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Resumen

Mutaciones K130M V131l en la proteina X del virus de la hepatitis B y
sus implicancias en los mecanismos de patogenia de la infeccion

crénica

RESUMEN

La proteina X del virus de la hepatitis B (HBV-X) estd asociada a la patogénesis de la
enfermedad hepatica en la infeccion crénica por HBV. Es una proteina regulatoria
multifuncional, capaz de regular numerosos procesos virales y celulares, entre ellos la
apoptosis y la autofagia. Entre las mutaciones que ocurren naturalmente durante el curso
de la infeccidn crénica B, se encuentran las del promotor basal del core (BCP). Debido a
la superposicion de los marcos de lectura del genoma de HBV, las mutaciones en el BCP
también afectan a HBV-X. Los cambios mas frecuentemente reportados son la doble
mutacion A1762T/G1764A, que se traduce a K130M y V131l en HBV-X. Se desconoce el
efecto que producirian estas mutaciones sobre la actividad biol6gica de HBV-X. El
objetivo de esta Tesis fue establecer las implicancias de las mutaciones en los
aminoacidos 130-131 de HBV-X sobre la actividad bioloégica de la proteina.
Particularmente, se caracterizé el efecto de la presencia de distintos aminoacidos en la
induccién de los mecanismos de apoptosis y de autofagia y se analizaron las vias de
transduccién de sefales de la apoptosis celular que podrian ser afectadas por las distintas
variantes de HBV-X.

Se clond el gen X salvaje y mutado de los subgenotipos de mayor prevalencia en
la regidn (F1b y F4), y se expresaron de manera transiente las distintas variantes de HBV -
X en las lineas celulares HepG2, Hep3B y Huh7. Como consecuencia de la expresion de
HBV-X salvaje y mutada de los subgenotipos F1lb y F4 aument6 la mortalidad celular.
Ademas, se demostrd que la muerte de las células con expresion de HBV-X se producia
mediante el mecanismo de apoptosis. El estudio de las vias de sefializacién involucradas
en la muerte por apoptosis mostré6 que HBV-X salvaje y mutada de los dos subgenotipos
modulan diferencialmente la expresion de proteinas pro-apoptéticas (Bax) y anti-
apoptéticas (Bcl-X y Bcl-2) pertenecientes a la familia de Bcl-2, y demuestra la
participaciéon de la via apoptética mitocondrial. Por ultimo, el analisis del proceso

autofagico demostrd que las variantes de HBV-X inducen la autofagia en este sistema.
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En conjunto, estos resultados revelan que las HBV-X con distintas duplas
aminoacidicas en 130-131 de los subgenotipos F1lb y F4 activan los mecanismos de
apoptosis y de autofagia en las tres lineas de hepatoma estudiadas. Asimismo,
demuestran que la via apoptotica mitocondrial esta involucrada en la muerte inducida por
las dos variantes de la HBV-X. La prolongada induccion de los procesos de apoptosis y de
autofagia en los hepatocitos que expresan ambas variantes de HBV-X jugaria un
importante rol en la patogenia de la infeccion por HBV, contribuyendo al desarrollo de
enfermedad hepatica severa y de HCC en los pacientes infectados cronicos.

Los resultados presentados en esta Tesis describen algunos de los mecanismos
moleculares mediante los cuales distintas variantes de HBV-X contribuyen a la patogenia
en el higado infectado. Ademas, aportan en la caracterizacion biolégica y molecular del
genotipo F, autdctono latinoamericano, responsable de la mayoria de las hepatitis

crénicas B en nuestra region.
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INTRODUCCION

1. VIRUS DE LA HEPATITIS B

1.1. Historia

El termino hepatitis denota la inflamacion del higado. El signo mas notable de esta
enfermedad es la ictericia, una coloracion naranja-amarilla de la piel y conjuntivas, debido
a un aumento de la bilirrubina plasmatica como resultado de la excrecién defectuosa de la
bilis por los hepatocitos dafiados. Otros sintomas incluyen fiebre, escalofrios, fatiga,
nauseas, pérdida de apetito y dolor abdominal. Su causa puede ser infecciosa (viral,
bacteriana, micética o parasitaria), inmunolégica (autoanticuerpos) o téxica (inducida por
alcohol, toxinas o farmacos) (Fields et al., 2002).

Se denominan hepatitis virales a aquellas infecciones del higado causadas por al
menos uno de los cinco virus primariamente hepatotropicos que se conocen en la
actualidad: virus de la hepatitis A (HAV), virus de la hepatitis B (HBV), virus de la hepatitis
C (HCV), virus de la hepatitis D (HDV) y el virus de la hepatitis E (HEV) (Fields et al.,
2002).

Las primeras descripciones de la hepatitis viral, son atribuidas a Hipdcrates (460-
377 a.C.) quien se refirié a la enfermedad como ictericia catarral o epidémica. En 1885
una observacion clinica fue documentada por Lurman en Alemania, quien report6 un brote
de ictericia en trabajadores de un astillero después de haber recibido la vacuna contra la
viruela, preparada a partir de linfa humana (Lurman, 1885). Sin embargo, no fue hasta
finales de la década de 1930 que se establecid la existencia de hepatitis transmitida por
inoculacion de suero humano, al reportarse un importante brote en individuos de
Inglaterra quienes habian recibido in6culos de un mismo lote de suero de pacientes
convalecientes de sarampion. A estos brotes se les asigné el nombre de ictericia por
suero homdlogo (MacCallum, 1947). Subsiguientemente, Fox implicé al suero humano
como vehiculo en la transmision inter-humana, y ademas observé que el periodo de
incubacién de las hepatitis transmitidas parenteralmente era mucho mayor que el
descripto para las hepatitis “infecciosas” conocidas hasta el momento (Fox et al., 1942).
Para el comienzo de la Segunda Guerra Mundial se habia aceptado la naturaleza viral de
la entidad, con al menos dos agentes bien definidos asociados a diferentes caracteristicas
epidemioldgicas, uno de transmision entérica, y otro hemética. En 1947, Mac Callum y

Bauer introdujeron los términos de “hepatitis A”, para designar las hepatitis infecciosas o
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epidémicas, y “hepatitis B” para las hepatitis séricas (Fields et al., 2002).

La cadena de eventos que culmindé con el descubrimiento del HBV, se inici6 en
1963 cuando Baruch Blumberg comenzé a examinar muestras de sangre en busca de
rasgos polimorficos hereditarios en diferentes areas geogréaficas del mundo (Blumberg y
Krugman, 1981). Para detectar nuevos antigenos, utilizé sueros de pacientes hemofilicos
con multiples transfusiones, debido a que se creia que estos sueros podrian contener
anticuerpos contra estas proteinas Unicas. Durante el curso de la investigacion, Blumberg
descubrié que una muestra de suero de un aborigen australiano contenia un antigeno que
reaccionaba especificamente con un anticuerpo en el suero de un paciente hemofilico
americano, al cual denomind antigeno australiano (AgAu) (Blumberg et al., 1965).
Posteriormente, Blumberg prob6 distintos sueros contra el AgAu, observando que era
poco frecuente en las poblaciones sanas de América del Norte y el oeste europeo, pero
altamente prevalente en algunas poblaciones de Africa y Asia, y entre pacientes con
leucemia, lepra y sindrome de Down. En 1966 Blumberg, London y Sutnick descubrieron
que un nifio de 12 afios con sindrome de Down en el cual no se habia detectado el AgAu
anteriormente, unos meses después presentaba el antigeno en sangre, en coincidencia
con un cuadro de hepatitis. Estas observaciones sugirieron que, en lugar de estar
asociado con polimorfismos hereditarios de proteinas de la sangre, el AgAu estaba
vinculado a la hepatitis (Blumberg et al, 1967). Inmediatamente numerosos
investigadores comenzaron a explorar esta hipétesis. En pruebas con pacientes con y sin
hepatitis, encontraron que aquellos con hepatitis eran AgAu positivos con mas frecuencia
gue aquellos sin la enfermedad. Finalmente, en 1968 estudios realizados por Prince
(1968) y Okochi y Murakami (1968), establecieron que el AgAu se encontraba
especificamente en el suero de pacientes con hepatitis B, el cual posteriormente pasé a
denominarse antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAQ). El descubrimiento
y caracterizacion del HBsAg fue un avance importante en la investigacion de la hepatitis
permitiendo el estudio intensivo de la enfermedad y de la naturaleza del agente
infeccioso, a pesar de que el propio virus todavia no habia sido identificado de forma
concluyente (Blumberg, 1977). Permitié el desarrollo de métodos serolégicos para la
deteccién de pacientes infectados, que rapidamente pasé a utilizarse en los bancos de
sangre, y el desarrollo de la primera vacuna contra la hepatitis B, comercializada en 1982,
considerada como la primera vacuna contra el cancer debido a la significativa asociacion
de este virus y el desarrollo de hepatocarcinoma.

Posteriormente, en 1970 Dane y colaboradores describieron el virion de la hepatitis
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B como una particula de 42 nm de didmetro con envoltura externa donde se encuentra el
HBsAg, y una nucleocapside formada por el antigeno del core (HBCAg), junto con una
molécula de ADN y una polimerasa viral. Otro antigeno designado e (HBeAg) fue
descripto posteriormente por Magnius y Espmark (1972).

1.2. Clasificacion

El virus de la hepatitis B es el miembro prototipo de la familia Hepadnaviridae (virus de
ADN hepatotropicos). Estos virus infectan células hepaticas preferentemente, pero
pueden encontrarse pequefias cantidades de virus en rifién, pancreas y células
mononucleares. Los miembros de esta familia comparten ciertas caracteristicas, tales
como el tamafio del virion y su ultraestructura; polipéptidos y composicion antigénica
distintivas; tamafio del genoma, estructura y organizacion genética comparables y un
mecanismo Unico de replicacion del ADN viral (Fields et al., 2002).

La familia Hepadnaviridae se divide en dos géneros (Figura 1). Los
Avihepadnavirus que afectan a las aves, e incluyen los virus de hepatitis del pato (DHBV),
el ganso (RGHYV), la garza (HHBV), la ciglefia (STHBV), y el recientemente descubierto
virus de hepatitis del loro (PHBV). Y los Ortohepadnavirus que infectan a los mamiferos, e
incluyen los virus de hepatitis de los roedores, como el virus de hepatitis de la marmota
(WHV) y de la ardilla (GSHV), el virus de hepatitis del murciélago (BtHV) y los virus de
hepatitis de los primates, dentro de los cuales se encuentra el HBV (Locarnini et al.,
2013).
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Figura 1. Arbol filogenético de los miembros de la familia Hepadnaviridae.
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1.3. Estructura del virién

En el microscopio electronico se pueden visualizar 3 tipos de particulas virales en el suero
de los pacientes infectados: 1) particulas de 42 nm de didametro de doble membrana,
denominadas particulas de Dane, que constituyen el virion intacto; 2) filamentos de 22 nm
de didmetro y longitud variable (hasta 250-300 nm) y 3) esferas de 22 nm, habitualmente
presentes de 10%-10° veces en exceso en relacion al nimero de viriones (Figura 2).

Las particulas esféricas y filamentosas se componen exclusivamente de HBsAg y
lipidos del hospedador (fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos)
(Gavilanes et al., 1982). Estas particulas carecen de acido nucleico y, por lo tanto, no son
infectivas. Sin embargo, son altamente inmunogénicas e inducen una respuesta eficaz de
anticuerpos neutralizantes anti-HBs.

El virion, o particula de Dane, es esférico con un diametro de aproximadamente 42
nm. Esta formado por una capside icosaédrica constituida por 120 dimeros de la proteina
del Core. La capside esta rodeada por una membrana lipoproteica compuesta por las tres
formas de la proteina de superficie, pequefia (S, HBsAg), mediana (M, PreS2-S) y grande
(L, PreS1-PreS2-S), junto con lipidos del huésped. Las proteinas de superficie L, My S
estan presentes en la envoltura del virus en una relacion de aproximadamente 1:1:4. A su
vez, la cipside rodea una Unica copia del genoma del virus, al que se encuentra unido

covalentemente la polimerasa viral.
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108 1010 1013

B)
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Figura 2. Estructura de HBV y de las particulas subvirales. A) Imagenes de microscopia
electronica de las particulas virales en el suero de un paciente con infeccién crénica por HBV. B)

Modelos esquematicos del virién (particula de Dane) y de las particulas subvirales.

1.4. Estructura y organizacion del genoma
El HBV posee un genoma de ADN circular laxo parcialmente doble cadena de
aproximadamente 3200 pb. La conformacion circular del genoma es mantenida por los
extremos 5 cohesivos de ambas cadenas de ADN. La cadena negativa (-),
complementaria al ARN mensajero viral, posee una unidad de longitud y en su extremo 5’
se encuentra unida covalentemente la polimerasa viral. La cadena positiva (+) es
incompleta, de aproximadamente dos-terceras partes de la longitud del genoma, y en su
extremo 5’ posee un oligorribonucleétido de 18 bases de longitud derivado de la region 5°
del ARN pregenémico (ARNpQ), el cual sirve de molde para la sintesis de la cadena (-) de
ADN (Fields et al., 2013).

El genoma del HBV es uno de los mas pequefios entre los virus animales, cada
nucleétido se encuentra en una region codificante y mas del 50 % del mismo presenta
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doble codificacion. El genoma presenta cuatro marcos abiertos de lectura (ORFs: Open
Reading Frames) parcialmente superpuestos: el ORF C que codifica las proteinas
preCore y Core, el ORF S que codifica las proteinas de superficie L, My S, el ORF X que
codifica la proteina X y el ORF P, que codifica la polimerasa viral (Fields et al., 2013).

Los principales transcriptos detectados en el higado de los pacientes infectados
incluyen los ARN mensajeros (ARNm) pregenomico, preC/C, preSy S con una longitud de
3,5 Kb; 3,5 Kb; 2,4 Kb y 2,1Kb, respectivamente. Ademas, un transcripto menor, el ARNm
X, de alrededor de 0,7 Kb, puede ser detectado en los tejidos infectados. Los ARNm
pregendémico y preC/C poseen distintos extremos 5’, cercanos al codén de iniciacion del
gen preC. EI ARN de mayor longitud se inicia “rio arriba” (upstream) al codén de iniciacion
del preC, y se denomina ARNm del preC, y el de menor longitud, que se inicia “rio abajo”
(downstream), es el ARN pregendmico. EI ARNpg es el molde para la traduccion de las
proteinas del Core y de la polimerasa viral y, también para la sintesis del ADN viral
mediante transcripcion reversa. El ARNm del preC da lugar a la traduccion del antigeno e.
Los ARNm S también poseen distintos extremos 5’ cercanos al coddn de iniciacion de
preS2, y permiten la traduccion de las proteinas de superficie M o S. El cuarto transcripto,
preS, posee un Unico extremo 5’, y da lugar a la traduccién de la proteina de superficie L.
Por ultimo, el extremo 5’ del ARNm X es también heterogéneo, y permite la traduccion de
la proteina X. Todos los transcriptos virales son codificados por la cadena (-), a los cuales
se les adiciona una caperuza (cap) en el extremo 5’ y una cola de poli-A en el extremo 3.
Los procesos transcripcionales del genoma estan regulados por dos potenciadores
(enhancer I: EN1 y enhancer II: EN2), cuatro promotores (el promotor basal del core, el de
preS2/S, el de preS1 y el de X), un elemento silenciador y un elemento CCAAT (caja de

inicio de la transcripcion) (Seeger y Mason, 2000; Fields et al., 2013) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura y organizacion del genoma de HBV y las proteinas producidas a partir de los
marcos abiertos de lectura.

1.5. Ciclo de replicacion

El HBV se caracteriza por presentar una estrategia particular de replicacion del genoma

viral, debido a que replica su ADN mediante la transcripcion reversa a partir de un
intermediario de ARN (ARNpgQ).

El ciclo de replicacién de HBV se inicia con la interaccién entre el virién y el/los

receptores celulares de la membrana del hepatocito. Hasta el momento, sélo se ha

detectado como receptor celular del virus al polipéptido cotransportador de taurocolato de
sodio (NTCP), un transportador transmembrana que se expresa predominantemente en el

higado (Yan et al., 2012). La unién del virus al receptor se cree que depende de un

dominio principal de la porcién preS1 de la proteina de superficie L, especificamente el
epitope QLDPAF (Glebe y Urban, 2007). Luego de la fusion de la envoltura del virus con
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la membrana plasmética, se libera la cépside al citoplasma y ésta se dirige al nucleo
conducida por la sefial de localizacion nuclear presente en la proteina del Core. La
capside interacciona con los poros nucleares y se disocia liberando el ADN circular laxo
en el interior del nucleo. Dentro del nucleo, se libera la polimerasa del extremo 5 de la
cadena (-), la cadena (+) se completa y se unen los extremos de ambas cadenas,
formando el ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc), por accién de la polimerasa
viral y otras enzimas celulares (Kock et al., 2010). EI ADNccc presenta una elevada
estabilidad en el tejido hepatico cronicamente infectado y persiste en el nicleo de los
hepatocitos durante toda la vida de la célula. La cadena negativa del ADNccc sirve de
molde para la transcripcion de los distintos ARNm virales: ARNpg, preC/C, preS, Sy X,
mediante la ARN polimerasa Il celular. Los transcriptos son exportados al citoplasma
celular donde actian como ARNm para la traduccion de las distintas proteinas virales. El
ARNpg sirve tanto de molde para la traduccién de las proteinas del Core y la polimerasa,
asi como de precursor para la replicacion del ADN viral. En el citoplasma, la polimerasa
viral se une al ARNpg en una region denominada € (épsilon), ubicada en el extremo 5’ del
ARNpg. Esto actia como sefial de empaquetamiento del ARNpg en la capside
(Bartenschlager y Schaller 1992). Dentro de la capside, la actividad de transcriptasa
reversa de la polimerasa viral cataliza la sintesis de la cadena (-) del ADN gendmico.
Luego, la actividad de ARNasa H de la polimerasa, degrada el ARNpg del duplex ARN-
ADN, con excepcién de una pequena porcién en el extremo 3’ que utiliza como cebador
para la sintesis de la cadena (+) incompleta (Lien et al., 1986). Las cpsides maduras
pueden volver a liberar el genoma viral en el ntcleo de la célula, para amplificar el nimero
de copias del ADNccc, o entrar en la via secretoria donde adquieren la envoltura junto con
sus proteinas de superficie, durante su pasaje por el reticulo endoplasmico y/o el aparato
de Golgi, y finalmente ser secretadas de la célula en vesiculas por exocitosis (Fields et al.,
2013) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de HBV.

1.6. Proteinas virales

1.6.a. PreCorey Core

Las proteinas del preCore y del Core son codificadas por el ORF C y su expresion esta
regulada por el promotor basal del core. La sintesis de la proteina del preCore se inicia a
partir del primer codén de iniciacion (ATG), en tanto que, la proteina del Core es
sintetizada a partir del segundo. Los 29 amino&cidos (aa) en el extremo N-terminal

constituyen un péptido sefal que dirigen a la proteina del preCore hacia el reticulo
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endoplasmico y al camino secretorio. Los primeros 19 aa de la proteina son eliminados
por una peptidasa celular y, durante el transporte a la superficie de la célula, se remueven
34 aa del extremo C-terminal. Finalmente, la proteina es secretada como un antigeno
soluble de 15 KDa, denominado antigeno e (Garcia et al., 1988). EI HBeAg actiua como
una proteina inmunomoduladora, en base a dos observaciones clave. Primero, el HBeAg
ejerceria un rol importante en la persistencia de la infeccién viral durante la transmision
perinatal, ya que se ha observado que los nifios nacidos de madres portadoras de HBV
con anticuerpos anti-HBe tienen menor probabilidad de progresar hacia una infeccion
cronica (Terazawa et al.,, 1991). Segundo, a pesar de que el HBcAg y el HBeAg
comparten secuencias de aa, ambos antigenos inducen diferentes vias de linfocitos T (LT)
colaboradores o helper (LTh): mientras que el HBcAg induce una respuesta LThl, el
HBeAg promueve la de los LTh2. Ademas, esta Ultima respuesta es dominante sobre la
primera, produciendo una deplecién de células LTh1 especificas contra el HBCAg in vivo
(Milich et al., 1998).

La proteina del Core (HBcAQ) es el principal componente de la capside de HBV.
Es una fosfoproteina de 183-185 aa (dependiendo del genotipo viral), y 21 KDa, que se
autoensambla formando particulas esféricas. Cada una de ellas constituye una subunidad
de la capside viral. El extremo C-terminal de esta proteina es rico en arginina y tiene como
funcién la union al ADN viral, en tanto que, en el extremo N-terminal se encuentra la

secuencia necesaria para el autoensamble (Fields et al., 2013).

1.6.b. Proteinas de superficie

Las proteinas de superficie son el producto de la traduccion del ORF S que se divide en
tres dominios especificos: preS1, preS2 y S. Cada uno de ellos presenta un codén de
iniciacién distinto, pero un mismo codoén de terminacion, dando lugar a las tres proteinas
de superficie: L (preS1-preS2-S), M (preS2-S) y S (o HBsAQ). Estas proteinas poseen dos
funciones principales: 1) proporcionan los componentes proteicos de la envoltura del virus
y 2) forman agregados que son secretados como particulas subvirales. Las proteinas de
superficie comparten un dominio hidrofébico C-terminal que las inserta en la membrana,
mientras que el dominio N-terminal es variable.

La proteina L esta involucrada en la adsorcién viral mediante la unién de la misma
al/los receptor/es celulares. El epitope involucrado en este mecanismo es la secuencia
QLDPAF, comprendida entre los residuos 21 a 47 de la region preS1. Ademas, una
caracteristica particular de la proteina L es que existe en dos conformaciones que difieren

en la localizacién del dominio N-terminal (Ostapchuk et al., 1994). En la primera, el
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dominio N-terminal est& localizado en el citosol donde es requerido para la union de la
capside y el ensamblaje de los viriones. En la segunda, el extremo N-terminal esta
presente en el lumen del reticulo endopldsmico vy, por lo tanto, expuesta en la superficie
de las particulas virales donde patrticipa en la adsorcién (Prange y Streeck, 1995).

La proteina S 0 HBsAg es la principal proteina de envoltura de los viriones y de las
particulas subvirales y cumple funciones importantes durante el ensamblado y la
secrecion del virion (Bruss y Ganem, 1991). Posee una region hidrofilica principal (aa 100
a 160), dentro de la cual se encuentra el inmunodeterminante “a” (aa 124 a 147),
considerado como el blanco més importante para los anticuerpos neutralizantes (anti-
HBs). Los anticuerpos dirigidos contra este epitope conformacional, conservado en todos
los genotipos de HBV, confieren proteccion contra la infeccion. Esta region altamente
inmunogénica se expone en la superficie de los viriones y de las formas subvirales, y se
encuentra sometida a la presion de seleccion del sistema inmune del hospedador. Por lo
tanto, las mutaciones en el inmunodeterminante “a” pueden madificar la antigenicidad de
la proteina y conducir al escape inmune a los anticuerpos generados por la vacuna y a

fallas en el diagndstico de la infeccion (Wu et al., 2010).

1.6.c. Polimerasa

La polimerasa viral es una enzima multifuncional de 831 aa y 90 KDa codificada por el
ORF P. Esta proteina posee un rol fundamental en la replicacion viral, llevando a cabo las
siguientes funciones: 1) encapsidacion del ARNpg; 2) iniciacion de la sintesis de ADN; 3)
transcripciéon reversa del ARNpg; y 4) degradacién del ARNpg debido a su actividad de
ARNasa H asociada.

La polimerasa consiste de cuatro dominios conservados: a) el dominio PT, que codifica a
la proteina terminal (PT) que interactda con la region de empaquetamiento del ARNpg; b)
el brazo espaciador, cuya funcién aun se desconoce; c) la transcriptasa reversa/ADN
polimerasa-ADN dependiente (rt) y d) el dominio ARNasa H que degrada al ARNpg del
hibrido ARN-ADN sintetizado durante la transcripcion reversa. La PT se encuentra
covalentemente unida al extremo 5 de la cadena (-) del ADN viral, y actiia como cebadora
de la sintesis de dicha cadena (Landford et al., 1995). La regién con actividad rt es un
dominio funcional que lleva a cabo la transcripcién reversa del ARNpg y la sintesis de la
cadena (+) del ADN viral. La ausencia de una actividad correctora de errores
(proofreading) de la rt introduce un gran nimero de mutaciones durante la replicacién del

genoma viral, generando la elevada variabilidad genética de HBV.
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1.7. Proteina X

1.7.a. Caracteristicas generales
La proteina X (HBV-X) es codificada por el ORF X y traducida a partir de un ARNm
controlado por el promotor de HBV-X. La proteina se compone de 154 aminoacidos y
tiene un peso molecular aproximado de 17,5 KDa. La denominacién de gen/proteina X se
debe a que la secuencia deducida de aminoacidos no muestra homologia con ninguna
otra proteina conocida hasta el momento. La HBV-X se encuentra presente en todos los
Ortohepadnavirus, pero no asi en los Avihepadnavirus (Bouchard y Schneider, 2004).
Debido a las dificultades en producir cantidades suficientes de proteina soluble,
poco se conoce acerca de la estructura tridimensional y caracteristicas bioquimicas de la
misma. Los analisis comparativos de las secuencias del gen X de Hepadnavirus de
mamiferos de diferentes especies revelaron areas de elevada conservacion, incluyendo
dominios helicoidales presuntivos localizados en las regiones N-terminal y C-terminal, y
un potencial motivo estructural de hélice superenrollada (coiled-coil motif). Se ha
demostrado que los aminoacidos 52 a 148 son esenciales para la actividad biologica de la
proteina. Ademas, la deleciobn de los aminoacidos 1 a 50 aumenta las funciones
transactivadoras de HBV-X, sugiriendo que podria tratarse de un elemento regulador
negativo (Kumar y Sarkar, 2004). Aungue no presenta homologia con ningn gen humano
conocido, esta proteina viral contiene una secuencia rica en cisteinas similar al dominio
tipo Kunitz encontrado en serinproteasas. En un intento por definir la estructura de la
HBV-X mediante ensayos de espectroscopia, Rui y colaboradores (2005), utilizaron una
forma de HBV-X que presentaba sus cisteinas N-terminales delecionadas, y concluyeron
gue HBV-X aparece como una proteina no estructurada que puede adquirir una estructura
secundaria bajo condiciones especificas. Estos autores propusieron que HBV-X podria
plegarse y adquirir una funcion especifica mediante su interacciébn con sus proteinas
target, y que esta flexibilidad podria explicar, en parte, las diversas actividades descriptas
para la HBV-X. Ademas, se ha reportado que los residuos de cisteina presentes en la
region N-terminal de la proteina podrian estar involucrados en la dimerizacion de HBV-X
(Gupta et al., 1995). Sin embargo, el rol que cumple la dimerizaciéon de esta proteina en

su actividad biol6égica no ha sido dilucidado hasta el momento (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de HBV-X. La capacidad activadora de la transcripcion estaria localizada en el
extremo C-terminal de la proteina (aa 110-139), y entre los aminoacidos 60 y 76. Estas dos
regiones son también las responsables de la interaccibn de HBV-X con numerosas proteinas
celulares. HBV-X posee la capacidad de interaccionar consigo misma, a través de los aminoécidos
21 a 50.

