas y la activacién de genes involucrados en el transporte de

aminoacidos, la respuesta oxidativa y la muerte celular apoptética (4).

IRE1 ATF6

t Inhibicién de K
1 —-——
Reticulo la traducci6n ke ® \ o
endoplasmaético

(59 atra
Y\

ARNmM XBP-1s ARNm XBP-1u

-
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xep-1s * cATF6
* /

\\ /T W\ F\- )
N e N R et 10\
l / \ s wAr N\
Chaperonas Transporte de aminoéacidos .
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Genes lipogénicos Respuesta oxidativa

ERAD

Figura 5. Estrés del reticulo y respuesta a proteinas desplegadas. Modificado de Ke y Chen, 2012
(4).
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Diversos estudios sugieren que varias proteinas del VHC inducen estrés del
reticulo y activan la sefalizacién de la respuesta a proteinas desplegadas para
beneficiar la replicacién viral y modular la sintesis y el plegamiento proteicos en

las células infectadas (62-65).

2.1.5.2. Autofagia

La autofagia es un proceso intracelular que conduce los componentes
citoplasmaticos mediante vacuolas de doble membrana hacia los lisosomas para
su degradacién, siendo esencial para la supervivencia, la diferenciacion, el

desarrollo y la homeostasis celular.

La activacion de la autofagia se inicia con el secuestro de componentes
citoplasmdticos dentro de una estructura membranosa denominada fagéforo,
gue se expande para formar un autofagosoma de doble membrana. Finalmente
el autofagosoma se fusiona con un lisosoma, formando el autolisosoma donde el
material engullido es degradado por proteasas lisosomales y reciclado para su

uso por las células.

Bajo condiciones de privacion de nutrientes, la autofagia es activada por
represién de la diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR), una
proteina serina/treonina quinasa involucrada en la regulacidon del crecimiento
celular y del metabolismo. Ademas de su papel en el mantenimiento de la
homeostasis de nutrientes, la autofagia juega un papel importante en Ia
patogénesis de varias enfermedades como el cancer y la infeccién microbiana

(66).

Algunos miembros de la familia Flaviviridae, incluyendo el VHC, son
capaces de inducir autofagia. Dicho proceso podria participar en la replicacién
viral. Asimismo, se ha demostrado que el VHC potencia la autofagia para regular
la traduccién del ARN viral (67) y es importante también para el proceso de

ensamblaje y liberacidn de particulas virales (68).
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2.1.5.3. Apoptosis

Una importante estrategia del hospedador para protegerse de la infeccién
viral es desencadenar la muerte de la célula mediante el proceso de apoptosis
(69). Dicho proceso estd inducido a través de dos vias principales, la via
intrinseca o mitocondrial y la via extrinseca inducida por la familia TNF (factor de

necrosis tumoral) (70, 71).

Varios estudios han demostrado que algunas proteinas virales, tal como
core, E1, E2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, pueden desencadenar el proceso de
apoptosis (63, 72-77) asi como tener funciones anti-apoptéticas, como es el caso
de core, E2, NS2, NS3 y NS5A (78-82). Debido a esta controversia, si el VHC
induce o antagoniza la apoptosis, dicho proceso debe ser estudiado en células
que alberguen el ciclo de vida viral completo en lugar de sobreexpresar proteinas
virales individuales. Por ello, estudios asi llevados a cabo en conjunto sugieren
qgue la infeccién del VHC podria conducir a la célula hospedadora a la muerte
apoptoética mediante la alteracién de la dinamica mitocondrial y potenciando la

expresion de receptores de muerte asociados a TNF (83, 84).

2.1.5.4. Detencion del ciclo celular y sefializacion mitogénica de dafo en el ADN.
Via de la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K)

La progresion del ciclo celular esta estrechamente controlada por
complejos de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), cuya actividad es
regulada de manera positiva o negativa por ciclinas e inhibidores (CKls)
respectivamente. Inhibidores como p21 y p16 juegan un papel importante en la
progresion del ciclo celular coordinando sefiales internas y externas e impidiendo
la proliferacion en determinados puntos de control del ciclo (checkpoints). Estos
puntos de control en cada etapa aseguran la apropiada progresién del ciclo

celular (85).

Las infecciones por virus conducen frecuentemente a la parada del ciclo
celular mediante la alteracion de la actividad de los reguladores del mismo (86).

Estd descrito que varias proteinas del VHC, como core y NS5B, podrian inducir la
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proliferacién celular (87, 88). El VHC también esta implicado en la respuesta al
dafio en el ADN, habiéndose observado que las proteinas NS2, NS3 y NS4A
parecen inhibir dicha via. Alterando la respuesta al dafio en el ADN el VHC
alteraria la sefializacion celular de la célula hospedadora en favor del crecimiento

del virus (89, 90).

A menudo los virus promueven la supervivencia de las células infectadas
para establecer asi una infeccion crénica. Las proteinas quinasas activadas por
mitégeno (MAPKs) constituyen una via de sefalizacion que regula el crecimiento
y la proliferacion celulares en respuesta a un estimulo extracelular (91). EI VHC
puede interactuar tanto con esta via como con la via PI3K para controlar la
sefializacion del crecimiento celular contribuyendo a la patogénesis causada por

el VHC (92-94).

2.1.5.5. Disfuncion mitocondrial

La mitocondria desempefia un papel central en la regulacién de los flujos
metabdlicos y el estado energético de la célula. Como sensor del estado
energético de la célula, la mitocondria decide sobre la muerte celular, el
crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion ademas de otra serie de procesos

(95).

En conjunto, numerosos estudios sugieren que varias proteinas del VHC
interactian directamente con la mitocondria en los hepatocitos y alteran de
manera significativa sus funciones en el metabolismo, equilibrio redox,
eliminacidn de especies reactivas del oxigeno (EROs) y apoptosis, lo que conlleva
importantes consecuencias para la replicacidn viral y la patogénesis asociada a la

hepatitis C crénica (75, 96-98).

La estrecha asociacion entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria
facilita la eficiente transmisién de Ca** desde el reticulo hasta la mitocondria.
Regular dicha liberacién de Ca*" por parte del reticulo es un punto critico para la

. . . . 2 . .
homeostasis celular. Se requieren ciertas concentraciones de Ca”* en el interior
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del organulo para estimular el metabolismo mediante la activaciéon de varias

enzimas necesarias para el mantenimiento del ciclo de los acidos tricarboxilicos.
2 . . ..

Incrementos prolongados de Ca“* pueden a su vez interferir con la actividad de

estas enzimas.

Debido a que el potencial de membrana depende de la actividad de la
cadena de transporte de electrones, la cual a su vez depende de la actividad del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, la interferencia con alguno de estos procesos
producira un desequilibrio de sustratos que conducird a la formacién de EROs.
Ademas, si la sefalizacion de Ca®" en la mitocondria sobrepasa cierto umbral, el
potencial de membrana se colapsa y se desencadena la via intrinseca de la

apoptosis (99).

La captacion de Ca®* por la mitocondria podria ser la disfuncion
mitocondrial inicial inducida por el VHC que desencadenaria a su vez la pérdida
del potencial de membrana y la generacion de EROs (100). Las especies reactivas
del oxigeno, a su vez, actuan como segundos mensajeros, y activan factores de
transcripcion como el transductor de senal y activador de la transcripcion 3

(STAT-3) y el factor nuclear kappa B (NF-kB), entre otros (101, 102).

El exceso de EROs desencadena ademas en la célula la peroxidacidon
lipidica, una cadena de reacciones no enzimaticas que convierte los acidos grasos
poliinsaturados en carbonilos reactivos tdxicos, que inactivan proteinas
mediante la formacién de conjugados proteicos covalentes (103). Esta

peroxidacidn lipidica podria a su vez inhibir la replicacion del VHC (104).

2.1.5.6. Respuesta inmune e inflamacion

Para muchos virus, la respuesta inmune innata, en especial los interferones
(IFNs) tipo 1, es la primera linea de defensa que limita la replicacién viral y su
propagacion. Por ello, los virus han desarrollado numerosas estrategias para

contrarrestar esta defensa, incluyendo el bloqueo de la induccién de IFNs, la
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interferencia con sefiales desencadenas por IFNs o la inhibicién de la accion de

genes estimulados por IFN (105).

En respuesta a la infeccidn viral son activadas multiples vias de sefializacion
qgue participan en la regulacidon de la expresién de genes relacionados con la
inflamacién como las enzimas ciclooxigenasa-2 (Cox-2) y 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS) e interferones. Cox-2 esta involucrada en la conversidn de acido
araquidonico en prostaglandina H, (PGH,), precursor de varios componentes
como la prostaglandina E, (PGE;). Una variedad de factores de transcripcién
como la proteina activadora 1 (AP-1), NF-kB, el factor nuclear de células T
activadas (NFAT) y el factor nuclear interleucina-6 (NF-IL6) median la induccién
de Cox-2 (106, 107). La sobreexpresion de Cox-2 conduce a un incremento de la
molécula proinflamatoria PGE,. Este es uno de los mediadores lipidicos mas
abundantes producidos durante las reacciones inflamatorias y modula la funcion
inmune. De hecho, la induccidn de Cox-2 y PGE, contribuye a la regulacién de la

replicaciéon del VHC (108).

2.1.5.7. Metabolismo lipidico

La infeccién del VHC estd también asociada con la resistencia a la insulina 'y
la esteatosis. El estrés del reticulo endoplasmatico provocado por el VHC puede
inducir esteatosis hepatica a través de multiples mecanismos. Por una parte,
induce la expresion de genes que regulan la lipogénesis mediante la induccion de
la proteina de unién al enhancer CCAAT (C/EBP) mediada por el factor de
iniciacidon de la traduccidn en eucariotas (elF) 2a fosforilado (109). Ademas, PERK
potencia la sintesis de lipidos mediada por SREBP atenuando la sintesis de la
proteina Insig-1 (gen 1 inducido por insulina) (110). Por otra parte, la inhibicidn
de la traduccidn proteica mediada por PERK junto con la degradacidn asociada al
reticulo endoplasmatico dafa la secrecion lipidica al promoverse la degradacion
de la apolipoproteina-B (apoB) (111). A esto se suma la induccion de resistencia a
insulina mediante la inhibicidn del sustrato 1 del receptor de la insulina (IRS-1)

mediada por la quinasa c-Jun N-terminal (JNK) (112).
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La proteina core del VHC incrementa directamente la produccion de EROs
inhibiendo la cadena de transporte de electrones y modificando la permeabilidad
mitocondrial (113). Esta produccién de EROs, como ya se ha indicado, conduce a
la peroxidacion de los lipidos de membrana, pero también de proteinas
involucradas en el trafico y secrecidn, inhibiendo la secrecién de las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL). Ademas, la activacidon inmune inducida por el virus
puede también causar estrés oxidativo mediante la liberacién de citoquinas y la
activacion de macréfagos. La liberacién de estas citoquinas, como el TNFa,
promueve ademas la resistencia a la insulina que a su vez favorece el desarrollo

de estatosis (114).

El VHC induce esteatosis no sdlo via estrés oxidativo sino también
mediante mecanismos alternativos, provocados por las mismas proteinas virales.
La expresidn de genes involucrados en la biosintesis, degradacidn y transporte de
lipidos intracelulares estad profundamente alterada por la infeccion (115, 116). La
expresion de SREBPs que controlan la transcripcion de genes requeridos para la
biosintesis de colesterol (117), es estimulada por la infeccion del VHC y por la
expresion individual de proteinas virales como core, NS2 o NS4B (11, 118, 119);
su inhibiciéon causa un descenso en la biosintesis de acidos grasos y un
subsecuente bloqueo de la replicacion del VHC. De igual manera, la expresion de
la enzima sintasa de acidos grasos (FAS) y otros genes relacionados con la sintesis
y transporte de los acidos grasos esta inducida en células infectadas y la
inhibicién de FAS bloquea la replicaciéon del VHC y la produccion de particulas
infectivas (8, 120). La infeccidn del VHC conduce también a una reduccién de la
B-oxidacion mediante la inhibiciéon de la expresién de PPARa (121). Ademas, la
proteina quinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK), clave en la
regulacion del metabolismo lipidico al aumentar la oxidacién de acidos grasos,
parece ser inactivada (desfosforilada) en células infectadas. Asi, la inhibicion de
AMPK por el VHC favoreceria la reducciéon de la B-oxidacién y por tanto el

incremento de la acumulacién lipidica intrahepatocitaria (116).
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Un mecanismo especificamente atribuido a la proteina core del genotipo 3
del VHC, que conduce al desarrollo de esteatosis, es la inhibicién de la expresién
del homodlogo de fosfatasa y tensina (PTEN), un gen supresor de tumores,
regulador negativo de varias vias, como la de AKT. Este mecanismo supone el

bloqueo de la traduccion del ARNm de PTEN mediante miARNs (122).

2.1.5.8. Papel de los miARNs
Recientemente se han identificado algunos miARNs que juegan un papel
importante en la interaccién entre el virus y el hospedador, regulando la

replicacion viral y la patogénesis durante la infeccién del VHC.

Los miARNs fueron descubiertos en 1993 durante un experimento en el
nematodo Caenorhabditis elegans; hasta el dia de hoy, se conoce la existencia de
mas de 2000 miARNs maduros y se estima que aproximadamente el 60% del
ARNm podria estar regulado por miARNs (123). Los miARNs constituyen una
clase de ARNs no codificantes, de unos 18-22 nucledtidos de longitud, que
juegan un papel clave en la regulacién de la expresién génica. La produccidn de
mMiARNs requiere varios pasos de procesamiento (Figura 6): inicialmente, miARNs
primarios (pri-miARNs) son escindidos por la ribonucleasa Drosha para producir
mMiARNs precursores (pre-miARNs) que a su vez, son escindidos por la
ribonucleasa Dicer para producir miARNs maduros de cadena sencilla. Una vez
sintetizados, los miARNs se asocian a RISC (complejo silenciador inducido por
ARN) junto con las proteinas Argonauta/elF2C y median el reconocimiento del
ARNm diana. Este reconocimiento tiene lugar gracias a interacciones de pares de
bases entre el extremo 5’ del miARN vy sitios dentro de las regiones codificantes y
no traducidas (UTRs), especialmente la regién 3’ UTR. Los miARNs inhiben la
expresion génica, bien mediante degradaciéon del ARNm o represion de la

traduccion (124).
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Figura 6. Proceso de formacion de miARNs. Modificado de Winter et al., 2009 (124).

El miARN mds abundante en el higado es el miR-122, el cual es regulado
por el factor de transcripcion HNF4a (factor nuclear hepatico 4a) (125) y es
responsable de la homeostasis del higado (126). Varios estudios han demostrado
qgue el miR-122 es necesario para la replicacion del VHC en células infectadas
(127). Este miARN modula positivamente la infeccion mediante interaccién
directa con el ARN viral y estimula la traduccién. Para ello se forma un complejo
en el cual un miR-122 se une a la regién 5 UTR del ARN viral y recluta a
Argonauta 2 en dicho extremo 5’, estabilizando el ARN viral y evitando la

degradacion en células infectadas (128).

Ademas, existen otros miARNs implicados en la replicacion del VHC. Asi, la
sobreexpresion de miR-448 y miR-196 es capaz de atenuar la replicacidn viral

mediante interaccidon con las regiones del genoma del VHC que codifican para
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core y NS5A, respectivamente (129). De manera similar, el miARN let-7b
presenta actividad anti-VHC gracias a la posesién de sitios de unién a las
secuencias codificantes de NS5B y la regiéon 5° UTR del genoma viral (130). En
células infectadas con los genotipos 1b o 2a del VHC, se ha conseguido inhibir la
replicacién del virus mediante la sobreexpresion del miR-199a (131). Asimismo,
el miR-196a es capaz de inhibir la expresién del VHC mediante la regulacion de la
expresion de hemo-oxigenasa 1/homélogo 1 de BTB (bric-a-brac) y CNC (cap-n-
collar) (HMOX1/Bach1) (132). Ademds, se ha observado que en pacientes
infectados con el VHC hay una menor expresion del miR-29 en el higado y una
sobreexpresidon de este miARN inhibe el ARN viral en hepatocitos infectados con
el virus (133). También se ha demostrado que el miR-130a estd sobreexpresado
en pacientes con VHC asi como en hepatocitos infectados in vitro con el VHC
(134). Otros miARNs como miR-24, miR-149, miR-638 y miR-1181 estan

involucrados en la entrada viral, replicaciéon y propagacién (135).

2.1.6. Diagnéstico de la infecciéon con VHC

Los procedimientos de diagndstico estan basados en la deteccion de
anticuerpos anti-VHC mediante el uso de tests ELISA. Estos ensayos emplean
antigenos recombinantes y de proteinas no estructurales, habiendose
desarrollado hasta cuatro generaciones diferentes de este tipo de test (136). La
presencia de anticuerpos anti-VHC en el suero no quiere decir que el paciente
tenga infeccion con VHC, puesto que la persona puede haber padecido la
enfermedad con anterioridad. Ademas, la infeccién puede ocurrir en una

persona inmunodeprimida en la cual no se detectan anticuerpos.

Por todo ello, es necesario realizar una prueba adicional que detecte
material genético del virus en la sangre. La técnica de RT-PCR es la mas utilizada
en este caso, haciendo mas facil el diagnodstico y el seguimiento de la progresién
de la viremia. Ademas, el uso de la RT-PCR multiplex es otro avance en la
deteccion en un solo analisis de posibles co-infecciones por varios virus de la

hepatitis (137, 138). La técnica de RT-PCR permite ademas detectar la infeccidn
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en fases mas tempranas, ya que el ARN del VHC puede ser detectado de 1 a 2
semanas después de la infeccién mientras que los anticuerpos son detectados de

3 a 8 semanas después de la infeccion (3).

2.1.7. Tratamiento

El tratamiento convencional para la hepatitis C crdonica ha consistido hasta
mayo de 2011 en la combinaciéon de interferén (IFN) a pegilado junto con
ribavirina, permitiendo la FDA posteriormente el uso de los primeros agentes

que actuan directamente contra el virus C (boceprevir y telaprevir).

El principal objetivo del tratamiento es eliminar el virus, lo que se conoce
como respuesta viroldgica sostenida (RVS), definida como la ausencia de ARN
viral en suero seis meses después de la interrupcién de la terapia. Las tasas de
RVS obtenidas en pacientes tratados con peglFN mas rivabirina han sido del 40-

50% para aquellos con el genotipo 1 del VHC y del 80% para los genotipos 2y 3.

Los avances recientes se basan en el desarrollo de agentes que actuan
directamente sobre el virus (DAAs) y la identificacién de polimorfismos en el gen
interleucina (IL)-28, que esta asociado con la respuesta al tratamiento antiviral
convencional. Los candidatos para un tratamiento antiviral son pacientes con
una extension de fibrosis significativa independientemente de la concentracién
de las enzimas transaminasas en suero, esencialmente en aquellos con cirrosis
compensada. En los pacientes con el genotipo 1 del VHC, el tratamiento
convencional se deberia considerar cuando haya factores predictivos de una
respuesta favorable (polimorfismo CC para IL28, inexistencia de un tratamiento
anterior y ausencia de una fibrosis avanzada). De no ser asi, el tratamiento
convencional junto con telaprevir o boceprevir es el tratamiento de eleccion
(139). El uso de telaprevir sdlo o en combinacién con peglFN y rivabirina parece
reducir el ARN del VHC en pacientes infectados con el genotipo 2, pero no en
aquellos infectados con el genotipo 3 (140), aunque se recomienda una terapia
antiviral convencional para los pacientes con el genotipo2, ademas de aquellos

con los genotipos 3 o 4. Los agentes boceprevir y telaprevir pertenecen a la
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familia de los inhibidores de las serina proteasas NS3 y NS4A y se administran en
combinacidn con peglFN y ribavirina (terapia triple). Si se administran de manera
individual rdpidamente inducen la aparicion de resistencia. Los principales
inconvenientes del uso de estos agentes son la mayor tasa de efectos adversos,
el riesgo de resistencia, interacciones con otros medicamentos y su elevado
coste. En pacientes con el genotipo 1 este tipo de inhibidores administrados
como triple terapia con peglFN y ribavirina mejoran significativamente la tasa de

RVS (139).

Hay otra serie de medicamentos en desarrollo, como son nucledsidos
sintéticos que actlan sobre el sitio activo de la polimerasa NS5B evitando la
replicaciéon viral. Estos agentes son activos frente a todos los genotipos aunque
tienen efectos colaterales de toxicidad gastrointestinal. Otro tipo de inhibidores
se unen a sitios alostéricos menos conservados en la enzima viral y bloquean los
cambios conformacionales para evitar las acciones del virus. Este tipo sélo es
activo frente al genotipo 1. Existen también inhibidores de NS5A, como el BMS
790052, que inhiben fuertemente la replicacién del VHC. Son activos contra
todos los genotipos y pueden ser combinados con otros antivirales. Los
inhibidores de ciclofilina se unen a las proteinas de la célula hospedadora que
facilitan la replicacion viral. Ya que se trata de agentes que no actlan
directamente contra el virus es menos probable la aparicién de resistencia (24).
El potencial terapéutico de SPC3649, un oligonucleétido complementario al
extremo 5’ del miR-122, ha sido evaluado en chimpancés infectados con VHC. La
terapia con dicho agente resulta en una reduccion de la carga viral en higado y
sangre de chimpancés infectados crénicamente. Ademas, este efecto se
acompafié de una normalizacién de la via del interferén enddgeno, que esta
inducida significativamente en dichos animales, lo que sugiere una restauraciéon
de la respuesta inmune del hospedador tras el tratamiento con SPC3649 (141).
Miravirsen, otro oligonucleétido similar que actia sobre miR-122, ha mostrado
una reduccidon dependiente de la dosis de la concentracion de ARN del VHC sin

evidencia de resistencia viral en pacientes infectados con el genotipo 1 durante
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ensayos clinicos en fase Il (142). No se han documentado efectos adversos de la
inhibicién del miR-122 ni en chimpancés ni en pacientes infectados

crénicamente.

La infeccidn con el VHC es unica en su dependencia y modificacién del
metabolismo lipidico del hospedador. De hecho, el acimulo intrahepatocitario
de lipidos inducido por el virus contribuye a una peor respuesta al tratamiento.
Por ello, incluir terapias moduladoras del metabolismo lipidico junto con los
agentes antivirales puede incrementar la efectividad del tratamiento (14).
Ademads, como ya se ha indicado anteriormente, las terapias dirigidas contra
factores del hospedador no presentan el problema del desarrollo de resistencia
viral debida a la variabilidad genotipica del virus que se puede dar en el caso del
tratamiento con DAAs. Asi, el uso de estatinas, que son inhibidores de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA), clave en la sintesis de
colesterol, junto con un tratamiento antiviral convencional, contribuye a un
descenso de la esteatosis hepdtica y una mejora de la eficacia del tratamiento
antiviral (143). Sin embargo, la administracion de estatinas de manera individual
se ha visto que puede tener efectos contradictorios sobre la carga viral (144), no
asi en combinacion con peglFN o peglFN vy ribavirina, situacion en la que muestra

un fuerte efecto sinérgico (145).

Se estdn investigando otras estrategias como la combinacién con agonistas
o antagonistas de PPAR o con acido nicotinico, asi como el uso de antagonistas
del miARN 122, que también tiene un papel importante en el metabolismo
lipidico (141, 146). Dada también la relacién de la enfermedad con la resistencia
a la insulina, se ha propuesto la combinacion del tratamiento convencional con
sensibilizantes a la insulina como la metformina o las tiazolidinedionas (147,
148). Ademas, componentes naturales que afectan al metabolismo lipidico como
el flavonoide naringenina del pomelo (149), asi como la epigalocatequina-3-

galato (EGCG), aislada del té verde, muestran un efecto antiviral (150).
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2.1.8. Modelos de estudio in vivo e in vitro de la hepatitis C

El conocimiento en relaciéon con los mecanismos implicados en procesos
como la entrada del VHC a la célula hospedadora, ciclo de vida o replicacidn, se
ha visto limitado por la escasez de modelos experimentales adecuados para su
estudio. Los humanos y otros primates son los Unicos organismos conocidos que
permiten la infeccién del VHC. El coste econdmico y aspectos éticos obvios

limitan el estudio de la enfermedad en chimpancés.

Desde que fue descubierto el VHC pasaron diez afios hasta que se
establecio el primer modelo efectivo en cultivo celular con replicaciéon auténoma
del VHC (151). Posteriormente se establecieron otros replicones subgendmicos
del VHC para otros aislados del genotipo 1b asi como para el genotipo 1a (asilado
H77) y 2a (aislado JFH1) (152). Sélo el genotipo 2a, clonado a partir del suero de
un paciente japonés con hepatitis fulminante, permite la produccién de
particulas infectivas del VHC en cultivo celular; aln asi, este sistema esta limitado
por una tasa de infeccidn y un titulo viral bajos (153). Aparte de estos sistemas
de cultivo, se han desarrollado otros modelos para el estudio de la entrada del
virus, utiles para identificar los receptores de la célula hospedadora necesarios

para la infeccion del virus (154).

