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La quercetina inhibe la replicacion y el ensamblaje del virus de

hepatitis C, modula la capacidad infectiva y los
niveles de ARN viral.
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INTRODUCION Y OBJETIVOS:
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El ciclo de vida del virus de la hepatitis C (VHC) se compone de diversas etapas: (i) entrada de las particulas virales, (ii) traduccion de proteinas, (iii) replicacion
de genoma viral en la cual NS3 juega un papel esencial, y (iv) ensamblaje de la particular viral infecciosa, donde la co-localizacion de la proteina core y las
gotas lipidicas ocurre por accion de la diacilglicerol aciltransferasa-1 (DGAT1). Previamente hemos demostrado que la quercetina impide la co-localizacion de
core con las gotas lipidicas, inhibiendo la replicacion del VHC (Rojas et al., AASLD 2013). El objetivo de este estudio es evaluar la quercetina como farmaco
antiviral y definir aun mas su mecanismo (s) en el ciclo de vida del virus de la hepatitis C.
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Figura 1. Metabolismo lipidico y ciclo de vida del virus de |la hepatitis C.

MATERIAL Y METODO:

Figura 2. Huh7 (a) infectadas por el lentivirus core genotipo3 ay
tratadas con quercetina 50 (b). Lipid droplets (rojo), core (verde) y nucleo (azul).

Las células Huh7.5 fueron cultivadas en medio DMEN suplementado con FBS 10%, antibioticos, L-glutamina y aminoacidos no esenciales. Los hepatocitos
primarios se aislaron de pacientes con serologia negativa para VHC/VHB vy se cultivaron segun lo descrito por Podevin en 2010, ambas se infectaron con JFH1
(1Moi) y fueron tratadas con quercetina 50 uM. La actividad de NS3 in vitro fue determinada mediante el kit SensolLyte® 520 HCV Protease Assay, y para
analizar la actividad DGAT nos basamos en el protocolo descrito previamente por McFie y cols. (2011). El ARN viral del sobrenadante, fue cuantificado por la
téecnica COBAS® TagMan® HCV Test v2.0. La capacidad infectiva de las particulas virales tratadas se determino tras la infeccion de células naives y el ARN-VHC

intracelular mediante rt-PCR.

RESULTADOS:

La quercetina a dosis 50uM disminuyo la actividad de NS3, in vitro, un 45,4=+1,15% respecto a el control (DMSO )(Fig-3). La infeccion por JFH1 incremento la
actividad de DGAT total de forma significativa (p=0,015) y fue inhibida un 63,6%2,93% (p=0,012) tras la infeccion y tratamiento con quercetina 50uM (Fig-4).
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Figura 3. Actividad NS3 medida con el kit SensoLyte® 520 HCV Protease Assay.
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Figura 4. Actividad de DGAT en células Huh7.5 infectadas con el
replicon JFH-1 vy tratadas con queretina 50uM.

Tras 72 horas de tratamiento, el ARN-VHC en el sobrenadante disminuyo hasta un 602x25.16% (p<0,05) respecto a la infeccion por JFH-1 (1MOlI).

En presencia de quercetina solo un 18% de las Huh7.5 (a)

v un 40% de hepatocitos primarios (b) fueron infectados.

Los niveles de ARN-VIRAL intracelular disminuyeron un 39%
en Huh7.5.1 (c) y un 24 % en hepatocitos primarios (d) Fig-5.

Figura 5. Efecto de |la quercetina sobre la capacidad infectiva de JFH.1 en células Huh7.5 (a) y
hepatocitos primarios (b) . Niveles de ARN-viral intracelulares en Huh7.5 (c) y hepatocitos
primarios (d) infectados por JFH-1.

CONCLUSIONES:
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La quercetina modula la replicacion y el ensamblaje viral mediante la inhibicion de la actividad NS3 y de DGAT. Disminuye los niveles de ARN viral a
nivel intracelular y extracelular interfiriendo en la capacidad infectiva del virus. Por lo tanto, la actividad antiviral de este flavonoide es prometedora,

actuando sobre mecanismos tanto virales como del propio huésped.
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