Varios grupos de investigacion han reportado que HBV-X puede ser modificada
post-traduccionalmente, mediante reacciones de fosforilacion y acetilacién. La acetilacion
ocurre en el extremo N-terminal y s6lo se ha observado en células de insecto (Urban et
al., 1997), mientras que la fosforilacién se ha descripto en células de insectos y en células
humanas (HepG2). Se ha demostrado que HBV-X puede ser fosforilada in vitro por la
proteina quinasa C y la quinasa activada por mitégeno (Schek et al., 1991; Lee et al.,
2001a). La relevancia de estas modificaciones post-traduccionales en la actividad
biolégica de HBV-X sigue sin dilucidarse. Asimismo, Noh y colaboradores (2004)
propusieron que HBV-X podria ser fosforilada por las quinasas de respuesta extracelular 1
y 2 (ERK1/2), lo que induciria su translocacién al nucleo. Ademas, en un estudio se
demostré que la peptidil propil isomerasa Pinl interactla especificamente con HBV-X
fosforilada aumentando su estabilidad, lo que se correlaciona con un aumento en la
actividad transcripcional de HBV-X (Pang et al., 2007).

Diversos estudios han demostrado que HBV-X se encuentra localizada

principalmente en el citoplasma celular, pero también puede detectarse en bajos niveles
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en el nacleo. Se ha determinado que HBV-X es predominantemente nuclear cuando se
expresa en bajos niveles en las células, pero se convierte en citoplasmatica a medida que
aumentan sus niveles de expresion; en donde una fraccién de la proteina citoplasmatica
co-localiza con las mitocondrias (Henkler et al., 2001). En células de la linea HepG2 y en
cultivos de hepatocitos primarios de rata, la fraccion mitocondrial de HBV-X esta
localizada en la membrana mitocondrial externa, lo que se correlaciona con la interaccién
reportada de HBV-X con canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC). Por otro lado,
Cha 'y colaboradores (2009) reportaron que tanto la HBV-X citoplasmatica como la nuclear
participan en la replicacion del HBV. Ademas, Keasler y colaboradores (2009), utilizando
cultivos celulares y modelos de ratén, confirmaron la importancia de HBV-X nuclear para
recuperar la replicacion de virus deficientes en HBV-X. La localizacién de HBV-X durante
la replicacion viral podria fluctuar dependiendo de la concentracién de la misma, pero
también de la accesibilidad de sus socios celulares implicados en su importacion y
exportacion nuclear. En este sentido, se ha demostrado que HBV-X tiene la capacidad de
unirse a la proteina inhibitoria IkB-a, la cual estaria involucrada en su translocacion
nuclear (Weil et al., 1999). Otro grupo de investigacién también ha demostrado que HBV-
X es capaz de interactuar con el transportador nuclear CRM1, y que ademas la
localizacién citoplasmatica de HBV-X es sensible a drogas que inhiben la actividad de
CRML1 (Forgues et al., 2001).

La HBV-X, tanto del HBV como del WHV, presenta una vida media que es
influenciada por la localizacién intracelular de la proteina, teniendo la HBV-X asociada con
el citoesqueleto y la nuclear una vida media mayor (aproximadamente 3 horas), respecto
a la proteina soluble en el citoplasma (15 a 20 minutos) (Dandri et al., 1998). La
importancia biologica de una vida media diferencial en la actividad de HBV-X se
desconoce hasta el momento. Bergametti y colaboradores (2002) mostraron que la union
de HBV-X a la proteina de unién al ADN dafiado DDB1 la protege de su degradacion.
Esta interaccion ocurre preferencialmente en el nlcleo y podria explicar el aumento en la

vida media de la forma nuclear.

1.7.b. Funciones de HBV-X

La HBV-X es una proteina regulatoria esencial para la replicacion viral y que es requerida
para el establecimiento de la infecciéon. Es una proteina multifuncional que actiia como
activador transcripcional de numerosos promotores virales y celulares. La HBV-X no se

une directamente al ADN, sino que actia mediante interacciones proteina-proteina,
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provocando la activacion transcripcional a través de su interaccion con factores nucleares
de transcripcion y la modulacién de vias de sefializacion citoplasméaticas (Murakami,
2001). Mediante la interaccion con factores de transcripcion o componentes de las vias de
transduccién de sefiales, la HBV-X puede regular una amplia variedad de genes celulares,
modulando asi la transcripcion génica, la degradacion de proteinas, las vias de
sefializacion, la reparacion del ADN, la proliferacion celular, la progresion del ciclo celular,
la senescencia, como asi también los procesos de apoptosis y de autofagia. La alteracion
de distintos procesos celulares regulados y/o modulados por HBV-X puede llevar, en el
caso de la persistencia viral que ocurre en las infecciones crénicas, al desarrollo de

enfermedades hepaticas, entre ellas el hepatocarcinoma (Bouchard y Schneider, 2004).

1.7.b.a. HBV-X es requerida para la replicacion viral

Los primeros estudios en mostrar que el producto del gen X es esencial para la
replicacion viral in vivo se llevaron a cabo en la marmota, donde se demostré que
genomas del WHYV, deficientes en la expresion de la proteina X eran incapaces de replicar
en este huésped (Chen et al., 1993; Zoulim et al., 1994). Contrariamente, utilizando un
modelo similar otros investigadores indicaron que estos virus mutantes son capaces de
replicar, aunque a muy bajos niveles y que revertantes del WHV expresando la proteina X
salvaje aparecian rapidamente, indicando la importancia de la proteina salvaje para la
replicacién viral (Zhang et al., 2001). Estas observaciones estan apoyadas por un estudio
en el cual, mediante la inyeccion hidrodinAmica del genoma del HBV deficiente en HBV-X
en ratones, se demostré que la replicacion viral se encuentra altamente comprometida. La
expresion de HBV-X en este modelo fue capaz de restablecer la replicacion viral y la
viremia a niveles similares a la infeccion con el virus salvaje (Keasler et al., 2007). De
manera similar, ensayos con ratones transgénicos, que expresaban constitutivamente el
genoma salvaje o un genoma mutado que no expresaba HBV-X, mostraron que HBV-X
aumenta la replicacién viral, incluso si la proteina no es esencial para el ciclo de vida del
virus en ese modelo (Xu et al., 2002). Dificultades similares se han reportado al tratar de
establecer el rol de HBV-X en la replicacién viral en células en cultivo. Se determiné que
genomas del HBV deficientes en HBV-X son capaces de replicar en células de la linea
Huh-7, en tanto que la replicacion viral se encontraba fuertemente inhibida en células de
la linea HepG2, utilizando los mismos genomas (Bouchard et al., 2001a; Keasler et al.,
2007). Las discrepancias halladas en los resultados de los distintos ensayos indican la

necesidad de estudiar la actividad de HBV-X en un contexto de replicacion lo mas cercano
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posible a la situacion in vivo. Con excepcion de los estudios en modelos in vivo, el rol de
HBV-X durante el ciclo de replicacion del virus no ha sido evaluado, lo que ha dificultado
la interpretacion de los datos obtenidos y el esclarecimiento del verdadero rol de esta
proteina. Sin embargo a pesar de estas limitaciones experimentales, la mayoria de los
estudios apoyan firmemente la importancia y funcién de HBV-X en el ciclo de replicacion

del virus.

1.7.b.b. Mecanismo de transactivacion de HBV-X

La HBV-X es un activador transcripcional de doble especificidad que ejerce sus funciones
tanto en el citoplasma, mediante la modulacion de vias de transduccion de sefiales, como
en el nicleo de los hepatocitos, interfiriendo directamente con los factores de
transcripcion.

Se ha demostrado que la HBV-X nuclear aumenta la expresion de numerosos
genes virales y celulares incluyendo promotores y enhancers del HBV, la subunidad RPB5
de la ARN polimerasa |l, componentes de la maquinaria de transcripcién celular como
TFIIB y TFIIH, la proteina de unién a TATA (TBP) y proto-oncogenes como c-jun, c-fos y
c-myc (Twu et al.,, 1993; Cheong et al., 1995; Qadri et al., 1995; Haviv et al., 1998).
Ademds, se ha reportado que HBV-X posee la capacidad de interactuar y de activar
factores de transcripcion como NF-kB, la proteina activadora 1y 2 (AP-1 y AP-2), el factor
activado por calcio NF-AT vy el factor de activacion transcripcional (ATF)/CREB (Chirillo, et
al., 1996; Kumar y Sarkar, 2004). La HBV-X también puede activar promotores de genes
celulares asociados con la proliferacion celular como el de interleuquina 8 (IL-8), del factor
de necrosis tumoral (TNF), del factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-1) y del
factor de respuesta al crecimiento temprano (EGRF) (Andrisani y Barnabas, 1999). La
sefalizacion mediada por TGF-B1 involucra la fosforilacién de la proteina Smad3 en los
residuos de serina 208 y 213 de la regién linker (Smad3L) y en los residuos de serina 423
y 425 de la region C-terminal (Smad3C). La via mediada por Smad3C inhibe el
crecimiento celular in vivo, en tanto que la sefializacién mediada por Smad3L promueve la
proliferacion celular a través de la activacion de la oncoproteina c-myc. Se ha observado
gue HBV-X posee la capacidad de cambiar la sefalizacién de TGF-1 de la via supresora
de tumores mediada por Smad3C a la via oncogénica mediada por Smad3L (Murata et
al., 2009).

La HBV-X citoplasmatica tiene la capacidad de activar numerosas vias de

transduccion de sefiales. Se ha demostrado que HBV-X activa las vias de las proteina
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quinasas activadas por mitégenos (MAPK), incluyendo las quinasas reguladas por
sefales extracelulares (ERKS), las proteina quinasas activadas por estrés/quinasas c-Jun
N-terminal (SAPK/JNKSs) y la quinasa p38, y la via de sefializacion JAK/STAT (Benn y
Schneider, 1994; Benn et al., 1996; Lee y Yun, 1998; Tarn et al., 2002). La activacion
mediada por HBV-X de estas vias es dependiente de la activacion de la familia de tirosina
quinasas de Src (Klein y Schneider, 1997). Sin embargo, Bouchard y colaboradores
(2001a) demostraron que HBV-X no interactla directamente con las quinasas Src, sino
gue induce la activacién de quinasas activadoras de la familia de Src [quinasa de
adhesion focal (FAK) y la tirosina quinasa rica en prolina (Pyk2)] mediante la modulacién
de los niveles de calcio citosélico. En células que expresan HBV-X se demostré que la
expresion de la proteina se correlaciona con un aumento del calcio citosoélico (McClain et
al., 2007) y se ha propuesto que HBV-X podria regular los niveles de calcio en el citosol
mediante su interaccion con la mitocondria. Diferentes estudios mostraron que HBV-X es
capaz de asociarse con la mitocondria, modificar su arquitectura e inducir su
despolarizacion (Kim et al., 2007; Clippinger y Bouchard, 2008). La interaccion de HBV-X
con la mitocondria se produce mediante los componentes del poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (MPTP) como el VDAC3, que regula la apertura del MPTP e
influencia los niveles de calcio citosdlico (McClain et al.,, 2007). Ademas, Chami y
colaboradores (2003) demostraron que la desregulacion de la sefalizacion por calcio
mediada por HBV-X se debe tanto a una reduccién en la captacion por parte de la
mitocondria como a la inactivacion de la ATPasa de calcio de la membrana plasmatica. El
rol de los niveles de calcio citoplasméatico como un mediador en las actividades de HBV-X,
ha sido confirmado para la activacién de las vias de sefializacion de las MAPK, asi como
para la activacién de factores de transcripcibon como NF-AT (Tarn et al., 2002). Se ha
observado que la activacibn de NF-AT por HBV-X es dual: esta involucrada en la
defosforilacion y translocacion nuclear de NF-AT mediante un mecanismo dependiente de
calcio/calcineurina, mientras que la HBV-X nuclear interactla directamente con el dominio
de transactivacion de NF-AT, aumentando su actividad transcripcional (Canettieri et al.,
2003).

Asimismo, diversos estudios han demostrado el rol fundamental de la sefializacion
por calcio mediada por HBV-X para la replicacién viral. Sin embargo, aunque los agentes
movilizadores de calcio pueden rescatar la replicacion del HBV hasta un 50 % en
genomas deficientes en HBV-X, estos compuestos no aumentan la actividad de la

polimerasa viral de la misma manera que HBV-X (Bouchard et al., 2003). Los resultados
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obtenidos indican que ademas de la regulacion de los niveles citosdlicos de calcio, HBV-X
posee funciones adicionales en la replicacion viral (Figura 6).

1.7.b.c. Funciones adicionales de HBV-X

El gen supresor de tumores p53 es un factor de transcripcion cuya funcion es el
mantenimiento de la integridad gendémica, ejercida mediante el control de las repuestas
celulares a distintos tipos de estrés. El gen p53 puede regular la progresion del ciclo
celular, la apoptosis, la reparacion del ADN y la senescencia. Mutaciones y polimorfismos
del gen p53 han sido asociados con el desarrollo del hepatocarcinoma (HCC); se estima
gue mas del mitad de los carcinomas hepatocelulares presentan la inhibicién funcional del
gen p53 (Yoon et al., 2008). Numerosos estudios han demostrado que HBV-X puede
interactuar in vivo e in vitro con el gen p53 (Feitelson et al., 1993; Truant et al., 1995). La
HBV-X bloquea la region especifica de union de p53 al ADN, inhibiendo sus funciones
mas criticas (Wang et al., 1994). Por ejemplo, Chung y colaboradores (2003) reportaron la
disminucion en la actividad de la proteina supresora de tumores PTEN mediada por HBV -
X, a través de la represién de la actividad transcripcional de p53. Por otro lado, p53 puede
unirse e inactivar enhancers de HBV inhibiendo su replicacién, sin embargo esta inhibicion
puede ser disminuida luego de la expresion de HBV-X (Doitsh y Shaul, 1999). Varios
autores han propuesto que HBV-X podria interactuar y secuestrar a p53 en el citoplasma
conduciendo a su inactivacion (Elmore et al., 1997), sin embargo, otros autores no han
logrado co-localizar ambas proteinas en el citoplasma (Su et al., 2000). Dado que la
inhibicion funcional de p53 es una anormalidad muy comun en células tumorales humanas
podria suceder que HBV-X, mediante la inactivacion de p53, participara en el desarrollo
del HCC, y en la elevada inestabilidad cromosomal de los tumores asociados a la
infeccién por HBV.

Ademds, se ha reportado que HBV-X interacciona con componentes del
proteasoma como PSMA7, la subunidad a del complejo 20 S, o con PSMC1, una
subunidad del factor regulatorio 19 S (Zhang et al., 2000). Sin embargo, se desconoce si
HBV-X inhibe la actividad del proteasoma o si el proteasoma es requerido para la
actividad de HBV-X. Hu y colaboradores (1999) reportaron que la inhibicién del
proteasoma impide la actividad transcripcional de HBV-X, por el contrario otro estudio
sugiri6 que HBV-X podria aumentar la replicacion del HBV mediante la inhibicién del
proteasoma. Estos autores demostraron que inhibidores del proteasoma restablecen la

replicacion del virus que no expresa HBV-X a niveles similares al virus salvaje, en tanto
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que estos compuestos no tienen efecto en la replicacion del virus salvaje (Zhang et al.,
2004).

La HBV-X también puede modificar la expresion génica mediante mecanismos
epigenéticos, o cambios en la expresion génica mediados por procesos distintos a la
alteraciébn de la secuencia nucleotidica. Entre estos mecanismos se encuentra la
metilacion del ADN, mediada por la familia de proteinas de ADN metiltransferasas
(DNMT), que catalizan la adicion de un grupo metilo en el quinto atomo de carbono de un
residuo de citosina para formar 5-metil citosina. La metilacion del ADN impacta sobre el
nivel de compactacion de la cromatina, afecta la interaccion entre el ADN y los factores de
transcripcion y, consecuentemente, influencia la expresién génica (Chen y Li, 2004). Una
consecuencia de la hipermetilacién del ADN es la inactivacién de genes supresores de
tumores. Estudios recientes han demostrado que HBV-X puede aumentar la transcripcion
de las ADN metiltransferasas DNMT1 y DNMT3 y que mediante la induccion de la
transcripcion de DNMT1, reprime la expresion de genes como el de la proteina de
adhesion celular E-cadherina, la glutation S-transferasa P1 (GSTP1), la proteina de union

al factor de crecimiento tipo insulina 3 (IGFBP-3) y el gen supresor de tumores p16™¢*,

a
través de la hipermetilacion de sus promotores (Lee et al., 2005; Jung et al., 2007; Park et
al., 2007).

Los sistemas de reparacion del ADN son fundamentales para el mantenimiento de
la integridad del genoma celular a través del reconocimiento y la reparacion del ADN
dafiado o alterado. La via de reparacion por escision de nucleétidos (NER) es
responsable de la reparacion de varias alteraciones en el ADN. El factor de transcripcion I
H, que incluye las subunidades XPB y XPD, esta involucrado en el NER. El gen supresor
de tumores p53 interacciona con XPB y XPD para inhibir su translocacion de los sitios
dafiados en el ADN, lo que estabilizaria la formacion de estos complejos (Wang et al.,
1995; Leveillard et al., 1996). Estudios realizados in vitro e in vivo han demostrado que la
unién de HBV-X a p53 impide la uniébn de este gen las subunidades XPB y XPD,
interfiriendo de esta forma, con la reparacion del ADN (Qadri et al., 1996; Jaitovich-
Groisman et al., 2001). Ademas, HBV-X también puede interaccionar e inactivar a la
proteina DDB1 de unién al ADN dafiado (Lee et al., 1995).

Finalmente, varios estudios han analizado el impacto de la expresion de HBV-X
sobre el ciclo celular. Se ha observado que la activacién de las vias de transduccién de
sefiales de MAPK, JNK y Src quinasas por parte de HBV-X estimula la progresion del

ciclo celular, acelerando la progresion de la fase GO a la fase G1, asi como de la fase G2
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a la fase M (Koike et al., 1994b; Benn y Schneider 1995). En efecto, Bouchard y
colaboradores (2001b) demostraron que células crecidas serodeprivadas y que expresan
HBV-X salen de la fase GO, pero se detienen en el limite de la fase G1/S. De manera
similar, se ha reportado que HBV-X induce la expresion de las proteinas reguladoras del
ciclo celular p21 y p27, con el subsecuente arresto de las células en la fase G1/S (Park et
al., 2000; Qiao et al., 2001). Sin embrago, otros trabajos han reportado que la represion
de p21 por parte de HBV-X que conduce al crecimiento celular (Ahn et al., 2001). Estos
resultados discordantes acerca de la actividad bioldgica de HBV-X podrian ser
consecuencia de los diversos modelos utilizados y/o de los diferentes niveles de
expresion de HBV-X que se logran en los distintos sistemas de estudio. Se propone que
HBV-X podria regular diferencialmente la progresién del ciclo celular dependiendo del
estado de diferenciacion de la linea celular. Ensayos realizados con ratones transgénicos
gue expresan HBV-X también muestran resultados discordantes. Madden y colaboradores
(2001) reportaron que la expresion de HBV-X esta asociada con un aumento significativo
en el nimero de hepatocitos en fase S en ratones jévenes, pero no en ratones adultos.
Por otro lado, otros autores observaron el mismo patrén descripto en células en cultivo, en
el cual HBV-X promueve la transicion de hepatocitos quiescentes de la fase GO a la fase
G1, los cuales se detienen en el limite de la fase G1/S y luego mueren por apoptosis (Wu
et al., 2006) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de funciones asociadas a HBV-X.

1.7.c. HBV-Xy el desarrollo de hepatocarcinoma

La infeccion cronica por el HBV es el principal factor de riesgo para el desarrollo de HCC.
Luego de varias décadas de infeccion cronica activa, alrededor del 30 al 40 % de los
pacientes progresan a una cirrosis hepatica, de los cuales, del 1 al 5 % desarrollard HCC.
El HCC se ubica quinto entre las formas mas comunes de cancer alrededor del mundo y
tercero entre los tipos de cancer mas letales (Liu y Kao, 2007).

Una caracteristica muy comun en los pacientes con HCC es la integracion de
fragmentos del genoma del HBV en el genoma de la célula huésped. Se ha observado
gue la mayoria de estas secuencias integradas incluyen al gen X, el cual es traducido a
una HBV-X, que incluso truncada, mantiene su actividad transactivadora (Murakami,
2001). Por otro lado, los miembros de la subfamilia de Ortohepadnavirus, cada uno de los
cuales codifica una HBV-X funcional, desarrollan HCC, no obstante las aves infectadas
con el otro miembro de la familia Hepadnaviridae, los Avihepadnavirus, que no codifican
una HBV-X funcional, no desarrollan este tipo de tumor (Robinson, 1994).

El rol tumorigénico de HBV-X ha sido estudiado utilizando modelos animales y
células en cultivo, sin embargo los resultados son controversiales. Se ha demostrado que

HBV-X es capaz de transformar varias lineas celulares como la linea de fibroblastos de
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raton NIH3T3 y la linea celular de roedor Rev-2, que expresa el antigeno T del virus
simiano 40 (Seifer et al., 1991; Gottlob et al., 1998a). Contrariamente, otros investigadores
han reportado que HBV-X suprime la transformacion de fibroblastos primarios de rata o de
células NIH3T3 transformadas por diferentes oncogenes, debido a la induccion de la
apoptosis (Kim et al.,, 1998; Schuster et al., 2000). El potencial oncogénico de HBV-X
también ha sido estudiado en modelos de ratones transgénicos y ha generado resultados
discordantes. Estos estudios han sido realizados en ratones con distinto background
genético, y la expresion de HBV-X era controlada ya sea por su propia secuencia
enhancer/promotora o por promotores heterélogos especificos del higado (Koike, 2002).
El desarrollo de HCC asociado a la expresion de HBV-X ha sido descripto para una linea
de ratones transgénicos que expresan altos niveles de HBV-X en el higado (Kim et al.,
1991; Koike et al., 1994a). Mientras que en otros linajes transgénicos, la expresion de
HBV-X no ha conllevado al desarrollo de HCC (Billet et al., 1995). Es probable que el gen
X utilizado para generar estos ratones transgénicos, asi como la vida media de HBV-X
puedan impactar en el desarrollo del HCC. Sin embargo, aunque se necesite ampliar los
estudios para confirmar que HBV-X es capaz de inducir la transformacion en ratones, su
rol como cofactor en la carcinogénesis se encuentra mas aceptado. Se ha observado que
HBV-X coopera con c-myc 0 con quimicos carcinogénicos en la hepatocarcinogénesis
(Slagle et al., 1996; Terradillos et al., 1997). Ademas, se ha reportado, que la expresion
de HBV-X en ratones transgénicos induce el desarrollo de HCC en ratones deficientes en
p21 (Wang et al., 2004). Aungue hasta el momento se desconocen todos los mecanismos
moleculares mediante los cuales HBV-X afectaria la transformacién celular, existen varias
evidencias que permiten sugerir que las mdltiples actividades de esta proteina

contribuirian a la hepatocarcinogénesis.

1.8. Patogenia del HBV

El HBV es un virus no citopatico. El eventual desarrollo y severidad de la infeccion por
HBYV depende de una variedad de factores tanto virales como del hospedador. En general,
se acepta que el dafio hepatocelular esta dado por el reconocimiento de antigenos virales
expresados en la superficie del hepatocito infectado por parte de linfocitos T citotoxicos
(LTc) CD8+ especificos, bajo la influencia de los LThl CD4+, con la consiguiente
induccion de la apoptosis de las células infectadas (Fields et al., 2002). Sin embargo,

estudios pioneros realizados por Chisari y Ferrari (1995), documentaron que la
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eliminacion viral ocurre fundamentalmente mediante mecanismos no citoliticos, mediados
por el interferon gamma y el TNF-a secretados por células CD8+ y células natural killer, a
los que sucede una fase complementaria mediada por la actividad citotoxica de dichas
células. A su vez, bajo la influencia de LTh2 CD4+, los linfocitos B sintetizan los
anticuerpos necesarios para la eliminacion del HBV circulante. El reclutamiento de células
inflamatorias, como macro6fagos y neutrofilos, por los LTc produce la formacion de focos
“necroinflamatorios”, siendo estos infiltrados primariamente los responsables de la muerte
de los hepatocitos. En este estadio se evidencian las manifestaciones del cuadro clinico
de hepatitis, con elevacion de las enzimas hepaticas (aminotransferasas) (Fields et al.,
2002).

Durante la infeccién aguda autolimitada, la patologia es moderada y la replicacion
viral es controlada por la respuesta inmune del hospedador. Esta respuesta inmune se
caracteriza por ser vigorosa, policlonal dirigida contra multiples epitopes de las proteinas
virales, y lleva a la resolucion de la hepatitis. Por el contario, la hepatitis crénica resulta
del continuo dafio hepatico, como consecuencia de una eliminacion viral poco efectiva. En
este caso la respuesta inmune es débil y dirigida contra uno o pocos epitopes. Los
pacientes infectados crénicamente con HBV presentan una respuesta de los LT CD4+ y
CD8+ especificos para epitopes virales significativamente disminuida (Fields et al., 2002).
Por lo tanto, la respuesta de LT es determinante en la evolucién de la infeccion por HBV:
si es vigorosa permite la eliminacién viral, en tanto que si es poco efectiva resulta en un
dafio hepatocelular cronico. Por dltimo, en portadores inactivos la tolerancia a antigenos
del HBV produce escaso o ningun dafio mediado por el sistema inmune en el higado
infectado (Fields et al., 2002).

1.9. Historia natural de la infeccion
La infeccion por el HBV puede resultar en hepatitis aguda o crdénica, como consecuencia

de esta Ultima puede evolucionar a cirrosis hepética y HCC.

1.9.a. Infeccion aguda

La infeccién perinatal o en la nifiez es cominmente asintomatica, en tanto que el 30-50 %
de los adultos infectados desarrollan sintomas. En casos excepcionales (0,1-0,5 %), la
infeccién aguda puede evolucionar hasta una insuficiencia hepatica fulminante (Ganem y
Prince, 2004). Después de una infeccion aguda, aproximadamente el 5 % de los adultos

inmunocompetentes, el 90 % de los nifios infectados al nacer y el 25-30 % de los nifios
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infectados entre los 1 y 5 afios de edad no pueden clarear la infeccion y evolucionan a la
cronicidad.