El estudio del VHC en chimpancés ha proporcionado un gran conocimiento
acerca del mecanismo de infeccidn, replicacién y respuesta inmune innata y
humoral. Los chimpancés difieren de los humanos en que en ellos el curso de la
infeccidn es mas leve; los portadores cronicos no desarrollan cirrosis o fibrosis y
s6lo se ha documentado el caso de un chimpancé que desarrollara carcinoma

hepatocelular relacionado con la infeccion del VHC (155).

Existen otros modelos animales que han permitido examinar con detalle la
infeccion del VHC, la replicacion y la respuesta del hospedador, y que se han
llevado a cabo en tupayas, ratones y ratas. Las tupayas son susceptibles a una
variedad de virus humanos como virus herpes simple, rotavirus y virus de la

hepatitis B (VHB). Estos animales infectados con el VHC muestran una
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inflamacién y viremia leves durante la infeccion aguda, seguido del desarrollo de
esteatosis, nddulos cirrdticos y tumorogénesis. Las tupayas suponen un modelo
efectivo para estudios acerca de la entrada y replicacién del VHC. Una desventaja
de este modelo es que, a diferencia de lo que ocurre en humanos con VHC, estos

animales rara vez mantienen una viremia sostenida (156).

Las células hepaticas de raton son resistentes a la entrada del VHC y
permiten sélo la replicacién ineficiente en cultivo celular y en animales. La
entrada del virus en cultivo celular sélo tiene lugar en células genéticamente
modificadas para expresar las moléculas humanas necesarias para la entrada del
VHC, incluyendo CD81 y ocludina. Dorner et al. (157) desarrollaron un modelo de
ratdn humanizado mediante ingenieria genética para estudiar la entrada del
virus y la inmunidad. Estos ratones fueron modificados para expresar los factores
humanos CD81, ocludina, SR-Bl y CLDN1. Este modelo presenta una replicacidon
viral y una persistencia de la infeccion limitadas, pero permite llevar a cabo
estudios de inmunizacién pasiva o estrategias de vacunacidon para evitar la
infeccion aguda del virus antes o después de la exposicion, como la
administraciéon de anticuerpos anti-CD81 y anti-E2, los cuales disminuyen la
infeccion del VHC. Existen otros modelos, entre ellos el basado en la utilizacion
de ratones inmunodeficientes que permiten la proliferacion de hepatocitos
humanos trasplantados y mantener una infeccion del VHC sostenida (158). Este
modelo ha sido usado para estudiar agentes antivirales como el IFN a2 anti-NS3
y anti-NS5B o el telaprevir (159). Las limitaciones de este modelo son la falta de
un sistema inmune complejo y la incapacidad de conseguir un higado

completamente humanizado.

Ouyang et al. (160) crearon un modelo de rata inmunocompetente
tolerante a hepatocitos humanos. Este supone un modelo en un roedor lo
suficientemente grande como para tolerar repetidas tomas de muestras de
sangre y tejido para estudiar la entrada viral, la replicacién y el dafo hepatico

inmunomediado; también supone una herramienta para evaluar nuevos agentes
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antivirales. Las limitaciones de este modelo incluyen un bajo numero de
hepatocitos trasplantados y unos niveles de viremia relativamente bajos en

comparacion con aquellos observados en una infeccién tipica humana.

2.2. Esteatosis

2.2.1. Introduccion

La enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD) es una de las
enfermedades hepaticas cronicas mdas comunes de los paises occidentales. Estd
considerada como una manifestacién del sindrome metabdlico (161) e incluye un
espectro de alteraciones que van desde la simple esteatosis a la esteatohepatitis,
fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma, y cuya evolucién depende de “multiples
impactos” (162). Su incidencia en nifios y adultos estd aumentando rapidamente
debido al incremento de la obesidad y diabetes de tipo Il (163). Se estima que
alrededor del 20-30% de los adultos tienen NAFLD (164). Los factores de riesgo
mas importantes son obesidad central, resistencia a la insulina, hiperglucemia en

ayuno e hipertrigliceridemia (165).

2.2.2 Patogénesis e histopatologia

La enfermedad de higado graso no alcohdlica (NAFLD) estd caracterizada
por un incremento de la acumulacion de lipidos en el higado, lo cual puede
deberse a multiples factores (Figura 7), como el aumento de la lipolisis en los
adipocitos o el incremento de grasa en la dieta que conducen a un aumento de la
captura de acidos grasos por los hepatocitos. La disfuncién mitocondrial
normalmente precede a NAFLD y podria causar acumulacion lipidica debido al
fallo de la B-oxidacién. Ademas, la lipogénesis de novo contribuye enormemente
al desarrollo de esteatosis. Por ultimo, la reduccién de la eliminacién de lipidos,

via VLDL, puede empeorar esta situacién (166).
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Figura 7. Factores que contribuyen al desarrollo de esteatosis. Modificado de Koo, 2013 (166).

La acumulacién de lipidos en el higado estd ademas ligada a la progresiéon
del estrés del reticulo endoplasmatico y de la mitocondria y a una alteracion del
proceso de autofagia, dando lugar a una condicidn denominada lipotoxicidad
(167). La simple acumulacion hepatica de triglicéridos puede evolucionar a
esteatohepatitis (NASH), caracterizada por una esteatosis severa, inflamacién y
dano, y apoptosis hepatocelular con la activacion de fibrogénesis (168), que

puede progresar a cirrosis y carcinoma hepatocelular (6).

La caracteristica histolégica mdas importante de NAFLD es la esteatosis de
los hepatocitos. Esta se clasifica en macrovesicular y microvesicular. La esteatosis
macrovesicular estd caracterizada por grandes vacuolas que ocupan
practicamente todo el citoplasma y que desplazan el nucleo hacia la periferia. La
esteatosis microvesicular estd caracterizada por numerosas pequefias vacuolas
lipidicas y una posicion central del nucleo celular. Tipicamente, la esteatosis en
NAFLD es centrolobular y macrovesicular. Sin embargo, la esteatosis puede estar

presente por todo el l6bulo y puede haber también esteatosis microvesicular.

En el caso de NASH ademads hay inflamacidn intralobular y balonizacién, lo

que suele ir acompanado por fibrosis. También puede haber hialina de Mallory

33



Sandra Pisonero Vaquero

presente. La inflamacion intralobular suele ser leve y de tipo mixto, incluyendo la
presencia limitada de linfocitos, macréfagos y neutréfilos. Los neutréfilos suelen
infiltrarse en la zona de marcada esteatosis y alrededor de la hialina de Mallory.
La inflamacién portal es normalmente leve, aunque puede existir una
inflamacién crodnica intensa en el area portal. La balonizacién es una forma de
dafo hepdtico caracterizado por hepatocitos hinchados con un citoplasma
alterado, presentes sobretodo cerca de los hepatocitos esteatdsicos, tipicamente
en la zona 3 (169, 170). La hialina de Mallory es una estructura eosindfila y
amorfa, observada en hepatitis alcohdlica, NASH, colestasis crénica y carcinoma
hepatocelular (171, 172). En NASH se encuentra con mas frecuencia en areas de
fibrosis perisinusoidal en la zona 3 y puede ir acompaiada por la infiltracién de
neutrofilos. Otra caracteristica de NASH es la presencia de quistes de grasa y
lipogranulomas, asi como megamitocondrias y depdsitos de hierro. La fibrosis se
origina normalmente en las regiones perisinusoidales de la zona 3 y también

suele estar presente en el drea periportal (169, 170).

Se han creado tres sistemas importantes de clasificacién para NAFLD: la
clasificacién de Matteoni (173), la clasficacion de Brunt (174) y el indice de

actividad histoldégica de NAFLD (168).

2.2.3. Regulacion del metabolismo lipidico

2.2.3.1. Lipogénesis de novo

La lipogénesis de novo es una via metabdlica que incluye la glucolisis y la
biosintesis de acidos grasos saturados seguida de la desaturacion y la formacién
de triglicéridos. Las enzimas clave limitantes de la velocidad de este proceso son
la glucoquinasa (GK) y la piruvato quinasa (PK) en la glucolisis, la acetil-CoA
carboxilasa (ACC) y la sintasa de 4cidos grasos (FAS) en la sintesis de &acidos
grasos, la elongasa 6 de acidos grasos (ELOVL6) y la estearoil-CoA desaturasa
(SCD) en la formacién de acidos grasos monoinsaturados y la glicerol-3-fosfato
acetiltransferasa (GPAT), las lipinas y la acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa

(DGAT) en la formacidn de triglicéridos (166).
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Los factores de transcripcion SREBP-1c y ChREBP (proteina de unién al
elemento de respuesta a carbohidratos) estan involucrados en la activacién
transcripcional de los genes que codifican para estas enzimas claves de la
lipogénesis y se han asociado al incremento de la lipogénesis de novo en NAFLD.
SREBP-1c es un miembro de la familia SREBP que controla la regulacion
transcripcional del metabolismo lipidico (117). La expresion de SREBP-1c estd
muy inducida por la insulina bajo condiciones de alimentacién y por acidos
grasos saturados bajo alimentacidn con dieta rica en grasa en ratones. Asimismo,
esta descrito que LXRa resulta critico en la activacién transcripcional de SREBP-1c
en este proceso (175). La actividad de SREBP-1c puede ser activada ademas por
la via de mTOR e inhibida por la proteina quinasa A (PKA), AMPK y quinasas
inducibles por sal (SIKs) (176-178). ChREBP se identificd en un principio como
regulador de la glucdlisis hepatica y después se vio que estaba implicado en la
regulaciéon de otros genes lipogénicos de la via (179). En condiciones de
concentraciones bajas de glucosa, ChREBP esta presente en el citoplasma gracias
a la fosforilacién mediada por PKA, pero tras la desfosforilacién, asociacion con
MIx (proteina X tipo MAX) y localizacion nuclear bajo condiciones de alta
concentracion de glucosa, produce la activacion transcripcional de genes diana
en el higado. En ratones ob/ob, obesos y resistentes a insulina, tanto SREBP-1c
como ChREBP son muy abundantes en el higado, y la reduccién de cualquiera de
ellos resulta beneficiosa al disminuir la esteatosis, resaltando la importancia de
estos factores de transcripcion lipogénicos en la sintesis de novo de lipidos y en

la acumulacion de triglicéridos en el higado (180, 181).

LXRs

Los receptores X del higado (LXRs) son factores de transcripcion activados
por ligando que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares. Se
identificaron por primera vez en 1994 y fueron clasificados inicialmente como
receptores nucleares “huérfanos” debido a que sus ligando naturales eran
desconocidos (182). Mas tarde se identificaron varios ligandos fisiolégicos para

estos receptores.
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Existen dos isoformas de LXR, LXRa (NR1H3) y LXRB (NR1H2), las cuales
estan altamente relacionadas y comparten alrededor del 78% de la secuencia de
aminoacidos en los dominios de unién al ligando y al ADN. Se pueden encontrar
altos niveles de LXRa en bazo, higado, tejido adiposo, intestino, rifién y pulmén,
mientras que LXRP se expresa en todos los tejidos. Tras la activacion inducida por
el ligando, las dos isoformas de LXR forman heterodimeros con el receptor X
retinoide (RXR) y regulan la expresion génica mediante su unién al elemento de
respuesta de LXR (LXRE) en el promotor de sus genes diana. LXRE esta formado
por dos secuencias de hexanucledtidos (AGGTCA) separados por 4 bases

(elemento DR-4).

El heterodimero LXR/RXR puede ser activado por ligandos para cada uno
de los componentes de manera independiente. En ausencia de ligandos, LXR est3
unido a complejos de represores que son intercambiados por coactivadores
cuando se produce la activacion del receptor (183). Los oxiesteroles son
agonistas endégenos de LXR. Los activadores mads potentes dentro de este grupo
son el 22(R)-hidroxicolesterol y el 20(S)-hidroxicolesterol, ambos intermediarios
de la sintesis de hormonas esteroideas, el 24(S)-hidroxicolesterol, producido en
el cerebro y el principal oxiesterol del plasma humano, y el 24(S),25-
epoxicolesterol, abundante en el higado. Todos ellos se unen a LXR y estimulan
su actividad transcripcional a concentraciones dentro del rango fisiologico (184).
La D-glucosa y la D-glucosa-6-fosfato son también agonistas endégenos de LXR y
muestran una eficacia semejante a la de los oxiesteroles (185); dicha respuesta
de LXR a glucosa, parece requerir su modificacion post-traduccional por la O-
linked B-N-acetilglucosamina (O-GIcNAc) (186). Ademas, se han desarrollado una
serie de agonistas sintéticos como son T0901317 y GW3965. T0901317 es capaz

asimismo de activar el receptor X de pregnano (PXR) (187).

Existen también inhibidores de LXR, como el geranilgeranil pirofosfato
(GGPP), un intermediario de la sintesis de colesterol que ejerce su accién

antagonista mediante su interaccidn con los coactivadores de LXR (188). Otros
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inhibidores de la actividad transcripcional de LXR son los sulfatos de colesterol
oxidado (189). Los 4cidos grasos poliinsaturados también pueden tener un efecto
antagonista de LXR en algunas lineas celulares (190), aunque no se ha visto el

mismo efecto en el higado de ratas o en hepatocitos (191).

La actividad de LXR ademds estd regulada por la modificacion de su
expresion. Asi, la actividad de LXRa estd controlada por un mecanismo de
autorregulacion, presentando un LXRE en su promotor que puede ser activado
por ambas isoformas de LXR (192). Este efecto es especifico de células humanas,
aunque se ha encontrado también el mismo mecanismo de regulacion en el
tejido adiposo blanco de ratones (193). Tanto en humanos como en ratones el
promotor de LXRa contiene un elemento de respuesta al proliferador de
peroxisomas (PPRE) y, por tanto, agonistas de PPARa y PPARy pueden estimular
la expresion de LXRa (192). La insulina también aumenta la expresién de LXRa
(194), y la proteina quinasa A puede regular la actividad transcripcional de LXRa
de manera post-traduccional fosforilando al receptor en dos localizaciones e

impidiendo asi su dimerizacién y union al ADN (195).

Los receptores LXRs regulan la expresion de un conjunto de genes
implicados en el metabolismo y transporte de colesterol. Asi, actian como
sensores clave de la concentracion de esterol y en respuesta a una sobrecarga de
colesterol estimulan su transporte reverso y su excrecion biliar e inhiben su
absorcion intestinal y su sintesis de novo. LXRs inducen la excrecién biliar de
colesterol mediante el aumento de la expresidon del citocromo CYP7A1, una
enzima clave en la sintesis de acidos biliares (184); la regulacion de esta enzima
por parte de LXR no ocurre en humanos, lo que es responsable de una mayor
susceptibilidad a la hipercolesterolemia inducida por la dieta (196). Ademas de
estimulando la sintesis de acidos biliares, LXR promueve la excrecién de
colesterol incrementando la transcripcion de los transportadores ATP-binding
casette (ABC) G5 y G8 en el higado, los cuales transportan el colesterol desde los

hepatocitos a la bilis. Estos transportadores también tienen un papel importante
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en la absorcion intestinal de colesterol, devolviendo hacia la luz del intestino el
colesterol absorbido (197). Otra proteina importante en la absorcion de
colesterol de la dieta es NPC1L1 (Niemann-Pick C1 like 1), la cual es inhibida por
LXR (198). En la sintesis de colesterol de novo estan implicados diversos genes
cuya expresion esta controlada por miembros de la familia SREBPs (12), que a su
vez estdn regulados por LXR. El transporte reverso de colesterol supone la
recogida del exceso de colesterol de los tejidos y su conduccién hacia el higado
en forma de lipoproteinas de alta densidad (HDL) o apolipoproteinas libres de
lipidos para su excrecién en la bilis. En este proceso juegan un papel importante
los transportadores ABCA1 y ABCG1 (199), que estan activados
transcripcionalmente por LXR. Otro gen regulado por LXR es apoE; éste codifica
para una apolipoproteina presente en la superficie de las lipoproteinas
plasmaticas que es un ligando de alta afinidad del receptor de LDL. ApoE es
requerida para la captaciéon hepdtica de residuos de quilomicrones, VLDL y

algunos subtipos de HDLs, y sirve de aceptor extracelular para el colesterol (200).

Ademas de regular el metabolismo de colesterol, LXRs regulan la
biosintesis hepatica de acidos grasos. Este proceso esta controlado por SREBP-1c,
gue regula todos los genes implicados en la via. Numerosos estudios muestran el
papel activador de LXRa sobre SREBP-1c y también sobre ACC, FAS y SCD-1, los
cuales presentan LXREs funcionales en su promotor (12). Otro gen importante
gue controla la expresién de los genes lipogénicos es ChREBP, que a su vez

presenta en su promotor dos LXREs (201).

La esteatosis hepatica inducida por la activacion de LXRa no sélo se debe a
la estimulacidn de la sintesis de acidos grasos, sino también al incremento de la
captacion de acidos grasos libres, ya que la translocasa de acidos grasos
FAT/CD36 estd también regulada por LXRa y contiene un LXRE funcional en su

promotor (13).
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SREBPs

Las proteinas de unién al elemento regulador de esteroles tienen una gran
importancia en la regulacion de la concentracidn intracelular de colesterol, asi
como en la homeostasis de todos los lipidos. Llevan a cabo un mecanismo de
retroalimentaciéon negativa, detectando la concentracién intracelular de
colesterol; cuando es baja, se estimula la expresidon de genes que codifican para
las proteinas implicadas en la sintesis de colesterol y de acidos grasos y en la

captacion de lipoproteinas.

La via de SREBP es importante en el desarrollo de diferentes condiciones
patoldgicas, asociadas con la obesidad y el sindrome metabdlico, como son la
esteatosis y la hiperlipidemia. Ademds, estas proteinas intervienen en otros

procesos como crecimiento celular e inmunidad innata (202).

La familia SREBP consiste en tres subtipos: SREBP-la y SREBP-1c (gen
SREBF1) y SREBP-2 (gen SREBF2). Todos ellos son factores de transcripcion que se
unen al elemento regulador de esteroles (SRE) de sus genes diana. SREBP-1a
regula la expresion de genes implicados tanto en la sintesis de colesterol como
de acidos grasos, SREBP-1c estimula genes lipogénicos y SREBP-2 induce la
expresion de las enzimas de sintesis de colesterol (12). Son sintetizados como
proteinas de membrana del reticulo endoplasmdtico que requieren de un
proceso proteolitico de dos pasos en el aparato de Golgi para poder llevar a cabo
su actividad transcripcional. En este proceso tiene importancia la proteina
activadora de la escisiéon de SREBP (SCAP). SREBP forma un complejo con SCAP
en la membrana del reticulo endoplasmatico. Cuando hay suficientes esteroles
en la célula, SCAP sufre un cambio de conformacién que favorece su unién a
Insig, el cual bloquea la translocacion del complejo SREBP-SCAP al aparato de
Golgi donde tiene lugar la activacion proteolitica. Si no hay una cantidad
suficiente de esteroles, el complejo SREBP-SCAP se separa de Insig y se transloca

al aparato de Golgi, donde SREBP es procesado por dos proteasas. La forma
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activa de SREBP migra al nucleo para activar la transcripcion de sus genes diana

(203).

Ademdas de activar la transcripcion de genes importantes en el
metabolismo lipidico, SREBP induce su propia transcripcién ya que presenta un
SRE. Existen genes con un SRE cuya expresion es inhibida por SREBP; es el caso
de genes como MTP (proteina microsomal de transporte de triglicéridos) (204) o
el que codifica para la caveolina (205). La actividad transcripcional de SREBP
requiere de varios cofactores cuyos sitios de unidn se encuentran en el promotor
de sus genes diana y ademds son importantes para el ensamblaje de la
maquinaria de transcripcién (206). La cantidad total de SREBP-1c en higado y
tejido adiposo se reduce en ayuno, al reducirse la concentraciéon de insulina y
aumentarse la de glucagdn, y aumenta tras la ingesta. SREBP-1c puede también
contribuir a la regulacién de la captacion de glucosa y de su sintesis mediante la
induccion de la expresiéon de la glucoquinasa, la enzima clave en la utilizacién de

glucosa (207).

PPARs

La subfamilia PPAR esta compuesta de tres proteinas relacionadas, PPARaq,
PPARB/S6 y PPARy (NR1C1, NR1C2 y NR1C3 respectivamente). Los ligandos
endégenos de PPARs son lipidos tales como 4cidos grasos insaturados,
eicosanoides, componentes de LDL oxidado, VLDL y derivados del acido linoleico

(208).

PPARa promueve el catabolismo de acidos grasos, la gluconeogénesis, la
cetogénesis y el ensamblaje de lipoproteinas. Estd altamente expresado en
tejidos metabdlicos como el higado, el tejido adiposo pardo, el corazén, el
musculo esquelético y el rifidn y en unos niveles muchos mds bajos puede
también encontrarse en algunas células del sistema inmune. Este receptor
controla genes involucrados en la funcién mitocondrial, captacion de acidos
grasos, [P-oxidacién, expresion de apolipoproteinas y metabolismo de

triglicéridos (209).
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PPARPB/& se expresa de manera ubicua y esta implicada en el desarrollo, la
reproduccién, la inflamacién, la inmunidad, el desarrollo de neoplasias y el
metabolismo. Su activacion potencia el transporte de acidos grasos y su
oxidacion, mejora la homeostasis de la glucosa mejorando la sensibilidad a la
insulina e inhibiendo la salida de glucosa, atenua la respuesta inflamatoria de los

macroéfagos e incrementa las concentraciones de HDL en plasma (210).

PPARy tiene tres isoformas, PPARyl, PPARy2 y PPARy3. Se expresa
predominantemente en tejido adiposo, colon, células mieloides y placenta y
regula genes como aP2 (proteina adipocitaria de unidén a acido graso), PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxiquinasa), LPL (lipoproteina lipasa), UCP1 (proteina
desacoplante), FAT/CD36 y LXRa. Promueve la captacion de acidos grasos por el
adipocito y disminuye la concentracién de los mismos en el higado (211, 212). Sin
embargo, una expresion elevada de PPARy es una caracteristica del higado
esteatdsico, debido a su papel en mecanismos que implican la activacién de

genes lipogénicos y de la lipogénesis de novo (213).

2.2.3.2. Captacidn y transporte

Los acidos grasos libres en la sangre pueden ser captados por el higado y
servir como fuente importante para la sintesis de triglicéridos en dicha
localizacion. Normalmente los acidos grasos libres del plasma son generados por
los adipocitos blancos mediante lipolisis, la cual es inducida por agonistas de los
receptores B-adrenérgicos como las catecolaminas, bajo condiciones de ayuno.
Este proceso es revertido por la insulina tras la ingesta, limitando la liberacién de
acidos grasos e induciendo la lipogénesis de novo en este tejido. Cuando existe
resistencia a la insulina la lipolisis esta hiperactivada en los adipocitos, resultando

en un incremento de 4cidos grasos libres en el plasma (214).

Las principales proteinas implicadas en la captacion y transporte de acidos
grasos libres son la proteina transportadora de acidos grasos (FATP), caveolinas,
la translocasa de acidos grasos (FAT/CD36) y la proteina de unién a acidos grasos

(FABP).
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En mamiferos existen 6 miembros de FATPs, encontrandose FATP2 y FATP5
altamente expresadas en el higado. Todas las FATPs presentan en comun una
region para la captacion de dacidos grasos y la funcidn acil-CoA sintetasa. Estd
descrito que ratones que estdn modificados genéticamente para no expresar
FATP5 muestran resistencia a una dieta inductora de obesidad y a la acumulacién
de triglicéridos, aunque no hay evidencias clinicas de la implicacidon de esta

proteina en la obesidad humana (215).

Las caveolinas son una familia de proteinas, caveolinas 1, 2 y 3, que se
encuentran en unas estructuras denominadas caveolas, importantes para el

trafico de proteinas y la formacién de gotas lipidicas (166).

FAT/CD36 es una proteina transmembrana que acelera la captacion de
acidos grasos mediante difusion facilitada. En pacientes con NAFLD, la
concentracién de FAT/CD36 se correlaciona positivamente con la concentraciéon
de triglicéridos en el higado, por lo que esta proteina tiene una gran importancia

en esta enfermedad (216).

Las FABPs son proteinas citosélicas de union a acidos grasos que facilitan el
transporte intracelular de los acidos grasos libres. De entre los 9 miembros de
esta familia, FABP1 y FABP5 se encuentran altamente expresados en el higado.
En pacientes con NAFLD existe una correlacidon entre la infiltracion de dacidos
grasos y la expresion de FABP4 y FABP5 en el higado (217). Ademas, FABP1 se
encuentra disminuida en pacientes con NAFLD y en ratones con la misma
patologia inducida mediante una dieta deficiente en metionina y colina (MCD)

(218).

2.2.3.3. Vias de oxidacion de dcidos grasos

La B-oxidacién de los acidos grasos en la mitocondria es un proceso en el
gue los acidos grasos se reducen a acetil-CoA, el cual puede ser convertido en
cuerpos cetdnicos (B-hidroxibutirato o acetoacetato) o incorporado al ciclo de los

acidos tricarboxilicos para su completa oxidacion.
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En un principio, los acil-CoA deben ser transportados a través de las
membranas mitocondriales gracias a la actividad de dos unidades de carnitina
palmitoil transferasas (CPTs). Son convertidos a acil-carnitinas por CPT1 en la
membrana externa mitocondrial para su transporte al espacio intermembrana.
Posteriormente, CPT2 convierte éstos en acil-CoA de nuevo para su B-oxidacion

en el interior de la mitocondria (219).

El primer paso supone la B-deshidrogenaciéon del acil-CoA por acil-CoA
deshidrogenasas especificas de longitud de cadena (VLCAD, LCAD y MCAD). Una
deficiencia de MCAD y VLCAD produce el desarrollo de esteatosis en ratones, lo
gue demuestra el papel de estas proteinas y de la B-oxidacion de acidos grasos
en el acumulo de triglicéridos (220). 2-enoil-CoA hidratasa, 2-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa y 3-oxoacil-CoA tiolasa son las siguientes enzimas que completan

de manera subsecuente la B-oxidacidn de los acidos grasos hasta acetil-CoA.

En condiciones de ayuno, la B-oxidacion esta potenciada en parte por la
inactivacion de ACC, lo que resulta en una disminucion de la produccion de
malonil-CoA, que actla como un potente inhibidor de CPT1 (221). Un ayuno
prolongado también incrementa la expresion de los genes de la B-oxidacion
mediante mecanismos transcripcionales. PPARa y su co-activador, el co-
activador 1 de PPARy (PGC-1a) son claves para potenciar la expresién de los

genes CPT1, LCAD, MCAD vy acil-CoA oxidasa (AOX) (209).

2.2.3.4. Secrecion de triglicéridos

La secrecion de triglicéridos se consigue gracias a la formacion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipidos con un nucleo hidrofébico
que contienen triglicéridos y ésteres de colesterol, cubiertos por fosfolipidos
hidrofilicos y apoB 100. El proceso de formacion de las VLDL ocurre inicialmente
en el reticulo endoplasmatico rugoso durante la traduccién y translocaciéon de
apoB 100, dando lugar a la formacion de una apoB 100 parcialmente lipidica
(pre-VLDL) que es después transportada al aparato de Golgi para su maduracion

y posterior liberacion del higado mediante exocitosis.
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La hormona anabdlica insulina es clave en la regulacidon de la formacion y
secrecion de VLDL. En los casos de resistencia a la insulina, al verse alterado este
proceso, se produce una hipertrigliceridemia al incrementarse la secrecion de
triglicéridos. Sin embargo, la velocidad de secrecién de triglicéridos no se puede
equiparar a la incrementada velocidad de sintesis de triglicéridos bajo esta
condicidn, lo cual resulta en una esteatosis hepatica a pesar de la elevada
velocidad de secrecién de VLDL, de manera similar a lo observado en pacientes

con NAFLD, que presentan tanto hipertrigliceridemia como esteatosis.

Una exposicion prolongada del higado a acidos grasos libres induce estrés
de reticulo endoplasmatico y otros tipos de estrés oxidativo en el higado,
conduciendo a la degradacion de apoB 100 y al subsecuente descenso de
secrecion de VLDL, provocando un empeoramiento de la esteatosis hepdtica

(222).

2.2.3.5. Papel de los miARNSs

Se ha descrito el papel de varios miARNs en la regulacidn del metabolismo
lipidico. Asi, miR-122 interviene en la regulacion de genes implicados en la
sintesis de acidos grasos y su oxidacion, como FAS, ACC1 y ACC2 (146). miR-370
tiene efectos similares sobre el metabolismo lipidico, controlando a CPT1A, la
enzima carnitina palmitoil transferasa que media el transporte de acidos grasos
de cadena larga a través de la membrana mitocondrial mediante su unién a
carnitina, reduciendo la oxidacion de los acidos grasos. Este miARN parece que
también aumenta la expresion de miR-122 y conduce a la sobreexpresion de
genes lipogénicos como SREBP-1c y DGAT2 (223). miR-378/378* es un miARN
localizado en un region intrénica del gen PGC-1a y su sobreexpresion durante la
adipogénesis incrementa la acumulacién de triglicéridos. También aumenta la
expresion de FABP4, FAS y SCD-1 (224). miR-143, miR-27 y miR-335 estan
involucrados también en el metabolismo lipidico y en la diferenciacion de

adipocitos (225-227).
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Uno de los miARNs mads importantes en la regulacién del metabolismo
lipidico es miR-33a, localizado en el intrén 16 del gen SREBF2. Este miARN parece
tener un papel clave como regulador post-transcripcional en la homeostasis de
colesterol (228). Existe otra isoforma, miR-33b, dentro del gen SREBF1, que sélo
difiere en dos nucledtidos de la otra isoforma (228). miR-33 también controla
algunos genes involucrados en la B-oxidacidn, y su sobreexpresién provoca una

disminucién de la expresion de los mismos y por tanto de la B-oxidacion (229).

2.2.4. Hepatitis C y esteatosis

Aproximadamente el 50% de los pacientes infectados con VHC tienen
esteatosis (5). Aunque la esteatosis puede estar asociada a todos los genotipos
de VHC, hay una evidencia clara de que la esteatosis es mds prevalente y severa
en sujetos infectados con el genotipo 3 (230). La importancia de la esteatosis en
pacientes con hepatitis C crénica subyace en su relacién con la progresién de la
enfermedad (231). Incluso antes de identificar al VHC como agente viral causante
de las hepatitis no-A y no-B, se conocia que este agente patoldgico
interaccionaba con lipidos y lipoproteinas. De hecho, la acumulacién de lipidos
neutros en gotas lipidicas citoplasmaticas en los hepatocitos fue definida como
una caracteristica patologica de la infeccidon por VHC (232). Ademas, el grado de
esteatosis se correlaciona con los niveles de ARN viral en higado y suero de

pacientes infectados (230).

La infeccion crénica con VHC estd asociada a la desregulacion de la
homeostasis de lipidos, favoreciendo la acumulacidn de triglicéridos en el higado,
mediante la activacidon transcripcional de genes lipogénicos (7, 8). Distintos
estudios han confirmado el papel de las proteinas core, NS2 y NS4B en la
activacion de SREBP y RXR (11, 118, 119, 233). Ademas, se ha visto que la
expresion génica del VHC inhibe la transcripcion de MTP, la enzima clave en la
produccién de VLDL, tanto in vitro como in vivo, lo cual estd asociado al
desarrollo de esteatosis (234). La esteatosis no estad sélo causada directamente

por el VHC, sino que estd ligada a la patogénesis y la progresiéon de la
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enfermedad. Asi, la infeccion crénica con el VHC estd también muy asociada a la
resistencia a la insulina, lo cual podria ser una consecuencia de la alteracién de la
sefializacion de insulina y la activacidon de marcadores inflamatorios como TNFa y
las proteinas de la familia del supresor de la sefalizacién de citoquinas (SOCS), lo
gue a su vez desregula la sintesis de acidos grasos y conduce al desarrollo de
esteatosis (235). En paralelo, el VHC incrementa la actividad de PPARa y PPARy
en los hepatocitos contribuyendo a la desregulacién de la B-oxidacién de acidos
grasos y de la sensibilidad a la insulina. Ademas, los genes del metabolismo

lipidico, como SREBP, también resultan modificados por este mecanismo (7, 9).

La viremia del VHC estd asociada a bajas concentraciones de colesterol y
triglicéridos en plasma. De hecho, una concentracion disminuida de triglicéridos
puede desempefiar un papel clave en el agravamiento de la infeccidn, ya que
concentraciones elevadas de triglicéridos en plasma durante la fase aguda de la

infeccion del VHC estan asociadas a un aclaramiento espontaneo del VHC (236).

Varios estudios muestran una conexion entre el éxito del tratamiento
antiviral y los parametros lipidicos observados en el paciente. Tanto la esteatosis
hepdtica como la resistencia a la insulina empeoran la respuesta al tratamiento

de la hepatitis C (237, 238).

2.2.5. Diagnéstico

Generalmente, los pacientes con NAFLD son identificados mediante un
analisis de sangre rutinario o imagen abdominal. La evaluacion inicial incluye la
exclusion de otras causas coexistentes como hepatitis autoinmunes,
hemocromatosis hereditaria, hepatitis viricas, hepatitis tdéxicas, deficiencia de

al-antitripsina y enfermedad de Wilson.

Un titulo bajo de anticuerpo antinuclear, anticuerpo antiactina del musculo
liso y anticuerpo antimitocondrial positivo es comun en pacientes con NAFLD. Sin
embargo, en aquellos pacientes que se sospeche que puedan tener NAFLD y sean

anticuerpo antinuclear positivo a titulos mayores de 1 : 160 o antiactina de
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musculo liso positivo a titulos superiores de 1 : 40 se debe considerar la biopsia.
La hiperferritinemia es considerada como la manifestacion hepatica del sindrome
metabdlico y se describe con frecuencia en pacientes con NAFLD. No obstante,
en los pacientes que se sospeche que tengan NAFLD y presenten elevada
ferretina en suero se recomiendan tests para detectar las mutaciones de las
hemocromatosis hereditarias. En estos pacientes se podria hacer una biopsia

hepatica si son homozigotos o heterozigotos para la mutacion C282Y (239).

Distinguir entre las formas alcohdlica y no alcohdlica puede ser dificil en
pacientes con sindrome metabdlico y un consumo regular de alcohol. El indice
ALD/NAFLD consistente en el volumen corpuscular medio, AST, ALT, altura y peso

podria ayudar a diferenciar las dos formas (240).

Los estudios radiolégicos para el diagndstico de esteatosis incluyen el uso
de imdgenes de ultrasonidos, tomografia computarizada y resonancia magnética,
asi como espectroscopia y elastografia de resonancia magnética. La elastografia
de ultrasonidos se usa actualmente para el diagndstico de fibrosis avanzada. Los
ultrasonidos con Levovist podrian ser muy utiles para identificar pacientes con

NASH (241).

2.2.6. Tratamiento

Se recomienda generalmente que los pacientes con sobrepeso y obesos,
con NAFLD, pierdan el 7-10% de su peso corporal mediante la modificacion de la
dieta y la realizacidn de ejercicio en el transcurso de 6-12 meses. Esto se basa en
estudios a corto plazo que muestran que una pérdida gradual de peso de esta
magnitud mejora la resistencia a la insulina y la histologia hepatica (242, 243). Se
recomienda ademds comida baja en hidratos de carbono con pocas grasas
saturadas y rica en acidos grasos mono y poliinsaturados. También se deberian
evitar dietas con alto porcentaje de fructosa (244). El Orlistat, un inhibidor
reversible de las lipasas pancreatica y gastrica, puede ser efectivo en promover
una pequeiia pérdida de peso, aunque no causa una pérdida de peso o una

mejora histolégica mayor de las que se logran con una restriccion caldrica
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unicamente (245). El Rimonabant, un antagonista del receptor 1 cannabinoide,
estuvo aprobado en Europa para promover la pérdida de peso y tiene
propiedades antiesteatdsicas y antifibrdticas (246, 247), pero se retiré del
mercado tras la evidencia de estar asociado su uso con un incremento en el

riesgo de tendencias suicidas y depresion (248).

Ya que muchos pacientes con NAFLD tienen obesidad, en las ultimas
décadas se han llevado a cabo procedimientos de cirugia bariatrica para tratar la
obesidad y sus complicaciones con claros beneficios a corto y largo plazo (249,
250). Los procedimientos de cirugia baridtrica mas comunes son el bypass
gastrico de Roux en Y, la banda gastrica ajustable, la gastroplastia y la
gastrectomia vertical (251). En general, la histologia hepatica mejora
significativamente después de una cirugia bariatrica con un minimo riesgo de
empeoramiento, aunque ésta no estd recomendada especificamente para tratar

la NAFLD (252).

Debido a que la resistencia a la insulina estd muy ligada a Ia
esteatohepatitis, se han llevado a cabo estudios para tratar esta enfermedad con
sensibilizantes a la insulina, entre los que destacan la metformina y las
tiazolidinedionas (pioglitazona y rosiglitazona). Aungque el mecanismo de accién
exacto de la metformina no esta claro, ésta proporciona un evidente beneficio
como agente antidiabético y como sensibilizante a la insulina. Su accién
antidiabética estd probablemente relacionada con una disminucion de la
gluconeogénesis hepdtica, un descenso de la absorcién de glucosa y un
incremento de la sensibilidad a la insulina facilitando la captacion y utilizacién de
glucosa (253). Las tiazolidinedionas (TZDs), son una clase de medicamentos
antidiabéticos que mejoran la resistencia a la insulina actuando como agonistas
selectivos de PPARy (254). Un tipo de tiazolidinediona, la troglitazona, fue
retirada del mercado debido a su hepatotoxicidad, mientras que la rosiglitazona
y la pioglitazona siguen disponibles actualmente para su uso clinico (255). Estas

redistribuyen la grasa desde el musculo e higado al tejido adiposo mejorando asi

48



Antecedentes

la sensibilidad a la insulina en el musculo y en el higado. Ademas, incrementan
los niveles circulantes de adiponectina, la cual es producida exclusivamente en el
tejido adiposo y actlia como sensibilizante a la insulina (254). En general, las TZDs
mejoran la histologia hepatica en pacientes con NASH aunque su efecto
favorable sobre la esteatosis es mucho mas acusado que sobre otras variables
histolégicas como inflamacién, balonizacion o fibrosis. Este efecto favorable
sobre la histologia y bioquimica hepatica desaparece si se interrumpe el
tratamiento, lo que sugiere la necesidad de mantener dicho tratamiento a largo
plazo para mantener sus beneficios terapéuticos (256). Sin embargo, a largo

plazo, este tipo de agentes podrian tener algln tipo de efecto adverso (257).

El receptor nuclear FXR (receptor X farnesoide) tiene un papel importante
en la regulacién de la homeostasis de colesterol y acidos biliares, asi como en el
metabolismo de la glucosa y en la sensibilidad a la insulina. Un agonista del
mismo, INT-747, incrementa la secrecidon de insulina y potencia el
almacenamiento de lipidos en los adipocitos y la secrecidon de adiponectina y
leptina (239). Otro agonista sintético de FXR, WAY-362450, es capaz de reducir la

inflamacién y la fibrosis en un modelo animal de NASH (258).

Existen también farmacos que reducen la cantidad de lipidos, como las
estatinas, que inhiben la HMG-CoA reductasa, ya descritas anteriormente por su
uso en el tratamiento de la hepatitis C; éstas han sido utilizadas sélo en algunos
casos para el tratamiento de NAFLD (259, 260). En combinacién con las estatinas
o de manera individual también se usa el fenofibrato, un activador de PPARq,
dando como resultado una mejora en el perfil lipidico en suero, reduciéndose la
concentracién de triglicéridos y aumentandose la de HDL (261). También tiene
efectos antiinflamatorios y antitrombodticos (262) y mejora la sensibilidad a la
insulina mediante la disminuciéon de la acumulacién lipidica en varios tejidos

como el higado o el musculo (263).

Existen agentes citoprotectores, como el acido ursodesoxicdlico y la

pentoxifilina, que poseen propiedades hepatoprotectoras. La administracién de
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pentoxifilina mejora la actividad enzimatica del higado, la esteatosis y la
inflamacién probablemente inhibiendo TNFa (264). El acido ursodesoxicdlico es
mejor tolerado por lo pacientes que la pentoxifilina aunque sdlo provoca una

disminucion de los niveles de AST, sin ninguna mejora histoldgica (265).

Una elevada actividad del sistema renina-angiotensina podria jugar un
papel importante en la patogénesis de NAFLD (266). Por ello, se han llevado a
cabo estudios con bloqueantes de los receptores de angiotensina, como el
telmisartdn y el losartan, observdandose mejoras en aspectos como la esteatosis,
la fibrosis, la inflamacién y la alteracion del metabolismo lipidico (267, 268). Este
mismo tipo de mejoras han sido observadas en pacientes tras la administracion
de L-carnitina, la cual estd involucrada en el transporte de acidos grasos a la

mitocondria para su oxidacién (269).

Ya que el estrés oxidativo contribuye en gran medida en la patogénesis de
NAFLD se han probado una serie de terapias basadas en antioxidantes, como las
vitaminas E o C (270) o derivados de vegetales como el resveratrol (271) o el
extracto de té verde (272). La S-alilmercaptocisteina, presente en el ajo, también

tiene efectos beneficiosos sobre la enfermedad (273).

La NAFLD esta asociada también a una permeabilidad aumentada del
intestino, lo que estda a su vez relacionado con el exceso de crecimiento
bacteriano en el intestino delgado (274). Asi, se ha visto que un tratamiento con
probidticos puede mejorar el dafio hepatico propio de NAFLD (275); los
probidticos evitan la proliferacion de bacterias perjudiciales y el exceso de
crecimiento bacteriano en el intestino delgado, restauran la barrera

gastrointestinal y modulan el sistema inmune (276).
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2.2.7. Modelos de estudio in vitro e in vivo de la esteatosis

Se han desarrollado numerosos modelos de NAFLD, principalmente
animales y en especial roedores, y en menor medida cultivos celulares, para el
estudio de los mecanismos moleculares involucrados en el inicio y progresién de
esta enfermedad hepatica. Sin embargo, estos modelos sélo “mimetizan” ciertos
aspectos caracteristicos de la enfermedad en humanos y difieren de ésta sobre
todo en el grado de dano hepatocelular y en las alteraciones metabdlicas

asociadas al desarrollo de la enfermedad (277).

Un modelo animal ideal para el estudio de la NAFLD deberia reflejar la
histopatologia y la fisiopatologia hepaticas de la NAFLD humana. Asi, en el higado
se deberia desarrollar esteatosis, inflamacion intralobular, balonizacién e,
idealmente, fibrosis perisinusoidal en zona 3 y susceptibilidad al desarrollo de
tumores. Ademas, los animales deberian presentar anomalias metabdlicas como
obesidad, resistencia a la insulina, hiperglucemia en ayuno, dislipidemia, un perfil
alterado de adipoquinas y concentraciones elevadas de endotoxinas bacterianas

(170).

Los modelos genéticos mas utilizados son aquellos que presentan
alteraciones en el comportamiento alimentario, que normalmente resulta de
defectos en la via de sefalizacién de la leptina. Asi, los ratones ob/ob portan
mutaciones en el gen de la leptina, dando lugar a una deficiencia en leptina y una
subsecuente hiperfagia, inactividad, obesidad y diabetes que acompanan al
desarrollo de NAFLD. Este modelo se usa para el estudio de varias enfermedades
metabdlicas, entre ellas NAFLD, a pesar de que la mutacién en ob es rara en
humanos (278). Sin embargo, en estos ratones no hay una progresion
espontanea de esteatosis a esteatohepatitis y requieren para ello algun otro tipo
de alteracion, como una dieta deficiente en metionina y colina, una dieta rica en
grasas o pequenas dosis de endotoxinas (170). Otros modelos con caracteristicas
similares a los ratones ob/ob son los ratones db/db, mutados en el gen del

receptor de la leptina (ob-Rb) (279), las ratas Zucker obesas (fa/fa), que
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desarrollan también esteatosis debido a la falta del receptor de la leptina (280) o
los ratones KK-Ay con el gen agouti mutado, lo cual provoca en ellos una pérdida
de melanocortina y una alteracion de la supresién del apetito, conduciendo
también a un fenotipo obeso. Un factor que juega un papel importante en la
regulacién de la ingesta de comida y del peso corporal es el receptor 4 de
melanocortina (MC4R). De hecho, en casos de obesidad temprana en humanos
se han identificado varias mutaciones en este receptor (281). Asi, ratones que no
expresan MCA4R desarrollan obesidad con hiperfagia, hiperinsulinemia e
hiperglicemia y tras su alimentacidon con una dieta rica en grasas muestran una
gran esteatosis y la alteracion de los genes del metabolismo lipidico; ademas,
tras un largo periodo de tiempo alimentados con esta dieta, se puede observar
un progreso de esteatosis a esteatohepatitis e incluso a fibrosis y a carcinoma
hepatocelular (282). Existen muchos otros tipos de modelos genéticos para el
estudio de NAFLD como ratones que sobreexpresan SREBP-1c (283) u otros que
no expresan PTEN (284), PPARa (285), AOX (286) o MAT1A (metionina

adenosiltransferasa-1A) (287).

Uno de los modelos nutricionales mas utilizado en el estudio de NAFLD es
aquel basado en una dieta deficiente en metionina y colina (MCD). Los roedores
alimentados con una dieta MCD desarrollan rapidamente esteatosis debido al
incremento de la captacidon de acidos grasos y a la disminucién tanto de la B-
oxidacién como de la secrecion de VLDL desde el higado (288). Tras dos semanas
con la dieta MCD aparece necrosis e inflamacion seguidas de fibrosis. También
contribuyen al dafio hepatico la presencia de estrés oxidativo (289), la activacion
de la via de sefializacion de TLR4 (receptor 4 tipo Toll) y cambios en el perfil de
citoquinas y adipocitoquinas (290). Sin embargo, este modelo tiene algunas
limitaciones, como la ausencia de caracteristicas tan importantes en el desarrollo
de NAFLD en humanos como es la resistencia a la insulina o el sobrepeso,
produciéndose, de hecho, una pérdida considerable del peso corporal del animal
(291). Ademas, existen variaciones en la sensibilidad hacia la dieta MCD

dependiendo del género, la especie y la cepa del animal (292).
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Otro modelo nutricional consiste en la alimentacidn de roedores con una
dieta rica en grasa. Estos animales muestran obesidad, intolerancia a la glucosa,
dislipidemia, incremento de la expresion de los genes reguladores de la
lipogénesis como SREBP-1c y LXR, asi como de citoquinas proinflamatorias. Sin
embargo, no presentan un dano hepatico tan pronunciado como en el caso del
modelo MCD y ademas se necesitan tiempos mas prolongados de alimentacién
para inducir un dafio hepatico severo, si bien las alteraciones moleculares y
patoldgicas encontradas se parecen mads a aquellas presentes en humanos con
NAFLD. Por ello, este modelo se suele combinar con modelos genéticos de

NAFLD (170).

Las dietas ricas en azucar pueden suponer un factor de riesgo para el
desarrollo de NAFLD en humanos (293). Asi, las dietas ricas en carbohidratos
también han sido usadas para inducir el desarrollo de NAFLD en ratones. De
entre diferentes tipos de carbohidratos, la fructosa parece tener el efecto mas
perjudicial para el higado pero con la menor ganancia de peso. La fructosa
ademdas provoca resistencia a la insulina, estrés oxidativo, expresiéon de
citoquinas proinflamatorias, aumento de la expresion de SREBP-1c, niveles
elevados de endotoxinas en la sangre portal y alteracion de la expresién de
adipocitoquinas. Al igual que ocurre en el caso del modelo anterior, estos
ratones alimentados con altas concentraciones de fructosa no presentan un
dano hepdtico de la misma magnitud que aquel presente en los ratones con la
dieta MCD, pero las alteraciones patoldgicas y moleculares se asemejan mas a

aquellas encontradas en humanos con NAFLD (294, 295).

En otros modelos de ratones, una combinacién de una dieta rica en grasa
con concentraciones elevadas de fructosa, tipica de una dieta de los paises
occidentales, conduce al desarrollo de NAFLD. Los ratones de este modelo
muestran sobrepeso, resistencia a la insulina, NASH vy fibrosis, asi como estrés del
reticulo endoplasmatico, lipoapoptosis, sobrecarga de hierro en el higado y una

elevada peroxidacion lipidica, caracteristicas de NAFLD en humanos (296, 297).
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Ademas de éstos, existen diversos modelos que no implican el uso de roedores

para el estudio de NAFLD (298, 299).

En cuanto a los modelos in vitro, mientras que para el estudio de otras
enfermedades hepaticas suponen una importante herramienta, para el estudio
de NAFLD se han obtenido muy pocos datos derivados de su utilizacion. En este
tipo de modelos se han usado tanto cultivos celulares primarios como lineas
celulares inmortalizadas para investigar los mecanismos moleculares implicados
en la progresidon de NAFLD. Los modelos mas relevantes son aquellos basados en
el cultivo de hepatocitos humanos primarios, células de Kupffer, células
estrelladas o células endoteliales sinusoidales. Sin embargo, existe una limitacién
en cuanto a la disponibilidad de muestras de higado humano, que junto con
ciertos aspectos éticos, complican el uso de cultivos celulares primarios
humanos. Por ello, es mas frecuente el uso de cultivos primarios de células de
roedores que, dependiendo del modelo utilizado, puede semejarse mas o menos
a las caracteristicas que se dan en humanos. Una alternativa a los cultivos
primarios son las lineas celulares inmortalizadas, cuyo cultivo es mas simple y
facil de estandarizar, aunque presentan alteraciones en la expresion de varias
enzimas y factores nucleares. Algunas de estas lineas celulares utilizadas para el
estudio de NAFLD son RAW 264.7, AML-12, J774A, HepG2, Huh7, H4IIE, HAIIEC3,
PAV-1 o LX2. Se pueden llevar a cabo también co-cultivos, combinando varios
tipos celulares como por ejemplo los macréfagos RAW 264.7 y los hepatocitos de
raton AML-12, expuestos a fructosa y endotoxinas o modelos tridimensionales

(277).

2.3. Flavonoides

2.3.1. Introduccion

Los flavonoides son una familia de componentes presentes en las plantas,
que tienen una estructura similar, una molécula con tres anillos a la que pueden
estar unidos diferentes grupos, lo que determina la subclase de flavonoide y el

componente concreto dentro de esta subclase. Las seis subclases de flavonoides
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son: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, isoflavonas y antocianidinas. A
su vez los flavonoides pueden presentarse como glicésidos (unidos a grupos

glicosil) o como agliconas (sin grupos glicosil unidos) (300).