1.9.b. Infeccién cronica

La infeccién cronica por HBV se define por la persistencia del HBsAg en suero por mas de
6 meses. De acuerdo con parametros clinicos (hallazgos histolégicos), bioquimicos
[niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT)] y viroldgicos (niveles séricos de ADN
viral y presencia o ausencia del HBeAg) se distinguen cuatro fases en la infeccion crénica
por el HBV (Fattovich et al., 2008):

a) Inmunotolerancia: se observa en aquellos pacientes que adquieren la infeccion
perinatalmente o0 en edades muy tempranas, y puede durar varios afios. Se caracteriza
por la presencia de HBeAg, niveles elevados de ADN viral, valores normales de ALT y
ausencia de lesiones histoldgicas significativas, aunque no se descarta la posibilidad de
fibrosis hepatica y de desarrollo de HCC en pacientes que han atravesado por esta fase
durante décadas.

b) Inmunoeliminacion o hepatitis crénica HBeAg positiva (+): se caracteriza por la
presencia de HBeAg, niveles elevados o fluctuantes de ADN viral, valores elevados de
ALT e histologia hepatica con grados variables de necroinflamacién. La duracion de esta
fase y las elevaciones persistentes o0 intermitentes de ALT se asocian con un mayor
riesgo de cirrosis y sus complicaciones. En esta fase la seroconversién espontanea anual
del HBeAg puede llegar al 10 %.

¢) Hepatitis crénica HBeAg negativa (-): luego de varios afios de infeccion crénica
HBeAg (+), puede ocurrir una pérdida del HBeAg y la seroconversién a positividad de los
anticuerpos anti-HBe, originando una hepatitis cronica HBeAg (-). Esta fase se caracteriza
por ausencia de HBeAg, presencia de anti-HBe, niveles elevados persistentes o
intermitentes de ADN viral y de ALT. En la histologia hepatica se observa actividad
necroinflamatoria. Esta fase representa un estadio mas tardio en la historia natural de la
hepatitis crénica B, en general, la edad del paciente es mas avanzada, las
concentraciones de ADN viral son inferiores a las detectadas en la hepatitis HBeAg (+) y
las lesiones histolégicas son mas avanzadas.

d) Portacion inactiva: Luego de la seroconversion HBeAg, algunos pacientes pueden
ingresar a la fase de portador inactivo. Esta fase se caracteriza por ausencia del HBeAg,
presencia de anti-HBe, niveles bajos de ADN viral y niveles de ALT persistentemente

normales. Habitualmente la biopsia hepatica muestra ausencia de actividad
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necroinflamatoria. Si bien se considera que la enfermedad no progresa en este periodo,
en este grupo se pueden observar distintos grados de fibrosis e incluso cirrosis inactiva,
como consecuencia de una severa injuria hepética desarrollada en la etapa de
inmunoeliminacién. En algunos casos puede producirse una reactivacién espontanea o
secundaria a la inmunosupresion.

Las consecuencias de la infeccion crénica por HBV incluyen la progresion a la
cirrosis, la insuficiencia hepatica y el HCC. La incidencia anual de cirrosis es del 2-6 % en
la hepatitis cronica HBeAg (+) y del 8-10 % en la forma HBeAg (-). La incidencia anual de
HCC es del 1 % en los pacientes con hepatitis crénica, y del 3-10 % en pacientes con
cirrosis hepatica (Hadziyannis y Papatheodoridis, 2006).

1.10. Epidemiologia molecular del HBV

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud, mas 2.000 millones de personas en
el mundo han estado en contacto con el virus, y aproximadamente 400 millones son
portadores crénicos. La infeccién crénica por HBV es la principal causa de cirrosis y HCC
en el mundo y produce mas de 600.000 muertes cada afio (WHO, 2008).

La distribucion de la infeccion por HBV varia ampliamente alrededor del mundo. En
areas donde la prevalencia es alta (mayor al 8 %), como en paises del extremo sudeste
asiatico, China y Africa, la infeccion crénica por HBV es comin y usualmente adquirida en
forma perinatal o en la nifiez. Por el contrario en los paises de baja prevalencia (menor al
2 %), entre los que se incluyen Australia, paises de Europa Central y América del Norte,
sélo una minoria de la poblacién entra en contacto con el virus, como resultado de
transmisién sexual y/o parenteral entre adultos jévenes. En las areas no endémicas, hasta
el 5% de los infectados evolucionan hacia la cronicidad y, entre ellos, el 10% desarrollara
HCC (Lavanchy, 2004).

La heterogeneidad del genoma del virus ha llevado a clasificarlo en al menos 8
genotipos (A-H), considerando una diversidad nucledétidica del 8 % (Norder et al., 1994;
Stuyver et al., 2000; Arauz-Ruiz et al., 2002). A su vez, los distintos genotipos pueden ser
subdivididos en numerosos subgenotipos, con una diversidad intragenotipica del 4 %. La
distribucién de los distintos genotipos es esencialmente geogréfica. Los genotipos mas
cosmopolitas son el A y el D, predominantes en Europa, Africa y América del Norte, y en
los paises del mediterraneo y del medio oriente, respectivamente. Los genotipos B y C se
encuentran en el este y sudeste asiético, y el genotipo E en el oeste de Africa. El genotipo

G se ha aislado en diferentes paises como Alemania, Francia, Estados Unidos, México y
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Japoén. Los genotipos F y H son considerados autéctonos de las poblaciones nativas de
las Américas, hallandose el genotipo F restringido a América Central y del Sur, y el
genotipo H a América Central y del Norte (Arauz-Ruiz et al., 1997; Pifieiro y Leone et al.,
2003; Di Lello et al., 2009).

En nuestro pais, la prevalencia del HBV es considerada baja (menor al 2 %)
(Parand y Almeida, 2005). El reporte epidemiolégico del “programa nacional para el
control de las hepatitis virales” informdé una prevalencia del anti-HBc del 2,08 % y una
positividad del HBsAg del 0,15 % en dadores de sangre, en el afio 2009 (Gonzélez, 2009).
Por otra parte, la distribucion de genotipos varia en las diferentes regiones de la
Argentina. En la ciudad de Buenos Aires, los genotipos F, A y D son los mas prevalentes,
mientras que en el norte del pais, asi como en la ciudad de Mar del Plata, el genotipo mas
prevalente es el genotipo F, particularmente los subgenotipos F1b y F4 (Franca et al.,
2004; Barbini et al., 2013). La distinta distribucion de genotipos de HBV en las diferentes
regiones de la Argentina, indicaria que la epidemiologia actual de la infeccién por HBV es
el resultado de los diversos movimientos migratorios humanos que han dado forma a la
poblacion actual en el pais.

A pesar de que el genotipo F es el genotipo autéctono de las Américas y, uno de
los principales genotipos circulantes en nuestro pais, la caracterizacion biolégica y
molecular de este genotipo ha sido escasamente abordada hasta el momento. Son
necesarios estudios que permitan profundizar el entendimiento actual de este particular
genotipo en las hepatitis cronicas B, aportando datos que repercutan sobre la evolucion

de la infeccion y el tratamiento de los pacientes de nuestra region.

1.11. Variabilidad genémica del HBV

Dado que la replicacion del HBV involucra una transcripcién reversa y que la polimerasa
viral carece de la funcion de correccién de errores, el rate de mutacion del HBV es mayor
al de otros virus con genoma de ADN. Sin embargo, la superposicién de los ORFs en el
genoma viral restringe la posibilidad de fijacion de las mutaciones generadas, dado que
una Unica mutacién podria producir variaciones fenotipicas en dos proteinas diferentes,
con la consiguiente alteracion en su actividad biolégica. Esto origina que el HBV presente
tasas de sustitucion nucleotidicas intermedias (1,4-7,9 x 10~ sustituciones/sitio/afio),
entre los virus de ARN (107310 sustituciones/sitio/afio) y de ADN (107-107°
sustituciones/sitio/afio) (Osiowy et al., 2006). Como consecuencia de esta variabilidad, el

virus circula en el huésped como una mezcla compleja de variantes gendémicas altamente
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relacionadas, o cuasiespecie. La distribucion de cuasiespecies en un paciente infectado
evoluciona a lo largo de la infeccion crénica segun la presion evolutiva de diversos

factores, como la respuesta inmunolégica y el tratamiento antiviral (Domingo et al., 2012).

1.11.a. Variantes del promotor basal del core

Entre las mutaciones de importancia clinica del HBV asociadas a los mecanismos de
patogenia de la enfermedad, se encuentran las mutaciones del promotor basal del core
(BCP: basal core promoter). EI BCP (nt 1742-1849) juega un rol importante en la
replicacion del HBV, debido a que dirige la iniciacion de la transcripcion del preCore y del
ARNpg. ElI BCP se superpone con el extremo 3’ del ORF X y con el extremo 5 de la
region del preCore (Figura 7), y contiene elementos en cis que pueden dirigir
independientemente la transcripcion del ARNm del preCore y del ARNpg (Buckwold et al.,
1996). Ademas, el BCP contiene varios sitios de uniébn que son reconocidos por
numerosos miembros de la superfamilia de receptores nucleares, incluyendo el factor
nuclear de hepatocitos 4 (HNF4) y el heterodimero receptor a proliferador de peroxisomas
activado-receptor a retinoide X (PPARa-RXRa) y una serie de factores de transcripcion
como CCAAT/proteina de union aumentada (C/EBP), para regular la transcripcion del
ARN del preCore y del Core (Yu y Mertz, 1997; Zheng et al., 2004).

La mutacion del BCP mas frecuentemente encontrada es la doble sustitucion en
Al762T y G1764A (Figura 7). Experimentos de transfeccién han demostrado que esta
doble mutacién reduce la transcripcién del ARN del preCore y, por lo tanto, la expresion
del HBeAg. Ademas, esta doble mutacibn aumenta moderadamente la replicacion del
genoma viral mediante la sobre regulacién de los niveles del ARNpg (Buckwold et al.,
1996; Moriyama et al., 1996; Scaglioni et al., 1997). Debido a que estas mutaciones
disminuyen la expresion del HBeAg hasta en un 70 %, se encuentran mas comuinmente
en pacientes HBeAg negativos (y anti-HBe positivos) que en pacientes HBeAg positivos
(Tong et al., 2013).

Los cambios en el BCP son seleccionados durante el curso natural de la infeccion
cronica por HBV y su aparicion se asocia a la patogénesis de la infeccibn. Numerosos
estudios han demostrado que estas mutaciones se encuentran presentes con alta
frecuencia en pacientes con hepatitis crénica, hepatitis fulminante y con HCC y en menor
proporcion en portadores inactivos y en pacientes inmunosuprimidos (Parekh et al., 2003;
Liu et al., 2004a y b). Ademas, existiria una alta correlacién entre la aparicion de estas

mutaciones y el posterior desarrollo de cirrosis y HCC en pacientes crénicos (Baptista et
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al., 1999; Kao et al., 2003; Lin et al., 2005a). Por otra parte, estos cambios nucleotidicos
se han asociado a una pobre respuesta a la terapia con interferdbn en pacientes con
infeccion crénica B.

Estas variantes virales se han detectado en todos los genotipos de HBV, sin
embargo se asocian con mayor frecuencia al genotipo C, siendo, muy comunes en Asia
donde al menos el 50 % de los pacientes con infeccion crénica posee el genotipo C
(Chotiyaputta y Lok, 2009). Por otro lado, algunos estudios han demostrado que pacientes
con hepatitis crénica B que poseen las mutaciones en el BCP tendrian un mayor riesgo de
desarrollar resistencia antiviral a los anélogos de nucleésidos/nucleétidos. Por ejemplo,
Amini-Bavil-Olyaee y colaboradores (2009) revelaron que las mutaciones en el BCP
aumentarian la replicacién deficiente del mutante resistente a tenofovir tA194T.

Debido a la superposicién de los marcos abiertos de lectura en el genoma del
HBV, las mutaciones en el BCP también afectan al gen X, y por consecuencia, a HBV-X.
La doble mutacion A1762T/G1764A en el BCP resulta en la sustitucién de lisina por
metionina en el codén 130 de HBV-X (K130M), y en la sustitucion de valina por isoleucina
en el codon 131 (V131l), respectivamente.

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados sobre el BCP, que relacionan
estas mutaciones a la patogénesis de la enfermedad, hasta el momento son escasos los
estudios de caracterizacién biolégica de estas variantes de HBV-X. Debido a las mdultiples
funciones asignadas a esta proteina, se deduce que los cambios en distintos aminoacidos
podrian tener implicancias sobre la actividad bioldgica de la misma y, consecuentemente,

en la patogenia de la infeccion cronica B.
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Figura 7. Esquema parcial de la organizacion del genoma del HBV incluyendo las regiones
codificantes del Core, preCore y el gen X. Se muestra la localizacion del BCP, la doble mutacién en

A1762T/G1764A y la superposicion con el gen X.

2. APOPTOSIS

2.1. Caracteristicas generales
La apoptosis, o muerte celular programada, es el proceso mediante el cual las células
individuales de un organismo multicelular se autodestruyen en respuesta a una gran
variedad de estimulos. El término “apoptosis” fue introducido por Kerr (Kerr et al., 1972),
para definir una muerte celular regulada con caracteristicas morfoldgicas distintas a la
muerte celular por necrosis. Es un proceso de vital importancia en el desarrollo, en la
diferenciacioén, proliferacion/homeostasis, en la regulacion y funcién del sistema inmune y
en la remocion de células dafiadas y/o infectadas. La apoptosis se encuentra altamente
regulada y fallas en dicha regulacion pueden llevar al desarrollo de ciertas condiciones
patolégicas incluyendo: cancer, enfermedades autoinmunes, neurodegeneracion,
enfermedades isquémicas y la propagacion de infecciones virales (Meier et al., 2000).
Durante el proceso apoptético tiene lugar la pérdida de contacto entre células
vecinas (debido a la carencia de elementos de superficie como las microvellosidades y a
la pérdida de uniones célula-célula), el burbujeo (“blebbing”) de la membrana plasmatica,

la disminucién del volumen celular (condensacion citoplasmética) y la condensacion y
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marginacion de la cromatina (picnosis nuclear) (Figura 8). Estas alteraciones morfologicas
estan acompafiadas por diferentes eventos bioquimicos, tales como la translocacion de la
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica (sefial de reconocimiento de
la célula apoptoética para su degradacion por parte de los macréfagos), la activacion de
una familia de cisteina-proteasas (caspasas) que degradan numerosos sustratos celulares
y de endonucleasas que clivan al ADN. Una de ellas, denominada ADNasa activada por
caspasas, cliva al ADN a nivel de los nucleosomas originando fragmentos de entre 180-
200 pb y multiplos de ellos. De este modo, cuando el ADN proveniente de células
apoptoticas se analiza mediante electroforesis en geles de agarosa, se observa un
caracteristico patrén en escalera (‘ladder”), frecuentemente utilizado como marcador
bioguimico de este tipo de muerte (Saraste y Pulkki, 2000; Ziegler y Groscurth, 2004).

Durante la apoptosis la integridad de las organelas y de la membrana plasmatica
se mantiene. Las células apoptdéticas terminan fragmentandose en vesiculas recubiertas
de membrana, llamadas cuerpos apoptoéticos, los cuales son finalmente reconocidos y
fagocitados por los macrofagos. De esta manera, se previene la liberacion del contenido
citoplasmético al medio extracelular y se evita la iniciacion de una respuesta inflamatoria
(Saraste y Pulkki, 2000; Ziegler y Groscurth, 2004) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de las caracteristicas morfologicas de la muerte celular por apoptosis.
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2.2. Vias de sefalizacion

El proceso apoptético puede ser activado por una gran variedad de estimulos tanto extra
e intracelulares, como son: la unién de ligandos a receptores de superficie especificos, el
dafio en el ADN producido por defectos en los mecanismos de reparacion, el tratamiento
con drogas citotoéxicas o la irradiacion, por la falta de sefiales de sobrevida, la
desregulacion del ciclo celular, o por sefales de muerte durante el desarrollo. Estos
estimulos de diversos origenes disparan dos vias principales de sefializacién apoptotica:
la via extrinseca o de receptores de muerte y la via intrinseca o mitocondrial, que
conducen a la célula a presentar las caracteristicas morfoldgicas tipicas del proceso

apoptético.

2.2.a. Via extrinseca o de receptores de muerte
La via apoptética extrinseca esta mediada por la activacion de los “receptores de muerte”
0 receptores transmembrana que transmiten las sefiales apoptéticas luego de la union
con sus ligandos especificos. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNFR) e incluyen: TNFR-1, Fas/CD95 y los receptores
TRAIL DR-4 y DR-5. Los miembros de esta familia presentan dominios extracelulares
ricos en cisteinas, los cuales les permiten reconocer a sus ligandos especificamente
(TNF-a, FasL, TRAIL/APO-2L, respectivamente), resultando en la trimerizacién y
activacion de los mismos (Ashkenazi, 2002). Una vez activados, los receptores reclutan
una serie de moléculas, mediante una secuencia conservada denominada dominio de
muerte (DD), que incluyen a la proteina adaptadora FADD (o TRADD), la proteina quinasa
Rip y la pro-caspasa 8, dando lugar a la formaciéon del complejo DISC (death inducing
signaling complex). En este complejo, la acumulacién de varias moléculas de procaspasa-
8 lleva a su activacion por autocatalisis. Una vez activada, la caspasa 8 cliva y activa a las
caspasas efectoras 3, 6 y 7, las cuales a su vez clivan a una gran variedad de proteinas
celulares, desencadenando la muerte de la célula (Sartorius, et al., 2001) (Figura 9).
Aquellas células en las cuales la caspasa 8 tiene la capacidad de activar
directamente a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, reciben el nombre de células tipo I. En las
células tipo Il, la sefial proveniente de la activacion del receptor no genera una cascada lo
suficientemente fuerte como para activar a las caspasas efectoras. En estas células, la
sefial es amplificada mediante la via apopt6tica mitocondrial. EI nexo entre estas dos vias
es la proteina perteneciente a la familia de proteinas de Bcl-2, Bid. La proteina Bid es

clivada por la caspasa 8, dando lugar a su forma truncada, t-Bid, la cual se transloca hacia
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la mitocondria y activa la via intrinseca, llevando finalmente a la activacion de las

caspasas efectoras que ejecutan el proceso de apoptosis (Luo et al., 1998) (Figura 9).
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Figura 9. Via apoptética extrinseca o de receptores de muerte.

2.2.b. Via intrinseca o mitocondrial
La via intrinseca o mitocondrial es iniciada por estimulos provenientes de la misma célula
como el dafio al ADN, la deprivacion de factores de crecimiento, el estrés oxidativo, o el
estrés del reticulo endoplasmico. Esta via se encuentra regulada por la familia de
proteinas de Bcl-2 las cuales se dividen en tres grupos de acuerdo a la presencia de
dominios de homologia a Bcl-2 (BH). Uno de estos grupos estad formado por miembros
anti-apoptoticos vy, los dos restantes por miembros pro-apoptéticos. Los anti-apoptéticos
contienen cuatro dominios BH (BH 1-4) e incluyen a las proteinas Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w y
Mcl-1. Dentro de los pro-apoptéticos se encuentran las “multi-BH domains,” que poseen
tres dominios BH (BH1-3), e incluyen miembros como Bax y Bak. Ademas, otras proteinas
pro-apoptéticas son las “BH3-only”, las cuales presentan un Unico dominio BH (BH3) e
incluyen a Bad, Bid, Bim, Bmf, Noxa, Puma, entre otras (Borner, 2003).

Los miembros de la familia de Bcl-2 tienen la capacidad de formar homo y
heterodimeros y de esta manera ejercen su funcion regulatoria del proceso apoptético.

Por ejemplo, los miembros pro-apoptoticos Bax y Bak pueden heterodimerizar con los
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anti-apoptoticos Bcl-2 o Bcl-X y de esta forma bloquear su acciéon. Contrariamente, las
proteinas anti-apoptéticas pueden secuestrar e inhibir a las pro-apoptéticas. Por esta
razon, se propone que es la relacion o el balance final entre los niveles de expresion de
proteinas pro- y anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 lo que determinaria la susceptibilidad
de una célula a la muerte por apoptosis. De este modo, cuando las proteinas Bcl-2 o Bcl-
X estan en exceso, las células estarian protegidas de la muerte celular, por el contrario si
lo estdn Bax o Bak, la célula estaria destinada a morir por apoptosis (Chipuk et al., 2010).

Las proteinas “BH3-only” son las iniciadoras de la cascada de sefializacion. Estas
proteinas permanecen inactivas y son activadas por varios mecanismos como: aumento
en la transcripcion (Noxa, Puma, Bax), defosforilacion (Bad), relocalizacion subcelular
(Bim, Bmf) o protedlisis (Bid), en respuesta a distintos estimulos apoptoticos. Una vez
activadas estas proteinas se unen e inactivan a las proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2 y Bcl-
X, llevando a la liberacion y activacion del otro grupo de proteinas pro-apoptoticas, Bax y
Bak. Bax esta presente en el citoplasma de la célula, pero luego de su activacion se
transloca hacia la membrana mitocondrial externa en donde, junto con Bak, se insertan en
la membrana mitocondrial y se oligomerizan. En consecuencia se produce la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa, mediante la apertura de un poro
mitocondrial (MPTP), compuesto por el VDAC, el translocador de nucléotidos de adenina
y la ciclofilina D, y/o por la formacion de poros por las mismas proteinas (Kroemer et al.,
2008). La permeabilizacion de la membrana mitocondrial lleva a la liberacion de
numerosas proteinas de la fraccion intermitocondrial, entre las cuales se encuentra el
citocromo c. Una vez liberado al citosol, el citocromo ¢ se une a la proteina Apaf-1
(apoptosis activating factor-1) y a la pro-caspasa 9, en presencia de deoxiadenosina
trifosfato (dATP), formando el apoptosoma (complejo heptamérico de alto peso
molecular). Dentro del apoptosoma, la pro-caspasa 9 es activada por autocatalisis y cliva
y activa a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, las cuales desencadenan los cambios
morfologicos y bioquimicos caracteristicos de la apoptosis (Salvesen y Renatus, 2002)
(Figura 10).
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Figura 10. Vias apoptéticas intrinseca (a) y extrinseca (b).

2.3. Apoptosis y HBV-X

Un gran nimero de estudios han evaluado el impacto de la expresion de HBV-X sobre la
modulacion de las vias apoptéticas, sin embargo los resultados obtenidos por los distintos
investigadores han sido discordantes. Se ha demostrado que HBV-X puede afectar el
proceso apoptético de diversas formas: inducir, inhibir o no tener efecto, segun los
multiples sistemas celulares que se observen. Ademas, algunos estudios han demostrado
gue HBV-X no induce directamente la apoptosis, sino que sensibiliza a las células a
estimulos pro-apoptéticos en ciertos tipos celulares. Probablemente la discordancia
acerca de los efectos de HBV-X sobre la muerte celular por apoptosis refleja diferencias,
en los sistemas utilizados para estos ensayos. Por ejemplo, se debe considerar si las
células expresan de manera transiente o constitutiva a la proteina, lo que podria facilitar la

adaptacion a las actividades de HBV-X, y si los hepatocitos de los ratones transgénicos
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expresan la proteina al momento del andlisis o se han adaptado a la expresion continua
de HBV-X durante el desarrollo del higado. También se debe tener en cuenta los niveles
de expresién de HBV-X en los sistemas, los cuales pueden afectar los resultados acerca
de la actividad bioldgica de la proteina. Ademas, algunos de los trabajos que analizan los
efectos de HBV-X sobre la apoptosis celular se han realizado en lineas celulares no
hepéticas y, debido a que HBV no infecta este tipo de células, la relevancia de las
conclusiones de estos estudios es cuestionable.

2.3.a. HBV-X estimula la apoptosis

Numerosos estudios han demostrado la capacidad de HBV-X de inducir el proceso
apoptético. Por ejemplo, se ha reportado que células de la linea Huh-7 que expresan
HBV-X muestran un aumento en la fragmentacion del ADN, una pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, y un aumento en la liberacién de citocromo ¢ mitocondrial al
citosol, sugiriendo que HBV-X induce la apoptosis en esta linea celular (Takada et al.,
1999). Ademas, se ha demostrado un aumento en los niveles citosélicos de citocromo c,
en la actividad de caspasa 3 y la fragmentacién nuclear en células HeLa y HepG2 que
expresaban HBV-X (Chami et al., 2003). Por otra parte, diversos trabajos han reportado
gue la localizacién mitocondrial de HBV-X lleva a la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) causando la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, y
consecuentemente, la induccion del proceso apoptético en células HepG2 y Huh-7.
También se ha demostrado que la sobre-expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-X o
el tratamiento con secuestradores de ROS previene la muerte celular inducida por HBV-X.
Por otra parte, otro trabajo también demostrd que la funcién del activador transcripcional
de HBV-X no se requeria para la induccion de la apoptosis en estas células, debido a que
mutantes truncadas de HBV-X localizadas en la mitocondria y que habian perdido su
actividad transactivadora eran suficientes para causar la despolarizacién de la membrana
conduciendo a la apoptosis (Shirakata y Koike, 2003).

Por el contrario, los resultados de otro trabajo mostraron que HBV-X no induce
directamente la apoptosis de células Chang y HepG2, sino que las sensibiliza para la
apoptosis mediada por TNF-a, a través la activacion de la via JNK. Los resultados de este
estudio demostraron que la localizacién de la proteina es importante para su capacidad de
sensibilizar a las células a la apoptosis mediada por TNF-a, ya que la proteina nuclear no
era capaz de inducir el proceso de apoptosis (Su y Schneider, 1997). Kim y Seong (2003)

han reportado que HBV-X sensibiliza células Chang y HepG2 a concentraciones sub-
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apoptéticas de TNF-a. En este estudio, las células HepG2 fueron mas resistentes a la
apoptosis mediada por HBV-X que las células Chang, lo que demuestra el impacto de las
diferencias bioldgicas especificas de cada tipo celular. Ademas, el aumento en la
apoptosis fue asociado a la inhibicién de la actividad de la proteina inhibitoria celular tipo
FLICE (c-FLIP) y a la activacion de caspasa 8 mediada por HBV-X.

Otro grupo examiné el efecto de la expresion de HBV-X sobre la apoptosis en
células Hep3B. La transfeccion transiente de la proteina, con o sin el agregado de TNF-q,
indujo la apoptosis en estas células, en tanto que la co-expresion con la proteina anti-
apoptética Bcl-X inhibia el efecto. Ademas, la transfeccién con cantidades crecientes del
plasmido conteniendo el gen X mostré6 un aumento de la apoptosis, sugiriendo que el
porcentaje de células que entran en apoptosis es dependiente de los niveles de expresion
de HBV-X (Miao et al., 2006).