Las dietas ricas en flavonoides estan asociadas con una baja incidencia de
enfermedades crénicas como diabetes de tipo Il, enfermedades cardiovasculares

y neurodegenerativas y cancer (301).

2.3.2. Quercetina

La quercetina es un flavonoide, perteneciente a la subclase de los
flavonoles. Estos estdn presentes en una gran variedad de frutas y verduras. En
los paises occidentales se estima que la ingesta diaria de flavonoles es de 10-20
mg al dia, y la mayoria se consumen en forma de glicésidos de quercetina,

kaempferol y miricetina, mas que en sus formas agliconas (302).

Todos los flavonoles tienen en comun un esqueleto 3-hidroxiflavona, y se
diferencian en la localizacion de los diferentes grupos OH fendlicos. Asi, la
quercetina presenta grupos OH en las posiciones 5, 7, 3’ y 4’ ademas de en la

posicion 3 propia de todos los flavonoles (Figura 8).

B OH

OH

HO 0

OH

OH 0

Figura 8. (A) Esqueleto 3-hidroxiflavona con localizaciones numeradas para la uniéon de grupos
glicosil e hidroxil. (B) Estructura quimica de la quercetina.

Por definicion, la quercetina es una aglicona, ya que no presenta ningun
grupo glicosil unido. Tiene un color amarillo brillante y es totalmente insoluble
en agua fria, un poco soluble en agua caliente y bastante soluble en alcohol y
lipidos. La union de un grupo glicosil, reemplazando un grupo hidroxilo, puede

cambiar su solubilidad, absorcién y efectos in vivo. Normalmente, la forma
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glicésido tiene mayor solubilidad en agua que la quercetina aglicona (303). En
funcién del grupo glicosil unido, la quercetina recibe diferentes nombres

(hiperdsido, isoquercetina, rutina, etc.).

Los flavonoles de tipo quercetina se encuentran en manzanas, bayas,
alcaparras, uvas, cebollas, chalotas, té, tomates, muchas semillas, nueces, flores,
cortezas y hojas. También se encuentra en plantas medicinales como el Ginkgo
biloba, Hypericum perforatum y Sambucus canadensis. La mayoria de los
flavonoles tipo quercetina que se consumen a diario son en forma de glicdsidos.
Los mas comunes son quercetina con una o dos moléculas de glucosa y
guercetina unida a rutinosa (304, 305). Dos de las mejores fuentes de quercetina
son cebollas y chalotas y dependiendo qué parte de las mismas, tienen mayor o
menor contenido de quercetina y diferentes formas de ésta. Asi, la pulpa de las
chalotas tiene un 99,2 % de quercetina en forma de glicésido y un 0,8 % en forma
de aglicona; sin embargo, en la piel seca predomina la forma aglicona (83,4 %)
(306). Lo mismo ocurre en el caso de las cebollas, donde sélo en las capas mas

externasy la piel predomina la forma aglicona (307).

Los factores que mas influyen en la absorcion de la quercetina son el tipo
de glicdsido unido y la solubilidad, modificada por etanol, lipidos y emulsionantes
(308). Cuando se ingiere la forma glicésido, los grupos glicosil se liberan durante
la masticacién, digestién y absorcién. Las enzimas de la boca y el intestino, asi
como las bacterias presentes en los mismos, son capaces de hidrolizar los
glicosidos a agliconas (309). En humanos, la quercetina en su forma aglicona

parece estar mas biodisponible que en su forma glicésido (306).

La quercetina parece tener muchos efectos beneficiosos sobre la salud
humana. En animales se ha visto que tiene un gran potencial antioxidante,
protegiendo a diversos tejidos y drganos como el corazén o el cerebro frente al
dafio producido por el fendmeno de isquemia-reperfusion, por componentes
téxicos y por otros factores que pueden inducir estrés oxidativo (310-312). Sin

embargo, puede también presentar actividad pro-oxidante bajo algunas

56



Antecedentes

circunstancias (313). La actividad antioxidante de la quercetina no ha sido
observada en la mayoria de estudios llevados a cabo en humanos (314, 315). La
guercetina parece tener efectos antialergénico (316) y antiasmatico (317). Puede
disminuir ademas el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (318, 319), asi
como la presién arterial (320, 321), probablemente debido a la mejora de la
funcién endotelial al aumentar la concentracién de dxido nitrico y reducir las
concentraciones de endotelina-1 (322). Este flavonol tiene también efectos
antinociceptivo (323) y antiinflamatorio (324), aunque no se ha visto dicho efecto
en humanos (315, 321, 325). En modelos animales se ha visto que la quercetina
puede ser beneficiosa en el tratamiento de la diabetes (326, 327) y de la
obesidad (18, 328) y tiene también efectos de tipo ansiolitico y antidepresivo
(329). Numerosos estudios in vitro sugieren que este flavonoide tiene un papel
anticancerigeno gracias a su actividad como antioxidante, antiproliferativo, pro-
apoptotico y supresor de factores de crecimiento, asi como por mostrar un gran
sinergismo con algunos agentes quimioterapéuticos (330, 331). Ademas, en
estudios llevados a cabo en animales se ha visto que la quercetina es capaz de
inhibir el crecimiento de tumores (332). También presenta actividad antiviral (17,

333) y antibacteriana (334).

En humanos esta descrito que la quercetina es en general bien tolerada y
dosis de hasta 1 g por dia durante meses no produce efectos adversos, salvo en
alglin caso como en combinacion con el farmaco digoxina, con el que puede
presentar efectos letales (335). También modifica la biodisponibilidad de otros
farmacos debido principalmente a su efecto de inhibicién sobre CYP3A4 y sobre

el transportador de farmacos glicoproteina P (336).

2.3.3. Flavonoides en el tratamiento de la hepatitis C

Se ha observado que la quercetina muestra una actividad antiviral frente al
VHC (15), mostrando una fuerte reduccidon de la produccion de particulas
infecciosas a dosis de 33 y 50 uM, sin modificar sustancialmente la replicacién

del virus. La quercetina es capaz de inhibir la actividad de la proteina NS3 (16),
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asi como de reducir la actividad del IRES e inhibir la sintesis de las proteinas de
choque térmico HSP40 y HSP70, las cuales interactian con la proteina NS5A del
virus. Sin embargo, el silenciamiento de las proteinas HSP mediante ARNs
pequefios de interferencia (siRNA) no tiene efecto sobre la produccidon de
particulas virales, por lo que el mecanismo de accién anti-VHC de la quercetina a
las concentraciones testadas podria deberse mds bien a la alteracién de la

morfogénesis viral o del proceso de secrecion de particulas (17).

Ademas de la quercetina, existen otros tipos de flavonoides descritos como
potenciales moléculas anti-VHC. La silimarina es un componente extraido del
cardo Silybum marianum que contiene al menos siete flavonolignanos (silibina A,
silibina B, isosilibina A, isosilibina B, silicristina, isosilicristina, silidianina) y un
flavonoide (taxifolina). La silimarina tiene multiples efectos sobre el VHC. Parece
inhibir la replicacion del VHC en cultivo celular y presenta actividades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras que pueden contribuir a sus efectos
hepatoprotectores (337). La inhibicién de la replicacion del VHC parece atribuirse
a la accién inhibidora de la silibinina (silibina A y silibina B) sobre la proteina
NS5B, que también parece inhibir la entrada del virus en la célula y bloquear la
propagacion del virus de célula a célula (338), asi como la expresién de la

proteina core (339).

La epigalocatequina-3-galato es el flavonoide mds abundante de Ia
subclase de las catequinas (flavanoles) presente en el extracto de té verde. Este
componente actua inhibiendo la entrada del virus de la hepatitis C de una
manera dependiente de la dosis (150, 340) y podria también inhibir las

actividades de NS3 y NS5B (341, 342), asi como la replicacién viral (340).

La flavona ladaneina, y su derivado sintético BJ486K, son capaces también

de evitar la entrada del virus (343).

Una flavanona presente en el pomelo, la naringenina, posee propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias y anticarcinogénicas tanto in vitro como in vivo 'y
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es también capaz de disminuir la produccion de particulas de VHC. Este efecto de
la naringenina podria estar mediado en parte por la activacion de PPARa y la
inhibicion de la produccion de VLDL, dada la estrecha relacion entre el
ensamblaje y secrecién de particulas virales y el metabolismo de lipoproteinas

(149).

La luteolina y la apigenina son dos flavonas que muestran también
actividad anti-VHC, siendo ambas buenos inhibidores de la actividad de la

proteina NS5B (344).

La curcumina es un polifenol obtenido de la planta Curcuma longa que
presenta numerosos efectos beneficiosos al presentar actividades antioxidante,
anti-inflamatoria, anticarcinogénica, hipocolesterolémica, antibacteriana,
antiespasmaddica, anticoagulante y hepatoprotectora (345). Se sabe que tiene
también actividad frente al virus de la influenza, adenovirus, coxsackievirus y VIH
y parece que inhibe la expresion génica del VHC via supresion de la activacion de
AKT-SREBP-1. Su combinacidon con IFNa produce una gran inhibicion de la

replicacion de este virus (346).

2.3.4. Flavonoides en el tratamiento de la esteatosis

Se ha demostrado que la quercetina es capaz de reducir la acumulacion de
grasa en el higado y mejorar los pardmetros relacionados con el sindrome
metabdlico en ratones alimentados con una dieta tipica de los paises mas
occidentales. Este efecto puede deberse a la disminucién tanto del estrés
oxidativo como de la expresion de genes relacionados con el desarrollo de
esteatosis (18). También podria mejorar la respuesta a la glucosa y la resistencia
a la insulina asociada a la diabetes de tipo Il, atenuando la desregulacién del
metabolismo de acidos grasos libres, mediante la supresion del estrés oxidativo,
aumentando la captacion de la glucosa por los tejidos periféricos y disminuyendo
la expresion de los genes inflamatorios en el higado (347). En hepatocitos de rata
se ha visto que la quercetina es capaz de disminuir la sintesis de acidos grasos y

de triglicéridos (348).
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Se ha comprobado que Ila silimarina es capaz de reducir las
concentraciones de triglicéridos y de ALT en modelos animales de NAFLD (349) y
mejorar de manera significativa, en combinacion con vitamina E y fosfolipidos,
los niveles de enzimas hepaticas, la hiperinsulinemia y el indice de fibrosis

hepatica en pacientes con NAFLD (350).

En animales se ha visto que la curcumina es capaz de mejorar la histologia
tipica de NAFLD, probablemente al reducir la transcripcion génica de TNFa, NF-
kB y HMG-CoA. Es capaz de reducir la concentracién de LDL en suero al
incrementar la expresion de los receptores de LDL, bloquear la oxidacién de LDL,
aumentar la secrecién de acidos biliares y disminuir la expresiéon de genes
involucrados en la sintesis de colesterol, protegiendo también frente al dafio

hepatico y la fibrogénesis (351, 352).

60



MATERIALES Y METODOS







Materiales y Métodos

3.1. Cultivos celulares

3.1.1. Lineas celulares
Para la realizacidn del presente trabajo se utilizaron dos modelos in vitro de

hepatitis C diferentes.

El primero de ellos se basa en la utilizacion de células Chang liver (CCL-13,
ATCC, Manassas, VA, EE.UU.), linea celular inmortalizada y carente de
malignidad, ampliamente utilizada en estudios de funcidon hepadtica. Dichas
células fueron transfectadas de forma estable con el gen que codifica para la
proteina estructural core (CHL-core) o con el gen que codifica para la proteina no
estructural NS5A (CHL-NS5A) del VHC. Para la obtencién de los clones
transfectados CHL-core y CHL-NS5A se utilizaron como vectores de expresion
pEFla. y pcDNA3.1, respectivamente. El plasmido pEF-core se obtuvo
subclonando dentro de pEFla (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA,
EE.UU.) un fragmento de PCR que contiene la secuencia completa del gen que
codifica para la proteina core del genotipo 1b del VHC, mientras que el plasmido
pcDNA3.1-NS5A se generd subclonando dentro de pcDNA3.1 (Invitrogen™) un
fragmento de PCR que contiene la secuencia completa del gen que codifica para
la proteina NS5A. Como células control se procedié a la transfeccion de las
células Chang liver con los vectores vacios (pEF1la y pcDNA3.1, respectivamente)
(CHL). La seleccidn de los clones transfectados se llevé a cabo en presencia de 0,5
mg/mL de antibidtico G-418 (Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.). La
expresion del gen de la proteina core y NS5A en dichas células se confirmé
mediante técnicas de western blot y RT-PCR. Las células Chang liver asi
transfectadas fueron cedidas por el grupo del Dr. Carmelo Garcia-Monzén, del

Hospital Universitario Santa Cristina de Madrid.

El segundo modelo consiste en la utilizacién de células Huh7, linea celular
establecida derivada de hepatoma humano, que incluyen el replicdn genédmico
completo del genotipo 1b del virus de la hepatitis C (VHC-G1). Como control se

utilizé el mismo clon tratado con IFNa-2b (PBL Interferon Source, Piscataway, NJ,
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EE.UU.) (Huh7). Estas células fueron cedidas por el grupo del Dr. Ricardo

Moreno-Otero, del Hospital Universitario de la Princesa de Madrid.

3.1.2. Condiciones de cultivo

Las células Chang Liver y Huh7, asi como las lineas derivadas de las mismas,
se cultivaron en condiciones controladas de temperatura (37°C), con un 5% de
CO, y 95% de humedad, en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) suplementado con un 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor (Gibco®, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.), 10
U/ml de penicilina, 10 pg/ml de estreptomicina y glutamina al 1% (Gibco®)
(medio completo). La seleccién de las células transfectadas se llevd a cabo en
presencia de 0,5 mg/ml de antibidtico G-418 (Promega Corporation). Con el fin
de evitar cambios fenotipicos, las células fueron usadas sélo durante 8-10

semanas, procediéndose entonces a descongelar pases iniciales.

3.2. Tratamientos

3.2.1. Silenciamiento de LXRa mediante siRNA

Con el fin de comprobar el efecto de la inhibicidn de la expresion de LXRa
en el metabolismo lipidico y en la replicacién del VHC se silencié dicho gen, para
lo cual se utilizé un siRNA especifico para LXRa y un control negativo siRNA
(Ambion®, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.), ambos a una concentracién
de 10 nM. La transfeccion reversa de las células VHC-G1 con los siRNA se llevo a
cabo segun el protocolo proporcionado por el fabricante. Primeramente, en una
placa de 6 pocillos se mezclaron 295 pl de medio bajo en suero OPTI-MEM® |
(Gibco®) con 5 pl de siPORT (Ambion®), y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después se anadié una mezcla de 285 ul del mismo
medio bajo en suero y 15 ul de siRNA especifico para el LXRa (2 uM) o de siRNA
control negativo (2 puM) y se llevd a cabo otra incubacién a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se anadieron las células

resuspendidas en 2,4 ml de medio sin antibiético (2,0 x 10° células/pocillo). A las
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30 h se sustituyé dicho medio por el medio de cultivo habitual y tras 48 horas se

procedio a la recogida de las células para su analisis.

3.2.2. Induccién de LXRa mediante el agonista GW3965

Para comprobar el efecto de la induccion de la expresiéon de LXRa en el
metabolismo lipidico y en la replicacién del VHC se indujo la expresion del mismo
y su actividad transcripcional mediante el agonista de LXRa GW3965
(GlaxoSmithKline, Cambridge, Reino Unido). Para ello, las células VHC-G1 se
cultivaron en medio sin suero y con el ligando GW3965 (5 uM) durante 24 horas,

tras lo cual se recogieron para su analisis.

3.2.3. Inhibicidn de la fosforilacion de AKT

La posible implicacion de la via PI3K/AKT en la activacién de LXRa asociada
a la expresién de las proteinas virales y a la replicacion viral, se comprobd
mediante la inhibiciéon de la via de sefializacion de la PI3K con el inhibidor
LY294002 (Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido). Para ello, las células se
incubaron durante 24 horas con el inhibidor a una concentracion de 50 pM.
Transcurrido dicho periodo de incubacién, las células se recogieron con el fin de
realizar las determinaciones oportunas. Asimismo, en un experimento
independiente, se investigd en las células VHC-G1 el papel de la inhibicion de la
fosforilacién del AKT seguido de un tratamiento con quercetina sobre la
replicacion del VHC, la expresion de LXRa y el acumulo lipidico intracelular. En
este caso, el pre-tratamiento con el inhibidor LY294002 fue de 8 horas, seguido
del tratamiento con o sin quercetina o IFNa-2b durante 48 horas. En todos los
casos, el vehiculo usado para los tratamientos fue DMSO (0,05%). Las células

control se incubaron con la misma concentracion de DMSO.

3.2.4. Tratamiento con flavonoides e IFNa-2b

Las células VHC-G1 se trataron con los flavonoles quercetina y kaempferol,
con la flavanona taxifolina y con la flavona apigenina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EE.UU.) a concentraciones de 0,1, 1 y 5 uM durante 48 horas para evaluar su

potencial como inhibidores de la replicacién del VHC.
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Posteriormente, para analizar los mecanismos moleculares involucrados en
la inhibicidn de la replicacién del virus por la quercetina, las células se trataron
con dicho flavonoide a concentraciones de 0,1, 0,5, 1 y 5 UM con o sin IFNa-2b a
una concentracion de 0,5 U/ml durante 48 horas. Como control de la inhibicidon
de la replicacion las células se trataron con IFNa-2b a una concentracion de 50

u/ml.

Como se comenté anteriormente, el vehiculo usado para los tratamientos
fue DMSO (0,05%). Las células control se incubaron con la misma concentracién

de DMSO.

3.2.5. Induccidn de la expresion de LXRa mediante vectores adenovirales

Con el fin de establecer el efecto de la quercetina y el IFNa-2b sobre la
sobreexpresidon de LXRa y sobre el subsiguiente incremento del acimulo lipidico
intracelular, se utilizé6 un modelo de sobreexpresién mediante la infeccidon de las

células Huh7 con un vector adenoviral conteniendo el gen LXRa.

El ADNc de LXRa, proporcionado por el Dr. D. Mangelsdorf (UT
Southwestern Medical Center, Dallas, Texas, EE.UU.), se liberd del plasmido
pCMX con las enzimas Kpnl-BamHlI, y se subclondé en el vector pAC/CMVpLpA,
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccién. Este plasmido,
junto con el plasmido pJM17, se co-transfectaron en células 293 para permitir la
recombinacién homdloga y generar los adenovirus Ad-LXRa. Estos, junto con los
adenovirus que contienen un plasmido sin gen (Ad-CONT) fueron cedidos por el

grupo del Dr. Ramiro Jover del Hospital Universitario La Fe de Valencia.

Las células Huh7 se infectaron con los adenovirus que expresaban el factor
de transcripcidon (Ad-LXRa) o con el adenovirus control (Ad-CONT), durante 24
horas y con una multiplicidad de infeccion de entre 15 y 30 unidades formadoras
de placa/célula. Transcurrido este tiempo se afiadio el ligando de LXRa T0901317
(Sigma-Aldrich) y 48 horas después de la infeccion las células se trataron con

quercetina (0,1-5 uM) o IFNa-2b (0,5 y 50 U/ml).
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3.3. Determinaciones analiticas

3.3.1. Viabilidad celular
Fundamento

Para comprobar el efecto de los distintos tratamientos sobre la viabilidad
celular, se utilizd el método de Denizot y Lang (353), basado en la capacidad de
las deshidrogenasas de las células viables para hidrolizar el bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich), dando lugar a
cristales de formazdn de color purpura, el cual puede ser solubilizado vy

cuantificado mediante espectrofotometria a A=560 nm.

Procedimiento

Las células se cultivaron y trataron en placas de 24 pocillos tras lo cual se
aspiré el medio, se lavd con PBS 1X y se afiadié a cada pocillo 1ml de medio sin
suero y 100 pl del MTT disuelto en PBS 1X a 5 mg/ml, sonicado previamente
durante 5 minutos. Se incubé durante 3 horas, a 37°C y un 5% de CO,. A
continuacién, se retiré el medio con el MTT y se afiadio 1 ml de DMSO por
pocillo. Se agitd en vértex para disolver el precipitado y se leyo la absorbancia a
560 nm en el lector de placas Synergy HT (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.). Por
ultimo, la viabilidad se calculé a partir de la absorbancia por comparacién con las

células control (100% de viabilidad).

3.3.2. Cuantificacion de triglicéridos
El contenido intracelular de triglicéridos se evalué mediante el kit
Triglyceride Quantification (BioVision Research Products, Mountain View, CA,

EE.UU.) siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante.

Fundamento

Los triglicéridos son convertidos en dacidos grasos y glicerol. El glicerol
posteriormente es oxidado para generar un producto que reacciona con la sonda
dando lugar a la formacién de un compuesto coloreado que se puede detectar

mediante espectofotometria a A=570 nm.
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Procedimiento

Primeramente se realizd una recta estandar. Para ello, se diluyeron 40 pl
del estdndar de triglicéridos 1 mM en 160 pl de tampdn (Triglyceride Assay
Buffer) para generar un estandar de concentracion 0,2 mM. En una placa de 96
pocillos se afiadieron por pocillo 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pl del estandar 0,2 mM. Se
ajustd el volumen de cada pocillo a 50 pl mediante la adicién de tampdn,

generando 0, 2, 4, 6, 8 y 10 nmol/pocillo del estandar de triglicéridos.

La preparacion de las muestras se llevd a cabo mediante Ia
homogeneizacién de 10 millones de células en 1 ml de agua con NP-40
(Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, EE.UU.) al 5%. Las muestras
se calentaron a 100°C en un bafo de agua durante 5 minutos y se dejaron enfriar
a temperatura ambiente, repitiéndose de nuevo la misma operacién para la
completa solubilizacion de todos los triglicéridos. Posteriormente, se
centrifugaron 2 minutos a la maxima velocidad para eliminar cualquier material
insoluble. En la placa de 96 pocillos, se afiadieron las muestras a distintas

diluciones ajustando el volumen a 50 pl/pocillo por adicion de tampodn.

A continuacion se afadieron 2 pl de lipasa a cada pocillo conteniendo el
estandar o las muestras a diferentes concentraciones y se llevd a cabo una
incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la conversién

de los triglicéridos en glicerol y acidos grasos.

Se prepard una mezcla de reaccién conteniendo para cada pocillo 46 pul de
tampon, 2 pl de sonda y 2 ul de enzima. Tras la adicion de los 50 ul de la mezcla
de reaccién por cada pocillo se incubd durante 30 minutos a temperatura

ambiente y en oscuridad.

Por ultimo, se midid la absorbancia a 570 nm en un lector de placas
Synergy HT (BioTek) y se calculé el contenido de triglicéridos en las muestras por

comparacion con la recta patron.
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3.3.3. Cuantificacién de acidos grasos libres
El contenido intracelular de acidos grasos libres se evalué mediante el kit
Free Fatty Acid Quantification (BioVision Research Products) siguiendo el

protocolo proporcionado por el fabricante.

Fundamento
Los acidos grasos son convertidos en sus derivados CoA, los cuales son
posteriormente oxidados generando un compuesto coloreado que puede ser

detectado mediante espectofotometria a A=570 nm.

Procedimiento

Primeramente se llevé a cabo una recta estandar. Para ello, en una placa
de 96 pocillos se afiadieron por pocillo 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pl del estandar de acido
palmitico 1 nmol/ul y se ajusté el volumen de cada pocillo a 50 ul mediante la
adicion de tampon (Fatty Acid Assay Buffer), generando 0, 2, 4, 6, 8 y 10

nmol/pocillo del estandar de acido palmitico.

La preparacién de las muestras se llevd a cabo mediante la
homogeneizacion de 1 millén de células en 200 ul de cloroformo con Triton X-
100 (Merck Millipore) al 1%. Las muestras se centrifugaron 10 minutos a la
maxima velocidad y se recogio la fase organica, que se calentd posteriormente a
50°C hasta la total evaporacién del cloroformo. Los lipidos se resuspendieron en
200 pl de tampdn vorteando durante 5 minutos. En la placa de 96 pocillos, se
afiadieron las muestras a distintas diluciones ajustando el volumen a 50

ul/pocillo por adicién de tampdn.

A continuacién se afadieron 2 pl del reactivo ACS (Acil-CoA sintetasa) a
cada pocillo conteniendo el estdndar o las muestras a diferentes concentraciones

y se llevd a cabo una incubacién de 30 minutos a 37°C.

Se prepard una mezcla de reaccién conteniendo para cada pocillo 44 pl de

tampodn, 2 pl de sonda, 2 pl de enzima y 2 pl de un potenciador. Tras la adicion
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de los 50 ul de la mezcla de reaccién por cada pocillo se incubé durante 30

minutos a 37°C y en oscuridad.

Por udltimo, se midid la absorbancia a 570 nm en un lector de placas
Synergy HT (BioTek) y se calculé el contenido de triglicéridos en las muestras por

comparacion con la recta patron.

3.3.4. Citometria de flujo
La produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs) y de nitrégeno
(ERNs), la peroxidacién lipidica, asi como el acumulo intracelular de lipidos se

evaluaron mediante citometria de flujo.

La produccion de EROs y ERNs se analizé gracias a la fluorescencia de la
2’,7'-diclorofluoresceina (DCF) y del etidio (ETH), productos de la oxidacion del
DCFH-DA (Sigma-Aldrich) y del DHE (Molecular Probes®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EE.UU.) con sensibilidad por los radicales derivados del H,0,/NO y

por el anidn superdxido (O, ), respectivamente.

El contenido lipidico y la peroxidacion lipidica se analizaron utilizando Rojo
Nilo (Sigma-Aldrich) o Bodipy 493/503 y Bodipy 581/591 Ci; (Invitrogen™),

respectivamente.

Para ello, se procedid a la recogida de las células mediante tripsinizacion y
tras un lavado con PBS 1X el pellet se resuspendid con el correspondiente
fluordforo (5 uM para DCFH-DA y DHE o 1 pg/ml para Rojo Nilo, Bodipy 493/503
y Bodipy 581/591 Cy;, en PBS 1X), durante 15 minutos a 37°C en condiciones de
agitacion y oscuridad. Transcurrido dicho tiempo, la células se lavaron y
resuspendieron en PBS 1X para su analisis en un citémetro de flujo FACSCalibur

(Becton Dickinson, Biosciences, San Jose, CA, EE.UU.).

La fluorescencia de DCF (canal FL-1), ETH (canal FL-2), Rojo Nilo (canal FL-
2), Bodipy 493/503 (FL-1) y Bodipy 581/591 Cy; (FL-2) correspondiente a 10.000

células se cuantific6 mediante el software CellQuest (Becton Dickinson), siendo la
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intensidad de fluorescencia emitida por las células, proporcional a su contenido
de especies reactivas de nitrogeno y oxigeno, de lipidos intracelulares o

peroxidacidn lipidica, respectivamente.

3.3.5. Microscopia de fluorescencia

Los resultados de citometria de flujo sobre la acumulacién intracelular de
lipidos se corroboraron mediante microscopia de fluorescencia. Para ello, las
células en cultivo se lavaron con PBS 1X y se fijaron con una solucion de
paraformaldehido al 3,7% en PBS 1X durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo las células se lavaron de nuevo y se
incubaron con Rojo Nilo o Bodipy 493/503 a una concentracion de 1 ug/ml en

PBS 1X durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Con el fin de estudiar la localizacién de LXRa y las proteinas del VHC se
llevé a cabo la doble tincién de LXRa y core o NS5A en células VHC-G1. Estas se
cultivaron, se lavaron con PBS 1X y se fijaron con una solucién de
paraformaldehido al 3,7% en PBS 1X durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo las células se lavaron de nuevo y se
permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0,5% en PBS 1X durante 20 minutos.
Después se incubaron con los anticuerpos de conejo anti-LXRa (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) y de ratdn anti-core (Thermo Scientific, Rockford, IL,
EE.UU.) o anti-NS5A (Virostat, Portland, ME, EE.UU.) a 4°C durante toda la noche.
Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos secundarios de burro anti-
conejo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Jackson
ImmunoResearch, Baltimore, PA, EE.UU.) o anti-ratdn conjugado con Texas Red
(Jackson ImmunoResearch) durante una hora a temperatura ambiente y en

oscuridad.

Después del marcaje de los lipidos o de la proteinas correspondientes, las
preparaciones se incubaron durante 1 minuto con 4’,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) para la tincién de los nucleos, tras lo cual se lavaron con PBS 1X y se

montaron con medio de montaje DakoCytomation Flourescent (DAKO, Glostrup,
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Dinamarca) para su observacion mediante un microscopio de fluorescencia

invertido (Nikon Eclipse Ti-U, Melville, NY, EE.UU.).

3.3.6. Extraccion de ARN
Fundamento

Para la extraccion del ARN total, se siguid una modificaciéon del protocolo
descrito por Chomczynski y Sacchi (354). Para ello se utilizd el reactivo TR/
Reagent® Solution (Ambion®), solucién monofasica formada por una mezcla de
fenol y tiocianato de guanidina, que mantiene la integridad del ARN, si bien

provoca la ruptura celular y disuelve todos los componentes celulares.

Procedimiento

Una vez aspirado el medio de los frascos de cultivo, se afiadieron 3 ml de
TRI Reagent® Solution por cada frasco (de 75 cm” de superficie), se rascé la
superficie y se recogieron las células en tubos eppendorf estériles. Por cada ml
de TRI Reagent® Solution se afiadieron 200 pl de cloroformo y se agitd
vigorosamente en vortex durante 15 segundos. Tras una incubacién a
temperatura ambiente de 15 minutos, se centrifugaron las muestras a 12.000 xg
durante 15 minutos a 4°C. Tras la centrifugacion, se recogid la fase acuosa,
donde se encuentra el ARN, en tubos eppendorf estériles, se anadieron 500 ul de
isopropanol y se agitd en voértex a velocidad moderada durante 15 segundos. Las
muestras se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a
12.000 xg durante 8 minutos a 4°C. Una vez centrifugadas, se desechd el
sobrenadante y se resuspendié y lavd el pellet con 1 ml de etanol al 75%,
preparado con agua DEPC (Ambion®). Se volvidé a centrifugar a 7.500 xg durante
5 minutos a 4°Cy se retird el etanol, tras lo cual se resuspendié el pellet en 50 pl

de agua DEPC Yy finalmente se congeld a -80°C para su posterior cuantificacion.

3.3.7. Cuantificacién de ARN
El ARN obtenido se cuantificd midiendo la densidad dptica (DO) a 260 nm
con un espectrofotometro NanoDrop 2000 (NanoDrop Technologies, LLC,

Wilmington, DE, EE.UU.) (1 unidad de DO equivale a 40 pg/ml de ARN). La pureza
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del ARN se comprobd mediante la relacion DO 260/280 debiendo encontrarse

dicho valor dentro del intervalo 1,7 < DO < 2.

3.3.8. Tratamiento con ADNasas

Se utilizé el kit RQ1 RNase free DNase (Promega Corporation) con el fin de
eliminar la posible contaminacién con ADN. Para ello se realizd la siguiente
mezcla:
8 ul de agua DEPC conteniendo 1 pg de ARN
1 ul de RQ1 RNase-Free DNase Reaction Buffer 10X
1 ul (1U) de RQ1 RNase-Free DNase

Esta mezcla se incubd a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente se
inactivd la enzima con 1 pl de RQ1 DNase Stop Solution, a 65°C durante 10

minutos.

3.3.9. Reaccion de la Transcriptasa Reversa

Para la transformacion del ARN en ADNc se utilizo el kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems®, Life Technologies, Carlsbad,
CA, EE.UU.). Para ello se afiadieron por cada 10 ul de solucién conteniendo 1 ug
de ARN los siguientes componentes:
2 ul de RT Buffer 10X
0,8 pl de dNTP Mix 25X (100 mM)
2 ul de Random Primers 10X
1 pl de la Transcriptasa Reversa MultiScribe™ (50 U/ul)

4,2 ul de agua libre de nucleasas (Ambion®)

La mezcla de 20 pl de volumen final se sometio a los siguientes ciclos en un
termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Inc., Waltham, MA,
EE.UU.):

10 minutos a 25°C
120 minutos a 37°C

5 minutos a 85°C
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Con el ADNc obtenido se procedid al paso de amplificacién o bien se

congeld a -20° C hasta el momento de su utilizacién.

3.3.10. PCR cuantitativa a tiempo real

A diferencia de lo que ocurre en la PCR convencional, en la PCR a tiempo
real se puede cuantificar la cantidad de producto amplificado en cada ciclo de
PCR. Esta basada en la deteccidén y cuantificacion de la fluorescencia emitida

durante la fase exponencial.

Para el estudio de la expresidn de los genes implicados en el metabolismo
lipidico, LXRa, FAS, SREBP-1c y PPARY, se llevé a cabo una de las técnicas mas
utilizadas para la cuantificacion a tiempo real, basada en el uso de sondas

hidrolizables o sondas TagMan® (Applied Biosystems®).

Fundamento

Las sondas TagMan® poseen en su extremo 5 un fluoréforo denominado
reporter y en el extremo 3" una molécula denominada quencher. Cuando la
sonda esta intacta, la proximidad entre el reporter y el quencher provoca una
supresién de la fluorescencia del reporter principalmente por energia de
transferencia tipo Foster (355, 356). Durante la PCR, si la secuencia diana esta
presente, la sonda se une especificamente entre los sitios de unién de los dos
primers en la fase de anillamiento/elongacion. La sonda permanece unida a dicha
secuencia mientras que la polimerasa va amplificando la secuencia desde los
primers hasta que llega a la sonda y la actividad nucleasa 5" del sistema ADN
polimerasa escinde la sonda y la polimerizacion de la cadena continta. La
escision de la sonda separa el reporter y el quencher. Esta separacion resulta en
un incremento de la fluorescencia del reporter. El extremo 3’ de la sonda estd
bloqueado para prevenir la extensidon de la sonda durante la PCR. Este proceso
ocurre en cada ciclo y no interfiere con la fase exponencial de acumulacién de
producto. Gracias a la especificidad y la posibilidad de usar diferentes
fluoréforos, esta técnica permite cuantificar la expresién de varios genes

diferentes a la vez en la misma muestra (reaccion multiplex).
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Procedimiento
En una placa de 96 pocillos se llevé a cabo la reacciéon multiplex, afladiendo
en cada pocillo los siguientes componentes, con un volumen final de 20 pl:
1 ul de ADNc
1 pl de la mezcla primers/sonda del gen problema 20X
1 ul de la mezcla primers/sonda del gen de referencia 20X
7 ul de agua libre de nucleasas
10 wl de FastStart Universal Probe Master (Rox) 2X (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Alemania)

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
Etapa inicial de 10 minutos a 95°C
Etapa de desnaturalizacién de 15 segundos a 95°C

Etapa de anillamiento y elongacién de 1 minuto a 60°C

Las etapas de desnaturalizacion, anillamiento y elongacién se repitieron a
lo largo de 45 ciclos. Como patrén interno para normalizar la sefial entre las
diferentes muestras se amplificd un fragmento especifico del gen de referencia
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) marcado en VIC. Los
primers/sondas usados para cada gen se muestran en la Tabla 1. Ademas, cada
experimento incluyd un control negativo de cada una de las muestras de ARN
que no se sometieron a la transcripcién reversa. Dicha muestra no dio lugar a
producto de PCR alguno confirmandose la ausencia de ADN gendmico extraio o

producto de PCR que contaminase previamente la muestra.

La amplificacidon se llevd a cabo en el termociclador StepOne Plus (Applied

Biosystems®). Los cambios relativos de la expresiéon génica se determinaron

mediante célculo del 222,
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Gen Genbank ID Amplicon (pb) Fluoréforo
LXRa NM_005693.2 Hs00172885_m1 78 FAM™
PPARY NM_015869.4 Hs01115510_m1 92 FAM™
SREBP-1c NM_004176.3 Hs00231674_m1 84 FAM™
FAS NM_004104 Hs01005611_m1 103 FAM™
GAPDH NM_002046.3 4326317E 122 vic™

Tabla 1. Primers y sondas utilizados en la qPCR para el estudio de los genes lipogénicos.

Para el estudio de la replicaciéon del VHC, se utilizé la técnica de PCR

cuantitativa a tiempo real (qPCR) mediante el uso de SYBR® Green.

Fundamento

El SYBR® Green es un compuesto que se une inespecificamente a todas las
moléculas de ADN de doble cadena, emitiendo entonces fluorescencia. Es
necesario el uso de primers especificos que delimiten la regidn especifica que se
guiera amplificar. Una vez unidos, la enzima ADN polimerasa genera una cadena
complementaria, formandose por lo tanto una doble cadena de ADN a la que se
unird el SYBR® Green, emitiéndose fluorescencia en cada ciclo. A diferencia de lo
gue ocurre en un ensayo TagMan®, no se puede llevar a cabo una reaccion
multiplex, por lo que la amplificacion de cada gen debera realizarse en un pocillo

diferente.

Procedimiento
En una placa de 96 pocillos se afiadieron los siguientes componentes por
pocillo, sumando un volumen final de 20 pl:
1 ul de ADNc
1 ul de primer Forward 1 uM
1 ul de primer Reverse 1 uM
7 ul de agua libre de nucleasas
10 ul de FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) 2X (Roche Diagnostics
GmbH).
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Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
Etapa inicial de 10 minutos a 95°C
Etapa de desnaturalizacién de 15 segundos a 95°C

Etapa de anillamiento y elongacién de 1 minuto a 60°C

Las etapas de desnaturalizacion, anillamiento y elongacién se repitieron a
lo largo de 45 ciclos. Como patrdén interno para normalizar la sefial entre las
diferentes muestras se amplificd la histona H3. Los primers usados en cada caso

se muestran en la Tabla 2 (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, Alemania).

La amplificacidn de llevd a cabo en el termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems®). El numero de copias de ARN del VHC se determind por
interpolacién de los valores en una curva estandar. Esta se generé mediante la
gPCR de ADNc obtenido mediante la trancripcion reversa de diluciones seriadas
del genoma ARN del VHC sintetizado in vitro, manteniendo todas ellas una

cantidad igual de ARN (1 pg), mediante la adicion de ARN de Huh7.

Gen Secuencia del Primer

5’-CCTGTGAGGAACTACTGTCT-3’
Genoma del VHC
5’-CTATCAGGCAGTACCACAAG-3’

5’-AAAGCCGCTCGCAAGAGTGCG-3’
Histona H3
5’-ACTTGCCTCCTGCAAAGCAC-3’

Tabla 2. Primers utilizados en la qPCR para el estudio de la replicacién del VHC.

3.3.11. Ensayo de inmunoprecipitacion de fragmentos de cromatina (ChIP
assay)
La actividad transcripcional de LXRa y SREBP-1c se comprobé mediante un

ensayo de inmunoprecipitaciéon de fragmentos de cromatina.

Fundamento
Esta técnica permite identificar la presencia de proteinas (histonas
modificadas, factores de transcripcion y proteinas cromosdémicas no histonas)

unidas directa o indirectamente al ADN. Es una técnica que ofrece una adecuada
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representacion fisiolégica de los procesos nucleares involucrados en el
procesamiento del ADN (357). Se basa en el entrecruzamiento con formaldehido
y la inmunoprecipitacién de los complejos cromatinicos resultantes. Se utiliza
formaldehido para establecer enlaces covalentes entre las proteinas y las
secuencias de ADN adyacentes. La cromatina entrecruzada es sonicada para
conseguir los tamafios deseados (200-600 pb). Los fragmentos de ADN vy los
complejos de proteinas de interés unidos a éstos son inmunoprecipitados con
anticuerpos frente a las proteinas presuntamente entrecruzadas. Los fragmentos
de cromatina inmunoprecipitados pueden ser entonces examinados por PCR con
primers especificos (358). De este modo, medimos la relacion existente entre la
unién de un factor de transcripcion y la regulacién especifica de un gen concreto.
Si se estudia ademas la presencia de la ARN polimerasa Il en un exdn se puede

relacionar la union del factor de transcripcion con la transcripcion del gen.

Reactivos

-PBS1XpH 7,4

- PBS 1X pH 7,4 formaldehido 1%

- PBS 1X pH 7,4 glicina 125 mM

- Tampon de lisis nuclear (Tris HCI 50 mM pH 8, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 10 mM y dodecilsulfato sddico (SDS) 1%)

- Halt Protease Inhibitor Cocktail 100X (Thermo Scientific)

- Protein G Agarose/Salmon Sperm DNA (Merck Millipore)

- Tampodn de dilucién (Tris HClI 16,7 mM pH 8, EDTA 1,2 mM, SDS 0,01%, Tritén X-
100 1,1% y NaCl 165 mM)

- Tampon de baja fuerza idnica (Tris HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tritédn X-100
1%, EDTA 2mM y SDS 0,1%)

- Tampodn de alta fuerza idnica (Tris HCl 20 mM pH 8, NaCl 0,5 M, tritédn 1%, EDTA
2mM vy SDS 0,1%)

- Tampodn de LiCl (Tris HCI 10 mM pH 8, LiCl 0,25 M, NP4O 1%, desoxicolato 1% y
EDTA 1mM)

- Tampdn TE (Tris 10 mM pH 8 y EDTA 0,25 mM)
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- MB Chelex® 100 Resin, Sodium Form (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.)

- Proteinasa-K (Qiagen, Hilden, Alemania)

- Tampon de carga Blue/Orange Loading Dye 6X (Promega Corporation)

- Tampon TAE 50X (Tris 2 M pH 8, EDTA 0,5 M y acido acético glacial 5,7%)

Procedimiento
Los ensayos se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Benet et al.,

2010, (359) con modificaciones (Figura 9).

Las células, cultivadas en placas de 10 cm de didmetro, se lavaron dos
veces con 10 ml de PBS 1X frio y se incubaron durante 10 minutos con 6 ml de
formaldehido al 1% en PBS 1X en agitacion suave, para permitir el
entrecruzamiento entre los factores de transcripcién y el ADN. Tras retirar el
formaldehido al 1% en PBS 1X, se detuvo la reaccién afiadiendo 7,5 ml de glicina
a una concentracion final de 125 mM durante 5 minutos en agitacidn suave. Las
células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS 1X frio y se recogieron en 500 ul de
tampon de lisis nuclear suplementado con inhibidores de proteasas Halt
Protease Inhibitor Cocktail 1X (Thermo Scientific), despegando las células con un
rascador, en hielo. Las células recogidas se pasaron 10 veces a través de una
jeringa de insulina (29G) con cuidado de no formar espuma. Tras su incubacién
en hielo durante 15 minutos, se llevd a cabo su sonicacion mediante un
sonicador Digital Sonifier® (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT,
EE.UU.) durante 12 pulsos de 15 segundos y 50 segundos de espera entre cada
pulso (Amplitud: 20%), con el fin de obtener fragmentos de cromatina de 200-
600 pb. Las muestras, una vez sonicadas, se centrifugaron a 14.000 xg durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante se volvié a centrifugar las veces necesarias hasta

que el pellet con los residuos celulares fue inapreciable.

Tras cuantificar el ADN en un espectrofotémetro NanoDrop 2000
(NanoDrop Technologies), se separaron dos alicuotas de 200 pg de cada muestra,
igualando los voliumenes de todas las muestras con tampdn de lisis nuclear hasta

el volumen mayor. Después se completé hasta 1 ml con tampdn de dilucién
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suplementado con inhibidores de proteasas Halt Protease Inhibitor Cocktail 1X

(Thermo Scientific).

A continuacién, se realizd un prelavado afadiendo 40 pl de Protein G
Agarose/Salmon Sperm DNA (Merck Millipore) a cada muestra e incubando
durante 30 minutos en rotacion a 4°C. Tras una breve centrifugaciéon de los
tubos, se recupero el sobrenadante y se transfirié a un tubo nuevo. Uno de los
dos tubos de cada muestra se incubo con 4 ug de un anticuerpo secundario anti-
conejo (DAKO) como control negativo (“no anticuerpo”). El otro tubo se incubd
con 4 pg del anticuerpo correspondiente frente a la proteina (factor de
transcripcién) de interés; en este caso, se utilizaron anticuerpos frente a LXRa,
SREBP-1c (Abcam) o ARN polimerasa Il (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, EE.UU.).

Después de una incubacién con los anticuerpos durante toda la noche en
rotacion a 4°C, los tubos se incubaron durante 1h mas tras afiadir 60 pl de
Protein G Agarose/Salmon Sperm DNA (Merck Millipore) a cada muestra para
permitir su unidn al anticuerpo. Transcurrido el tiempo de incubacion, se llevo a
cabo una centrifugacion de 1 minuto a 100 xg, obteniéndose 4 fracciones
diferentes por cada muestra:

- Sobrenadante del tubo incubado con el anticuerpo secundario, que contiene
todo el ADN de la muestra (“input”).

- Pellet del tubo incubado con el anticuerpo secundario, que contiene las bolas
de proteina G unidas al anticuerpo secundario y denominamos “no anticuerpo”
(“background”).

- Sobrenadante del tubo incubado con el anticuerpo frente a la proteina de
interés, que contiene el ADN al que no estda unida la proteina de interés
(“unbound”).

- Pellet del tubo incubado con el anticuerpo frente a la proteina de interés, que
contiene las bolas de proteina G unidas a los complejos anticuerpo/proteina de

interés/ADN (“bound”).
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Los sobrenadantes fueron guardados a 4°C mientras se procedio al lavado
de los pellets con 1ml de cada tampdn:
-12 Tampdn de baja fuerza idnica
-22 Tampon de alta fueraza idnica
-32 Tampon de LiCl
-42 Tampodn TE
-52 Tampdn TE

Cada lavado se realizé durante 5 minutos en rotacién a 4°C, tras lo cual se
realizd una centrifugacion de 1 minuto a 100 xg y se desecho el sobrenadante. A
continuacién se anadieron 100 pl de MB Chelex® 100 Resin, Sodium Form (Bio-
Rad) al 10% tanto a los pellets como a 50 ul de input y de unbound. Después de
vortear unos segundos, todas las muestras se hirvieron durante 10 minutos y se
dejaron atemperar, tras lo cual se afadié 1 pl de Proteinasa-K (Qiagen) (20
mg/ml) a cada muestra y se incubd durante 30 minutos a 55°C en agitacion. A
continuaciéon las muestras se hirvieron durante 10 minutos y se dejaron
atemperar. Después se centrifugaron a 100 xg y se conservd el sobrenadante. El
pellet se resuspendid en 50 ul de agua libre de nucleasas (Ambion®) y se volvié a
centrifugar a 6.500 xg durante 1 minuto para finalmente juntar el sobrenadante

con el obtenido anteriormente.

“"

Para determinar si las diferentes fracciones (input, bound y “no
anticuerpo”) presentan el ADN correspondiente a la regién del promotor de los
genes estudiados (SREBP-1c y FAS) y del gen hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HPRT), usado como control negativo, o bien para
estudiar la posible union de la ARN polimerasa Il a la regidén codificante de los
mismos, se llevd a cabo una PCR cuantitativa a tiempo real mediante el uso de
SYBR® Green (protocolo descrito en el apartado 3.3.10), utilizando los primers

descritos en la Tabla 3.
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Figura 9. Representacion esquematica del protocolo llevado a cabo para la realizacion del ensayo

ChiP.
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Las etapas de desnaturalizacién, anillamiento y elongacion se repitieron
durante una serie de ciclos, pardndose la reaccion durante la fase exponencial.
De cada producto de reaccién se tomaron 3 pl, que se mezclaron con 7 ul de
agua libre de nucleasas (Ambion®) y 2 ul del tampdén de carga (Promega
Corporation) para su carga en un gel de agarosa (Invitrogen™) al 2% conteniendo
un 0,005% de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich). Del marcador de peso
molecular (Invitrogen™) se cargaron 3 ul. Entonces se llevd a cabo una
electroforesis a 100 V en una cubeta con tampdn TAE 1X, durante el tiempo
necesario para la correcta resolucion de las bandas de ADN. El bromuro de etidio
actlia como agente intercalante y permite visualizar las bandas de ADN gracias a

un transiluminador de luz ultravioleta Universal Hood Il (Bio-Rad).

Gen Secuencia del primer

Region del promotor

5-GCAGGAAGATGAGACAAATAAAGACA-3

SREBP-1c
5-AATGTGGTGAGACCAACAAGCA-3’
5’-CTTGCTCCATGGGAATCCA-3’
S 5’-GGGCGACAGAGCAAGACTCT-3’
HPRT 5-ATTCGTTCAAATGCATCCTGAAAA-3’

5-GGTCGTAGTCGTAGTGTCAAAAGT-3’

Regidn codificante

5’-CCCATTCCCCAACCTAAAGC-3’
SREBP-1c
5’-TCCTTAAGAGTAAAAAACAGTCATTGCA-3’

5’-GAACTCCTTGGCGGAAGAGA-3’
FAS
5’-CTCGTTGAAGAACGCATCCA-3’

Tabla 3. Primers de eleccién en la PCR para el ensayo ChlP.

3.3.12. Obtencidn del homogeneizado proteico

Las células se recogieron tras un lavado con PBS 1X y posterior
tripsinizacién. Una vez centrifugadas, el pellet obtenido se resuspendid en
tampodn de sonicacién, compuesto por sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM y Tris 10

mM, pH 7,4, suplementado con una mezcla de inhibidores de fosfatasas
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PhosSTOP, (Roche Diagnostics GmbH) y de proteasas cOmplete Mini, EDTA-free,
(Roche Diagnostics GmbH), a razén de una pastilla de cada inhibidor por cada 10
ml de tampdn. La sonicacidn se llevd a cabo con un sonicador UP50H (Hielscher,
Teltow, Alemania) (Ciclo: 1, Amplitud: 60%), en hielo, mediante dos pulsos de 20

segundos.

3.3.13. Cuantificacién de proteina
Una vez sonicadas las células, se procedié a la cuantificacion proteica

mediante el método de Bradford (360).

Fundamento

El método de Bradford se basa en la unién del pigmento de tipo
trifenilmetano anidnico, Azul Brillante Coomassie, de forma no covalente, a los
residuos de lisina de las proteinas. Este colorante presenta una coloracidn rojiza
y al unirse a las proteinas adquiere una coloraciéon azul, de una intensidad

proporcional a la cantidad de proteina presente.