Por otro lado, varios grupos han utilizado lineas celulares transfectadas de manera
estable con HBV-X para examinar el efecto de la proteina en el proceso de apoptosis. Lee
y colaboradores (2004) monitorearon la apoptosis en células HepG2 transfectadas de
manera estable, y observaron que HBV-X no afectaba directamente la apoptosis. Sin
embargo, el tratamiento de las células transfectadas con vitamina K3, la cual que puede
inducir la apoptosis, sensibilizaba a las células a la despolarizacion de la membrana
mitocondrial y a la apoptosis. Otro grupo examiné el efecto de la expresion de HBV-X en
células Chang, las cuales expresaban de manera estable la region N-terminal de la
hemaglutinina del Influenza virus acoplada a HBV-X bajo el control del promotor del virus
simiano 40 (SV40). En este estudio se generaron 3 lineas, cada una de las cuales
expresaba diferentes niveles de HBV-X con distintos niveles de actividad transcripcional.
Se observé que la linea celular con expresion de niveles intermedios de HBV-X y los
mayores niveles de actividad transcripcional presentaba una sensibilizacion a la apoptosis
inducida por estaurosporina o cicloheximida. Sin embargo, altos o bajos niveles de
expresion de HBV-X no producian dicha sensibilizacién (Bergametti et al., 1999). Estudios
adicionales en células HepG2 que expresaban HBV-X y eran crecidas en ausencia de
suero demostraron que HBV-X induce la translocacion de Bax hacia la mitocondria y que

podria interactuar directamente con Bax (Kim et al., 2008).

2.3.b. HBV-X inhibe la apoptosis
Por otro lado, numerosos estudios muestran que HBV-X también tiene la capacidad de

inhibir del proceso apoptotico. Por ejemplo, se ha demostrado que HBV-X puede inhibir la
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muerte celular inducida por Fas en hepatocitos humanos primarios (Diao et al., 2001).
Otro estudio sugiere que la expresion de HBV-X en células HepG2 puede protegerlas
parcialmente de la apoptosis inducida por Fas, debido a la activacion de NF-kB mediada
por HBV-X (Pan et al., 2001). Ademas se demostré que la expresion transiente de HBV-X
inhibe la apoptosis en células Chang serodeprivadas y tratadas con los inductores de
apoptosis estaurosporina o0 etopésido. En este estudio, la habilidad de HBV-X para
bloquear la apoptosis se debia a la activacion sobre la via de fosfatidilinositol-3 quinasa
(PI3K) (Lee et al., 2001b). Un estudio similar realizado en células Hep3B transfectadas de
manera estable con HBV-X también demostr6 que HBV-X puede inhibir la apoptosis
inducida por TGF-B mediante una via dependiente de PI3K (Shih et al., 2000). Ademas,
Kang-Park y colaboradores (2006) demostraron que HBV-X era capaz de activar la via
PI3K e inhibir la apoptosis disminuyendo la expresion de la fosfatasa PTEN en células
Chang. También se ha reportado que HBV-X puede inhibir la apoptosis inducida por TNF-
a o por anticuerpos anti-Fas, mediante la inhibicion de la actividad de caspasa-3 en
fibroblastos de rata y en células de hepatoma (Gottlob et al., 1998b). En estos trabajos, la
actividad anti-apoptética de HBV-X fue atribuida a dos dominios tipo Kunitz putativos
presentes en la secuencia de la proteina. Estudios in vitro realizados en extractos de
células HepG2 han sugerido que HBV-X podria formar un complejo multi-proteico con la
proteina anti-apoptética survirina capaz de suprimir la activacion de caspasas, sin
embargo, esta actividad de HBV-X y su significancia funcional no han sido probadas in
vivo (Marusawa et al., 2003). Finalmente, los resultados de otro estudio han demostrado
gue la induccién de la apoptosis en hepatocitos en los cuales hay produccion de viriones
de HBV, resulta en la liberacion de particulas virales no envueltas con menor infectividad.
La expresion de HBV-X o la replicacibn de HBV por si solas no resultaban en la
sensibilizacién de los hepatocitos a la muerte por apoptosis. Ademas, la inhibicién de la
apoptosis mediada por HBV se requeria para la liberacion de particulas infectivas,
sugiriendo que la funcién anti-apoptética de HBV-X en hepatocitos normales tendria un rol

importante durante la replicacion de HBV (Arzberger et al., 2010).

Si bien son numerosos los estudios de caracterizacion de la funcion de HBV-X en
la induccion y/o la inhibicién de la apoptosis, son inexistentes los correspondientes a los
subgenotipos de mayor prevalencia en la region. Hasta el momento, se desconoce el
efecto que las HBV-X con distintas duplas aminoacidicas en 130 y 131 de los

subgenotipos F1b y F4 tendrian sobre la modulacion de este proceso.
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3. AUTOFAGIA

3.1 Caracteristicas generales

El término autofagia deriva de las raices griegas “auto” (uno mismo) y “phagos” (comer), y
hace referencia al proceso catabdlico celular en el cual material citoplasmatico, incluyendo
organelas, es transportado a los lisosomas para su degradacion. El término autofagia ha
sido propuesto en 1963 por Christian de Duve para describir el fenébmeno asociado con
vesiculas de simple o doble membrana que contenian citoplasma y organelas, en varias
etapas de digestion.

Actualmente se definen tres tipos de autofagia: la autofagia mediada por
chaperonas, la microautofagia y la macroautofagia. En la autofagia mediada por
chaperonas, proteinas mal plegadas conteniendo la secuencia consenso KFERQ son
reconocidas por la chaperona citosélica Hsc70 y cochaperonas, y luego son translocadas
a la membrana lisosomal en donde son reconocidas por el receptor LAMP-2, resultando
en el desplegamiento de las proteinas y su degradacién. En la microautofagia los
componentes citosolicos son secuestrados por la invaginacién directa de las membranas
lisosomales o de los endosomas tardios, para su degradacion (Mizushima y Komatsu,
2011). La macroautofagia, denominada simplemente autofagia es la que se describe a

continuacion (Figura 11).
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Figura 11. Diferentes tipos de autofagia.
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La autofagia es un proceso intracelular, conservado desde levaduras hasta
mamiferos, que cumple funciones importantes en el mantenimiento de la homeostasis
celular y en la supervivencia de la célula en condiciones de estrés (Mizushima y Komatsu,
2011). Es un proceso catabodlico en el cual proteinas citoplasmaticas y organelas son
secuestradas en vesiculas de doble membrana, conocidas como autofagosomas, y
enviadas a los lisosomas para su degradacion (Levine y Kroemer, 2008).

Luego de la induccion del proceso autofagico, un pequefio saco vesicular,
denominado fagéforo o membrana de aislamiento, se elonga y engloba una porcién del
citoplasma, resultando en la formacion del autofagosoma. Posteriormente, la membrana
externa del autofagosoma se fusiona con los lisosomas, formando un autolisosoma, lo
gue conduce a la degradacion del contenido de la vesicula junto con la membrana interna
del autofagosoma. Los aminoacidos y otras pequefias moléculas generadas por la
degradacion autofagica son liberados nuevamente al citoplasma para ser reciclados o
para la produccion de energia (Figura 10). El origen de la membrana del fagéforo es
discutible, sin embargo varios estudios han demostrado que el reticulo endosplasmico, la
mitocondria y la membrana plasmatica servirian como fuente para la formacion de la
membrana de aislamiento (Mizushima et al., 2010).

Bajo condiciones fisiolégicas, la autofagia posee funciones fundamentales como el
mantenimiento del “pool” de aminoacidos en condiciones de déficit de nutrientes, en la
prevencion de la neurodegeneracion, en la supresién de tumores, en la eliminacion de
microorganismos intracelulares y en la regulacién de la respuesta inmune innata y
adaptativa (Cecconi y Levine, 2008; Deretic y Levine, 2009). Una caracteristica distintiva
del proceso autofagico es su regulacion dindmica, debido a que la actividad autofagica es
usualmente baja en condiciones basales, pero puede aumentarse por NUMErosos
estimulos. El inductor mas conocido del proceso autofagico es la deprivacién de
nutrientes, pero también pude ser activada por otros estreses fisioldgicos (hipoxia, falta de
energia, elevada temperatura, estrés del reticulo endoplasmico), estimulacién hormonal,
agentes farmacolégicos (rapamicina), sefiales de la respuesta inmune innata, y en ciertas
enfermedades como infecciones virales, bacterianas y parasitarias, pancreatitis aguda,
enfermedades cardiacas y enfermedades que producen agregados proteicos. A su vez, la
supresion del proceso autofagico puede asociarse a diversas enfermedades como ciertos
tipos de cancer, des6rdenes neurolégicos, enfermedades infecciosas y trastornos
inflamatorios del intestino y, una disminucibn en la funcion autofdgica es una

caracteristica comun del envejecimiento (Mizushima et al., 2010).
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3.2. Regulacién del proceso autofagico

La ejecucién del proceso autofagico involucra un conjunto de genes evolutivamente
conservados conocidos como proteinas Atg. El proceso de autofagia puede ser dividido
en cuatro pasos ejecutados por proteinas Atg especificas (Levine y Kroemer, 2008)
(Figura 12). El primer paso consiste en la induccidon y nucleacién de la vesicula. La
quinasa mTOR (target de rapamicina de mamifero), principal controlador de la traduccion
cap-dependiente en las células, inhibe fuertemente el proceso autofagico. En presencia
de nutrientes, mTOR se asocia al complejo proteico ULK1-Atg13-FIP200 y fosforila a la
serina-treonina quinasa ULK1, impidiendo la expansion de la membrana de aislamiento.
Ante una deprivacion de nutrientes, o en presencia de rapamicina, se inhibe la asociacion
de mTOR con el complejo ULK1, lo que mantiene a ULK1 defosforilada. De esta manera,
ULK1 se activa y fosforila a Atgl3 y FIP200, iniciandose asi el proceso autofagico (Kimy
Lee, 2014). La activacion del complejo ULK1, recluta al complejo Beclina-1-Vps34 a la
membrana de aislamiento, mediante la fosforilacion de Beclina-1. Vps34 es una PI3K de
clase lll, que promueve la formacion de fosfatidilinositol-3 fosfato (PI3P) a partir de
fosfatidilinositol (PI). ElI PI3P producido recluta a la proteina efectora DFCP1, promoviendo
la nucleacion de la vesicula doble membrana (Mizushima et al., 2011).

El segundo paso del proceso autofagico involucra la elongacion de la membrana
de aislamiento para formar el autofagosoma. Dos sistemas de conjugacion tipo ubiquitina
median este paso. En el primer sistema, las enzimas Atg7 (El-like) y Atgl0 (E2-like)
promueven la asociacion covalente de Atgl2 con Atg5. Luego Atgl6 se asocia a estas
proteinas para formar el complejo heterotrimérico Atgl6-Atgl2-Atg5, que se une a la
membrana externa del autofagosoma en crecimiento, promoviendo su curvatura. El
segundo sistema tipo ubiquitina resulta en el clivaje de la proteina asociada a
microtlbulos LC3 (Light Chain 3) por accion de Atg7 y la proteasa Atg4. Luego del clivaje,
la enzima Atg3 (E2-like) adiciona una molécula de fosfatidiletanolamina (PE) a un residuo
de glicina conservado en el extremo C-terminal de la proteina clivada para formar a LC3-II
0 LC3-PE. LC3 es una proteina soluble dispersa en el citoplasma, pero luego de su clivaje
y lipidacién, LC3-Il se asocia a las membranas interna y externa del autofagosoma en
crecimiento, donde también, promueve su curvatura. Una vez completado el
autofagosoma, Atg9 y Atgl8 remueven y reciclan a Atgl6, Atgl2 y Atg5, junto con la
proteina LC3-Il presente en la membrana externa, mientras que la LC3-Il asociada a la
membrana interna es retenida. Por esta razon, se utiliza a la proteina LC3-ll como

marcadora de la formacién de autofagosomas (Kudchodkar y Levine, 2009).
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El tercer paso del proceso implica el acoplamiento y la fusion del autofagosoma
con los lisosomas para formar el autolisosoma. Este proceso no estd completamente
esclarecido, pero se cree que la proteina lisosomal LAMP-2 y la proteina de unién a GTP
Rab-7 estarian involucradas en este paso (Levine y Kroemer, 2008).

El altimo paso del proceso autofagico es la ruptura y la degradacion de la vesicula.
Luego de la fusion de la membrana externa del autofagosoma con la membrana
lisosomal, las enzimas catepsinas B, D y L, y otras enzimas lisosomales degradan la
membrana interna, junto con los componentes englobados dentro de la vesicula. Los
productos de esta degradacién (aminoacidos y lipidos), son exportados del autolisosoma
hacia el citoplasma, donde son reciclados para generar nuevas macromoléculas
(Kudchodkar y Levine, 2009).

Proceso autofagico
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Figura 12. Regulacion del proceso de autofagia.

3.3. Los virus y el proceso autofagico
La autofagia puede funcionar como un proceso no selectivo, en el cual se degradan
componentes citoplasmaticos para el mantenimiento de la homeostasis celular, 0 como un

proceso altamente selectivo, en el cual moléculas adaptadoras reconocen
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especificamente ciertos componentes celulares para su degradacion. En particular, la
eliminaciéon selectiva de microorganismos intracelulares mediante autofagia recibe el
nombre de xenofagia. A través del proceso de xenofagia los viriones o ciertos
componentes virales son marcados, englobados en los autofagosomas y finalmente
degradados en los lisosomas. Sin embargo, varios virus han desarrollado estrategias para
modular directa o indirectamente el proceso de autofagia para promover su supervivencia
en las células del huésped (Chiramel et al., 2013).

Ciertos virus han desarrollado estrategias para interferir con la formacion del
autofagosoma y su maduracion. Por ejemplo, la proteina ICP34.5 del herpes simplex virus
tipo 1 (HSV-1) y los homélogos virales de Bcl-2 del gama herpes virus (yHV) y del virus
del sarcoma de Kaposi (KSHV), se unen e inactivan a la proteina Beclina-1, impidiendo la
formacion del autofagosoma (Orvedahl et al., 2007; Ku et al., 2008). Otros virus como el
virus de inmunodeficiencia humana (HIV), el Influenza A virus, coxackievirus B3 y
poliovirus, inhiben la autofagia blogueando la maduracion del autofagosoma o su
degradacion. Se ha visto que las proteina Nef del HIV y la M2 del Influenza A virus,
bloquean la maduracién del autofagosoma mediante un mecanismo que depende de su
interaccion con Beclina-1 (Gannagé et al., 2009; Kyei et al., 2009).

Por otro lado, otros virus son capaces de inducir el proceso autofagico, para
promover la replicacion viral. La replicacién viral puede generar respuestas de estrés,
como estrés del reticulo endoplasmico o la produccion de ROS, las cuales inducen el
proceso autofagico. La acumulacion de proteinas virales plegadas anormalmente en el
reticulo endosplasmico, activa en la célula la respuesta a proteinas desplegadas (UPR:
unfolded protein response), mediada por tres proteinas asociadas a la membrana del
reticulo endosplasmico: PERK, ATF6 e IRE1. Ciertos estudios han demostrado que la
replicacion del HCV en los hepatocitos infectados induce estrés en el reticulo
endosplasmico, activando a las proteinas PERK, ATF6 e IRE1, y desencadenando el
proceso autofagico. Ademas, el silenciamiento de estas tres proteinas no sélo resultaba
en una disminucion significativa de los niveles de LC3-ll, sino que ademas inhibia la
replicacién del HCV (Ke y Chen, 2011).

La mayoria de los virus de ARN de cadena positiva generan un arreglo en el
sistema de membranas intracelulares, dando lugar a la formacion de “fabricas” de
replicacién. Esta reorganizacion frecuentemente requiere del proceso autofagico. Se ha
demostrado que los complejos de replicacion-transcripcion de poliovirus, coronavirus y

rotavirus se encuentran anclados en estructuras tipo autofagosomas de doble membrana,
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asociados a la forma lipidada de la proteina LC3 (Belov et al., 2007; Miller y Krijnse-
Locker, 2008).

Ademas de una contribucion directa en la formacion de plataformas membranosas
de replicacion, la autofagia puede promover la replicaciéon viral de otras maneras. Un
estudio demostré que la infeccibn de hepatocitos con el virus del dengue induce la
degradacion autofagica de gotas lipidicas (lipofagia), resultando en la movilizacién de
triglicéridos que son utilizados para produccion de ATP via $-oxidacién (Heaton y Randall,
2010). Por otro lado, se ha visto que la autofagia estaria involucrada en la liberacién no
litca de los picornavirus. Se ha demostrado que la inhibicion farmacolégica o el
silenciamiento de la expresion de factores clave de la autofagia resulta en la disminucion
en la produccién de particulas virales infecciosas (Huang et al., 2009).

Por ultimo, estudios recientes demostraron que ciertos virus pueden modular el
proceso autofagico para degradar selectivamente moléculas de la respuesta inmune
innata e inflamatoria. Se ha observado que la autofagia inducida por el citomegalovirus
murino (MCMV) lleva a la degradacion selectiva de NEMO (modulador esencial de NF-kB)
en los lisosomas, inhibiendo la respuesta inflamatoria (Fliss et al., 2012). Por otro lado, el
estudio realizado por Ke y Chen (2011) demostré que la UPR inducida por el HCV activa
la via autofdgica, la cual es requerida para la replicacion viral. A su vez, este aumento de
la replicacibn se correlacion6 con la supresion de la inmunidad innata antiviral. El
silenciamiento de Beclina-1 y Atg7 en hepatocitos no sélo redujo la replicacién del HCV,
sino que también resulté en la activacion de la sefializacién por interferén (Shrivastava et
al., 2011).

3.3.a. Autofagiay HBV

El HBV también seria capaz de modular el proceso autofagico para favorecer su
replicacién en los hepatocitos infectados. Las proteinas virales HBV-X y HBsAg estarian
implicadas en este proceso. Ciertos estudios mostraron que HBV-X es capaz de inducir el
proceso autofagico, ya sea mediante la union y activacion de la PI3K de clase lll, Vps34
(Sir at al., 2010), o a través del aumento en la actividad del promotor de Beclina-1 (Tang
et al., 2009). Por otro lado, la envoltura de las particulas virales también seria dependiente
del proceso de autofagia. Li y colaboradores (2011) demostraron que hepatocitos
deficientes en autofagia producen una cantidad significativamente menor de particulas
virales envueltas. Ademas, estos autores observaron que el HBsAg se une y co-localiza

con LC3-1 y LC3-II durante la infeccion por HBV. Se cree que los autofagosomas podrian
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servir como una fuente de membranas para la generacion de la envoltura del virus o,
alternativamente, los autofagosomas podrian ser usados para transportar a los viriones
hacia el sitio donde el virus adquiere su envoltura, el reticulo endoplasmico o el complejo
de Golgi. Esta persistente activacion de la autofagia en los hepatocitos durante la
infeccion crénica podria jugar un rol importante en la patogénesis del HBV.

No obstante estas evidencias, hasta el momento se desconoce si las HBV-X con
distintas duplas aminoacidicas en 130 y 131 de los subgenotipos mas prevalentes en
nuestro pais inducen el proceso de autofagia en los hepatocitos y si existen diferencias

moleculares en la induccién, dependientes de los subgenotipos y las variantes de HBV-X.
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OBJETIVOS

La patogénesis de la infeccion cronica B involucra la continua muerte y proliferacion de los
hepatocitos en el higado infectado. La HBV-X es una proteina regulatoria multifuncional,
capaz de regular numerosos procesos bioldgicos, entre ellos los mecanismos de muerte y
de proliferacion celular. Entre las mutaciones que surgen naturalmente durante el
transcurso de la infeccion cronica se encuentran aquellas ocurridas en el BCP las cuales,
debido a la superposicion de los marcos de lectura del genoma, también afectan a HBV-X
en los amino&cidos 130-131. Hasta el momento se desconoce el efecto que producirian
estas mutaciones sobre las diversas actividades bioldgicas de HBV-X. El propésito de
esta tesis es caracterizar la implicancia de estas mutaciones en las actividades biolégicas

de HBV-X, para lo cual se plantean los siguientes objetivos:

Objetivo general:
Establecer las implicancias de las mutaciones en los aminoacidos 130-131 de HBV-X
como marcador molecular, sobre la actividad biolégica de la proteina y su consecuente

relacion con la patogenia de la infeccion crénica por HBV.

Objetivos particulares:
1) Estudiar el efecto de la presencia de distintos aminoacidos en los sitios 130-131 de
HBV-X de los subgenotipos F1b y F4 sobre la viabilidad celular.
e Analizar los cambios en el nimero de células totales, inducidos por la
expresion de ambas formas de HBV-X en diferentes lineas de hepatoma
humano.

e Determinar la viabilidad y la mortalidad de las células transfectadas.

2) Estudiar el efecto de la presencia de distintos aminoacidos en los sitios 130-131 de
HBV-X de los subgenotipos F1b y F4 sobre la induccién de la muerte celular por el
mecanismo de apoptosis.

e Evaluar la presencia de células con caracteristicas morfoldgicas tipicas de
la apoptosis, como consecuencia de la expresion de HBV-X.

e Analizar la induccién de la fragmentacién tipica del ADN gendémico en las
células que expresan HBV-X.

e Diferenciar y cuantificar células viables, apoptéticas (tempranas y tardias)

y necréticas mediante tinciones diferenciales de las células expresando
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HBV-X.

3) Estudiar vias intracelulares de transduccion de sefiales involucradas en la apoptosis
afectadas por las distintas HBV-X de ambos subgenotipos virales.
e Evaluar la expresion de miembros pro (Bax) y anti-apoptéticos (Bcl-X y Bcl-2)
de la familia de proteinas Bcl-2, regulatorias de la apoptosis, sobre
hepatocitos con expresion de HBV-X.

4) Estudiar el efecto de la presencia de las distintas HBV-X de ambos subgenotipos
sobre la induccion de la autofagia.

e Evaluar la aparicion de estructuras autofagicas caracteristicas (membranas
de aislamiento, autofagosomas y autolisosomas) en los hepatocitos
expresando HBV-X.

e Analizar a la proteina autofagica LC3 (conversion de citoplasmatica a la
asociada a los autofagosomas) sobre los hepatocitos con expresion de HBV-
X.
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MATERIALES Y METODOS

1. MUESTRAS

Se utilizaron muestras de suero de pacientes con infeccion cronica por HBV, provenientes
de distintos centros de salud publica de las ciudades de Buenos Aires y Mar del Plata.
Dichas muestras, habian sido previamente secuenciadas para determinar el genotipo viral
y los nucledtidos presentes en 1762-1764, determinantes de los amino&cidos en las
posiciones 130-131 de la HBV-X. Se seleccionaron muestras del genotipo F, subgenotipos
Flb y F4, con la secuencia salvaje (A1762-G1764, K-V en 130-131) y con la secuencia
mutada (T1762-A1764, M-l en 130-131).

2. EXTRACCION DE ADN
El ADN se extrajo a partir de 200 pL de suero, utilizando el kit comercial QIAamp DNA Mini

kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3. AMPLIFICACION DEL GEN X MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

La amplificacién del gen X se realiz6 mediante PCR, utilizando cebadores por fuera de los
codones de iniciacién y de terminacion de la transcripcion del gen, especificos para el
genotipo F (Tabla 1). La PCR se realizé colocando 10 uL del ADN purificado a la mezcla
de reaccion compuesta por 6,25 uL de buffer 10X, 200 yM dNTPs, 2 mM CI,Mg, 25 pmol
de cada uno de los cebadores, 2,5 U de la enzima Taq polimerasa (Invitrogen) y agua
hasta completar un volumen final de 50 uL de reaccion. La amplificacion se realizdé en un
termociclador PCR Sprint Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation) utilizando las
siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacion inicial a 94 °C 3 minutos, 36 ciclos de
1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 2 minutos a 72 °C y una extension final de 10 minutos
a72°C.
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Nombre Orientacion Secuencia 5 > 3’ Posicién Tm

(nucledtidos) °C

HBV65  Sentido AGCCACCATGGCTGCTCGGTTGTGC 1367-1391 65

HBV56  Antisentido ATTAGGCAGAGGTGAAAAG 1839-1820 49

Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacion del gen X.

La visualizacion de los productos de amplificaciéon (474 pb) se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer tris-acetato-EDTA (TAE) 1X. Para ello se
sembraron en el gel 5 pL de las muestras con buffer de carga 6X (30 % glicerol; 0,25 %
azul de bromofenol), junto a un marcador de peso molecular (CienMarker, Biodinamycs).
La corrida electroforética se realiz6 a un voltaje constante de 100 V en buffer TAE 1X. El
gel se tifid con bromuro de etidio y se observd en un transiluminador de luz ultravioleta
(UV). Se verifico que los amplicones positivos se encuentren en el peso molecular

correspondiente.

4. PURIFICACION Y DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LOS
PRODUCTOS DE PCR
Para purificar los productos de PCR, se corrieron en un gel de agarosa al 1 % en buffer
TAE 1X, se tifid con bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador de luz UV. Las
bandas de 474 pb se escindieron del gel y se purificaron, utilizando el kit comercial
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
productos purificados se eluyeron en agua.

La concentracion aproximada de los productos purificados se determiné en un gel
de agarosa al 1 %, comparando la intensidad de las bandas con la correspondiente de 500
pb del marcador de peso molecular, de concentracion conocida (CienMarker,

Biodinamycs).
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5. CLONADO DEL GEN X EN EL VECTOR pGEM-T EASY
Los amplicones purificados se insertaron en el vector pPGEM-T Easy (Promega).

5.1. Ligacién

La ligacion de los insertos en el vector se llevé a cabo en un volumen final de 10 pL: 5 pL
de buffer 2X, 1 yL del plasmido pGEM-T (Promega), 1 pL de la enzima T4 ADN ligasa
(Promega) y 3 pL de los amplicones purificados. Las mezclas de reaccién se incubaron
durante toda la noche a 4 °C en un termociclador PCR Sprint Thermal Cycler (Thermo
Electron Corporation).

5.2. Transformacién de bacterias competentes
Se transformaron Escherichia coli DH5a competentes comerciales (Subcloning Efficiency
DH5a Competent Cells, Invitrogen) con 5 pL de las ligaciones por shock térmico (30
minutos en hielo, 90 segundos a 42 °C, 2 minutos en hielo). Se agregaron 950 uL de medio
SOC (2 % triptona; 0,5 % extracto de levadura; 10 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl;;
10 mM MgSOy,; 20 mM glucosa), y se incub6 a 37 °C durante 1 hora 30 minutos. Se
centrifugaron durante 10 minutos a 500 rpm, se resuspendieron en 100 pL de medio SOC
y se sembraron en placas de LB-agar (1 % triptona; 0,5 % extracto de levadura; 0,5 %
NaCl; 0,75 % agar-agar) conteniendo X-gal (50 mg/mL, Promega) y ampicilina (100
pMg/mL), para seleccionar las bacterias transformadas. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 16 horas.