Procedimiento

En una placa de 96 pocillos se afiadieron, por pocillo, 160 pl de cada punto
de la recta patron y en el caso de las muestras, 1 pul de homogeneizado mas 159
ul de agua milliQ. A todos los pocillos de la recta patron y de las muestras se les
anadié 40 ul de Azul Brillante Coomassie (Bio-Rad) y tras una breve agitacion de
la placa, se dej6 10 minutos en oscuridad. Después se procedié a leer la
absorbancia a 595 nm mediante un lector de placas (BioTek). Una vez obtenidos
los datos de absorbancia, se calculd la concentracién de proteina en las muestras

por interpolacion de los datos en la recta patron.

3.3.14. Western Blot
Fundamento
El estudio de la expresidn génica a nivel de proteina de los genes

implicados en el metabolismo lipidico, LXRa, FAS, SREBP-1c y PPARy, asi como la
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fosforilacién de AKT o la expresiéon de las proteinas virales core y NS5A, se llevo a

cabo mediante western blot, utilizando el protocolo de Laemmli (361).

Procedimiento
Electroforesis

La técnica de western blot comienza con una electroforesis en gel de
poliacrilamida, donde las proteinas de cada muestra son separadas en funcién de
su peso molecular. Para ello se usé un sistema Mini-PROTEAN® (Bio-Rad),
utilizando un gel discontinuo con dos zonas diferenciadas: Running (en la zona
inferior) y Stacking (en la zona superior). En la zona de Stacking se concentra la
muestra mediante isotacoforesis, mientras que en la zona de Running se produce

la separacién de las proteinas.

Para la realizacién del Running, a una concentracién del 9-12% de
poliacrilamida, se prepard la siguiente mezcla:
1,8-2,4 ml de acrilamida/bis acrilamida 29:1 (Bio-Rad)
2,6-2 ml de H,0 milliQ
1,5 ml de tampdn Tris-HCI 1,5 M pH 8,8
60 pl de SDS al 10% (Bio-Rad)
30 ul de persulfato amonico (APS) al 10% (Bio-Rad)
3 ul de tetrametiletilendiamida (TEMED) (Bio-Rad)

Una vez polimerizado, se realizdé el Stacking a una concentracién de
poliacrilamida del 4% mediante la siguiente mezcla:
0,4 ml de acrilamida/bis acrilamida 29:1 (Bio-Rad)
2 ml de H,0 milliQ
3,3 ml de tampdn Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
33,3 ul de SDS al 10% (Bio-Rad)
16,7 pl de APS al 10% (Bio-Rad)
3,3 ul de TEMED (Bio-Rad)
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Tras afadir esta mezcla sobre el Running, se colocd el peine para la
formacidn de los pocillos de carga. Una vez polimerizado el gel, se colocé dentro
de la cubeta con el tampdn de electroforesis (Tris-HCl 25 mM, glicina 0,2 M y SDS
3,5 mM, pH 8,8). Las muestras a cargar en el gel se prepararon mezclando los
microlitros de muestra correspondientes a 100 pug de proteina (segun resultados
de la cuantificacién de proteina por el método de Bradford), con agua milliQ
hasta un volumen de 75 pl y 25 pl de tampdn de Laemmli 4X (Tris-HCI 250 mM
pH 6,8, glicerol 40%, SDS 8%, azul de bromofenol 0,008% y B-mercaptoetanol
10%). Una vez realizada la mezcla, se calenté a 100°C durante 3 minutos. De esta
mezcla, se cargaron 20 pg en cada pocillo. Del marcador de peso molecular
(Thermo Scientific) se cargaron 3 pl. Una vez cargadas todas las muestras en el
gel, se llevd a cabo la electroforesis a bajo voltaje (40-60 V) hasta que las
muestras pasaron la zona del Stacking y posteriormente y hasta el final se

mantuvo un voltaje de 80-120 V.

Transferencia

Una vez finalizada la electroforesis, se procedié a la transferencia himeda
de las proteinas del gel a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
(Bio-Rad) previamente activada mediante su introduccion en metanol 15
segundos, agua milliQ 2 minutos y solucién de transferencia (Tris 25 mM, glicina
0,2 M y metanol 20%). La membrana se mantuvo en solucidn de transferencia
hasta su utilizacidn. La transferencia se llevé a cabo a 100 V durante 80 minutos

mediante un sistema de transferencia himeda Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad).

Bloqueo
Una vez finalizada la transferencia, se llevé a cabo el bloqueo de los sitios
inespecificos de las proteinas mediante la introduccién de la membrana en leche

al 3% disuelta en PBS Tween (0,05%), 30 minutos a 37°C.

Incubacidén con los anticuerpos
Transcurridos los 30 minutos, se afiadid disuelto en leche al 3% en PBS

Tween el anticuerpo primario de conejo anti-LXRa (Abcam), anti-SREBP-1c
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(Abcam), anti-PPARYy (Santa Cruz Biotechnology) o anti-pAKT (Ser 473; Santa Cruz
Biotechnology) o bien de ratén anti-FAS (Abcam), anti-NS5A (ViroStat) o anti-
core (Thermo Scientific). Este anticuerpo primario se dejo toda la noche a 4°C, y
al dia siguiente se realizaron tres lavados con PBS Tween cada 10 minutos
durante 30 minutos, tras lo cual se afadid el anticuerpo secundario
correspondiente disuelto en leche al 3% en PBS Tween, anti-conejo o anti-ratén
(DAKO), conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP). El anticuerpo
secundario se dejo incubando durante 1 hora a temperatura ambiente y al
finalizar, se realizaron tres lavados con PBS Tween y uno con PBS 1X, cada 10
minutos aproximadamente. Como control de carga, en todos los casos se
visualizo la expresiéon de la B-actina, usando un anticuerpo primario de conejo
anti-B-actina (Sigma-Aldrich) y un anticuerpo secundario anti-conejo (DAKO).
Como control para la fosforilacion del AKT se visualizo la expresion del AKT total
usando un anticuerpo primario de conejo anti-AKT (Santa Cruz Biotechnology) y

un anticuerpo secundario anti-conejo (DAKO).

Revelado

Para el revelado, se introdujo la membrana durante 1 minuto en un
potenciador de quimioluminiscencia ECL (Santa Cruz Biotechnology), se metié en
una funda de plastico dentro de un cassette y en oscuridad se colocd una pelicula
(GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Reino Unido) encima de la
membrana. Transcurrido un tiempo, se reveld la pelicula introduciéndola en
revelador (Fujifim Hunt Chemicals Europa N.V., Kruibeke, Bélgica) hasta
aparecer las bandas deseadas, agua, fijador (Fujiflim Hunt Chemicals Europa N.V)
y por ultimo tras un lavado con agua se dejé secar. La densidad dptica de las
bandas especificas se cuantific6 mediante el programa Image) (Bethesda, MD,

EE.UU.).

3.3.15. Co-Inmunoprecipitacion
Con el fin de detectar una posible asociacidn fisica entre las proteinas del

virus y LXRa se llevd a cabo una co-inmunoprecipitacion. Las células Huh7 y VHC-
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G1 se lavaron con PBS 1X frio y se lisaron con un tampdén compuesto de NaCl 150
mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NP-40 1%, NaF 1 mM, Na3VO,; 1 mM e inhibidores
de proteasas Halt Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific), durante 30
minutos en hielo. El volumen de lisado celular correspondiente a 1 mg de
proteina se completd hasta 750 pl con el mismo tampodn de lisis y se incubd con 2
ug de anticuerpo anti-LXRa (Santa Cruz Biotechnology), anti-core (Thermo
Scientific), o anti-NS5A (Virostat) durante toda la noche a 4°C y en rotacion.
Posteriormente se afiadieron 10 pl de Protein A/G PLUS Agarose (Santa Cruz
Biotechnology), continuando la incubacién durante una hora mas a 4°C para
permitir la unidn de los complejos proteina-anticuerpo a las bolas de Protein A/G
PLUS Agarose. Tras una centrifugacion de 15 segundos a 14.000 rpm, el
precipitado se lavd con 500 pl del tampdn de lisis frio durante 20 minutos en
rotacién. Esta operacidn se repitio tres veces. Finalmente el pellet se resuspendid
en agua milliQ hasta un volumen de 75 ul y 25 ul de tampdn de Laemmli 4X y se
calentd 5 minutos a 100°C, para la posterior separacién de las proteinas
mediante electroforesis, las cuales se analizaron mediante western blot usando

los anticuerpos mencionados anteriormente.

3.4. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * el error estandar de la media
(EEM). Los datos se evaluaron mediante la prueba ANOVA combinada con el test
de Newman-Keuls. Se exigié una p<0,05 para conceder significacion estadistica a
los resultados. El anadlisis de los datos se llevé a cabo utilizando el paquete
estadistico SPSS para Windows, versién 17.0 (SPSS Federal Systems, Chicago,
EE.UU.).
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Resultados

4.1. Las proteinas NS5A y core regulan la lipogénesis mediada por
LXRa contribuyendo al desarrollo de esteatosis hepatica y a la
replicacion del VHC

4.1.1. La expresion de las proteinas core y NS5A, asi como la replicacion del

VHC, inducen la acumulacidn intracelular de lipidos

El presente estudio comenzdé analizando el efecto de la expresion de las
proteinas NS5A y core y de la replicacién del VHC sobre el acimulo intracelular

de lipidos.

En la Figura 10A aparece representada la cuantificacién de lipidos totales
obtenida mediante citometria de flujo en las células CHL-NS5A, CHL-core y VHC-
G1. La acumulacién lipidica se mostré incrementada de manera significativa en
las células que expresaban las proteinas del VHC en comparacion con las células
control (CHL-NS5A: +245%, CHL—core: +107%). En la Figura 10B se muestran las
imagenes de la tincion de lipidos con Rojo Nilo obtenidas mediante microscopia
de fluorescencia, las cuales corroboran los resultados obtenidos por citometria
de flujo. Asimismo, tal y como se muestra en la Figura 10C, el contenido
intracelular de triglicéridos se incrementé significativamente al expresarse las
proteinas del virus C (CHL-NS5A: +144%, CHL—core: +56%). Tanto en el caso del
acumulo lipidico como en el del contenido de triglicéridos el incremento fue
mayor en el caso de las células que expresaban la proteina NS5A del VHC en

comparacion con las células que expresaban la proteina core.

Asimismo, se analizé el efecto de la replicacion del virus C sobre el acimulo
intracelular de lipidos (Figuras 10A y 10B) y de triglicéridos (Figura 10C),
observandose un incremento significativo tanto de la fluorescencia del Rojo Nilo
debido al acimulo de lipidos totales como del contenido de triglicéridos en las
células que contenian el replicon del VHC en comparacién con las células Huh7

(+190% y +169%, respectivamente).
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Figura 10. Efecto de las proteinas NS5A y core y de la replicacion del VHC en el acimulo lipidico
intracelular. (A) Histogramas representativos de la fluorescencia del Rojo Nilo obtenida mediante
citometria de flujo en células CHL, CHL-NS5A y CHL-core o células Huh7 y VHC-G1. Los resultados
estan expresados como porcentaje de intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo respecto a las
células control (100%). (B) Imdgenes de microscopia de fluorescencia representativas de la
tincidn de lipidos totales con Rojo Nilo. Los nucleos se muestran en azul, tefiidos con DAPI. Las
imagenes son representativas de seis experimentos independientes. (C) Representacion del
contenido de triglicéridos (nmol/ul). Los datos representados son la media + EEM de seis
experimentos (*p<0,05 vs CHL o Huh7, #p<0,05 vs CHL—core).
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4.1.2. La expresion de las proteinas core y NS5A y la replicacion del VHC

inducen la expresion génica de LXRa y de genes lipogénicos relacionados

La expresion de las proteinas core y NS5A en las células CHL-core y CHL-
NS5A, respectivamente, y en las células VHC-G1 fue confirmada mediante

western blot (Figura 11C).

Respecto al efecto de dichas proteinas y de la replicacién del virus C sobre
la expresion de genes lipogénicos, se observé una induccion significativa de la
expresion de LXRa en las células CHL-NS5A (ARNm: +190%, proteina: +66%) y
CHL-core (ARNm: +40%, proteina: +31%) con respecto a las células control
(Figuras 11A, 11B y 11C). Asimismo, SREBP-1c, PPARy y FAS resultaron
significativamente sobreexpresados en las células CHL-NS5A (ARNm: +330%,
+307% y +90%, respectivamente; proteina: +82%, +56% y +53%,
respectivamente) y en las células CHL—core (ARNm: +60%, +205% y +50%,
respectivamente; proteina: +38%, +28% vy +40%, respectivamente) en
comparacion con las células control (Figuras 11A, 11B y 11C). El incremento de la
expresion de LXRa, SREBP-1c y PPARYy fue significativamente mayor en las células
CHL-NS5A en comparaciéon con las células CHL-core, de manera similar a lo

observado con respecto al contenido de lipidos totales y triglicéridos.

Por ultimo, tal y como cabia esperar, dichos genes se encontraron
significativamente inducidos en las células que expresaban el replicon completo
del VHC (ARNm, LXRa: +140%; SREBP-1c: +123%; PPARy: +221%; FAS: +70%;
proteina, LXRa: +162%; SREBP-1c: +166%; PPARy: +118%; FAS: +64%; Figuras

11A, 11By 11C) con respecto a sus correspondientes células control.
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Figura 11. Sobreexpresion de LXRa, SREBP-1c, PPARY y FAS en las células CHL-NS5A, CHL-core y
VHC-G1. (A) Cuantificacion de la concentracién de ARNm correspondiente a cada uno de los
genes estudiados. (B, C) Cuantificacion de la concentracidon de proteina correspondiente a cada
uno de los genes estudiados a partir del analisis densitométrico de las bandas especificas,
expresada como porcentaje relativo a las células control CHL o Huh7 (100%). La concentracion de
B-actina se utilizé como control de carga. Los pesos moleculares (kDa) se indican a la izquierda de
la imagen. Las imagenes son representativas de seis experimentos independientes. Los datos
representados son la media + EEM de seis experimentos (*¥*p<0,05 vs CHL o Huh7, #p<0,05 vs
CHL—core).
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4.1.3. La sobreexpresion de los genes lipogénicos inducida por las proteinas

NS5A y core y por la replicacidon del VHC esta mediada por LXRa

Con el fin de determinar la contribucidn de la activacion de LXRa a la
induccién de los genes lipogénicos mediada por el VHC, se llevo a cabo el ensayo
ChlIP. Asi, se comprobé la unién de LXRa a la secuencia LXRE en el promotor de
los genes SREBP-1c y FAS en las células CHL-NS5A y CHL-core, siendo casi
indetectable en las células CHL (Figura 12A). De la misma manera, en células
VHC-G1 también fue evidente la unién de LXRa a su elemento de respuesta en el
promotor de SREBP-1c y FAS (Figura 12B). Para examinar la contribucién de la
activacion de SREBP-1c a la induccidn lipogénica mediada por LXRa, se llevd a
cabo también un ensayo ChIP para el analisis de la uniéon de SREBP-1c a la
secuencia SRE en el promotor de SREBP-1c y FAS. Tal y como se muestra en la
Figura 12C, SRE resultd activado en los promotores de SREBP-1c y FAS de CHL-
NS5A y CHL-core. La sefial fue muy débil en el caso de las células control.
Asimismo, SRE fue claramente activado en los promotores de SREBP-1c y FAS en
las células VHC-G1, sugiriendo su implicacion en la modulacién de la expresion de
ambos genes (Figura 12D). Estos resultados indican que core y NS5A, asi como la
replicacion del VHC, también indujeron la actividad transcripcional de SREBP-1c,
al menos en parte de una manera dependiente de LXRa, contribuyendo al

incremento de la lipogénesis asociada al VHC.

Por otra parte, no se observé unién al promotor de HPRT (usado como
control negativo), indicando la unién especifica de LXRa y SREBP-1c a la
secuencia de sus respectivos elementos de respuesta en los promotores de
SREBP-1c y FAS (Figuras 12A, 12B, 12C y 12D). Cuando se inmunoprecipito la
enzima ARN polimerasa Il, se observd una sefal débil correspondiente a la
expresion de SREBP-1c y FAS en las células CHL y Huh7; sin embargo, la ARN
polimerasa Il se unié en mayor medida a la regién codificante de SREBP-1c y FAS
en las células CHL-NS5A, CHL-core y VHC-G1 tal y como muestra la presencia de
una mayor sefal, proporcionando un excelente control de la transcripcién a

tiempo real (Figuras 12E y 12F).
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Figura 12. Las proteinas core y NS5A vy la replicacién del VHC potencian la unidn de LXRa y de
SREBP-1c a su elemento de respuesta correspondiente en los promotores de SREBP-1c y FAS. (A,
B) Inmunoprecipitacion de complejos LXRa-cromatina y amplificacidn de la regién promotora de
SREBP-1c, FAS y HPRT. (C, D) Inmunoprecipitacion de complejos SREBP-lc-cromatina vy
amplificacién de la regiéon promotora de SREBP-1c, FAS y HPRT. (E, F) Inmunoprecipitacién de los
complejos ARN polimerasa ll-cromatina y amplificacién de la regién codificante de SREBP-1c y
FAS. La cromatina total (Input) y las muestras no incubadas con los anticuerpos especificos (no
anticuerpo) fueron incluidas en las reacciones de PCR. Los productos de PCR obtenidos con
primers especificos para la regién promotora de HPRT fueron incluidos como controles negativos.
Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

4.1.4. LXRa y las proteinas core y NS5A no colocalizan en las células VHC-G1

Con el fin de establecer los mecanismos moleculares implicados en el
efecto de las proteinas NS5A y core y la replicacion del VHC sobre la expresion de
LXRa y de los principales genes lipogénicos se estudié una posible interaccién

directa entre dichas proteinas del virus Cy el receptor nuclear LXRa.

En primer lugar, se comprobd mediante microscopia de fluorescencia que
las proteinas core y NS5A tenian una localizacién citoplasmatica, concentrandose
dichas proteinas fundamentalmente alrededor del nucleo celular, mientras que

LXRa se localizd principalmente en el nucleo (Figura 13A). A pesar de la
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existencia de una pequeia cantidad de LXRa en el citoplasma, no se observé una

asociacion entre dicho receptor nuclear y las proteinas del VHC.

Posteriormente, para confirmar estos resultados se llevd a cabo una
inmunoprecipitacion de LXRa, core y NS5A y se descarté mediante western blot
una posible co-inmunoprecipitacion de core o NS5A al inmunoprecipitar LXRa o

de LXRa al inmunoprecipitar NS5A o core (Figura 13B).

LXRa/NS5A
LXRa/core
IP: core Lisados
Huh7 VHC-G1 Huh7 VHC-G1
IP: LXRa Lisados IB: LXRa | || L ] ” ‘
Huh7 VHC-G1 Huh7 VHC-G1
Boore | am=> o>
IB: NS5A |
IP: NS5A Lisados
IB: core
Huh7 VHC-G1 Huh7 VHC-G1
IB: LXRa R & . g

BN | — | —

Figura 13. Ausencia de asociacidn fisica entre LXRa y las proteinas core y NS5A en las células VHC-
G1. (A) Imagenes de microscopia de fluorescencia donde se muestra LXRa (verde), las proteinas
del VHC (rojo) y los nucleos celulares (azul). La superposicion de las imagenes mostrando LXRa y
core o LXRa y NS5A se muestran a la derecha (Merged). Las imagenes son representativas de seis
experimentos independientes. (B) Inmunoprecipitacion de LXRa y las proteinas del VHC. Los
lisados de las células Huh7 y VHC-G1 se sometieron a inmunoprecipitacion utilizando anticuerpos
especificos para LXRa, NS5A o core. Tanto los inmunoprecipitados como los lisados se analizaron
mediante western blot con los anticuerpos indicados.
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4.1.5. La inhibicion de la via PI3K/AKT atentia la sobreexpresion de LXRa
mediada por la expresion de las proteinas core y NS5A y por la replicacion del

VHC

Dada la ausencia de una interaccion directa entre el receptor nuclear LXRa
y las proteinas NS5A y core del VHC, se estudid la posible implicacién de la via de
sefializacion PI3K/AKT como mecanismo molecular a través del cual el VHC

podria inducir la expresion de LXRa y de los principales genes lipogénicos.

Por ello, se investigd el efecto de la inhibicion quimica de la fosfoinositol 3
quinasa (PI3K) con LY294002 sobre la induccion de la expresion de LXRa asociada
a la expresion de las proteinas del VHC y a la replicacidon viral. La activacion de
AKT fue evaluada mediante western blot utilizando los anticuerpos anti-pAKT vy

anti-AKT.

Se observd una induccion significativa de la fosforilacion de AKT en las
células CHL-NS5A (+132%), CHL-core (+52%) y VHC-G1 (+140) en comparacién
con sus respectivas células control (Figuras 14A y 14B). Las células tratadas con
LY294002 mostraron una actividad AKT reducida comparada con las células no
tratadas (CHL—NS5A: -91%, CHL—core: -72% y VHC-G1: -79%), indicando que la
fosforilacion de AKT inducida por las proteinas del VHC y por la replicacién viral
se encontraba regulada por PI3K (Figuras 14A y 14B). Ademas, la inhibicion de la
actividad AKT se acompaiid de una reduccion de la sobreexpresion de LXRa
mediada por las proteinas NS5A y core y por la replicacién viral (ARNm, CHL-
NS5A: -45%; CHL—core: -58%; VHC-G1: -46%; proteina, CHL—NS5A: -81%; CHL—
core: -68%; VHC-G1: -84%; Figuras 14A, 14B y 14C).

Estos resultados sugieren la implicacion la actividad de la via PI3K/AKT en la
modulacion de la expresion de LXRa mediada por las proteinas NS5A y core del

VHC y por la replicacion del virus de la hepatitis C.
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Figura 14. Efecto de la inhibicién de la via PI3K/AKT sobre la sobreexpresion de LXRa mediada por
las proteinas core y NS5A del VHC y por la replicacion viral. (A, B) Cuantificacién de la
concentracion de proteina correspondiente a LXRa y del porcentaje de fosforilacién de AKT a
partir del analisis densitométrico de las bandas especificas, expresada como porcentaje relativo a
las células control CHL o Huh7 (100%). La concentracion de B-actina se utiliz6 como control de
carga. Las imagenes son representativas de seis experimentos independientes. (C) Cuantificacion
de la concentracién de ARNm correspondiente a LXRa. Los datos representados corresponden a
la media + EEM de seis experimentos (*p<0,05 vs CHL o Huh7, #p<0,05 vs células no tratadas).
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4.1.6. La modulacion de la expresion de LXRa regula la expresion de los genes

lipogénicos y la replicacion del VHC en las células VHC-G1

Con el fin de confirmar que la lipogénesis inducida por el VHC estd asociada
con la via dependiente de LXRa, se examiné el efecto del silenciamiento de LXRa,
asi como el tratamiento con un agonista del mismo, GW3965, sobre la

acumulacién lipidica y la expresién de los genes lipogénicos en células VHC-G1.

La transfeccion con el control negativo siRNA no afectd ni a la expresion de
LXRa ni a la replicacidn del virus o a la expresion de sus proteinas, constituyendo
un control adecuado en este estudio. Tal y como se muestra en la Figura 15A, el
silenciamiento de LXRa mediante el siRNA especifico para éste, indujo una
disminucion de la concentracion del ARNm de LXRa (-92%), asi como de los
demas genes lipogénicos estudiados (SREBP-1c: -74%, PPARYy: -72% y FAS: -77%)
en comparaciéon con las células VHC-G1 transfectadas con el siRNA control
negativo. De la misma manera, la acumulacién intracitoplasmatica de lipidos se
redujo significativamente en las células VHC-G1 con el LXRa silenciado (-60% vs
células VHC-G1 transfectadas con el siRNA control negativo). La inhibicion de la
lipogénesis mediada por el silenciamiento de LXRa se acompaind de una
reduccion significativa del numero de copias del ARN del virus C (-35%) asi como

de la concentracién de proteina NS5A y core (Figuras 15B y 15C).

Por otra parte, el tratamiento con el agonista de LXRa provocd un aumento
de la concentracién de ARNm de LXRa, SREBP-1c, PPARy y FAS (+361%, +337%,
+273% y +154%, respectivamente) en comparacién con las células VHC-G1
transfectadas con el siRNA control negativo (Figura 15A). Ademas, este
incremento se acompané de un aumento de la acumulacion de lipidos en las
células tratadas con el agonista (+143% vs células VHC-G1 transfectadas con el
SiRNA control negativo), asi como de la replicacidon del virus (+160%) y de la
expresion de sus proteinas NS5A y core (Figuras 15B y 15C). Para examinar si el
efecto del agonista sobre el incremento de la replicacién del VHC era realmente

debido a la activacion de LXRa, se trataron con el agonista las células VHC-G1
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teniendo el LXRa silenciado, no viéndose afectada la replicacidon viral ni la
expresion de las proteinas del VHC (Figuras 15B y 15C). En conjunto, dichos
resultados sugieren un papel clave del receptor nuclear LXRa en la regulacién de

la replicacién del VHC.
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Figura 15. Efecto del silenciamiento de LXRa y del tratamiento con un agonista del mismo sobre
la expresion de los genes lipogénicos, la replicacion del VHC y la expresion de sus proteinas en
células VHC-G1. (A) Cuantificacién de la concentracién de ARNm correspondiente a LXRa, SREBP-
1c, PPARy y FAS (*p<0,05 vs células Huh7 transfectadas con el siRNA control negativo, #p<0,05 vs
células VHC-G1 transfectadas con el siRNA control negativo). (B) Cuantificacidn de la replicacién
del VHC expresada como nimero de copias de ARN del VHC por pg de ARN total. Las células
fueron tratadas con IFNa-2b (50U/ml) como control de la inhibicién de la replicacion. Los datos
representados corresponden a la media + EEM de seis experimentos (*p<0,05 vs células VHC-G1
transfectadas con el siRNA control negativo). (C) La concentracion de las proteinas NS5A y core se
analizd mediante western blot. La concentracion de B-actina se usé como control de carga. Los
pesos moleculares (kDa) se indican a la izquierda de la imagen. Las imagenes son representativas
de seis experimentos independientes.
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4.2. La quercetina modula la lipogénesis dependiente de PI3K-LXRa
mediada por estrés oxidativo/nitrosativo, contribuyendo a la
inhibicion de la replicacion del VHC

4.2.1. La quercetina es el flavonoide mas efectivo en la inhibicion de la

replicacion del VHC

Con el fin de examinar el efecto del tratamiento con diferentes flavonoides
sobre la eficiencia de replicacién del VHC, se cultivaron células VHC-G1 con
quercetina, kaempferol, taxifolina y apigenina (Figura 16) a concentraciones de
0,1, 1y 5 uM o con el correspondiente vehiculo, como control del tratamiento. A
tan bajas concentraciones los flavonoides no muestran toxicidad y su limitada

capacidad anti-peroxidativa no interfiere con su actividad anti-VHC (104).

Como se muestra en la Figura 17, todos los flavonoides fueron capaces de
reducir de manera significativa el nimero de copias de ARN del VHC (KO0,1: -35%,
K1: -43%; T0,1: -32%, T1: -39%, T5: -43%; AOQ,1: -40%, Al: -30%, vs células
tratadas con el vehiculo), si bien la quercetina parecié ser el inhibidor mas
efectivo de la replicacion del VHC a dosis similares a las concentraciones

plasmaticas observadas en humanos tras la administracién de quercetina (348).

Taxifolina Apigenina

Figura 16. Estructura quimica de los flavonoles quercetina y kaempferol, la flavanona taxifolina y
la flavona apigenina.
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Figura 17. Efecto de los diferentes flavonoides sobre la replicacién del VHC en células VHC-G1.
Cuantificacion de la replicacidn expresada como copias de ARN del VHC por pg de ARN total. Los
datos representados corresponden a la media + EEM de seis experimentos independientes
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs células VHC-G1 no tratadas).

En vista de los resultados anteriores, las células VHC-G1 se incubaron con
guercetina a concentraciones de 0,1, 0,5, 1 y 5 uM, sola o en combinacién con
IFNa 0,5. Asimismo, las células VHC-G1 se trataron con IFNa 50 como control de

la inhibicidn de la replicacidn (-90% vs células no tratadas).

Como se esperaba, la quercetina causé un descenso de la replicacion del
VHC dependiente de la dosis a todas las concentraciones probadas (Q0,1: -49%,
Q0,5: -52%, Q1: -57%, Q5: -61%, vs VHC-G1 no tratadas). Cuando la quercetina se
combind con IFNa 0,5 se observé un marcado efecto antiviral (Q0,1: -55%, QO0,5:
-62%, Ql: -68%, Q5: -72%, vs VHC-G1 no tratadas), superando al derivado del
tratamiento Unico con IFNa 0,5 (Q0,5: -24%, Q1: -34%, Q5: -43%, vs células VHC-
G1IFN 0,5) (Figura 18).
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De forma similar, la quercetina fue capaz de reducir de manera
dependiente de la dosis la concentracidon de las proteinas core y NS5A en las
células VHC-G1 (NS5A, Q0,1: -24%, QO0,5: -27%, Q1: -54%, Q5: -67%,; core, QO,5: -
32%, Q1: -50%, Q5: -62%, vs VHC-G1 no tratadas), mostrando un marcado efecto
inhibidor en combinacion con IFNa 0,5 (NS5A, Q0,1: -62%, Q0,5: -67%, Q1: -71%,
Q5: -78%; core, Q0,1: -51%, QO,5: -53%, Q1: -63%, Q5: -70%, vs VHC-G1 no
tratadas). Ademas, el tratamiento combinado superd la capacidad de inhibicidon
mostrada por el IFNa 0,5 (NS5A, Q0,5: -21%, Q1: -32%, Q5: -48%,; core, QO,1: -
16%, Q0,5: -19%, Q1: -37%, Q5: -49%, vs células VHC-G1 IFN 0,5) (Figura 19).

Tal y como se muestra en la Figura 20, dicha actividad antiviral no se asocié

a citotoxicidad o alteracién de la proliferacién celular.
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Figura 18. Efecto del tratamiento con quercetina y su combinacién con IFNa sobre la replicacion
viral en células VHC-G1. Cuantificacién de la replicacién expresada como nimero de copias de
ARN del VHC por pg de ARN total. Los datos representados corresponden a la media £ EEM de
seis experimentos independientes (***p<0,001 vs células VHC-G1 no tratadas, ##p<0,01 vs VHC-
G1IFNa 0,5).
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Figura 19. Efecto del tratamiento con quercetina y su combinacién con IFNa sobre la
concentracion de las proteinas NS5A y core en células VHC-G1. Cuantificacidn de la concentracién
de las proteinas NS5A y core a partir del anadlisis densitométrico de las bandas especificas,
expresado como porcentaje relativo a las células control (100%). La concentracion de B-actina se
us6 como control de carga. Los pesos moleculares (kDa) se indican a la derecha de la imagen. Las
imdgenes son representativas de seis experimentos independientes. Los datos representados
corresponden a la media + EEM de seis experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 vs células VHC-G1 no tratadas, ##p<0,01 vs VHC-G1 IFNa 0,5).
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Figura 20. Efecto del tratamiento con quercetina y su combinacidn con IFNa sobre la viabilidad
celular en células VHC-G1. Viabilidad celular determinada mediante ensayo MTT. Los datos
representados corresponden a la media + EEM de seis experimentos independientes.

4.2.2. La quercetina inhibe el estrés oxidativo y nitrosativo en las células VHC-

Gl

Para determinar la contribucion de la capacidad antioxidante de la
guercetina en la inhibicién de la replicacién del virus de la hepatitis C, se
investigd la generacion de EROs/ERNs y la peroxidacion lipidica en células VHC-
G1 mediante citometria de flujo. Las células fueron incubadas con quercetina

(0,1-5 uM), IFNa o con el vehiculo (DMSO) durante 48h.

Tal y como se muestra en las Figuras 21y 22, la replicacién del virus indujo
estrés oxidativo y nitrosativo, tal y como indicé el incremento significativo de la
generaciéon de EROs/ERNs (DCF: +55%, ETH: +56%), asi como peroxidacion

lipidica (+350%), en comparacién con las células Huh7.

El analisis de los histogramas en los que la fluorescencia fue representada
frente al numero relativo de células, asi como la cuantificacion de la
correspondiente intensidad de fluorescencia, indicéd que la quercetina es capaz
de disminuir la sobreproduccion de EROs/ERNs inducida por el VHC (DCF: QO,5: -
13%, Q1: -22%, Q5: -28%; ETH: Q0,1: -29%, QO0,5: -32%, Q1: -34%, Q5: -35%, vs
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células VHC-G1 no tratadas) (Figuras 21 y 22A), reduciendo asimismo
parcialmente la peroxidacion lipidica incrementada en las células VHC-G1 (QO,5: -

25%, Q1: -27%, Q5: -30%) (Figura 22B).

De manera similar, el IFNa 50 provocé un descenso significativo de la
generacion de EROs/ERNs (DCF: -30%; ETH: -22%) y de la lipoperoxidacion (-17%)
en las células VHC-G1 (Figuras 21y 22).

Estos resultados sugieren que la quercetina modula la generacion de estrés
oxidativo y nitrosativo pudiendo jugar dicho efecto un papel importante en su

actividad antiviral.

VHC-G1Q 5

VHC-G1Q 1
VHC-G1 Q0,1

VHC-G1

Numero de células

VHC-G1Q 0,5

80 A

60

40 7

20

Intensidad de fluorescencia DCF (%)

0+

VHC-G1
Quercetina pM
IFNo-2b 0,5 U/ml
IFNa-2b 50 U/ml

Figura 21. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa sobre la produccién de EROs y ERNs en
células VHC-G1. Histogramas representativos de la fluorescencia del DCF obtenida mediante
citometria de flujo. Los resultados estan expresados como porcentaje de intensidad de
fluorescencia del DCF respecto a las células VHC-G1 no tratadas (100%). Todos los datos
representados corresponden a la media + EEM de seis experimentos independientes (*p<0,05;
**p<0,01; vs células Huh7, ##p<0,01 vs VHC-G1 no tratadas).
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A

Figuras 22. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa sobre la produccidn de anidn
superdxido y sobre la peroxidacién lipidica en células VHC-G1. (A) Histogramas representativos
de la fluorescencia del ETH obtenida mediante citometria de flujo. Los resultados estan
expresados como porcentaje de intensidad de fluorescencia del ETH respecto a las células VHC-
G1 no tratadas (100%). (B) Cuantificacion de la fluorescencia del Bodipy 581/591 Cy; obtenida
mediante citometria de flujo. Los resultados estan expresados como porcentaje de intensidad de
fluorescencia del Bodipy 581/591 Cy; respecto a las células VHC-G1 no tratadas (100%). Todos los
datos representados corresponden a la media + EEM de seis experimentos independientes
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs células Huh7, #p<0,05; ##p<0,01 vs VHC-G1 no tratadas).
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4.2.3. La quercetina disminuye la acumulacion intracitoplasmatica de lipidos

inducida por el VHC

La contribucidon de la modulacién del metabolismo lipidico a la inhibicion
de la replicacién del VHC por la quercetina se establecié mediante el estudio del
efecto de este flavonol en la acumulacion intracitoplasmatica de lipidos en

células VHC-G1.

Los resultados del andlisis por citometria de flujo de las células sometidas a
la tincion con Bodipy 493/503 estan representados en la Figura 23C. Tal y como
se muestra, la acumulacion de lipidos se incrementd notablemente en las células
que expresaban el replicon completo del VHC (+257%) en comparacién con las
células Huh7 y el tratamiento con quercetina causé un descenso significativo,
dependiente de la dosis, del acumulo lipidico en las células VHC-G1 (QO,5: -17%,
Q1:-22%, Q5: -55%, vs células VHC-G1 no tratadas).

Las imagenes de microscopia de fluorescencia representativas de la tincién
de lipidos con Bodipy 493/503 corroborando los resultados obtenidos mediante

citometria de flujo se muestran en la Figura 23A.

Posteriormente, se analizd la acumulacion intracelular de triglicéridos (TG)
y acidos grasos libres (AGL) y, tal y como se esperaba, las concentraciones fueron
significativamente superiores en células VHC-G1 (+150% vy +81%,
respectivamente) en comparacion con las células Huh7 (Figura 23B), resultando
reducidas gracias al tratamiento con quercetina (TG, Q0,5: -31%, Q1: -40%, Q5: -
49%; AGL, QO0,5: -23%, Q1: -24%, Q5: -26%, vs VHC-G1 no tratadas).

Por ultimo, el IFNa 50 fue capaz de disminuir también la acumulacién
intracelular de lipidos inducida por el virus (-20%) mediante la reduccién del
contenido de triglicéridos y acidos grasos libres (-44% y -36%, respectivamente)

(Figuras 23A, 23B y 23C).
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Figura 23. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa sobre la acumulacién intracitoplasmatica
de lipidos en células VHC-G1. (A) Imdgenes de microscopia de fluorescencia representativas de la
tincion de lipidos con Bodipy 493/503 (verde). Los nucleos celulares se muestran en azul, tefiidos
con DAPI. Las imagenes son representativas de seis experimentos. (B) Representacion del
contenido de triglicéridos y 4&cidos grasos libres (ug/mg de proteina). (C) Histogramas
representativos de la fluorescencia del Bodipy 493/503 obtenida mediante citometria de flujo.
Los resultados estan expresados como porcentaje de intensidad de fluorescencia del Bodipy
493/503 respecto a las células VHC-G1 no tratadas (100%).Los datos representados corresponden
a la media £ EEM de seis experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs
células Huh7, #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs VHC-G1 no tratadas).
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4.2.4. La quercetina disminuye la sobreexpresion de los génes lipogénicos

asociada a la replicacion del VHC

Una vez comprobada la capacidad de la quercetina para reducir la
acumulacién intracitoplasmatica de lipidos inducida por el VHC, se investigo el

papel de la via dependiente de LXRa en dicho efecto de la quercetina.

Como se muestra en la Figura 25, se observé una induccidn significativa de
la expresion génica de LXRa en las células VHC-G1 (ARNm, +82%; proteina, +55%)
en comparacién con las células Huh7. Con respecto a la expresion de los genes
lipogénicos relacionados con LXRa, tal y como se esperaba, se encontrd también
una induccion significativa de la concentracién de ARNm de FAS en las células

gue expresaban el replicén completo del VHC (+94%, vs Huh7) (Figura 24).

it i
08 i
T
0,6
0,4 HH
0,2
0
+ +
5

VHC-G1 - +
Quercetina uM - - 0,1 0,5 1 -
IFNa-2b 0,5 U/ml - - - - - - + _
IFNa-2b 50 U/ml - - - - - - - +

g
3

Sttt
| IO O T I A O T I R RO B I |

Concentracion de ARNm FAS
o

L
S

R
S5
1 | 1

,.
i

Figura 24. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa sobre la expresidn de FAS en células
VHC-G1. Cuantificacion de la concentracion de ARNm correspondiente a FAS. Los datos
representados corresponden a la media + EEM de seis experimentos independientes (**p<0,01;
***p<0,001 vs células Huh7, ##p<0,01; ###p<0,001 vs VHC-G1 no tratadas).

Una vez mas, la quercetina fue capaz de reducir la sobreexpresién de LXRa
inducida por el virus a todas las concentraciones probadas (ARNm, Q0,1: -32%,
QO0,5: -38%, Q1: -39%, Q5: -40%; proteina, Q0,1: -16%, Q0,5: -19%, Q1: -35%, Q5:
-34% vs células VHC-G1 no tratadas) (Figuras 25A y 25B). De manera similar, el
tratamiento con quercetina provoco una reduccion de la concentracién de ARNm

de FAS (Q0,1: -16%, QO0,5: -14%, Q1: -17%, Q5: -20% vs células VHC-G1 no
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tratadas) (Figura 24). Un hallazgo interesante fue que el IFNa también redujo la
induccion de LXRa (IFNa 0,5: ARNm, -25%, proteina, -31%; IFNa 50: ARNm, -45%,
proteina, -58%; Figuras 25A y 25B) y la subsecuente sobreexpresion de FAS (IFNa
0.5: -30%; IFNa 50: -68%; Figura 24) en las células VHC-G1.
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Figura 25. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa sobre la expresion de LXRa en células
VHC-G1. (A) Cuantificacion de la concentracion de proteina correspondiente a LXRa a partir del
analisis densitométrico de las bandas especificas, expresada como porcentaje relativo a las
células VHC-G1 no tratadas (100%). La concentracion de B-actina se usé como control de carga.
Los pesos moleculares (kDa) se indican a la derecha de la imagen. Las imdagenes son
representativas de seis experimentos independientes. (B) Cuantificacidon de la concentracidn de
ARNm correspondiente a LXRa. Los datos representados corresponden a la media £ EEM de seis
experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs células Huh7, #p<0,05;
##p<0,01; ###p<0,001 vs VHC-G1 no tratadas).

113



Sandra Pisonero Vaquero

4.2.5. La quercetina reduce la sobreexpresion de LXRa inducida mediante

infeccion adenoviral

Con el fin de corroborar el efecto de la quecetina sobre la expresion génica
de LXRa, se infectaron células Huh7 con un vector adenoviral que codifica para

dicho receptor nuclear.

En primer lugar se examind el efecto de la infecciéon adenoviral sobre la
expresion de LXRa. Tal y como muestra la Figura 26 se confirmd la
sobreexpresion de LXRa en células infectadas con el vector adenoviral mediante
RT-qPCR, inmunofluorescencia y western blot (proteina, Huh7 Ad-0,5: +257%, vs
Huh7 Ad-CONT).

Posteriormente, se analizd el efecto de la quercetina sobre la acumulacién
intracitoplasmatica de lipidos y la concentracién de ARNm de LXRa en células
Huh7 Ad-0,5 (Figuras 27A y 27B, respectivamente). Se observé que la quercetina
redujo el acumulo lipidico intracelular a todas las concentraciones probadas,
como muestran las imagenes de fluorescencia de la tincién de lipidos con Bodipy
493/503 en los distintos grupos de estudio (Figura 27A). Asimismo, la quercetina
causd una reduccion dependiente de la dosis de la sobreexpresiéon de LXRa
derivada de la infeccidon adenoviral (Q0,1: -27%, QO,5: -39%, Q1: -46%, Q5: -58%,
vs células Huh7 Ad-0,5 no tratadas), mientras que la sobreexpresion del receptor

nuclear no se vio afectada por el IFNa (Figura 27B).

En conjunto, todos estos resultados indican que la quercetina ejerce un
efecto inhibidor sobre la expresion de LXRa y la acumulacion de lipidos tanto en
el modelo de sobreexpresion de LXRa como en las células VHC-G1, sugiriendo
gue la inhibiciéon de LXRa por la quercetina contribuye a la modulacion de la

lipogénesis inducida por el VHC.
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Figura 26. Induccion de la sobreexpresidn de LXRa mediante infeccién adenoviral. Las células
Huh7 se infectaron con 0,5 o 1 pl del vector adenoviral que codifica para LXRa (Huh7 Ad-0,5 y
Huh7 Ad-1, respectivamente) o con el vector adenoviral vacio (Huh7 Ad-CONT). (A) Imagenes de
microscopia de fluorescencia mostrando LXRa (verde) y los nucleos celulares (azul). Las imagenes
son representativas de seis experimentos. (B) Cuantificacion de la concentracién de ARNm
correspondiente a LXRa (panel inferior), y de su proteina (panel superior) a partir del analisis
densitométrico de las bandas especificas expresada como porcentaje relativo a las células Huh7
Ad-CONT (100%). La concentracion de B-actina se usé como control de carga. Los pesos
moleculares (kDa) se indican a la derecha de la imagen. Las imagenes son representativas de seis
experimentos independientes (***p<0,001 vs Huh7 Ad-CONT).
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Huh7 Ad-0,5 Q1 Huh7 Ad-0,5Q5 Huh7 Ad-0,5 IFN 0,5 Huh7 Ad-0,5 IFN 50

50 uM

Figura 27. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa sobre la sobreexpresién de LXRa y sobre
la acumulacién intracitoplasmatica de lipidos en células Huh7 Ad-0,5. (A) Imagenes de
microscopia de fluorescencia representativas de la tincion de lipidos con Bodipy 493/503 (verde).
Los nucleos celulares se muestran en azul, tefiidos con DAPI. Las imagenes son representativas de
seis experimentos independientes. (B) Cuantificacion de la concentracion de ARNm
correspondiente a LXRa. Los datos representados corresponden a la media £+ EEM de seis
experimentos independientes (***p<0,001 vs células Huh7 Ad-CONT, #p<0,05; ##p<0,01 vs Huh7
Ad-0,5 no tratadas).
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4.2.6. La via PI3K/AKT esta implicada en el efecto inhibidor de la quercetina

sobre la lipogénesis mediada por LXRa en células VHC-G1

El siguiente paso llevado a cabo en el estudio, consistié en establecer el
papel de la via PI3K/AKT en el efecto de la quercetina sobre la modulaciéon de la
lipogénesis dependiente de LXRa, para lo cual se comenzd determinando el

efecto de la quercetina sobre la activacion de AKT.

Como se muestra en la Figura 28A, y tal y como ya se habia comprobado
con anterioridad, la replicacion del VHC indujo un incremento significativo de la

fosforilacién de AKT (+117%) en comparacion con las células Huh7.

Se observo asimismo que el tratamiento con quercetina es capaz de causar
una reducciéon dependiente de la dosis de la activacién de AKT (Q0,1:-27%, Q0,5:
-30%, Ql: -35%, Q5: -43%, vs células VHC-G1 no tratadas). Sin embargo, el
tratamiento con IFNa 50 provocd un ligero aumento en la fosforilacion de AKT

(+21%) en comparacién con las células VHC-G1 no tratadas (Figura 28A).

Para corroborar que la quercetina inhibe la lipogénesis mediada por el VHC
a través de la via PI3K/AKT, se estudié posteriormente el efecto del inhibidor de
la PI3K, LY294002, sélo o combinado con quercetina, sobre la expresion génica

de LXRa, la acumulacion lipidica y la eficiencia de replicacién del VHC.

Primero se confirmé que la viabilidad celular no se vio afectada por los
diferentes tratamientos (Figura 28F). Como se muestra en las Figuras 28B, 28C,
28D y 28E, el tratamiento con LY294002 causo6 una reduccidn significativa de la
replicacién del VHC, de la concentracién de ARNm de LXRa y de la acumulacién

lipidica (-31%, -48% y -66%, respectivamente, vs células VHC-G1 no tratadas).

Ademas el efecto antiviral fue mayor cuando se combinaron el inhibidor de
PI3K y la quercetina (LY QO0,1: -53%, LY QO,5: -47%, LY Q1: -52%, LY Q5: -49%, vs
células VHC-G1 no tratadas) (Figura 28B). Dicha actividad antiviral conjunta se

asocié a una gran reduccidn de la expresion génica de LXRa (LY QO,1: -55%, LY
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Q0,5: -59%, LY Q1: -66%, LY Q5: -66%, vs células VHC-G1 no tratadas) (Figura
28C) y de la acumulacién lipidica en células VHC-G1 (LY Q0,1: -69%, LY QO,5: -
67%, LY Q1:-82%, LY Q5: -84%) (Figuras 28D y 28E).

En conjunto, estos resultados sugieren que la inactivacién de la via PI3K
mediada por la quercetina puede contribuir al efecto de este flavonol sobre la

modulacion de la lipogénesis dependiente de LXRa y la replicacidn viral.
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Figura 28. Efecto del tratamiento con quercetina o IFNa y LY294002 sobre la lipogénesis
dependiente de LXRa mediada por la via PI3K/AKT en células VHC-G1. (A) Cuantificacion del
porcentaje de fosforilacion de AKT a partir del analisis densitométrico de las bandas especificas,
expresada como porcentaje relativo a las células VHC-G1 no tratadas (100%). Los pesos
moleculares (kDa) se indican a la derecha de la imagen. Las imagenes son representativas de seis
experimentos independientes. (B) Cuantificacion de la replicacion del VHC expresada como
numero de copias de ARN del VHC por pg de ARN total. (C) Cuantificacion de la concentracion de
ARNm correspondiente a LXRa. (D) Fluorescencia del Bodipy 493/503 obtenida mediante
citometria de flujo. Los resultados estan expresados como porcentaje de intensidad de
fluorescencia del Bodipy 493/503 respecto a las células VHC-G1 no tratadas (100%). (E) Imagenes
de microscopia de fluorescencia representativas de la tincién de lipidos con Bodipy 493/503
(verde). Los nucleos celulares se muestran en azul, tefiidos con DAPI. Las imagenes son
representativas de seis experimentos independientes. (F) Viabilidad celular determinada
mediante ensayo MTT. Todos los datos representados corresponden a la media + EEM de seis
experimentos independientes (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs células Huh7, #p<0,05;
##p<0,01; ###p<0,001 vs VHC-G1 no tratadas, Ttp<0,01; t11p<0,001 vs VHC-G1 LY).

119



Sandra Pisonero Vaquero

B 30 4

25 4

20

Copias ARN VHC (108)/ug ARN

0

VHC-G1 +
Quercetina pM -
IFNa-2b 0,5 U/ml - - - - - - + -
IFNo-2b 50 U/ml - - - - - - p N
LY294002 - + + + + + + ¥

120 4

*kk

100 L

80
60

40 4

Bodipy 493/503 (%)

20 4

Intensidad de fluorescencia

0l
VHC-G1 - +
Quercetina uM - -
IFNa-2b 0,5 U/ml - - - - - - - + :
IFNo-2b 50 U/ml - - - - - - p _ +
LY294002 - - + + + + + + ¥

Huh7 VHC-G1 VHC-G1LY VHC-G1LY Q0,1

Bodipy 493/503

DAPI

Merged

120



Resultados

@]

Concentracion de ARNm LXRa

VHC-G1 - +
Quercetina uM - -
IFNa-2b 0,5 U/ml - -
IFNo-2b 50 U/ml - -
LY294002 - -

-

120 1
100 1 L
80 1
60 1

40

Viabilidad celular (%)

20 1

0

Quercetina uM - - 0,1 0,5 1 5 -
IFNa-2b 0,5 U/ml - - - - - - +
IFNo-2b 50 U/ml - - - - - - - +
LY294002 - + + + + + + +

VHC-G1LY Q0,5 VHC-G1LYQ1 VHC-G1LY Q5 VHC-G1LYIFN 0,5 VHC-G1LY IFN 50

121






DISCUSION







Discusion

A pesar de que la infeccién del VHC esta frecuentemente asociada al
desarrollo de esteatosis hepatica, los mecanismos moleculares involucrados en

dicho proceso no se conocen con exactitud (362-364).