Se picaron las colonias blancas y se sembraron en tubos conteniendo 2 mL de medio
LB (1 % triptona; 0,5 % extracto de levadura; 0,5 % NaCl) y ampicilina (100 pg/mL), los
cuales se incubaron a 37°C durante 16 horas en agitacion. Se purificaron los plasmidos
utilizando el AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen), de acuerdo con las instrucciones del

fabricante y se eluyeron en agua.

5.3. Digestion con enzimas de restriccién

Se chequed la presencia del inserto correspondiente en los plasmidos purificados mediante
la digestion con la enzima de restriccion EcoRI. La digestion se realizé colocando 2 pL de
buffer H, 1 uL de la enzima EcoRI (Promega), 7,5 yL de los plasmidos purificados y agua
hasta completar un volumen final de 20 pL. Se incub6 a 37 °C durante 4 horas.
Posteriormente, todo el volumen de las digestiones se corrié en un gel de agarosa al 1 %

en buffer TAE 1X, se tifid con bromuro de etidio y se visualiz6é en un transiluminador de luz
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UV. Se observaron las bandas correspondientes al pldsmido y las liberadas del inserto de
474 pb.

5.4. Purificaciéon y determinacion de la concentraciéon de los insertos

Las bandas correspondientes a los insertos de 474 pb liberados del plasmido se
escindieron del gel, se purificaron utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante y se eluyeron en agua. La
concentracion aproximada de los insertos purificados se determiné en un gel de agarosa al
1 %, comparando la intensidad de las bandas con la correspondiente de 500 pb del

marcador de peso molecular, de concentracién conocida (CienMarker, Biodinamycs).

6. CLONADO DEL GEN X EN EL VECTOR DE EXPRESION pcDNA3.0
Los insertos liberados y purificados se re-clonaron en el vector de expresion en células de

mamifero pcDNA3.0 (Invitrogen).

6.1. Linealizacién del vector y tratamiento con fosfatasa alcalina
El vector pcDNA3.0 se linealiz6 por digestién con la enzima de restriccibn EcoRI. La
digestion se realiz6 con: 2 uL de buffer H, 1,5 pyL de la enzima EcoRI (Promega), 10 uL del
plasmido pcDNAS3.0 y agua hasta completar un volumen final de 20 pL. Se incubé a 37 °C
durante 4 horas.

Todo el volumen de las digestiones se corridé en un gel de agarosa al 1 % en buffer
TAE 1X, se escindi6 la banda correspondiente al vector linealizado, se purifico utilizando el
kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante y se eluy6 en agua. La concentracién aproximada del vector se determind en un
gel de agarosa al 1 %, comparando la intensidad de la banda con la correspondiente de
5000 pb del marcador de peso molecular, de concentracién conocida (1Kb Ladder DNA
Marker, Axygen).

Se digiri6 el vector linealizado con fosfatasa alcalina, agregando al mismo 1,5 uL de
TSAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Promega) con incubacién durante 30

minutos a 37°C e inactivacion durante 15 minutos a 65 °C.
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6.2. Ligacion

Para las reacciones de ligacion se empled una relacion inserto:vector de 12:1 para los
insertos correspondientes al gen X salvaje y mutado del subgenotipo F1b y relaciones de
6:1y 8:1 para los insertos correspondientes al gen X salvaje y mutado del subgenotipo F4
respectivamente, utilizando 150 ng del vector. Las reacciones de ligacion se realizaron en
20 pL de volumen final: 2 yuL de buffer ligasa 10X, 2 uL de la enzima T4 ADN ligasa
(Promega), 5 pL del vector pcDNA3.0 (previamente digerido con EcoRl y defosforilado) y
11 uL de los insertos correspondientes al gen X salvaje y mutado (previamente tratados
con la enzima de restriccion EcoRl). Las mezclas de reaccion se incubaron durante 16
horas a 4 °C en un termociclador PCR Sprint Thermal Cycler (Thermo Electron
Corporation).

6.3. Transformacion, digestién y secuenciacion de los insertos

Con el producto de las ligaciones, se transformaron E. coli DH5a competentes, como se
describi6é anteriormente, se sembraron en placas de LB-agar conteniendo ampicilina (100
pHg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 16 horas. De cada transformacion, se picaron las
colonias, se sembraron en tubos conteniendo 2 mL de medio LB y ampicilina (100 pg/mL) y
se incubaron a 37 °C durante 16 horas en agitacion. Se purificaron los plasmidos utilizando
el AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen) y se eluyeron en agua.

En los plasmidos purificados, se chequed la presencia del inserto por digestion con
la enzima de restriccion EcoRI, como se describié anteriormente. Posteriormente, todo el
volumen de las digestiones se corrié en un gel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X, se tifi
con bromuro de etidio y se visualizé en un transiluminador de luz UV. Se observaron las
bandas correspondientes al plasmido y las liberadas del inserto de 474 pb.

Los clones que presentaron los insertos de 474 pb, correspondientes al gen X
salvaje y mutado, se secuenciaron (Macrogen Inc., Seul, Corea) para confirmar la correcta
orientacion del gen y los nucledtidos presentes en las posiciones 1762-1764. La
secuenciacion se realizé utilizando los cebadores T7 promotor y BGH-R flanqueantes a la

region de mdltiple clonado.
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Nombre Orientacion  Secuencia 5 >3’ Tm °C
T7 Sentido TAATACGACTCACTATAGGG 48
promotor

BGH-R Antisentido TAGAAGGCACAGTCGAGG 54

Tabla 2. Cebadores utilizados en la secuenciacion del inserto correspondiente al gen X salvaje y

mutado.

De esta manera se obtuvieron los vectores de expresion pcDNA-X_K/V y pcDNA-

X_M/I de los subgenotipos F1b y F4 para los posteriores experimentos de transfeccion.

7. CULTIVO DE CELULAS

7.1. Lineas celulares

Se trabaj6 con las siguientes lineas celulares:

HepG2 (ATCC HB-8065): linea celular humana derivada de un carcinoma hepatocelular de

un varon caucdsico de 15 afios de edad. Son células epiteliales en su morfologia vy
secretan una variedad de proteinas plasméticas como alblimina, transferrina, antitripsina a-

1, microblobulina a-2 y plasmindgeno.

Hep3B (ATCC HB-8064): linea celular derivada de un hepatocarcinoma humano de un nifio

africano de 8 afos. Esta linea tiene integrado parte del genoma del HBV y expresa el

antigeno de superficie del virus. Son p53 negativas.

Huh-7 (JCRB0403): linea celular de carcinoma hepatocelular proveniente de un tumor

hepatico de un hombre japonés de 57 afios de edad.

7.2. Mantenimiento de los cultivos celulares
Las lineas HepG2 y Hep3B se mantuvieron en cultivo en medio minimo esencial de Eagle

(MEM, Gibco) suplementado con 10 % suero fetal bovino (Natocor), 2 mM L-glutamina
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(Gibco), 0,15 % bicarbonato de sodio, 1 mM aminoacidos no esenciales (Gibco) y 1 mM
piruvato de sodio (Gibco). La linea celular Huh-7 se cultivé en medio Eagle modificado por
Dulbecco (D-MEM, Sigma) suplementado con 10 % suero fetal bovino (Natocor), 0,15 %
bicarbonato de sodio, 1 mM aminoacidos no esenciales (Gibco), 100 UI/mL penicilina y 100
pg/mL estreptomicina (Gibco). Se incubaron en estufa a 37 °C con atmésfera de 5 % CO..

8. TRANSFECCION TRANSIENTE

La transfeccion transiente con los vectores de expresion pcDNA-X_K/V y pcDNA-X_M/I en
las tres lineas celulares, se realiz6 utilizando el reactivo X-treme gene HP transfection
reagent (Roche). Para ello, se crecieron células de las lineas HepG2, Hep3B y Huh-7 en
botellas de 25 cm? 0 en placas de 24 pocillos, dependiendo del ensayo a realizar, en estufa
a 37 °C con atmosfera de 5 % de CO,, hasta lograr una confluencia del 50-60 %. Se
transfectd utilizando una concentracion de 0,1-0,2 pg de ADN por botella o pocillo y
relaciones reactivo:ADN de 2:1 para las lineas HepG2 y Huh-7 y de 1:1 para la linea
celular Hep3B. Las diluciones del ADN vy del reactivo de transfeccion se realizaron en
medio D-MEM suplementado con 0,15 % bicarbonato de sodio. Se prepararon las
diluciones de los plasmidos y del reactivo en tubos separados, se mezclaron e incubaron
20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion de los complejos. A
continuacion, se lavaron las células 2 veces con PBS (buffer fosfato salino; 136 mM NacCl;
2 mM KCI; 8 mM Na,HPOy; 2 mM KH,POy; pH 7,4), se agregé la mezcla de los complejos y
se completé con medio de mantenimiento (1 % de suero fetal bovino). Las células se
incubaron en estufa a 37 °C con 5 % de CO, durante 5 horas. Transcurrido este tiempo se
retird el sobrenadante y se reemplazé por medio de mantenimiento fresco. Los cultivos se

incubaron a 37 °C con atmosfera de 5 % CO, durante 48 horas.

9. DETECCION DEL ARNm DEL GEN X POR RT-PCR

9.1. Extraccion de ARN total y digestién con DNAsa

La extraccion de ARN total de los cultivos celulares transfectados se realizd con el reactivo
Trizol (Invitrogen). Las células de las tres lineas se crecieron en placas de 24 pocillos, y se
transfectaron de manera transiente con las distintas construcciones de ambos

subgenotipos por 48 horas. Para la purificacion del ARN, se cosecharon las células de los
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distintos pocillos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos. Se resuspendi6 el pellet
en 250 pL de Trizol y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente para lisar las células. Se
agreg0 a cada tubo 200 pL de cloroformo y se agité vigorosamente durante 15 segundos.
Se centrifugd a 12000 g durante 15 minutos a 4 °C y se transfirid la fase acuosa superior a
un nuevo tubo conteniendo 500 pL de isopropanol para precipitar el ARN. Se incubod la
mezcla 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g por 10 minutos a 4
°C. El pellet de ARN se lavé con 1 mL de etanol 75 %, centrifugando a 7500 g a 4°C
durante 5 minutos y se removié el sobrenadante. El pellet se secé durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendio en 20 pL de agua.

El ARN total extraido se tratd con la enzima DNAsa para eliminar cualquier rastro
de ADN plasmidico. La digestion se realizé colocando 1 pL de buffer 10X, 1 yL de la
enzima DNAsa | amplification grade (Invitrogen) y 8 pL del ARN (volumen final de 10 pL).
Se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente, se agregé a cada tubo 1 uL de 25

mM EDTA y se incubé durante 10 minutos a 65 °C para inactivar a la enzima.

9.2. Transcripcion reversa (RT)

Para la sintesis del ADN copia (ADNc), 9 uL de los ARN extraidos y digeridos con DNAsa
se incubaron con 2 pyL de R6 random primers (Biodynamics) a 80 °C durante 5 minutos y
luego a 20 °C durante 3 minutos. Luego se adicion6 la mezcla de reaccion compuesta por:
6,25 pL de buffer RT 5X, 200 yM dNTPs, 1,25 mM CI;Mg, 10 mM DTT y 50 U/uL de
transcriptasa reversa (MMLV-RT, Invitrogen), en un volumen final de 20 pyL y se incubd 1

hora 30 minutos a 37 °C.

9.3. Reaccion en cadena de la polimerasa

El ADNc se utiliz6 como templado para amplificar el ARNm del gen X. La PCR se realizé
colocando 10 pL del ADNc a la mezcla de reaccidon compuesta por: 6,25 L de buffer 10X,
200 pM dNTPs, 2 mM Cl;Mg, 25 pmol de cada uno de los cebadores, 2,5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) y agua (volumen final de 50 pL). La amplificacién se realiz6 en un
termociclador PCR Sprint Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation) utilizando las
siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos, 36
ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 2 minutos a 72 °C y una extension final de
10 minutos a 72 °C.
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Nombre Orientacion Secuencia 5 >3’ Posicién Tm

(nucledtidos) °C
HBV25  Sentido TTGTGCTGCCAACTGGATC 1388-1407 52
HBV24  Antisentido @ GGCAGAGGTGAAAAAGTTGC  1835-1816 52

Tabla 3. Cebadores utilizados en la amplificacion del ARNm del gen X.

La visualizacion de los productos de amplificaciéon (450 pb) se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X, se tifi6 con bromuro de etidio y

se visualiz6 en un transiluminador de luz UV.

10. TINCION CON AZUL TRIPAN (colorante vital)

A las 48 horas post-transfeccion, el total de las células en placas de 24 pocillos se
cosecharon (pegadas a la superficie de cultivo y en los sobrenadantes), se centrifugaron
durante 10 minutos a 500 rpm, se resuspendieron en medio de crecimiento y se tifieron
con un igual volumen de una soluciéon de 0,4 % de azul Tripan. Se incubaron con el
colorante durante 3 minutos y se colocé una gota de la suspension celular en una cdmara
de Neubauer. El recuento celular se realiz6 en un microscopio invertido Olympus CKX31
(Olympus Corporation) en los cuatro cuadrantes de la camara. Se contd el niumero de
células totales, células blancas (viables) y células azules (muertas). EI nimero de células

totales por mL y el porcentaje de mortalidad se calcularon segun las siguientes férmulas:

N° de células/mL = promedio células totales en 4 cuadrantes x factor de dilucién x
10*

% de mortalidad = (promedio células azules en 4 cuadrantes / promedio células

totales en 4 cuadrantes) x 100
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11. ANALISIS DE LA MORFOLOGIA CELULAR POR MICROSCOPIA DE CONTRASTE
DE FASES

Los cambios caracteristicos en la morfologia celular inducidos por la expresion de HBV-X,
se evaluaron a las 48 horas post-transfeccién mediante la observacién bajo un microscopio

de contraste de fases Olympus CKX31 (Olympus Corporation).

12. FRAGMENTACION DEL ADN
El ADN celular se extrajo a las 48 horas post-transfeccion a partir de las células pegadas a
la superficie de cultivo (tripsinizadas) y las desprendidas a los sobrenadantes.

Se utilizé el protocolo de fenol/cloroformo modificado de Powell y Gannon (2002). El
total de las células (tripsinizadas y sobrenadantes) se centrifugaron a 500 rpm durante 10
minutos y se lavaron con 3 mL de PBS. El pellet celular se resuspendié en 600 pL de
buffer de digestion (50 mM Tris-HCI pH 8; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA pH 8; 0,5 % SDS),
se agreg6 3 UL de proteinasa K (20 mg/mL, Sigma) y se incub6 a 55 °C durante 3 horas.
Se agreg6é un volumen de fenol (equilibrado en buffer TE pH 8, Sigma) y se agitd
vigorosamente durante 10 segundos. Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos a
4 °C. Se transfirid la fase acuosa superior, que contiene el ADN, a un nuevo tubo
conteniendo igual volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitd
vigorosamente durante 10 segundos. Se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos a
4 °C. Se transfirié la fase acuosa superior a un nuevo tubo conteniendo 0,1 volimenes de
acetato de sodio 3M pH 5,5 y 2 volimenes de etanol absoluto y se invirtié varias veces
hasta observar la formacién del ovillo de ADN. Se incub6 durante 30 minutos a -80 °C y se
centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El pellet de ADN se lavoé con 600 yL de
etanol 70 % (centrifugacion a 13000 rpm durante 5 minutos) y se descartd el sobrenadante.
El pellet se secd durante 10 minutos a temperatura ambiente y se resuspendié en 30 uL de
buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 1mM EDTA pH 8).

Los ADN purificados se mezclaron con buffer de carga 6X y se calentaron a 60 °C
durante 10 minutos. El volumen total de las muestras se sembr6 en un gel de agarosa al 1
% y se corrié en buffer TAE 1X a un voltaje constante de 50 V durante 3 horas. Luego se

tind con bromuro de etidio y se visualiz6é en un transiluminador de luz UV.
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13. TINCION CON NARANJA DE ACRIDINA Y BROMURO DE ETIDIO

La tincion con naranja de acridina (A excitacion: 510 nm, A emision: 595 nm) y bromuro de
etidio (A excitacion: 502 nm, A emision: 526 nm) permite diferenciar células viables, células
en apoptosis temprana y tardia, y células necroéticas. El naranja de acridina penetra en
células tanto viables como muertas y se intercala en el ADN doble cadena emitiendo
fluorescencia verde y, también fluorescencia naranja, cuando se une a lisosomas o0 a ADN
de simple cadena. El bromuro de etidio es un agente intercalante que emite fluorescencia
roja-naranja en células con la membrana dafiada en estados avanzados de apoptosis o
necrosis. Por consiguiente, las células viables muestran nucleos verde brillante, las células
apoptéticas tempranas presentan nucleos verde compacto difuso, las células apoptoéticas
tardias nucleos rojo-naranja compacto y las células necréticas poseen nucleos rojo-naranja
difuso.

A las 48 horas post-transfeccion, el total de las células en placas de 24 pocillos se
cosecharon, se centrifugaron durante 10 minutos a 500 rpm y se lavaron con 2 mL de PBS.
Los pellets se resuspendieron en 200 pL de una solucion de 4 yg/mL naranja de acridina
(Sigma) y 4 pg/mL bromuro de etidio (Sigma) en PBS. Las suspensiones celulares se
colocaron en un portaobjetos y se observaron inmediatamente en un microscopio de
fluorescencia (Leitz Dialux 20) y se fotografiaron. Para cada muestra se contaron al menos
300 células y se determiné el porcentaje de células viables, células apoptéticas tempranas,

células apoptoticas tardias y células necroticas.

14. WESTERN BLOT

14.1. Obtencion de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales se realizé a partir del total de células a las 48 horas post-
transfeccion. Las células del sobrenadante y las pegadas al soporte se cosecharon y se
centrifugaron durante 10 minutos a 500 rpm. Se lavaron con 10 mL de PBS, el pellet se
resuspendié en buffer de lisis [20 mM Tris; 1 mM EDTA; 150 mM NacCl; 1 % Tritdn; 1mM
PMSF y céctel inhibidor de proteasas (Sigma)], y las células se lisaron mediante 3 ciclos de
congelado y descongelado. Se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos a 4 °C, se

recuperaron los sobrenadantes, se alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta su uso.
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14.2. Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas se determiné mediante el método de Bradford (1976). Para
cada cuantificacion se realiz6 una curva de concentraciones conocidas de seroalbimina
bovina (BSA; 1 a 10 mg/mL) sembrando 10 pL de cada dilucién por triplicado en una placa
de 96 pocillos de fondo plano. Para el caso de los extractos se agregaron 2 pL de los
mismos en 8 UL de agua. Se agregd a cada pocillo 350 uL del reactivo de Bradford (0,1 %
Coomassie Blue G-250; 5 % etanol; 8,5 % acido fosforico) y se midi6 la absorbancia a 595
nm en un lector de microplacas (Rayto). Se realiz6 la curva de absorbancia en funcion de
la concentracion de los estandares de albumina, y se calcularon las concentraciones de

proteinas en los extractos por interpolacion en la curva de los valores de absorbancias.

14.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE)
De 20-25 pg de proteinas totales de los extractos se mezclaron con buffer de siembra 6X
(50 mM Tris-HCI pH 6,8; 1 % SDS; 30 % glicerol; 5 % B-mercaptoetanol; 0,012 % azul de
bromofenol) hasta completar un volumen final de 20 pL, y se calentaron a 100 °C durante 8
minutos. Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida al 12-15 % (dependiendo de
la proteina a analizar) y se corrieron a un voltaje constante de 200 V durante 60 minutos en
buffer de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 0,1 % SDS), empleando el sistema Mini-
Protean Tetra Cell (Bio-Rad). En cada gel se sembré un marcador de peso molecular para
proteinas (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).

Finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron en buffer de transferencia (25

mM Tris; 192 mM glicina; 15 % metanol; pH 8,3) para su posterior transferencia.

14.4 Transferencia

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron desde los geles a membranas
de PVDF (fluoruro de polivinilideno, Millipore), utilizando un equipo Mini Trans-Blot (Bio-
Rad). Previamente al armado del sandwich de transferencia, las membranas se activaron
en metanol 100 % durante 15 segundos, se sumergieron en agua durante 2 minutos y se
colocaron en el buffer de transferencia, hasta su uso. La transferencia se realiz6 durante
60 minutos a 100 V en frio. Se verifico la eficiencia del proceso mediante la tincién del gel
transferido con Coomasie Blue (0,1 % Coomasie Blue R-250, 42 % metanol; 17 % &cido

aceético).
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14.5. Inmunodeteccién

Las membranas se bloquearon en solucion de bloqueo [5 % leche en polvo descremada en
T-TBS (0,1 % Tween20; 20 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7,6)] durante una hora a
temperatura ambiente en agitacién y se lavaron con TBS (20 mM Tris; 150 mM NaCl; pH
7,6). Se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos en TBS o T-TBS, segun
corresponda, durante 16 horas a 4 °C. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con T-TBS
en agitacion de las membranas y se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes, conjugados con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP), durante
1 hora a temperatura ambiente en agitacién. Se realizaron 2 lavados con T-TBS de 10
minutos y 2 lavados con TBS de 5 minutos cada uno. El revelado se realizé utilizando el
reactivo de quimioluminescencia ECL (Enhanced chemoluminiscence, Amersham GE
Healthcare) y distintos tiempos de exposicién de las placas (Amersham Hyperfilm ECL,
Amersham GE Healthcare) sobre las membranas.

La intensidad de las bandas reveladas se cuantific utilizando el programa ImageJ
(Wayne Rasband, NIH, USA), y los valores correspondientes a cada una de las mismas se
normalizaron en relacién a los valores de B-actina (control de carga de proteinas totales,
housekeeping gene) y los controles correspondientes a cada experimento.

Las diluciones de los anticuerpos utilizados en los distintos Western Blots fueron las
siguientes: 1.- Anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal anti-Bcl-2 (dilucién 1:250 en
T-TBS, Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo monoclonal anti-Bax (dilucién 1:500 en TBS,
Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo policlonal anti-Bcl-XL (dilucién 1:500 en TBS, Santa
Cruz Biotechnology), anticuerpo policlonal anti-MAP LC3B (dilucién 1:200 en TBS, Santa
Cruz Biotechnology) y anticuerpo monoclonal anti-B-actina (dilucién 0,5 pg/mL en TBS,
Sigma). 2.- Anticuerpos secundarios: anticuerpo monoclonal anti-ratén (dilucién 1:10000 en
T-TBS para Bcl-2 y Bax, y dilucibn 1:30000 en T-TBS para B-actina, Santa Cruz
Biotechnology), y anticuerpo policlonal anti-conejo (dilucién 1:10000 en T-TBS para Bcl-X y
LC3pB, Santa Cruz Biotechnology), todos conjugados con HRP.

14.6. Stripping de la membrana

Luego de ser inmunodetectadas, el despegado de los anticuerpos se realizé colocando las
membranas en buffer de stripping (62,5 mM Tris-HCI pH 6,7; 2 % SDS; 10 mM -
mercaptoetanol) durante 30 minutos a 50 °C en agitacion y lavando con T-TBS durante 10

minutos en agitacion.
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15. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Las células totales (sobrenadantes y pegadas al soporte) se fijaron a las 48 horas post-
transfeccion para luego realizar los preparados y los cortes finos y ultrafinos a ser
observados. Para ello, se recolecté el medio de cultivo, se lavo la monocapa 2 veces con
PBS, y las células se fijaron con 2 % glutaraldehido en buffer fosfato (80 mM Na,HPO,; 25
mM NaH,PO,; pH 7,4) durante 2 horas a 4 °C. Se levant6 la monocapa utilizando una
espatula y la totalidad de la suspensién celular se centrifugé durante 5 minutos a 500 rpm.
Se removié la solucién de fijado y se realizaron 3 lavados con buffer fosfato cada 20
minutos a 4 °C. Se realiz6 una segunda fijacion con 1 % tetroxido de osmio en buffer
fosfato y se lavo con agua destilada. Se incubaron con 2 % acetato de uranilo durante toda
la noche y se deshidrataron con una serie de gradientes de etanol seguido de 6xido de
propileno. Luego, las células se embebieron en la resina epoxi Araldite (Huntsman
Advanced Materials). Sobre los tacos obtenidos se realizaron cortes semifinos de 1 ym de
grosor, se tifileron con azul de toluidina y se observaron al microscopio Optico para
seleccionar las zonas de interés. Posteriormente, se realizaron los cortes ultrafinos, que
fueron montados en grillas de cobre y tefliidos con acetato de uranilo y citrato de plomo.
Las grillas contiendo las secciones se observaron en un microscopio electrénico de
transmisién Jeol JEM 1200EX Il (Servicio Central de Microscopia Electrénica, Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata) y se fotografiaron (ES500W
Erlangshen CCD Gatan).

16. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron por triplicado de manera independiente. La
significacion estadistica se determind mediante la prueba de t de Student. Un valor de p <
0,05 se considerdé como estadisticamente significativo. Los resultados se expresaron como

la media + desvio estandar.
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1. CLONADO DEL GEN X

Resultados

El clonado del gen X se realizd a partir de muestras de suero de pacientes con infeccion

cronica por HBV. Se seleccionaron muestras disponibles en el Laboratorio en base a los

aminoacidos presentes en las posiciones aminoacidicas 130-131 de la HBV-X salvaje (KV)

y mutada (MI). Las mismas habian sido previamente genotipificadas por secuenciacion y

pertenecian a los subgenotipos F1b y F4.

Se amplificé por PCR el gen X con cebadores especificos y el producto se cloné en

el vector pGEM-T y luego se re-cloné en el vector de expresiéon en células de mamiferos

pcDNA3.0. Se secuencié el gen X de los clones positivos para verificar la correcta

orientacion del mismo y las secuencias nucleotidicas correspondientes a las formas salvaje

y mutada de HBV-X. La figura 13 muestra la secuencia de aminoacidos de HBV-X de los

clones seleccionados para los experimentos.

Flb KV 1  MAARLCCQLD PTRDVLCLRP VGAESSGRSL SGSLGAVSPP
Flb MI 1  MAARLCCQLD PTRDVLCLRP VGAESSGRSL SGSLGAVSPP
F4 RV 1 MAARLCCQLD PARDVLCLRP VGAESRGRPL PGPLGGLPPS
F4_MI 1  MAARLCCQLD PARDVLCLRP VGAESRGRPL PGPLGGLPPS
Flb RV 101 SGRSITWIEE YIRDCVFKDW EELGEEIRLK VFVLGGCRHK
Flb MI 101 SGRSITWIEE YIRDCVFRDW EELGEEIRLM IFVLGGCRHK
F4 RV 101 SGRSMTWIEE YIRDCVFRDW EELGEEIRLKR VFVLGGCRHK

F4_MI

101 SGRSMTWIEE YIRDCVFRKDW EELGEEIRLM IYVLGGCRHK

SPSAVPADDG
SPSAVPADDG
SPSAVPANDG
SASAVPADHG

LVCSPAPCNF
LVCSPAPCNF
LVCSPAPFNF
LVCSPAPCNF

SHLSLRGLPV CSFSSAGPCA LRFTSARRME TTVNAPRSLP TVLHRRTLGL
SHLSLRGLPV CSFSSAGPCA LRFTSARRME TTVNAPRSLP TVLHRRTLGL
SHLSLRGLPV CAFSPAGPCA LRFTSARRME TTVNAHWSLP TVLHRRTLGL
SHLSLRGLPV CSFSSAGPCA LRFTSARRME TTVNAPWSLP TVLYRRTIGL

FTSA 154
FTSA 154
FTSA 154
FTSA 154

Figura 13. Secuencia de aminoacidos de HBV-X salvaje (KV) y mutada (MI) de los subgenotipos

F1b y F4 de los clones seleccionados. La regién sombreada muestra los aminoacidos presentes en

las posiciones 130 y 131 de las proteinas.

2. EXPRESION DE HBV-X EN CELULAS DE HEPATOMA HUMANO

La expresion transiente de HBV-X de los subgenotipos F1b y F4 con distintos aminoacidos

en 130-131 se realizé en tres lineas celulares de hepatoma humano: HepG2, Hep3B y

Huh-7.
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2.1. Optimizacién de la transfeccion
La puesta a punto de la transfeccion se realiz6 empleando diferentes concentraciones de
ADN (0,1 y 0,2 pug de plasmido de expresion), de reactivo de transfeccién (relaciones lipido
de transfeccion:ADN de 1:1y 2:1) y distintos tiempos de incubacion post-transfeccion (24 y
48 horas).

Para los posteriores experimentos la concentracién de ADN seleccionada fue de 0,1
Mg Y la relacion del lipido de transfeccion:ADN fue de 2:1 para las lineas HepG2 y Huh-7 y
de 1:1 para la linea Hep3B. El tiempo de incubacion post-transfeccion seleccionado fue de
48 horas, debido a que varios autores han descripto que a ese tiempo se obtiene la
maxima expresion de HBV-X (Clippinger et al., 2009; Lizzano et al., 2011).

2.2. Deteccion del ARNm del gen X mediante RT-PCR
Para determinar si las tres lineas de hepatoma transfectadas expresaban las formas
salvaje y mutada de HBV-X de los subgenotipos Flb y F4, 48 horas luego de la

transfeccion se amplific6 el ARNm del gen X por RT-PCR.

2.2.a. Subgenotipo F1b
Se detectd el ARNm del gen X en las tres lineas celulares transfectadas con HBV-X salvaje
(KV) y mutada (MI) del subgenotipo F1b (Figura 14). Por el contrario, en las células no
transfectadas (NT), en las células transfectadas con el plasmido control (Ct) sin inserto, asi
como en el control negativo (-) no se detectd la banda de 450 pb correspondiente al ARNm
de la HBV-X (Figura 14).

Estos resultados confirman que como consecuencia de la transfeccion hay
transcripcién del mRNA del gen X salvaje y mutado del subgenotipo F1b en las tres lineas
celulares analizadas.
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HepG2 Hep3B Huh-7

[ 1 [ | 1
NT Ct KV MI - NT Ct PM KV MI NT Ct KV Ml -

Figura 14. Deteccion del ARNm de HBV-X en células no transfectadas (NT), transfectadas con
plasmido control (Ct), HBV-X salvaje (KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F1b, mediante RT-

PCR. (-): control negativo; PM: marcador de peso molecular (100 pb).

2.2.b. Subgenotipo F4
Se detect6 el ARNm del gen X en las tres lineas celulares transfectadas con HBV-X salvaje
(KV) y mutada (MI) del subgenotipo F4 (Figura 15). Por el contrario, en las células no
transfectadas (NT), en las células transfectadas con el plasmido control (Ct), asi como en
el control negativo (-) no se detectd la banda de 450 pb correspondiente al ARNm de la
HBV-X (Figura 15).

Estos resultados confirman que como consecuencia de la transfeccion hay
transcripcién del mMRNA del gen X salvaje y mutado del subgenotipo F4 en las tres lineas

celulares analizadas.

Huh-7 Hep3B HepG2

[ | T 1 1
NT Ct KV Ml NT Ct PM KV Ml NT Ct KV Ml

Figura 15. Deteccion del ARNm de HBV-X en células no transfectadas (NT), transfectadas con
plasmido control (Ct), HBV-X salvaje (KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F4, mediante RT-

PCR. (-): control negativo; PM: marcador de peso molecular (100 pb).
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3. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para estudiar el efecto de la expresion de las distintas formas de la proteina sobre la
viabilidad celular, se analizé el nimero de células totales (viables y no viables) y el
porcentaje de mortalidad de las células transfectadas con ambas variantes de la HBV-X,

mediante la tincion con el colorante vital azul tripan.

3.1. Subgenotipo F1b

El recuento de células viables y no viables en las células transfectadas con el plasmido
control y los constructos F1b se muestra en la figura 16 y tabla 4. En las HepG2, se
observaron aumentos significativos del 29 % y del 50 % en el nimero de células totales en
las transfectadas con las formas salvaje y mutada de HBV-X respectivamente, en relaciéon
al control. Ademas, este aumento fue un 17 % significativamente mayor en las células que
expresaban HBV-X_M/I, en relacién a las que expresaban la forma salvaje. En las Hep3B,
el numero total de células disminuyé6 de manera significativa un 10 % en las que
expresaban HBV-X_K/V y un 7 % en las que expresaban HBV-X_M/l, con respecto a las
células control sin expresion de la proteina. En las Huh-7, se detecté una disminucion
significativa del 14 % en las transfectadas con la proteina salvaje y una disminucion del 10
% en las transfectadas con HBV-X_M/l. En estas Ultimas dos lineas no se observaron
diferencias significativas en la cantidad de células totales en aquellas que expresaban
ambas formas de HBV-X.

Estos resultados muestran que la expresion de ambas formas de HBV-X del
subgenotipo F1b produce un incremento de la cantidad de células HepG2, resultando este
aumento mayor en las transfectadas con HBV-X_M/l, respecto de las que expresaban
HBV-X_K/V. Ademas, se observa una disminucién en el nimero total de células Hep3B vy

Huh-7, como consecuencia de la expresion de ambas formas de HBV-X.
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*

2.5%106 —

e [ Control Linea Tratamiento Media + DS n
*x celular N° células/mL
2.0x10° Wl HBV-X KV Control 1,4x106 £ 8,5x10° 3
" Em HBV-X_M/ HepG2 HBV-X_K/V 1,8x100 + 4,6x10° 3
1.5x10°% * * HBV-X_M/I 2,1%10° £ 1x10°5 3
Control 1,46x10°+ 2,6x10* 3
1.0x10° Hep3B | HBV-X_K/V | 1,32x10%%4,9x10* 3
HBV-X_M/I 1,36x10°+ 2,3x10* 3
5.0x105 Control 1,4x10°+ 6,1x10* 3
Huh-7 HBY-X_K/V 1,2x10° + 8,9x10° 3
0 T T T HBV-X_M/I 1,26x10° + 9,4x10* 3
HepG2 Hep3B Huh-7

Figura 16 y tabla 4. Recuento de células totales (viables y no viables) transfectadas con plasmido
control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo F1b. * p < 0,05; ** p < 0,005 y *** p < 0,0001.

Al analizar el efecto de la expresion de ambas formas de HBV-X sobre la mortalidad
celular, las tres lineas celulares utilizadas mostraron aumentos significativos en el
porcentaje de células muertas, en relacion a las células control. Los resultados se resumen
en la tabla 5 y se grafican en la figura 17.

En las HepGZ2, el porcentaje de células muertas aument6 un 340 % en aquellas que
expresaban HBV-X_K/V y un 380 % en las que expresaban HBV-X_M/I, comparadas con
las células control. En las Hep3B, se observaron aumentos del 504 % y del 417 % en el
porcentaje de células muertas en las transfectadas con las formas salvaje y mutada de la
proteina respectivamente, en comparacion con las células control. Por ultimo, en las Huh-7
el aumento del porcentaje de células muertas fue de un 512 % para las células que
expresaban HBV-X_K/V y de un 427 % para las células que expresaban HBV-X_MI/l, en
relacion con el control.

Al analizar comparativamente los efectos inducidos por la expresibn de ambas
formas de la proteina para cada linea celular, se observo que en las Hep3B el porcentaje
de células muertas fue un 17 % significativamente superior en las que expresaban HBV-
X_K/V en relacién a las que expresaban la forma mutada del subgenotipo F1b. Por el
contario, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de muerte inducidos

por la expresion de las HBV-X salvaje y mutada sobre las HepG2 ni sobre las Huh-7.
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20- Linea Tratamiento Media + DS n
* ke [ Control celular % mortalidad
[

- 3 HBV-X_KNV Control 2+04 3
154 = HBV-X M HepG2 HBV-X_K/V 8,8+0,7 3
B HBV-X_M/I 96+1 3
104 - Control 2,3+0,7 3
Hep3B HBV-X_K/V 13,9+0,5 3
5 HBV-X_M/I 11,9+0,9 3
Control 2,607 3
Huh-7 HBV-X_K/V 159+1,7 3

c T T T
HBV-X_M/I 13,7+0,6 3

HepG2 Hep3B Huh-7 M/

Figura 17 y tabla 5. Mortalidad de células transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-
X_M/I del subgenotipo F1b. * p < 0,05y *** p < 0,0001.

En resumen, la expresion de HBV-X salvaje y mutada del subgenotipo Flb
disminuy6 el numero de células totales (viables y no viables) y aumento6 el porcentaje de
células muertas en las lineas Hep3B y Huh-7. En la linea HepG2 la expresion de las
proteinas aumento significativamente tanto el nimero de células totales como el porcentaje

de células muertas.

3.2. Subgenotipo F4

En las células transfectadas con las dos formas de HBV-X del subgenotipo F4, se detectd
un aumento en la cantidad de células totales (viables y no viables) en las HepG2. Los
aumentos fueron del 2 % en las transfectadas con la forma salvaje y del 18 % en las
transfectadas con la forma mutada, en relacion al control. Este aumento resulté un 15 %
mayor en las células transfectadas con HBV-X_M/I, respecto de las transfectadas con
HBV-X_K/V. En las Hep3B, se observé una disminucion del 26 % en la cantidad de células
totales en aquellas que expresaban la forma salvaje de HBV-X, y del 14 % en las que
expresaban la forma mutada, respecto al control. En las Huh-7, el porcentaje de células
totales disminuy6 un 23 % en las que expresaban HBV-X _K/V y un 16 % en las que
expresaban HBV-X_M/l. No se observaron diferencias significativas del andalisis
comparativo de la cantidad de células totales que resultaban por el efecto de ambas
formas de HBV-X en las Hep3B ni en las Huh-7. Los resultados se muestran en la figura 18

y en la tabla 6.
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celular N° células/mL
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Figura 18 y tabla 6. Recuento de células totales (viables y no viables) transfectadas con plasmido
control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo F4. * p < 0,05y ** p < 0,005.

La mortalidad aumenté significativamente en las células que expresaban HBV-X
salvaje y mutada del subgenotipo F4 (Figura 19 y tabla 7). En las HepG2, el aumento de
células muertas fue del 467 % para las que expresaban HBV-X_K/V y del 542 % para las
gue expresaban HBV-X_M/I, en relacién al control. En las Hep3B, el incremento de células
muertas fue del 590 % en las que expresaban HBV-X _K/V y un 438 % en las que
expresaban HBV-X_M/l, comparados con las células control. Las Huh-7 mostraron
aumentos del 343 % y del 290 % en las células muertas en las transfectadas con las
formas salvaje y mutada de la proteina respectivamente y en comparacion con los
controles. Al analizar comparativamente los efectos producidos sobre la mortalidad entre
ambas formas de HBV-X, no se detectaron diferencias significativas en los porcentajes de

mortalidad para ninguna de las tres lineas celulares estudiadas.
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20 1 Control Linea Tratamiento Media + DS n
== HBV—X_KN celular % mortalidad

154 Control 1,34+£09 3
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10 Control 1,45+1,3 3

Hep3B HBV-X_K/V 10+ 2,5 3
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Control 2,1+04 3

Huh-7 HBV-X_K/V 93+1,6 3

0 T T T HBV-X_M/I 82+1,6 3

HepG2 Hep3B Huh-7

Figura 19 y tabla 7. Mortalidad de células transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-
X_M/I del subgenotipo F4. * p < 0,05y ** p < 0,005.

En resumen, y en concordancia a lo observado para el subgenotipo F1b, la
expresion de las formas (salvaje y mutada) de HBV-X del subgenotipo F4 disminuyé el
numero de células totales y aumento la mortalidad en las Hep3B y Huh-7. En las HepG2, la
expresion de ambas proteinas condujo tanto al aumento del nimero de células totales

como al aumento de células muertas.

3.3. Comparacion del porcentaje de mortalidad en los subgenotipos Flb y F4
La comparacién entre la mortalidad obtenida en las células transfectadas con ambos

subgenotipos de HBV-X para cada linea celular se resume en la figura 20.
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Figura 20. Comparacion de la mortalidad de células transfectadas con ambas formas de HBV-X de
los subgenotipos F1b y F4, en HepG2 (a), Hep3B (b) y Huh-7 (c). * p < 0,05y ** p < 0,005.

En las HepG2 no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de
células muertas en las transfectadas con ambos subgenotipos (Figura 20, a). En las
Hep3B, el porcentaje de células muertas fue un 53 % mayor en las células que expresaban
la proteina mutada del subgenotipo F1b, respecto del subgenotipo F4 (Figura 20, b). En las
Huh-7, el porcentaje de mortalidad fue un 71 % y un 67 % superior en las transfectadas
con HBV-X_K/N y HBV-XM/l del subgenotipo Flb respectivamente, en relacién a las
células que expresaban ambas formas de la proteina del subgenotipo F4 (Figura 20, c).

En resumen, los resultados muestran que excepto para la linea HepG2, la

mortalidad inducida por HBV-X fue mayor en las células que expresaban ambas formas de
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la proteina del subgenotipo F1b, en comparacion a ambas formas del F4.

4. INDUCCION DE LA APOPTOSIS

Para determinar si la muerte celular observada como consecuencia de la expresion de
HBV-X se debia al proceso de apoptosis, se estudié la induccion de la misma por
diferentes métodos (visualizacion de alteraciones morfolégicas tipicas por microscopia de
contraste de fases, fragmentacion del ADN vy tincién con naranja de acridina y bromuro de
etidio).

4.1. Subgenotipo Fl1b

4.1.a. Alteraciones morfolégicas por microscopia de contraste de fases

Los cambios morfolégicos que experimentaron las tres lineas celulares que expresaban
ambas formas de HBV-X se evidenciaron al comparar la morfologia de las mismas con la
de las células control. Los controles presentaban la morfologia tipica de cada linea celular,
con alguna célula en divisién, con ausencia de células muertas y/o despegadas de la
superficie de cultivo (Figuras 21-23, a y b). Por el contrario, las células que expresaban
tanto la forma salvaje (Figuras 21-23, c, e y g) como la forma mutada (Figuras 21-23, d, fy
h) de HBV-X, presentaron las tipicas alteraciones morfolégicas caracteristicas de la muerte
por apoptosis, como redondeamiento, disminucién de tamafo, pérdida del contacto con
otras células, despegado de la superficie de cultivo y aumento de la refringencia. También
se observé la condensacion y marginacion de la cromatina sobre la membrana nuclear, la
formacion de pequefias protuberancias en el citoplasma o “blebbing” (flechas negras) y de
cuerpos apoptéticos. Cabe aclarar que en el caso de las HepG2, en las células
transfectadas con ambas formas de HBV-X, se observd un doble efecto, una mayor
confluencia o crecimiento de las monocapas comparadas con el control, y ademas

alteraciones tipicas de la apoptosis (Figura 21).
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Figura 21. Morfologia al microscopio de contraste de fases de HepG2 control (a magnificacion 100X
y b magnificacion 400X), transfectadas con HBV-X_K/V (c magnificacion 100X y e-g magnificacion
400X) y HBV-X_M/I del subgenotipo F1b (d magnificacion 100X y f-h magnificacion 400X).
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N
Figura 22. Morfologia al microscopio de contraste de fases de Hep3B control (a magnificacion 100X
y b magnificacion 400X), transfectadas con HBV-X_K/V (c magnificacion 100X y e-g magnificacion
400X) y HBV-X_M/I del subgenotipo F1b (d magnificacion 100X y f-h magnificacion 400X).
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Figura 23. Morfologia al microscopio de contraste de fases de Huh-7 control (a magnificacién 100X
y b magnificacion 400X), transfectadas con HBV-X_K/V (c magnificacion 100X y e-g magnificacion
400X) y HBV-X_M/I del subgenotipo F1b (d magnificacion 100X y f-h magnificacién 400X). Fechas

negras: células apoptoticas con “blebbing”.
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4.1.b. Fragmentacion del ADN

Una caracteristica del proceso apoptético es la degradacion del ADN celular en fragmentos
multiplos de 200 pb, que generan un patron de escalera o “laddering” en la electroforesis
en gel de agarosa. Este caracteristico patron de degradacién es especifico de la apoptosis
y es una herramienta de gran utilidad para identificar este tipo de muerte celular.

Como se observa en la figura 24, la expresion de HBV-X_K/V y HBV-XM/I del
subgenotipo Flb indujo la fragmentacién del ADN celular en las tres lineas celulares
estudiadas. En los controles de cada linea se observé el ADN sin degradar, y en las
células que expresaban ambas formas de HBV-X, se detect6 el ADN degradado en
fragmentos multiplos de 200 pb. Al analizar comparativamente los efectos de HBV-X_K/V y
HBV-X_MI sobre las células, no se observaron diferencias en la intensidad de degradacion
del ADN, en ninguna de las tres lineas celulares analizadas.

HepG2 Hep3B Huh-7

Figura 24. Fragmentacion del ADN de células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X

salvaje (KV) y mutada (MI) del subgenotipo F1b. PM: marcador de peso molecular (100 pb).
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4.1.c. Tincién con Naranja de Acridinay Bromuro de Etidio
La tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio permite diferenciar entre células
viables (nucleos verde brillante), células en apoptosis temprana (nucleos verde compacto
difuso), células en apoptosis tardia (nucleos rojo-naranja compacto) y células necroticas
(nucleos rojo-naranja difuso). Las células transfectadas con ambas formas de HBV-X se
tiieron, se observaron por microscopia de fluorescencia y se determinaron los distintos
porcentajes para cada linea celular.

En las HepG2 (Figura 26 y tabla 8), se observé una disminucion significativa del
55 % y del 65 % de células viables (Figura 25, flechas blancas) en las que expresaban las
HBV-X salvaje y mutada, respectivamente y en comparacién con las células control. En
cambio, el porcentaje de células en apoptosis temprana (Figura 25, flechas amarillas) y
tardia (Figura 25, flechas celestes) y de células necroticas (Figura 25, flechas naranjas)
aumentdé de manera significativa en las células transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-
X_MI/I, respecto de las células control. El aumento de células en apoptosis temprana en
relacion al control fue del 340 % para las que expresaban HBV-X salvaje y del 379 % para
las que expresaban HBV-X mutada. En las células en apoptosis tardia el aumento fue del
1029 % para la forma salvaje y del 1329 % para la forma mutada. Las células necréticas
aumentaron un 580 % y un 860 % en las transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_M/I,
respectivamente y en relacion al control. La comparacion entre ambas formas de la HBV-X
reveld diferencias significativas Unicamente en la cantidad de células necréticas (41 % de
aumento de células necréticas en las que expresaban HBV-X_M/l, en relacion a las que
expresaban HBV-X_K/V). En la figura 25 pueden observarse células apoptéticas con el

caracteristico “blebbing” (flechas violetas).
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Figura 25. Tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio de HepG2 control (a-b, 250X),
transfectadas con HBV-X salvaje (c-d, 250X) y HBV-X mutada (e-f, 250X) del subgenotipo F1b.
Flechas blancas: células viables; flechas amarillas: células en apoptosis temprana; flechas celestes:
células en apoptosis tardia; flechas naranjas: células necroéticas; flechas violetas: células

apoptoticas con “blebbing”.
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HepG2
100+ . )
[ Células viables
80- . [ Células apopt. tempranas
— 3 Ceélulas apopt. tardias
60- - e B Células necréticas
dededk
e
40+ Linea |Tratamiento| MediatDs | MediatDs | MediatDS | MediatDS
celular % céls. % céls. apopt. | % céls. apopt. % céls.
20- - viables tempranas tardias necroticas
. Control 87,4%1,2 11,3 £1,7 0,7£0,5 05403
0 :—|_ HepG2 | HBV-X_K/V | 39%3,6 49,7+0,8 79+28 3,4%0,2
1 T T
Control HBV-X K/IV HBV-X M/ HBV-X_M/1 | 31%42 54,1427 10+1,7 48403

Figura 26 y tabla 8. Porcentaje de células viables, apoptéticas tempranas, apoptoticas tardias y

necroticas de HepG2 transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo

F1b. * p <0,05; ** p < 0,005 y *** p < 0,0001.

En las Hep3B (Figura 27-28 y tabla 9), el nUmero de células viables (Figura 27,

flechas blancas) disminuy6 un 69 % en las que expresaban la forma salvaje de HBV-X y un

61 % en las que expresaban la forma mutada, en relaciébn al control. Las células en

apoptosis temprana (Figura 27, flechas amarillas) aumentaron un 790 % y un 679 % para

HBV-X_K/N y HBV-X_MI/I, respectivamente. El aumento de las células en apoptosis tardia

(Figura 27, flechas celestes) fue del 5450 % para las transfectadas con HBV-X salvaje y

del 5500 % para las transfectadas con HBV-X mutada. Las células necréticas (Figura 27,

flechas naranjas) mostraron aumentos del 2050 % y del 2000 % en las que expresaban la

proteina salvaje y mutada, comparadas con las células control. No se observaron

diferencias significativas entre los porcentajes de los distintos grupos de células al analizar

comparativamente la consecuencia de la expresion de ambas formas de HBV-X. La figura

27 muestra, una célula apoptética con el caracteristico “blebbing” (flecha violeta).
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Figura 27. Tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio de Hep3B control (a-b, 250X),
transfectadas con HBV-X salvaje (c-d, 250X) y HBV-X mutada (e-f, 250X) del subgenotipo F1b.
Flechas blancas: células viables; flechas amarillas: células en apoptosis temprana; flechas celestes:
células en apoptosis tardia; flechas naranjas: células necroéticas; flechas violetas: células

apoptoticas con “blebbing”.
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Hep3B
100+ ) .
o 1 Células viables
80- 3 Células apopt. tempranas
3 Células apopt. tardias
60- El Células necroticas
40+ Linea | Tratamiento | Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS
celular % céls. % céls. apopt. | % céls. apopt. % céls.
20- viables tempranas tardias necrdticas
- Control 93,422 62 +2,1 0,2+0,3 0,2+0,4
:—| Hep3B | HBV-X_K/NV | 29,4+39 55,2+3,1 11,1+1,3 4,3+0,2
0 Cor;trol HBV )'( KNV HBV-X M/ HBV-X_M/I | 36,4%3,2 48,3432 11,2425 4,2%0,3

Figura 28 y tabla 9. Porcentaje de células viables, apoptéticas tempranas, apoptoticas tardias y
necroticas de Hep3B transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo
Flb. ** p < 0,005y *** p < 0,0001.

En las Huh-7 (Figura 29-30 y tabla 10), también se observé una disminucién
significativa en el porcentaje de células viables (68 % y 60 % en las que expresaban las
formas salvaje y mutada respecto al control; figura 29, flechas blancas) y un aumento
significativo en el porcentaje de células en apoptosis temprana (762 % y 690 % para las
transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_M/I respectivamente; figura 29, flechas amarillas)
y tardia (Figura 29, flechas naranjas) y de células necréticas (1040 % y 900 % en las que
expresaban HBV-X salvaje y mutada en relacién al control; figura 29, flechas celestes). El
analisis comparativo entre los porcentajes inducidos por la expresion de HBV-X_K/V y
HBV-X_M/I revelé diferencias significativas en las células viables y en las células
apoptéticas tardias: 19 % menos de células viables y 18 % mas de células apoptéticas
tardias en las células transfectadas con HBV-X_K/V respecto a HBV-X_MII. En la figura 29
también pueden observarse numerosas células apoptéticas con “blebbing” (flechas

violetas).
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Figura 29. Tincidon con naranja de acridina y bromuro de etidio de Huh-7 control (a-b, 250X),
transfectadas con HBV-X salvaje (c-d, 250X) y HBV-X mutada (e-f, 250X) del subgenotipo F1b.
Flechas blancas: células viables; flechas amarillas: células en apoptosis temprana; flechas celestes:
células en apoptosis tardia; flechas naranjas: células necroéticas; flechas violetas: células

apoptoticas con “blebbing”.

89



Porcentaje de células

Resultados

Huh-7
100 . )
= [ Células viables
80- — 3 Células apopt. tempranas
- 3 Células apopt. tardias
60- b " E Células necréticas
40- ok Linea |Tratamiento| Media* DS | Media* DS Media+ DS | Media + DS
celular % céls. % céls. apopt. | % céls. apopt. % céls,
20- . viables tempranas tardias necréticas
e
- Control 936+1,7 6 +1,4 0 0504
0 l! | | Huh-7 | HBV-X_K/V | 30%3,5 51,735 12,4+04 57405
Control HBV-X_K/V  HBV-X_M/I HBV-X_M/I | 37,1+0,9 47,442 10,5+0,4 5408

Figura 30 y tabla 10. Porcentaje de células viables, apoptéticas tempranas, apoptéticas tardias y
necréticas de la linea Huh-7 transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del
subgenotipo F1b. * p < 0,05; ** p < 0,005 y ** p < 0,0001.

En resumen, los resultados muestran que en las tres lineas celulares analizadas, la
expresion de las formas salvaje y mutada de HBV-X del subgenotipo Flb disminuye
significativamente el porcentaje de células viables y aumenta significativamente el

porcentaje de células en apoptosis temprana y tardia, y de células necréticas.

Ademds, se analizd diferencialmente el porcentaje de células en apoptosis
temprana y tardia en las tres lineas celulares que expresaban ambas HBV-X. Los
resultados se resumen en la tabla 11 y se grafican en la figura 31.