A modo de resumen, en el presente trabajo se muestra en primer lugar la
implicacion de la via de regulacién de LXRa en la lipogénesis inducida por el virus
de la hepatitis C. El hallazgo mas interesante de este estudio fue comprobar la
induccién por parte del VHC de la acumulacion lipidica intracelular y de la
sobreexpresiéon de los principales genes lipogénicos, proceso mediado por la
activacion del receptor nuclear LXRa, lo cual avala los resultados obtenidos
previamente en pacientes con VHC (365). Ademads, se demostré que ambas
proteinas del virus, NS5A y core, contribuyen a la lipogénesis mediada por LXRa a
través de una induccion indirecta de éste mediante la activacion de la via de
sefializacion PI3K/AKT. Finalmente se demostré que la modulaciéon de la
expresion de LXRa regula la lipogénesis inducida por el virus C asi como la

capacidad de replicacién del mismo.

Diversos estudios indican que el factor de trascripciéon LXRa induce la
expresion de los genes lipogénicos involucrados en la sintesis de acidos grasos
(366, 367). En el presente estudio se observd que las proteinas NS5A y core
estimulan la acumulacién intracelular de lipidos totales y triglicéridos mediante
la induccién de la expresion y de la actividad transcripcional de LXRa, lo cual
conduce a un incremento de la expresion de los genes lipogénicos SREBP-1c,
PPARy y FAS, regulados por dicho receptor nuclear. Un hallazgo interesante
consistio en el establecimiento de una mayor capacidad lipogénica derivada de la
expresion de la poteina NS5A que de la proteina core. El receptor nuclear LXRa
forma heterodimeros con RXRa y activa la transcripcién de SREBP-1c, PPARy y
FAS mediante su unién a la secuencia LXRE presente en sus promotores (367-
369). A su vez, SREBP-1c activa genes involucrados en el metabolismo de lipidos
y del colesterol, como FAS, mediante su unidn a la secuencia SRE presente en sus

promotores (369, 370). En nuestro estudio, el efecto inductor de la lipogénesis
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mediado por las proteinas NS5A y core y la propia replicacion del VHC se derivé
de la sobreexpresién y activacidon transcripcional de LXRa, actuando sobre las
regiones LXRE de los promotores de los genes lipogénicos. Asimismo, se observé
que la activacion del elemento de respuesta a esteroles en los genes
involucrados en la lipogénesis de novo, incluyendo la activacion de SREBP-1c por
la unién del mismo a la secuencia SRE de su propio promotor, contribuye al
efecto lipogénico derivado de la expresion de las proteinas del virus C. Tanto la
activaciéon transcripcional de LXRa como de SREBP-1c contribuirian a la

sobreexpresidn de FAS observada en nuestros modelos in vitro de hepatitis C.

Se ha descrito que la proteina core del VHC puede inducir la activacién
transcripcional del promotor de SREBP-1c mediante el incremento de la unién de
LXRa/RXRa a la secuencia LXRE en un modelo in vivo, si bien la proteina core no
se halla incluida en el complejo LXRa/RXRa-LXRE, sugiriendo la implicacion de
core en una activacion indirecta del promotor de SREBP-1c (371). Ademas, se ha
demostrado que la proteina NS5A aumenta la acumulacién hepatica de lipidos
mediante la induccién de la activaciéon de PPARy y SREBP-1c (9, 10). Los
resultados obtenidos en el presente estudio indican que la induccién de dichos
genes lipogénicos en presencia de las proteinas del virus C parece estar mediada
por la sobreexpresion y activacidén transcripcional del receptor nuclear LXRa, si
bien es necesario establecer los mecanismos involucrados en dicha activacion. A
este respecto, distintas investigaciones llevadas a cabo muestran que la proteina
X del virus de la hepatitis B induce la expresidon de genes lipogénicos mediante la
activacion de LXRa (372). De hecho, la proteina X del virus de la hepatitis B
interactua fisicamente con LXRa en el nucleo y potencia la unién de LXR a la

secuencia LXRE (373).

En el presente estudio, las proteinas core y NS5A se localizaron en el
citoplasma de las células que incluian el genoma completo del VHC, tal y como
habia sido previamente descrito (374, 375). Por su parte, en nuestro estudio la

localizacién de LXRa fue fundamentalmente nuclear, donde la presencia de las
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proteinas del virus C era minima. Ademads, los experimentos de co-
inmunoprecipitacion indicaron que no existe una interaccion fisica entre LXRa y
las proteinas del VHC. Dichos resultados parecen indicar que la modulacién de la
lipogénesis dependiente de LXRa por las proteinas NS5A y core se lleva a cabo

mediante un mecanismo indirecto.

A este respecto, en el presente estudio las proteinas NS5A y core del VHC
indujeron la activacién de AKT, una importante kinasa fosforilada por PI3K. Estos
resultados concuerdan con previas investigaciones que demuestran que las
proteinas del virus C activan la via de sefializacion PI3K/AKT (93, 376, 377). Asi, se
ha sugerido que la expresiéon génica del VHC induce la activacién de la via
PI3K/AKT mediante mecanismos que involucran al estrés oxidativo y la via de
sefializacion de calcio (11). Se ha descrito previamente que las proteinas NS5A y
core inducen alteraciones en la homeostasis de calcio mediadas por la aparicién
de estrés oxidativo en células CHL, lo cual podria explicar los efectos que ambas
proteinas tienen sobre la via PI3K/AKT (97). Asimismo, se ha indicado que la
inducciéon de la expresion de SREBP-1c por la proteina core del VHC requiere de
la activacion de la via PI3K/AKT (376), proceso que se llevaria a cabo junto con la
proteina NS4B (11, 119). Asi, se ha descrito que AKT puede incrementar el
transporte de SREBP desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, la
concentraciéon de SREBP maduro y la fosforilacion de SREBP, aunque no se han

visto efectos sobre la transcripcién del mismo (11, 376).

Ademas, se ha descrito que la administracion de inhibidores de la via PI3K
es capaz de reducir la sobreexpresion de LXR derivada de la induccién con
agonistas en macrdfagos (378). En el presente estudio, la inhibicién de la via PI3K
mediante LY294002 atenud la sobreexpresion de LXRa inducida por las proteinas
core y NS5A del virus C. Estos resultados indican por primera vez el papel de la
via PI3K en la activacion de LXRa mediada por core y NS5A, sugiriendo un
mecanismo especifico por el cual el VHC altera el perfil lipidico celular y provoca

esteatosis.
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Tal y como se ha descrito en las células CHL-NS5A y CHL-core, en las células
VHC-G1 también se observé una activacion de la transcripcion de SREBP-1c y FAS
mediada por LXRa por activacion de los elementos de respuesta LXRE y SRE en el
promotor de dichos genes. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en
diversos estudios en los que se observd una induccidén de los genes lipogénicos
en sistemas de replicacién del VHC que expresaban el genotipo 1b o el 2a (11,
379), a diferencia de los datos obtenidos en pacientes infectados con el genotipo
3 del VHC en los que la esteatosis no estaba asociada a una induccién de dichos

genes lipogénicos (380).

De manera similar a lo anteriormente descrito sobre los mecanismos de
actuacioén de las proteinas NS5A y core, la sobreexpresion de LXRa en las células
VHC-G1 parece estar mediada por la via PI3K/AKT. Si bien la lipogénesis mediada
por LXRa observada en dichas células podria estar parcialmente inducida por la
expresion de las proteinas core y NS5A, otras proteinas, como NS2 o NS4B,
podrian contribuir asimismo a la induccion de LXRa y al incremento de la
expresion de SREBP-1c y FAS (11, 118, 119). Por ello, parece necesario realizar
estudios posteriores para poder determinar el papel de las distintas proteinas del

VHC en la modulacion del metabolismo lipidico.

Por otra parte, se ha descrito que para la replicacion eficiente del VHC se
requieren acidos grasos saturados y monoinsaturados, probablemente al
permitir el mantenimiento de una estructura membranosa éptima (8, 379, 381).
Asi, se ha demostrado que la inhibicién de FAS mediante ARN de interferencia
disminuye la replicaciéon del VHC tanto en sistemas de replicacién como de
infeccidn, lo que avala la necesidad de una adecuada funcién de la via de sintesis
de acidos grasos para la replicacién del VHC (8, 120). De manera similar, se ha
descrito que la supresién de SREBP-1c derivada del tratamiento con curcumina
inhibe asimismo la replicacién del virus en un modelo in vitro (346). En el sistema
de replicacién empleado en el presente estudio, la inhibicién de LXRa mediante

SiRNA se acompafié de una reduccidon del aciumulo lipidico asi como de la
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expresiéon de los principales genes lipogénicos. Dicho efecto a su vez se
correspondid con el bloqueo parcial de la replicacidon del VHC y de la expresién
de las proteinas core y NS5A. Estos resultados difieren de los obtenidos en un
estudio previo en el cual se indicaba que la inhibicion de la replicacion del VHC
por los acidos grasos poliinsaturados tiene lugar a través de un mecanismo
diferente de su habilidad para bloquear LXRa, ya que un tratamiento con
T0901317, un agonista de LXR, no modificd la replicacion del VHC, ni en
condiciones basales ni bajo el efecto inhibidor de los acidos grasos
poliinsaturados (379). Sin embargo, en el presente estudio, el tratamiento
llevado a cabo con GW3965, el agonista mas especifico de LXR (187), dio como
resultado un incremento de la expresion de los genes lipogénicos, asi como de la
replicacion del VHC y de la expresién de las proteinas core y NS5A. Ademas, la
modulacion de la capacidad de replicacion del VHC mediante el agonista parece
estar mediada por la activacion de LXRa ya que dicho efecto no se observé al
tratar con este mismo agonista las células VHC-G1 con el LXRa silenciado. Estos
datos sugieren que la regulacion del metabolismo lipidico mediada por LXRa

puede contribuir a la eficiencia de replicacién del VHC.

Dichos resultados situan al receptor nuclear LXRa en una posicidén clave
dentro de las vias lipogénicas inducidas por el VHC y sugieren un mecanismo
molecular a través del cual la expresién génica del VHC puede estimular la
acumulacién de lipidos en el hepatocito y a su vez regular la eficiencia de su

replicacion.

El actual tratamiento estandar aprobado por la FDA para el tratamiento de
la hepatitic C crénica es IFNa pegilado combinado con ribavirina (382). Existen
evidencias experimentales de que los flavonoides, antioxidantes naturales,
muestran un potencial terapéutico en el tratamiento de la hepatitis C mediante
la inhibicion de la replicacién del VHC (16, 17, 383). El presente estudio sugiere
por primera vez que la quercetina podria ejercer un efecto inhibidor indirecto

sobre la replicacion del VHC mediante el bloqueo del estrés oxidativo/nitrosativo
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y la subsecuente modulacién de la lipogénesis mediada por PI3K-LXRa asociada

al desarrollo de esteatosis y a la progresion de la hepatitis C.

En nuestro estudio, todos los flavonoides considerados fueron capaces de
reducir la eficiencia de replicacién del virus C a muy bajas concentraciones. Sin
embargo, la quercetina parece ser el modulador mas efectivo de la capacidad de
replicacion del VHC en células que contienen el replicon completo del VHC.
Ademads, se ha descrito previamente que la quercetina muestra actividad
antiviral y disminuye la produccién de particulas del VHC en cultivo celular (16,
17). Por todo ello, nuestro siguiente objetivo fue estudiar los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacion de la replicacién del VHC por este

flavonol.

En la presente investigacion, la quercetina mostré un efecto inhibidor de la
replicaciéon del VHC dependiente de la dosis. La expresion de la proteina NS5A,
gue es esencial para la replicacién del virus de la hepatitis C, se redujo también
gracias al tratamiento con quercetina, tal y como ya se habia descrito en otros
estudios (17). Ademas, la combinacion de la quercetina con IFNa provocd un
profundo efecto inhibidor sobre la concentracion de proteina NS5A y la
replicacién viral, de manera similar a lo descrito previamente tras un tratamiento
combinado de curcumina e IFNa (346). Asimismo, los resultados indicaron por
primera vez, un efecto inhibidor de la quercetina sobre la expresion de la
proteina core del VHC, mostrando un efecto aditivo cuando se combiné con

IFNa.

La principal via para la generacidén de una respuesta antiviral mediada por
IFNa implica una combinacién de diferentes janus quinasas (JAK) y proteinas
transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion (STAT) para dirigir la
transcripcién de genes estimulados por IFN (384, 385). A este respecto, se ha
descrito que la quercetina puede incrementar la expresion génica antiviral
regulada por la via JAK-STAT activada por IFN (386). Sin embargo, los

mecanismos moleculares involucrados en el efecto inhibidor de la quercetina
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sobre la replicacion del VHC parecen ser mas complejos. Asi, la quercetina puede
inhibir asimismo la activacién de la traduccién dependiente de IRES mediada por
la proteina NS5A del virus (17, 387) y reducir la produccion viral a través de la
inhibicién de NS3 y de las proteinas de choque térmico esenciales para la

replicacion del virus C (16).

Ademds de dichos mecanismos moleculares, en el presente estudio se
investigd contribucion de la modulacion del estrés oxidativo/nitrosativo y del
metabolismo lipidico en la inhibicidn de la replicacion del VHC mediada por la

quercetina.

Como se ha descrito previamente, existe una estrecha relacion entre el
desarrollo de estrés oxidativo/nitrosativo y la infeccién del VHC (97, 98, 363,
388). En la presente investigacién la quercetina fue capaz de inhibir de manera
significativa la formacion de EROs y ERNs en células VHC-G1 gracias a su
actividad antioxidante. Por otra parte, se ha demostrado que la replicacion del
VHC induce peroxidacion lipidica, lo que a su vez limita la produccion de ARN
viral (104). En el sistema de replicacion del VHC utilizado la quercetina disminuyd
la lipoperoxidacién inducida por el VHC, pero de manera limitada, manteniendo

asi su capacidad para inhibir la replicacion del virus.

El tratamiento con IFNa también redujo la generacion de EROs/ERNs v la
peroxidacién lipidica inducida por el virus, tal como se habia observado en
estudios anteriores llevados a cabo en pacientes con hepatitis C crénica (389,
390). Los efectos del IFNa sobre el estado redox parecen ser una consecuencia

directa de la reduccion de la replicacion del VHC (391).

La esteatosis hepatica es una de las caracteristicas histopatoldgicas mas
importantes en pacientes con hepatits C crénica. Tanto las proteinas del virus C
como factores de la célula hospedadora contribuyen al desarrollo de esteatosis,
pudiendo estar involucrados los dafios causados por la produccién de EROs/ERNs

mediante la alteraciéon del metabolismo lipidico (362, 363, 392). Ademas,
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diversos estudios sugieren que la biosintesis de lipidos afecta a la replicacidn del

VHC (120, 379, 393).

Algunos flavonoides presentes en la dieta parecen regular la expresion de
genes lipogénicos y la sintesis de acidos grasos en modelos in vivo e in vitro (394-
396). Asi, se ha descrito que la quercetina disminuye la sintesis de novo de acidos
grasos y de triglicéridos en hepatocitos de rata (348). En el presente estudio, la
guercetina fue capaz de disminuir de manera dependiente de la dosis la
acumulacién lipidica en las células que expresaban el replicén completo del virus
de la hepatitis C, principalmente mediante la reduccién del contenido de
triglicéridos. Dicho efecto pudo estar mediado, al menos en parte, por la
inhibiciéon de la expresion de la proteina core, la cual interfiere con el
metabolismo de los triglicéridos (397). Sin embargo, hay una evidencia creciente
del papel de la lipotoxicidad no debida a los triglicéridos en la patogénesis de la
esteatosis. De hecho, la acumulacion de triglicéridos en forma de gotas lipidicas
en el higado podria tener un efecto protector, mientras que los metabolitos
derivados de acidos grasos libres podrian conducir al desarrollo y la evolucion de
la esteatosis (398). A este respecto, en el presente estudio la quercetina redujo la
concentracion de acidos grasos libres, responsables de los efectos lipotdxicos

asociados a la esteatosis en las células VHC-G1.

El IFNa 50 también disminuyé la acumulacidon total de lipidos y de
triglicéridos intracelulares, tal y como se habia mostrado en trabajos previos en
células Huh7 que expresaban proteinas del virus C (399). De manera similar, la
concentracion de acidos grasos libres se redujo en presencia de IFNa, tal y como
se habia descrito previamente en el suero de pacientes infectados con el VHC

(400).

Esta ampliamente descrito que LXRa es capaz de inducir la expresion de
genes lipogénicos involucrados en la sintesis de acidos grasos, incluyendo su gen
diana FAS (366). Tal y como se observé en el presente estudio, la replicacion del

VHC indujo la acumulacidn intracelular de lipidos mediada por LXRa, lo que a su
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vez contribuye a la eficiente replicacién del virus. Por su parte, la quercetina
disminuyé significativamente la induccion de LXRa mediada por el VHC y la
subsecuente sobreexpresion de FAS a todas las concentraciones probadas. Si
bien estudios previos habian descrito la capacidad de varios flavonoides para
reducir la expresién de LXRa en células no hepaticas (401-403), los resultados de
esta investigacion indican por primera vez el papel de la quercetina en la
modulacion de la expresion génica de LXRa y de la acumulacidn lipidica tanto en
células Huh7 en un modelo de sobreexpresion de LXRa como en las células que

incluyen el replicon completo del VHC.

Cabe destacar asimismo el efecto del IFNa en la inhibicion de la induccidn
de FAS mediada por LXRa observado en las células VHC-G1. Una reduccién
similar de la expresion de FAS causada por IFNa ya se habia descrito con
anterioridad en modelos in vitro de VHC (399). Sin embargo, en el presente
estudio el IFNa no fue capaz de disminuir la sobreexpresion del receptor nuclear
LXRa en las células Huh7 infectadas con el vector adenoviral, sugiriendo que el
efecto del IFNa sobre la modulacion de la lipogénesis puede estar mediado

indirectamente por su actividad antiviral.

Como se ha indicado previamente, la inhibicion de la via PI3K mediante
LY294002 atenud la sobreexpresién de LXRa inducida por el VHC, lo que supone
un mecanismo especifico por el cual la infeccién del VHC altera el perfil lipidico
celular y causa esteatosis. Ademas, la quercetina inhibié de una manera
dependiente de la dosis la activacion de la via PI3K/AKT inducida por el VHC,
sugiriendo la implicacién de la actividad de dicha via de sefalizacion en la
modulacion de LXRa mediada por la quercetina. A este respecto, el inhibidor
LY294002, que de hecho es un derivado de la quercetina (404), ejercié un efecto
inhibidor similar sobre la sobreexpresion de LXRa y la acumulacion lipidica
mediadas por la capacidad de replicacion del VHC, mostrando un efecto aditivo

cuando se combind con quercetina.
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Por tanto, la reduccién de la sintesis de acidos grasos mediada por
PI3K/AKT-LXRa puede representar un importante mecanismo por el cual la
guercetina ejerceria su efecto como modulador de la replicacion del VHC. De
manera similar, se habia descrito previamente que la supresidon de PI3K/AKT-
SREBP-1c por la curcumina conducia a la inhibicion de la replicacion del VHC en

un modelo in vitro (346).

En el modelo in vitro de sobreexpresion de LXRa empleado en el presente
estudio, la quercetina podria ejercer su efecto inhibidor sobre la expresion de
LXRa y la acumulacion de lipidos no sélo mediante la modulacidn de la via PI3K,
sino también mediante la expresién de un gran nimero de miARNs involucrados
en la sefializacion celular y el metabolismo, que a su vez podrian provocar la
disminucion de la sobreexpresion de LXRa inducida a partir del promotor CMV
del vector adenoviral (405). Sin embargo, parecen necesarios estudios
posteriores que establecezcan con exactitud los mecanismos moleculares

involucrados.

Se ha demostrado previamente que la quercetina es capaz de unirse a
PI3K, lo cual resulta en la inhibicion de su actividad (406). Por otra parte, se ha
sugerido que la expresion génica del VHC induce la activacion de la via PI3K/AKT
por medio de estrés oxidativo y la sefializacion de calcio (11). Las proteinas del
virus inducen alteraciones en la homeostasis de calcio mediadas por estrés
oxidativo (97), lo cual podria explicar el efecto de la expresién del VHC sobre la
via PI3K/AKT. De hecho, se ha demostrado que la quercetina inhibe el estrés del
reticulo endoplasmatico causado por la desregulacién de la homeostasis del
calcio mediante la inhibicion de PI3K (407). Por lo tanto, la quercetina podria
modular la via PI3K/AKT a través de la reduccién de la generacion de EROs/ERNs

relacionada con la infeccion del virus de la hepatitis C.

La via PI3K parece ser un elemento clave en la sefnalizacion inducida por
IFN (408). De este modo, la via PI3K/AKT inducida por IFN es la sefial esencial

para la supervivencia celular y probablemente un mecanismo involucrado en la

134



Discusion

infeccion crénica del VHC (408, 409). En el presente estudio, el tratamiento con
IFNa fue capaz de interferir con la via PI3K/AKT tal y como mostré la induccion
dependiente de la dosis de la fosforilacidon de la Ser 473 del AKT. Sin embargo, el
tratamiento con inhibidores de PI3K no influyd en la capacidad antiviral del IFN
para disminuir la replicacion del VHC, indicando que su actividad anti-VHC no es

dependiente de PI3K/AKT, tal y como se habia descrito previamente (410).

Como conclusidn, los resultados de este estudio sugieren que la quercetina
podria ejercer su efecto inhibidor sobre la replicacién del virus de la hepatitis C,
al menos en parte, mediante la inhibicidon del estrés oxidativo/nitrosativo y la
subsecuente modulacion del metabolismo lipidico, a través de la reduccién de la
sobreexpresion de LXRa mediada por PI3K/AKT y de la disminucién del acimulo
lipidico asociado al desarrollo de esteatosis y a la progresiéon de la hepatitis C. De
esta manera seria interesente y de importancia en un futuro el desarrollo de
estrategias terapéuticas que actuen frente al estrés oxidativo/nitrosativo y frente

a la esteatosis asociada en pacientes con hepatitis C.

135






CONCLUSIONES







Conclusiones

Conclusién primera

En los modelos in vitro de hepatitis C la expresidén de las proteinas NS5A y
core, asi como la replicacion del VHC, estimulan el acumulo intracelular de
lipidos y la sobreexpresion de los principales genes involucrados en la lipogénesis
de novo, proceso mediado por la induccidén de la expresion génica y la activacion

transcripcional del receptor nuclear LXRa.

Conclusidn segunda

El efecto de las proteinas NS5A y core y de la replicacién del VHC sobre la
activacion de LXRa se deriva, al menos en parte, a una regulacién indirecta
mediada por la activacién de la via de sefializacion PI3K/AKT, no existiendo una
modulacion directa relacionada con una interaccion fisica entre el factor nuclear

y las proteinas del VHC.

Conclusion tercera

En nuestro modelo in vitro de replicacién del VHC la modulacion del factor
nuclear LXRa, mediante el uso de ARN de interferencia y de un agonista
especifico, regula la expresién de los principales genes lipogénicos, lo que a su

vez modifica la propia capacidad de replicacion del virus C.

Conclusion cuarta

Los flavonoles quercetina y kaempferol, la flavanona taxifolina y la flavona
apigenina son capaces de inhibir la replicacién del VHC, siendo la quercetina el
inhibidor mas efectivo en nuestro modelo in vitro de replicacion. La quercetina
inhibe tanto la replicacion del VHC como la expresion de sus proteinas NS5A y
core de manera dependiente de la dosis, observandose un efecto aditivo cuando

se administra junto con el IFNa-2b.
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Conclusién quinta

La quercetina disminuye la produccién de EROs y ERNs, la peroxidaciéon
lipidica, el acumulo intracitoplasmatico de lipidos y de acidos grasos libres, y la
sobreexpresiéon de los genes lipogénicos LXRa y FAS inducidos por la replicacion
del VHC. Asimismo, la quercetina es capaz de reducir la expresidon de LXRa, asi
como el subsecuente incremento del acumulo lipidico intracitoplasmatico, en un

sistema de sobreexpresién del mismo mediante un vector adenoviral.

Conclusion sexta

La modulacion de la via de sefializacion PI3K/AKT, inducida por la
replicacion del VHC, esta implicada en el efecto inhibidor de la quercetina sobre
la lipogénesis mediada por LXRa, como mecanismo indirecto mediante el cual el

flavonol regula la replicacion del VHC.

Conclusién general

El virus de la hepatitis C induce estrés oxidativo y nitrosativo en la célula
hospedadora, alterando la lipogénesis regulada por LXRa mediante la via de
sefializacion PI3K/AKT, contribuyendo asi a la esteatosis hepatica y favoreciendo
la replicacién del VHC, proceso que puede ser revertido parcialmente mediante

el tratamiento con quercetina.
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