En las tres lineas celulares estudiadas, el porcentaje de células en apoptosis fue
significativamente mayor en las células transfectadas con ambas HBV-X, en relacién a las
células control. Las HepG2 mostraron aumentos del 376 % y del 430 % en las
transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_M/l, respectivamente en comparacion a los
controles. En la linea Hep3B el porcentaje de células en apoptosis aumentd un 936 % en
las que expresaban HBV-X salvaje y un 820 % en las que expresaban la HBV-X mutada,
en relacién al control. Las Huh-7 mostraron un aumento del 967 % en las que expresaban
HBV-X salvaje y del 867 % en las que expresaban HBV-X mutada, respecto al control. La
comparacion de las células que expresaban HBV-X_K/V y HBV-X_ M/l reveld que en las
Huh-7, el porcentaje de células en apoptosis fue un 10 % significativamente mayor en las

transfectadas con la proteina salvaje, en comparacién a las transfectadas con la forma
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mutada. Adicionalmente, se observaron mayores porcentajes (no significativos) de células

apoptéticas en las HepG2 que expresaban HBV-X_MI/l y en las Hep3B que expresaban

HBV-X_K/V.
801 - ';'
ol e s o
40+
20+
O L
HepG2 Hep3B Huh-7

[ Control
I HBV-X_K/N
HEl HBV-X_MWI

Linea Tratamiento Media * DS n
celular % células apoptéticas

Control 12,1+14 3

HepG2 HBV-X_K/V 57,6+3,5 3

HBV-X_M/I 64,1+4,4 3

Control 6,4+2,1 3

Hep3B HBV-X_K/V 66,3+4,1 3

HBV-X_M/I 589+3,2 3

Control 6+1,4 3

Huh-7 HBV-X_K/V 64134 3

HBV-X_M/I 58+1,7 3

Figura 31 y tabla 11. Porcentaje de células en apoptosis temprana y tardia transfectadas con
plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo F1b. * p < 0,05y *** p < 0,0001.

En resumen, los resultados presentados demuestran que la expresion transiente de

las formas salvaje y mutada de la HBV-X del subgenotipo F1b induce la apoptosis en las

tres lineas celulares de hepatoma analizadas.

4.2. Subgenotipo F4

4.2.a. Alteraciones morfoldgicas por microscopia de contraste de fases

La observacion de las células en el microscopio de contraste de fases mostrd resultados

similares a los obtenidos con el subgenotipo F1b. Los controles (Figuras 32-34, a y b)

formaban monocapas confluentes de células, con ausencia de células muertas. Por el
contrario, la expresion de HBV-X_K/V (Figuras 32-34, c, e y g) y de HBV-X_M/I (Figuras

32-34 d, f y h) produjo alteraciones morfoldgicas tipicas de la muerte por apoptosis.

Resulté evidente la pérdida de contacto entre las células, la disminucién del tamafio

celular, el redondeamiento, la condensacion y marginacion de la cromatina, el “blebbing”

91




Resultados

(flechas negras), la formacion de vacuolas y de cuerpos apoptéticos y el desprendimiento
de las células del soporte de cultivo.

De manera similar a lo observado para el subgenotipo F1b, en la linea celular
HepG2, la expresion de ambas HBV-X mostré no solo células con una morfologia tipica de
la muerte por apoptosis, sino que ademas produjo un mayor crecimiento celular,
evidenciado por la mayor confluencia de las monocapas (Figura 32).
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Figura 32. Morfologia al microscopio de contraste de fases de HepG2 control (a magnificacion 100X
y b magnificacion 400X), transfectadas con HBV-X_K/V (c magnificacion 100X y e-g magnificacion
400X) y HBV-X_M/I del subgenotipo F4 (d magnificacién 100X y f-h magnificacion 400X).
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Figura 33. Morfologia al microscopio de contraste de fases de Hep3B control (a magnificacion 100X
y b magnificacion 400X), transfectadas con HBV-X_K/V (c magnificacion 100X y e-g magnificacion
400X) y HBV-X_M/I del subgenotipo F4 (d magnificacion 100X y f-h magnificacién 400X). Fechas

negras: células apoptoticas con “blebbing”.
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Figura 34. Morfologia al microscopio de contraste de fases de Huh-7 control (a magnificacion 100X
y b magnificacion 400X), transfectadas con HBV-X_K/V (c magnificacion 100X y e-g magnificacion
400X) y HBV-X_M/I del subgenotipo F4 (d magnificacién 100X y f-h magnificacion 400X). Fechas

negras: células apoptoticas con “blebbing”.
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4.2.b. Fragmentacion del ADN

El andlisis de la degradacion del ADN gendémico de las células transfectadas con ambas
HBV-X del subgenotipo F4 se muestra en la figura 35. En coincidencia con lo observado
para el subgenotipo F1b, la expresion de HBV-X_K/V y HBV-X_MI indujo la fragmentacién
del ADN en multiplos de 200 pb en las tres lineas celulares, a diferencia de las células
control, en las cuales el ADN permanecid intacto sin degradar. La comparacion en la
intensidad del patron de fragmentos (ladder) generado por ambas formas de HBV-X, no

mostré diferencias en las tres lineas estudiadas.

HepG2 Hep3B Huh-7

[ [ |
Ct Kv MI PM Ct KV M Ct KV Ml

Figura 35. Fragmentacién del ADN de células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X

salvaje (KV) y HBV-X mutada (M) del subgenotipo F4. PM: marcador de peso molecular (100 pb).
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4.2.c. Tincién con Naranja de acridina 'y Bromuro de Etidio

En la figura 36 se muestran células HepG2 transfectadas y tefiidas. Los resultados se
grafican en la figura 37 y se resumen en la tabla 12. Como se evidencia tanto en las fotos
como en las gréficas, se observé una disminucion significativa en el porcentaje de células
viables (40 % y 62 % de disminucion en las células transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-
X_M/I, respectivamente y respecto al control) y un aumento significativo en la cantidad de
células necroticas y en apoptosis tardia (950 % de aumento en las que expresaban HBV-X
mutada, en relacién al control). La comparacion entre las actividades de las dos formas de
HBV-X revel6 diferencias significativas en la cantidad de células viables (disminucién del
37 % en las transfectadas con HBV-X_M/I, respecto de las transfectadas con HBV-X_K/V),
de células en apoptosis temprana (aumento del 44 % en las que expresaban la forma
salvaje en relacion a las que expresaban la proteina mutada) y de células en apoptosis
tardia (aumento del 153 % en las transfectadas con HBV-X mutada respecto de las que

expresaban HBV-X salvaje).
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Figura 36. Tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio de HepG2 control (a-b, 250X),
transfectadas con HBV-X salvaje (c-d, 250X) y HBV-X mutada (e-f, 250X) del subgenotipo F4.
Flechas blancas: células viables; flechas amarillas: células en apoptosis temprana; flechas celestes:

células en apoptosis tardia; flechas naranjas: células necroticas.

98



Resultados

Porcentaje de células

HepG2
100 . )
* 3 Células viables
| —— |
80 * 1 Células apopt. tempranas
1 . .
T * 3 Células apopt. tardia
60+ . B Células necréticas
40- - Linea | Tratamiento | MediatDS | Media t DS Media+ DS | Media+ DS
celular % céls. % céls. apopt. | % céls. apopt. % céls.
viables tempranas tardias necroticas
201 - Control 72,5+4,9 242 +56 34+58 0
0 HepG2 | HBV-X_K/V | 43,8466 345+4,6 14,1+4,2 7,624
Control  HBV-X KV HBV-X M/ HBV-X_M/I | 27,7+16 2442 357£28 | 126422

Figura 37 y tabla 12. Porcentaje de células viables, apoptoéticas tempranas, apoptéticas tardias y
necroticas de HepG2 transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo
F4.* p <0,05; ** p < 0,005y *** p < 0,0001.

En las Hep3B (Figuras 38-39 y tabla 13), el porcentaje de células viables (Figura
38, flechas blancas) disminuyé un 63 % en las que expresaban HBV-X_K/V y un 52 % en
las que expresaban HBV-X_K/V, en relacion al control. Ademas, se evidenciaron aumentos
significativos en el porcentaje de células en apoptosis temprana (221 % de aumento para
las que expresaban la forma salvaje y 125 % para las que expresaban la forma mutada;
figura 38, flechas amarillas), de células en apoptosis tardia (3800 % de aumento para HBV-
X _K/V 'y 4480 % de aumento para HBV-X_M/I; figura 38, flechas celestes) y de células
necroticas (Figura 38, flechas naranjas), que expresaban ambas HBV-X, en relacién a las
células control. La comparacién de los porcentajes inducidos por ambas formas de HBV-X
mostrd una disminucion del 23 % en las células viables y un aumento significativo del 44 %
en las células en apoptosis temprana que expresaban HBV-X_K/V, respecto de las que
expresaban a HBV-X_MII.
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Figura 38. Tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio de Hep3B control (a-b, 250X),
transfectadas con HBV-X salvaje (c-d, 250X) y HBV-X mutada (e-f, 250X) del subgenotipo F4.
Flechas blancas: células viables; flecas amarillas: células en apoptosis temprana; flechas celestes:

células en apoptosis tardia; flechas naranjas: células necroticas.
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Figura 39 y tabla 13. Porcentaje de células viables, apoptéticas tempranas, apoptéticas tardias y

necroticas de Hep3B transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo
F4.*p<0,05;* p <0,005y **p<0,0001.

Finalmente, en las células Huh-7 (Figuras 40-41 y tabla 14) el porcentaje de células

viables (Figura 40, flechas blancas) disminuyd un 81 % en las que expresaban HBV-X_K/V

y un 36 % en las que expresaban HBV-X_M/I, en relacién al control. Las células en

apoptosis temprana (Figura 40, flechas amarillas) aumentaron significativamente (654 %)

en las que expresaban HBV-X_MI/l, en relaciébn a las células control. Las células en

apoptosis tardia (Figura 40, flechas celestes) mostraron incrementos del 567 % en las que

expresaban HBV-X salvaje, en comparacion con el control. Las células necréticas (Figura

40, flechas naranjas) presentaron aumentos significativos (64 %) en las transfectadas con

HBV-X salvaje, en relacion al control. La comparacion de las células transfectadas con

ambas HBV-X mostré una disminuciéon del 70 % de las células viables en las transfectadas

con HBV-X K/V y aumentos del 232 % de las células en apoptosis temprana en las

transfectadas con HBV-X_M/I, del 2208 % en las células en apoptosis tardia de las

transfectadas con HBV-X salvaje, y del 223 % de las células necréticas en las que

expresaban la forma salvaje, respecto de las que expresaban la forma mutada. La figura

40 muestra una célula apoptoética con el tipico “blebbing” (flecha violeta).
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Figura 40. Tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio de Huh-7 control (a-b, 250X),
transfectadas con HBV-X salvaje (c-d, 250X) y HBV-X mutada (e-f, 250X) del subgenotipo F4.
Flechas blancas: células viables; flecas amarillas: células en apoptosis temprana; flechas celestes:
células en apoptosis tardia; flechas naranjas: células necroéticas; flechas violetas: células

apoptoticas con “blebbing”.
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Figura 41 y tabla 14. Porcentaje de células viables, apoptéticas tempranas, apoptéticas tardias y
necroticas de Huh-7 transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo
F4.*p<0,05;* p <0,005y **p<0,0001.

En concordancia con los resultados obtenidos para el subgenotipo Flb, la
expresion de ambas formas de HBV-X del subgenotipo F4 disminuye significativamente las
células viables y aumenta el porcentaje de células en apoptosis temprana y tardia y de

células necréticas, en las lineas de hepatoma estudiadas.

El porcentaje de células apoptéticas (temprana y tardia) en las lineas de hepatoma
transfectadas se muestran en la figura 42 y la tabla 15. En los tres casos analizados, el
porcentaje de células apoptéticas fue significativamente mayor en las células transfectadas
con ambas HBV-X en comparacion con las células control. En las HepG2 se evidenciaron
aumentos del 77 % y del 117 % en las células transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_M/I,
respectivamente. Las Hep3B presentaron aumentos del 357 % para las que expresaban la
forma salvaje y del 291 % para las que expresaban la forma mutada, en relacién al control.
Finalmente, las Huh-7 mostraron un aumento del 380 % en las que expresaban HBV-X
salvaje y del 229 % en las que expresaban HBV-X mutada, respecto al control. El analisis
comparativo en la induccion de apoptosis de las HBV-X K/V y HBV-X_M/I, mostrd
diferencias significativas en las Huh-7, en las cuales la proteina salvaje produjo un 46 %
mas de células apoptéticas que la forma mutada. Adicionalmente, se observé un mayor
porcentaje de células apoptéticas en las HepG2 que expresaban HBV-X_M/l, y en las

Hep3B que expresaban HBV-X_K/V (diferencias no significativas).
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Figura 42 y tabla 15. Porcentaje de células apoptéticas (tempranas y tardias) en células
transfectadas con plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo F4. * p < 0,05; ** p <
0,005y *** p < 0,0001.

En resumen, los resultados obtenidos en los diferentes ensayos demuestran que la
expresion transiente de las formas salvaje y mutada de la HBV-X del subgenotipo F4

induce la apoptosis en las tres lineas de hepatoma estudiadas.

4.3. Comparacioén del porcentaje de células apoptdticas en los subgenotipos Flb y
F4

La figura 43 surge de comparar los porcentajes de células apoptéticas obtenidos en las
células transfectadas con las dos formas de HBV-X de ambos subgenotipos para cada
linea celular.

Las HepG2 no mostraron diferencias significativas en los porcentajes de células
apoptdéticas comparando ambos subgenotipos de HBV-X (Figura 43, a). En Hep3B y Huh-
7, el porcentaje de células apoptéticas fue un 15 % y un 23 % mayor en las que
expresaban la proteina mutada F1b, respecto de las que expresaban la proteina mutada
F4 (Figura 43, b y ¢). No se evidenciaron diferencias significativas en los porcentajes de
células apoptdticas inducidos por la proteina salvaje de los dos subgenotipos.

Los resultados muestran que excepto para las HepG2, la forma mutada de HBV-X

del subgenotipo F1b indujo mayores porcentajes de células apoptoticas.
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Figura 43. Comparacion del porcentaje de células apoptéticas en células transfectadas con ambas

formas de HBV-X F1b y F4, en HepG2 (a), Hep3B (b) y Huh-7 (¢). * p < 0,05 y ** p < 0,005.
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5. EXPRESION DE LA FAMILIA DE PROTEINAS DE BCL-2

Para estudiar las vias apoptéticas de transduccion de sefiales que pudieran ser afectadas
por la expresion de HBV-X con distintas duplas de aminoacidos en 130-131, se analiz6 la
expresion de las proteinas regulatorias de la familia de Bcl-2: estimuladores (Bax) o
inhibidores (Bcl-2 y Bcl-X) de la apoptosis.

5.1. Subgenotipo F1b

Para el caso de la proteina pro-apoptética Bax se observé una disminucion significativa en
su expresion en Hep3B y Huh-7 transfectadas con ambas formas de HBV-X, en relaciéon a
los controles. La figura 44 muestra un Western Blot para Bax. Las Hep3B mostraron
disminuciones del 29 % y del 34 % en los niveles de expresion de Bax en células
transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_M/, respectivamente y comparadas con los
controles. En las Huh-7 la disminucién en los niveles de expresion de Bax fue del 26 %
para las transfectadas con la forma salvaje y del 37 % para las transfectadas con la forma
mutada. No se evidenciaron diferencias significativas en los niveles de expresion de Bax
cuando se realiz6 la comparacién de los efectos inducidos por ambas formas de HBV-X en

las tres lineas celulares. Los datos de grafican en la figura 45 y se resumen en la tabla 16.

HepG2 Hep3B Huh-7
I 1 I 1T 1

Ct KV M Ct KV Ml Ct KV M

Bax (21KDQ) | S o e s c—

B-actina (42KDa) ‘-—-—— — — — —— —

Figura 44. Western Blot de Bax en HepG2, Hep3B y Huh-7 transfectadas con plasmido control (Ct),
HBV-X salvaje (KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F1b. La B-actina fue utilizada como
control de carga.
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Figura 45 y tabla 16. Densitometrias del Western Blot de Bax en células transfectadas con
plasmido control, HBV-X K/V y HBV-X_ M/l del subgenotipo F1b, normalizadas a la B-actina y

relativizadas al control. * p < 0,05y ** p < 0,005.

Los niveles de expresién de la proteina anti-apoptética Bcl-2 aumentaron de
manera significativa en HepG2 transfectadas con la proteina salvaje y mutada, en relacion
con las células control. El aumento fue del 44 % para lasque expresaban HBV-X_K/V y del
56 % para las que expresaban HBV-X_M/I. Por el contrario, en Hep3B y Huh-7, los niveles
de expresion de Bcl-2 disminuyeron significativamente, respecto a los controles. En las
Hep3B, la expresion de Bcl-2 disminuyd un 8 % en las que expresaban la forma salvaje y
un 14 % en las que expresaban la forma mutada, respecto de las células control. Por su
parte, las Huh-7 mostraron disminuciones del 17 % y del 52 % en las transfectadas con la
proteina salvaje y mutada, respectivamente, respecto de los controles. No se detectaron
diferencias significativas en los efectos producidos por ambas formas de la proteina sobre
los niveles la expresion de Bcl-2 para las tres lineas celulares analizadas. Los resultados

se muestran en la figura 46 y se resumen en la figura 47 y la tabla 17.
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Figura 46. Western Blot de Bcl-2 en células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X salvaje

(KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F1b. La 3-actina fue utilizada como control de carga.
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Figura 47 y tabla 17. Densitometrias del Western Blot de Bcl-2 en células transfectadas con
plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X M/l del subgenotipo F1b, normalizadas a la B-actina y
relativizadas al control. * p < 0,05y ** p < 0,005.

La proteina anti-apoptética Bcl-X aumenté de manera significativa sus niveles de
expresion en las tres lineas celulares transfectadas con HBV-X, en comparacién al control
(Figura 48). En HepG2, Bcl-X aument6 un 19 % en las transfectadas con HBV-X_K/V y un
27 % en las transfectadas con HBV-X_M/I. En Hep3B los niveles de Bcl-X aumentaron un
43 % y un 50 % para las transfectadas con la proteina salvaje y mutada respectivamente,
en relacién a los controles. Finalmente, en Huh-7, los niveles de Bcl-X aumentaron un 32
% en las que expresaban la HBV-X salvaje y un 34 % en las que expresaban la forma

mutada. No se detectaron diferencias significativas en los efectos producidos por ambas
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formas de la proteina sobre los niveles la expresion de Bcl-X para las tres lineas celulares

analizadas (Figura 49 y tabla 18).

HepG2 Hep3B Huh-7
ICt KV MI] 'Ct KV MI] 'Ct KV MI|
Bcl-X (30 KDa) " e e e . ————
B-actina (42 KDa) . — —— — ——

Figura 48. Western Blot de Bcl-X en células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X salvaje

(KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F1b. La 3-actina fue utilizada como control de carga.
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Figura 49 y tabla 18. Densitometrias del Western Blot de Bcl-X en células transfectadas con

plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/l del subgenotipo F1b, normalizadas a la B-actina y

relativizadas al control. * p < 0,05; ** p < 0,005 y *** p < 0,005.

En resumen, los resultados presentados muestran que las HBV-X salvaje y mutada

del subgenotipo Flb modulan los niveles de expresién de las proteinas pro y anti-

apoptaticas de la familia de Bcl-2 en células de hepatoma.
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5.2. Subgenotipo F4

En las tres lineas celulares analizadas, la proteina pro-apoptética Bax disminuyd su
expresion en las transfectadas con ambas formas de HBV-X (salvaje y mutada), en
relacion a los controles. En HepG2, los niveles de expresion de Bax se redujeron un 17 %
en las que expresaban HBV-X_K/V y un 23 % en las que expresaban HBV-X_M/l, en
relacion al control. Las Hep3B mostraron disminuciones del 65 % y del 44 % para las
transfectadas con las formas salvaje y mutada, respectivamente. Finalmente, en las Huh-7,
los niveles de expresion de Bax se redujeron un 52 % en las que expresaban HBV-X
salvaje y un 47 % en las que expresaban HBV-X mutada. No se detectaron diferencias
significativas en los efectos producidos por ambas formas de la proteina sobre los niveles
la expresion de Bax para las tres lineas celulares analizadas La figura 50 muestra un

Western Blot para Bax, y la figura 51 y tabla 19 resumen los resultados.

HepG2 Hep3B Huh-7

r ¥ 1T 1

Ct KV Ml Ct KV MI Ct KV Ml

Bax (21 KDa) Pr— il
--“- ——— —

B-actina (42 KDa) F—-

Figura 50. Western Blot de Bax en células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X salvaje

(KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F4. La B-actina fue utilizada como control de carga.
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Figura 51 y tabla 19. Densitometrias del Western Blot de Bax
plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo F4,
relativizadas al control. * p < 0,05, ** p < 0,005 y *** p < 0,005.
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en células transfectadas con

normalizadas a la B-actina y

La proteina Bcl-2 disminuy6 significativamente su expresion Unicamente en las

células Huh-7 que expresaban la HBV-X salvaje y mutada. La disminucion fue del 23 %

para las que expresaban HBV-X_K/V y del 34 % para las que expresaban HBV-X_M/I, en

comparacion a los controles. En las HepG2 y Hep3B también se observdé una leve

disminucion en los niveles de expresion de la proteina, sin embargo, las diferencias no

resultaron significativas. Asimismo, tampoco se detectaron diferencias significativas en los

niveles de expresion de Bcl-2 cuando se analizaron comparativamente los efectos

inducidos por las dos formas de la proteina (Figuras 52-53 y tabla 20).
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Figura 52. Western Blot de Bcl-2 en células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X salvaje

(KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F4. La B-actina fue utilizada como control de carga.
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Figura 53 y tabla 20. Densitometrias del Western Blot de Bcl-2 en células transfectadas con
plasmido control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I del subgenotipo F4, normalizado a la B-actina y
relativizado al control. * p < 0,05.

La proteina Bcl-X aumenté significativamente sus niveles de expresién en las tres
lineas celulares expresando ambas HBV-X (Figura 54). En HepG2 el aumento fue del 39 %
para las que expresaban la HBV-X salvaje y del 43 % para las que expresaban la forma
mutada, en relacion al control. En Hep3B los niveles de Bcl-X aumentaron un 34 % y un 48
% para las transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_M/l, respectivamente. Las Huh-7
mostraron aumentos del 40 % en las que expresaban la proteina salvaje y del 39 % para

las que expresaban la forma mutada. No se detectaron diferencias significativas en los
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niveles de expresion de Bcl-X cuando se analizaron comparativamente los efectos
inducidos por las dos formas de la proteina. Los resultados se grafican en la figura 55 y se

resumen en la tabla 21.

HepG2 Hep3B Huh-7

[ 1 i 10 1

Ct KV Ml Ct KV Ml Ct KV Ml

Bcl-X (30 KDa) T Jeeepp—

B-actina (42 KDa)
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Figura 54. Western Blot de Bcl-X en células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X salvaje

(KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F4. La B-actina fue utilizada como control de carga.
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Figura 55 y tabla 21. Densitometrias del Western Blot de Bcl-X en células transfectadas con
plasmido control, HBV-X_K/V y n HBV-X_M/I del subgenotipo F4, normalizadas a la B-actina y

relativizadas al control. * p < 0,05 y ** p < 0,005.
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En resumen, los resultados indican que las formas salvaje y mutada de HBV-X del
subgenotipo F4 modulan la expresion de las proteinas regulatorias anti y pro-apoptoticas
de la familia de Bcl-2.

5.3. Comparacion de la expresion de las proteinas de la familia de Bcl-2 en los
subgenotipos Flb y F4
Las figuras 56-58 representan el analisis de la comparacion de los niveles de expresion de
las proteinas anti y pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2 en células transfectadas con
HBV-X salvaje y mutada, F1b y F4.

La proteina Bax mostré niveles similares de expresion para ambos subgenotipos en

las tres lineas celulares estudiadas (Figura 56, a, b y c).
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Figura 56. Comparacion de la expresion de Bax en células transfectadas con ambas formas de la
HBV-X, subgenotipos F1b y F4 en HepG2 (a), Hep3B (b) y Huh-7 (c).
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Para Bcl-2, no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion
afectados por HBV-X_K/V y HBV-X_M/I de ambos subgenotipos (F1b y F4) en Hep3B y
Huh-7 (Figura 57, b y c). Sin embargo, en HepG2, las células que expresaban las dos
formas de HBV-X subgenotipo F1b mostraron aumentos significativos en los niveles de
Bcl-2, con respecto a las células transfectadas con HBV-X del subgenotipo F4 (Figura 57,
a). Los aumentos fueron del 62 % para las que expresaban la proteina salvaje F1b,
respecto de las que expresaban HBV-X_K/V F4 y del 86 % para las que expresaban la
proteina mutada F1b, respecto de las que expresaban HBV-X_M/I F4.
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Figura 57. Comparacion de la expresion de Bcl-2 en células transfectadas con ambas formas de
HBV-X, subgenotipos F1b y F4 en HepG2 (a), Hep3B (b) y Huh-7 (c).
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Para Bcl-X no se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresion de
la misma luego de las transfecciones con ambas HBV-X, subgenotipos F1b y F4 en las
células transfectadas (Figura 58).
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Figura 58. Comparacién de la expresion de Bcl-X en células transfectadas con ambas formas de la
HBV-X, subgenotipos F1b y F4 en HepG2 (a), Hep3B (b) y Huh-7 (c).

En resumen, los resultados muestran que, con excepcion de los niveles de Bcl-2,
los cuales resultaron mayores para el subgenotipo F1b para ambas HBV-X en HepG2, no
se registraron diferencias significativas en los niveles de expresion de las proteinas de la
familia de Bcl-2 analizadas en las tres lineas celulares expresando transientemente HBV-X
salvaje y mutada de ambos subgenotipos.
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6. INDUCCION DE LA AUTOFAGIA

Para determinar si la expresion de HBV-X salvaje y mutada subgenotipos Flb y F4 era
capaz de inducir la autofagia en células de hepatoma humano, se estudié este proceso
mediante la deteccion de estructuras autofagicas tipicas por microscopia electrénica de
transmision y la conversion de LC3, por Western Blot.

6.1. Subgenotipo Flb

6.1.a Deteccién de vacuolas autofagicas por microscopia electronica

Las células transfectadas se fijaron con glutaraldehido, se realizaron los cortes
correspondientes y se observaron en un microscopio electrénico de transmision en
basqueda de las tipicas estructuras autofagicas.

Las células transfectadas con el plasmido control raramente presentaron alguna
estructura compatible con vacuolas autofagicas (Figuras 59-61, a-b). Por el contrario, en
las células transfectadas con ambas formas de HBV-X se observaron abundantes vacuolas
autofagicas (Figuras 59-61, c-f, flechas negras) en distintas etapas o estadios del proceso,
incluyendo membranas de aislamiento (saco vesicular en forma de copa), autofagosomas
(compartimentos de doble membrana con material citoplasmatico y/u organelas) y
autolisosomas (compartimentos de membrana simple conteniendo material citoplasméatico
en varias etapas de degradacién). No se observaron diferencias en el tipo ni el nimero de
vacuolas autofagicas en las células con expresion de HBV-X cuando se analizé
comparativamente el efecto que producian ambos tipos de HBV-X.

Ademas, cabe mencionar que como consecuencia de la expresion de ambas variantes de
HBV-X se evidenciaron alteraciones en las mitocondrias, las cuales presentaban cambios
de tamafio y crestas desorganizadas, en comparacion a las mitocondrias de los controles.
Particularmente, las HepG2 que expresaban HBV-X salvaje presentaron mitocondrias de
un tamafo significativamente mayor, respecto de las mitocondrias observadas en las

células control (Figura 59, c-d).
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Figura 59. Microscopia electronica de HepG2 transfectadas con plasmido control (a-b), HBV-X
salvaje (c-d) y HBV-X mutada (e-f) del subgenotipo F1lb. Flechas negras: estructuras autofagicas.

M: mitocondrias. RER: reticulo endoplasmico rugoso. Recuadro: ampliacion.
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Figura 60. Microscopia electrénica de células de la linea Hep3B transfectadas con plasmido control
(a-b), HBV-X salvaje (c-d) y HBV-X mutada (e-f) del subgenotipo F1b. Flechas negras: estructuras

autofgicas. M: mitocondrias. RER: reticulo endoplasmico rugoso. Recuadro: ampliacion.
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Figura 61. Microscopia electrénica de células Huh-7 transfectadas con pldsmido control (a-b), HBV-
X salvaje (c-d) y HBV-X mutada (e-f) del subgenotipo F1b. Flechas negras: estructuras autofagicas.

M: mitocondrias. RER: reticulo endoplasmico rugoso. Recuadro: ampliacion.
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Estos resultados sugieren que la expresion de ambas HBV-X del subgenotipo F1b
inducen la autofagia en las tres lineas de hepatoma estudiadas.

6.2. Subgenotipo F4

6.2.a Deteccién de vacuolas autofagicas por microscopia electronica

Para analizar si la expresion de HBV-X salvaje y mutada del subgenotipo F4 induce el
proceso autofagico en células de hepatoma humano, las células se fijaron con
glutaraldehido, se realizaron los cortes y preparados correspondientes y se observaron en
un microscopio electrénico. Las figuras 62-64 muestran las imagenes obtenidas.

En las tres lineas celulares estudiadas, las células control mostraban morfologia
normal (citoplasma granuloso, mitocondrias redondeadas con crestas visibles, abundante
reticulo endoplasmico rugoso y complejo de Golgi, Figuras 62-64, a-b). Sin embargo, tanto
las células que expresaban la proteina salvaje (Figuras 62-64, c-d), como aquellas que
expresaban la proteina mutada (Figuras 62-64, e-f) mostraron un gran nimero de vacuolas
citoplasmaticas en distintos estadios del proceso autofagico.

En concordancia con los resultados obtenidos en las células transfectadas con
HBV-X subgenotipo F1b, las mitocondrias de las células que expresaban ambas variantes
de HBV-X F4 mostraron una morfologia alterada. Estas mitocondrias presentaban forma
alargada, con crestas mas visibles y desorganizadas. Coincidiendo con lo observado para
el F1b, las mitocondrias de las HepG2 con expresiéon de HBV-X salvaje se caracterizaban

por su gran tamafo (Figura 62, c-d).
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Figura 62. Microscopia electronica de HepG2 transfectadas con plasmido control (a-b), HBV-X
salvaje (c-d) y HBV-X mutada (e-f) del subgenotipo F4. Flechas negras: estructuras autofagicas. M:

mitocondrias. RER: reticulo endoplasmico rugoso. G: aparato de Golgi. Recuadro: ampliacion.
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Figura 63. Microscopia electronica de Hep3B transfectadas con pladsmido control (a-b), HBV-X
salvaje (c-d) y HBV-X mutada (e-f) del subgenotipo F4. Flechas negras: estructuras autofagicas. M:

mitocondrias. RER: reticulo endoplasmico rugoso. Recuadro: ampliacion.
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Figura 64. Microscopia electronica de Huh-7 transfectadas con pladsmido control (a-b), HBV-X
salvaje (c-d) y HBV-X mutada (e-f) del subgenotipo F4. Flechas negras: estructuras autofagicas. M:

mitocondrias. RER: reticulo endoplasmico rugoso. Recuadro: ampliacion.
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6.2.b. Deteccién de LC3

Otra forma de estudiar el proceso de autofagia es analizar la conversion de la proteina LC3
de su forma citoplasmética (LC3-I, 18 KDa) a su forma lipidada (LC3-1l, 16 KDa). LC3 es
inicialmente sintetizada como una forma no procesada denominada pro-LC3 que
rapidamente es clivada proteoliticamente en su extremo C-terminal para convertirse en
LC3-I. Al inducirse la autofagia, LC3-I es conjugada con un residuo de fosfatidiletanolamina
en su extremo C-terminal para convertirse en la forma lipidada, LC3-ll. La forma no
procesada de LC3 y LC3-I son solubles y se encuentran localizadas en el citoplasma, por
el contrario LC3-ll se encuentra asociada en la membrana interna y externa del
autofagosoma, siendo la Gnica molécula presente exclusivamente en los autofagosomas
(Mizushima et al., 2010).

La expresion de ambas formas de LC3 se estudié por Western Blot. Como se
observa en la figura 65, se evidencié un descenso en la expresion de LC3-1 (18 KDa),
particularmente en Hep3B y Huh-7 transfectadas con ambas formas de HBV-X del
subgenotipo F4, en relacion a las células control. La densitometria para este experimento
se muestra en la figura 66.

La disminucion de los niveles de LC3-I seria compatible con la formacion de LC3-ll,
sin embargo, dadas las dificultades que presentan los métodos de deteccion de la misma

esta forma de la proteina no pudo detectarse en los distintos ensayos realizados.

HepG2 Hep3B Huh-7

Ct KV M Ct KV M Ct KV M

LC3-1 (18KDa)

B-actina (42KDa) T v s -

Figura 65. Western Blot de LC3 en células transfectadas con plasmido control (Ct), HBV-X salvaje

(KV) y HBV-X mutada (MI) del subgenotipo F4. La B-actina fue utilizada como control de carga.
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Figura 66 y tabla 22. Densitometria del Western Blot de LC3 en células transfectadas con plasmido

control, HBV-X_K/V y HBV-X_M/I, normalizada a la $-actina y relativizada al control.

En resumen, los resultados presentados sugieren que como consecuencia de la
expresion de HBV-X_K/V y HBV-X_M/l del subgenotipo F4 se induce el proceso de

autofagia en las tres lineas celulares estudiadas.
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DISCUSION

La HBV-X es una proteina regulatoria multifuncional capaz de regular una gran variedad
de procesos virales y celulares, tales como la replicacion viral, la transcripcion génica, las
vias intracelulares de transduccién de sefiales, la progresion del ciclo celular, la
reparacion del ADN, la proliferacion celular, la degradacién de proteinas, como asi
también, los procesos de apoptosis y de autofagia. La capacidad de HBV-X de modular la
viabilidad celular le confiere a esta proteina un rol fundamental en la patogenia de la
infeccion por HBV y en el posterior desarrollo de HCC (Rawat et al., 2012).

Varias mutaciones ocurren en el genoma del HBV durante el curso de la infeccion
persistente, existiendo cada vez mas evidencias de la asociacion entre estas alteraciones
moleculares y el desarrollo de HCC en los pacientes infectados. Las mutaciones del BCP
en los nucleétidos 1762 y 1764 (A1762T/G1764A) estan asociadas a la seroconversion
del HBeAg y la replicacion viral persistente, y se encuentran con frecuencia en pacientes
con enfermedad hepética avanzada (Baptista et al., 1999; Blackberg y Kidd-Ljunggren,
2003; Kao et al., 2003; Huang et al., 2011). Dada la superposicién de los marcos de
lectura en el genoma del HBV, las mutaciones en el BCP también afectan al gen X, y por
consiguiente, a HBV-X. La doble mutacién A1762T/G1764A resulta en la sustitucion de un
residuo de lisina por un residuo de metionina en el codén 130, y en el cambio de valina
por isoleucina en el coddén 131, respectivamente. Estos cambios en la secuencia
aminoacidica de HBV-X podrian afectar las multiples funciones bioldgicas de la proteina vy,
consecuentemente, su rol en la patogénesis de la infeccion cronica.

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue analizar los cambios en la actividad biolégica
de HBV-X que resultan como consecuencia de las mutaciones en los aminoacidos 130-
131 de la proteina. Particularmente, se caracterizé el efecto de la presencia de distintos
aminoacidos en la induccion de los mecanismos de apoptosis y de autofagia y se
analizaron las vias de transduccion de sefales de la apoptosis celular que podrian ser

afectadas por las distintas variantes de HBV-X.
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1. CLONADO DEL GEN X Y EXPRESION EN CELULAS DE HEPATOMA HUMANO
Para estudiar la actividad bioldgica de las distintas variantes de HBV-X se establecié un
sistema celular de hepatoma humano con expresion transiente de HBV-X_K/V y HBV-
X_MI/I.

Para el clonado del gen X se utilizaron muestras de pacientes con infeccion
cronica B que presentaban las secuencias nucleotidicas salvaje y mutada en el gen X'y
correspondian a los subgenotipos mas prevalentes del genotipo F en nuestro pais (F1b y
F4).

El genotipo F es el de mayor circulacién en nuestro pais, sin embargo hasta el
momento poco se conoce acerca de las caracteristicas biologicas de este particular
genotipo. Algunos estudios han sugerido que la infeccién crénica B con el genotipo F esta
asociada con un curso mas agresivo de la enfermedad hepatica en comparacién con los
infectados por los genotipos A y D. Se observé un mayor dafio histolégico hepatico
(Pezzano et al., 2011), mas riesgo de desarrollar HCC (Livingston et al., 2007; Osiowy et
al.,, 2013) y una tasa de mortalidad asociada a enfermedades del higado méas alta en
aquellos pacientes infectados con el genotipo F (Sanchez-Tapias et al., 2002). En relacién
con la respuesta al tratamiento, los datos publicados hasta el momento son escasos. Sin
embargo se sugiere que las respuestas son aceptables y similares al tratamiento con
interferén-a2a pegilado en el genotipo F, en comparacion con el genotipo A (Solari et al.,
2009; Venegas et al., 2014).

La caracterizacion de la actividad biolégica de HBV-X y de sus variantes,
correspondientes a los subgenotipos F1b y F4 no habia sido abordada hasta los estudios
realizados por este grupo de trabajo (Barbini et al., 2005; Barbini y Campos, 2005; Barbini
et al., 2008). Por consiguiente, resultaba necesario continuar ahondando en el estudio de
los (sub)genotipos virales de circulacién local, aportando mas datos que puedan repercutir
sobre la evolucion de la infeccién y sobre el tratamiento de los pacientes de nuestra
region geografica.

Para la expresion de las variantes de HBV-X de ambos subgenotipos se
seleccionaron tres lineas celulares de hepatoma humano: HepG2, Hep3B y Huh-7. Las
mismas son lineas celulares establecidas derivadas de tumores hepaticos humanos de
distintos origenes. La linea HepG2 proviene del tejido hepatico de un varén caucasico de
15 afios de edad con hepatoblastoma. La linea Hep3B deriva de células de un carcinoma
hepatocelular de un nifio de raza negra de 8 afos. Esta linea posee integrado parte del

genoma del HBV en el genoma de la célula, expresa el antigeno de superficie del virus y
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son deficientes en p53. La linea Huh-7 proviene de un tumor hepéatico de un hombre
japonés de 57 afos de edad. La utilizacién de lineas tumorales hepaticas de distinto
origen permitié estudiar comparativamente las funciones de las HBV-X en diferentes
estirpes celulares.

2. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR

Estudios previos realizados por este grupo de trabajo demostraron que la expresion de
HBV-X del genotipo F inducia la muerte de hepatocitos humanos en cultivo (Barbini et al.,
2005; Barbini y Campos, 2005). Por esta razén, en primera instancia se propuso evaluar
el efecto de la expresion de las variantes de HBV-X sobre la viabilidad celular. Para
ambos subgenotipos virales, la expresion de HBV-X salvaje y mutada indujo la muerte de
los hepatocitos, evidenciado por la reduccion en el nUmero de células totales (Resultados,
figuras 16 y 18) y el aumento de la mortalidad en las tres lineas celulares transfectadas
(Resultados, figuras 17 y 19). Estos resultados confirman los previamente obtenidos por
este grupo, pero en este caso para todas las variantes de la proteina analizadas v,
asimismo, coinciden con los reportados por otros autores al expresar de manera
transiente la proteina viral de otros genotipos en células HepG2 y Huh-7 (Kanda et al.,
2004; Lin et al., 2005b).

Llamativamente, sélo en el caso de las células HepG2 se observaba que la
expresion de HBV-X K/V y HBV-X_ M/l de los subgenotipos Flb y F4, ademas de
aumentar el porcentaje de células muertas, también aumentaba el recuento del nimero
total de células en cultivo, en relacién con los controles (Resultados, figuras 16 y 18).
Estos resultados se corroboraron al observar mediante microscopia de contraste de fases
las células transfectadas, en las cuales se evidenciaba que la expresion de ambas HBV-X
daba lugar a una mayor confluencia de las monocapas. Ademas se observaba un
aumento marcado en la cantidad de células muertas, en comparacién con las células
control (Resultados, figuras 21y 32).

Estudios previos han demostrado que, ademas de inducir la muerte de las células,
HBV-X también puede activar la proliferacion celular. La induccién de la proliferaciéon ha
sido descripta en sistemas en los cuales HBV-X se expresa en niveles “fisiolégicos” en los
hepatocitos, como por ejemplo cuando la expresion de la proteina es regulada por su
propia secuencia promotora/enhancer, o cuando HBV-X se expresa en el contexto de la

replicacion del HBV (Gearhart y Bouchard, 2010; Huang et al., 2011). Una posible
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hipotesis para explicar estos resultados es que la expresion de ambas HBV-X activa
diferencialmente los mecanismos de muerte y de proliferacion celular en la linea HepG2,
dependiendo de los niveles de expresidén de la proteina y de los distintos sistemas “in
vitro” estudiados. Se propone que diferencias en los niveles de expresion de ambas HBV -
X podrian conducir a que la misma active diferencialmente la proliferacién o la muerte de
las células. Por ejemplo, en aquellas células en las cuales HBV-X se expresa en niveles
altos se induciria la muerte celular, mientras que en las células en las cuales HBV-X se
expresa en niveles mas bajos (“fisioldgicos”) se induciria la proliferacion.

Numerosos estudios han revelado que los niveles de expresion de HBV-X varian
durante el curso de la infecciéon por HBV, observandose que HBV-X muestra niveles bajos
de expresion en las etapas tempranas. En cambio, altos niveles de la proteina se detectan
en las etapas mas avanzadas de la infeccién cronica (Arbuthnot et al., 2000; Murakami,
2001). Estas variaciones en la expresion de HBV-X podrian dar lugar a cambios en la
actividad biologica de la proteina durante el curso de la infeccién por el HBV. Es posible
gue en las etapas tempranas de la infeccién, HBV-X active la proliferacion celular para
favorecer la replicacion del virus y crear un reservorio de nuevos hepatocitos para
propagar la infeccion viral, mientras que en estadios mas avanzados de la infeccion, el
aumento de la expresion de HBV-X induzca la muerte de los hepatocitos infectados,
contribuyendo a la progresion de la enfermedad hepética.

Estas diferencias en la actividad biolégica de HBV-X también podrian estar
asociadas con la localizacién subcelular de la proteina. Como se describié anteriormente,
HBV-X es predominantemente nuclear cuando se expresa en las células en bajos niveles,
pero se observa la traslocacién hacia el citoplasma a medida que aumentan sus niveles
de expresién. Es posible que dependiendo de su localizacidon subcelular, HBV-X pueda
regular distintos procesos biolégicos. Sin embargo, hasta el momento no existen trabajos
en los cuales se reporte esta dependencia de la localizacién en relacién a sus actividades,
luego de la expresién de HBV-X.

Ademas, se debe realizar una consideracion acerca del sistema utilizado para los
experimentos y las células empleadas en este trabajo de Tesis, que son lineas celulares
transformadas. Una caracteristica inherente de estas células es la modificacion en los
mecanismos normales de control de la proliferacion y de la muerte celular y estas
caracteristicas podrian hacer que la actividad biol6gica de HBV-X fuera diferente en estas
lineas celulares, en comparacion a la actividad ejercida sobre hepatocitos normales. Por

lo tanto, los resultados obtenidos deben interpretarse el contexto de lineas celulares
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tumorales.

Por otro lado, el andlisis de ambas variantes de HBV-X en las HepG2 revel6 que
para ambos subgenotipos el nimero total de células en el cultivo fue superior en las que
expresaban HBV-X_M/I respecto de las que expresaban HBV-X_K/V (Resultados, figuras
16 y 18). Estos resultados indicarian una mayor estimulaciéon de la proliferacion celular en
las células que expresan HBV-X mutada en relacion a las que expresan HBV-X salvaje.

Varios autores han propuesto que uno de los mecanismos por los cuales HBV-X
promueve la proliferacion, es la desregulacion de ciclo celular (Kwun y Jang, 2004; Calvisi
et al., 2009). La progresion del ciclo celular esta regulada por ciclinas dependientes de
quinasas Yy sus inhibidores especificos (Sherr y Roberts, 1999). La proteina p21 es un
inhibidor universal de las ciclinas dependientes de quinasas, que bloquea el pasaje de la
fase G1 a la fase S. Se ha demostrado que HBV-X puede disminuir los niveles de p21,
acelerando la progresion del ciclo celular y estimulando la proliferacion celular. Ademas,
se probd que ciertas mutaciones en HBV-X, entre ellas las del BCP, provocan una
disminucion mayor en los niveles de p21, y por lo tanto una mayor estimulacion de la
proliferacion celular (Huang et al., 2011; Huang et al.,, 2013). En base a estos
antecedentes, se podria explicar el aumento mayor en la proliferacién de los hepatocitos
observado en las células que expresan HBV-X mutada.

Cabe aclarar que en este trabajo de Tesis se estudiaron los mecanismos de
muerte que son modulados por ambas variantes de HBV-X. Sin embargo, futuros estudios
se focalizaran en confirmar la induccion de la proliferacion en las HepG2 que expresan
HBV-X_K/N y HBV-X_M/l y caracterizar los mecanismos por los cuales la HBV-X

promueve la proliferacion celular.

3. HBV-X_K/V Y HBV-X_M/I INDUCEN LA APOPTOSIS

Estudios previos han mostrado resultados contradictorios en relacion al efecto de HBV-X
sobre la apoptosis. Se ha reportado que HBV-X es capaz de inducir (Chirillo et al., 1997;
Su y Schneider, 1997; Kim et al., 1998; Bergametti et al., 1999; Kim y Seong, 2003; Miao
et al., 2006; Kim et al., 2008), inhibir (Lee et al., 2001b; Diao et al., 2001; Pan et al., 2001),
sensibilizar (Su y Schneider, 1997; Wang et al., 2004), o no tener ningun efecto sobre el
mecanismo de apoptosis (Madden et al., 2000; Yun et al., 2002). Se postula que estas
actividades aparentemente discrepantes reflejan diferencias en los tipos celulares

analizados (células primarias, transgénicas, inmortales o tumorales) y en los sistemas
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experimentales utilizados en estos diferentes ensayos (transfecciéon estable, transfeccion
transiente o ratones transgenicos).

Ademas, existen evidencias que sugieren que los niveles de expresion de HBV-X
también son importantes en los efectos que puede producir esta proteina. Como se
menciond anteriormente, se ha observado que HBV-X presenta muy bajos niveles de
expresion en las etapas tempranas de la infeccién por el HBV, lo que contribuiria a la
activacion transcripcional y a la replicacién viral. De manera consecuente con el desarrollo
de la infeccién crénica se produce un marcado aumento en la expresion de HBV-X, y
elevados niveles de la proteina se detectan en la mayoria de los casos de cirrosis y en los
tumores primarios (Sirma et al., 1999; Arbuthnot et al., 2000; Murakami, 2001). Es posible
gue HBV-X inhiba la apoptosis en las etapas tempranas de la infeccion para facilitar la
replicacion del HBV en los hepatocitos infectados y, posteriormente, active la apoptosis
para contribuir a la diseminacion del virus. El aumento en la tasa de muerte de los
hepatocitos infectados eleva la produccion de factores de crecimiento en el higado, lo que
aumenta la regeneracién hepatica y crea un reservorio de nuevos hepatocitos no
infectados para propagar la infeccion viral. Los efectos discordantes de HBV-X en la
apoptosis podrian reflejar efectos dependientes de la concentracidbn opuestos en las
diferentes etapas de la historia natural de la infeccion por HBV. No obstante, tanto la
estimulacion como la inhibicion de la apoptosis podrian conducir a la transformacion
maligna de los hepatocitos. La inhibicion de la via apoptética favoreceria la acumulacion
de mutaciones potencialmente transformantes en los hepatocitos, en tanto que el
aumento de la proliferacibn compensatoria en respuesta a los estimulos pro-apoptéticos
conduciria a la seleccion de células hepaticas premalignas y al posterior desarrollo de
HCC (Sirma et al., 1999; Arbuthnot et al., 2000; Murakami, 2001). Ademas, el efecto pro-
apoptdtico de HBV-X en los hepatocitos se cree que también podria facilitar la evasion de
la respuesta inmune celular del hospedador durante la infeccién crénica, posiblemente a
través del aumento en la expresién de FasL, con el consecuente aumento en la apoptosis
de las células T infiltradas que expresan Fas.

En este trabajo de Tesis se ha demostrado que la expresion de HBV-X salvaje y
mutada de los subgenotipos F1b y F4 induce la apoptosis en las lineas de hepatoma
analizadas. En las células transfectadas con HBV-X_K/V y HBV-X_MI de ambos
subgenotipos se detect6 induccion de la apoptosis por distintas metodologias, en relacion
a los controles (Resultados, figuras 21-42). Estos resultados son coincidentes con los

reportados por diversos autores al expresar de manera transiente la proteina viral en

133



Discusion

células HepG2 (Lin et al., 2005b; Tang et al., 2012), Hep3B (Miao et al., 2006) y Huh-7
(Kanda et al., 2004).

En la infeccion por el HBV el dafio hepéatico es causado principalmente por la
respuesta inmune del hospedador, a través del reconocimiento de los antigenos virales
expresados en la superficie del hepatocito por los LTc CD8+ especificos, con la
consiguiente induccién de la apoptosis de las células infectadas. Sin embargo, como se
ha demostrado en este trabajo, la capacidad de HBV-X salvaje y mutada de los
subgenotipos F1b y F4 de inducir la apoptosis en los hepatocitos, conduce a proponer un
rol para ambas proteinas en el dafio hepatico de la infecciébn crénica por HBV,
contribuyendo en la patogenia de la infeccion y en el desarrollo de HCC en los pacientes
infectados crénicos.

No obstante los numerosos trabajos que analizan el efecto de la expresion de
HBV-X sobre la modulacion de la apoptosis, hasta el momento poco se conoce acerca del
impacto que las mutaciones en HBV-X o que los distintos genotipos virales tendrian sobre
la actividad bioldgica de esta proteina. El Unico estudio que analizé estas variables fue
realizado por Kanda y colaboradores (2004), quienes evaluaron si los genotipos virales A,
B y C y las mutaciones en el BCP afectaban la induccién de la apoptosis por HBV-X en
células Huh-7. El analisis de la apoptosis no mostrd diferencias en la actividad pro-
apoptotica de HBV-X, en relacién a los distintos genotipos y a las distintas variantes de
HBV-X.

Sin embargo, en este trabajo de Tesis de las tres lineas celulares analizadas, fue
en la linea Huh-7 en la que se evidenciaron diferencias significativas en la apoptosis
inducida por ambas variantes de HBV-X. Si bien los ensayos de observacién morfoldgica
y de fragmentacién del ADN gendmico no mostraron diferencias en la apoptosis inducida
por ambas variantes de la proteina, la cuantificacién de las células en apoptosis tefiidas
con naranja de acridina y bromuro de etidio reveldé un aumento significativo en el
porcentaje de apoptosis en las células que expresaban HBV-X salvaje, respecto de las
gue expresaban HBV-X mutada para los dos subgenotipos virales (Resultados, figuras 31
y 42). Estos resultados sugieren gue en la linea Huh-7 la expresion de HBV-X salvaje
tendria un mayor efecto sobre la induccién de la apoptosis que la proteina mutada.

Las diferencias observadas en ambos trabajos podrian estar asociadas a los
sistemas experimentales utilizados y a los niveles de expresion de las variantes de HBV-X
alcanzados en ambos sistemas. Ademas, se debe considerar que en ambos trabajos se

analizaron genotipos diferentes y los métodos empleados para detectar apoptosis se
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basaban en diferentes caracteristicas del proceso apoptético.

Por otro lado, la comparacion de las células en apoptosis temprana y tardia entre
los subgenotipos F1b y F4 revelé un mayor porcentaje de apoptosis en las células que
expresaban la proteina mutada del subgenotipo F1b, en relacién a las que expresaban
HBV-X_M/I del subgenotipo F4 (Resultados, figura 43). Estos resultados sugieren que el
subgenotipo F1b tendria un mayor efecto sobre la induccion del proceso de apoptosis,
respecto del subgenotipo F4. Asimismo, los resultados coinciden con los observados al
comparar la mortalidad de las células transfectadas con ambos subgenotipos (Resultados,
figura 20). Por consiguiente, estos hallazgos revelarian diferencias en la actividad
biolégica de las HBV-X pertenecientes a los subgenotipos F1b y F4, en relacion a la
modulacién de la apoptosis. Estas variaciones en los niveles de apoptosis podrian dar
lugar a diferencias en la evolucién de la infeccion crénica de los pacientes infectados con
los subgenotipos F1b y F4, al menos en las etapas avanzadas de la infeccion, en las
cuales las mutaciones en el BCP se observan con mayor frecuencia. La mayor induccion
de la apoptosis en los pacientes con infeccion con el subgenotipo F1b podria aumentar el
dafio hepatico y acelerar el desarrollo de la enfermedad hepatica severa (cirrosis y HCC),
en relacion a los pacientes infectados con el subgenotipo F4.

El gen supresor de tumores p53 es un factor central en el mantenimiento de la
integridad gendmica, el cual actia mediante el control de las repuestas celulares a
distintos tipos de estrés (Bressac et al., 1991). Una de las principales respuestas celulares
a la activacion de p53 es la induccion de la apoptosis. El aumento en la expresién de p53
conduce a la expresion de proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2, como Bax,
Noxa y PUMA, las cuales desencadenan el proceso apoptético (Vousden y Lane, 2007).
Varios estudios han demostrado que HBV-X puede interaccionar con el gen p53
inhibiendo su funcion apoptética, como asi también inducir la apoptosis de hepatocitos
mediante la via dependiente de p53 (Wang et al., 1994; Truant et al., 1995).

Las lineas celulares de hepatoma utilizadas en este trabajo se caracterizan por
presentar distintos fenotipos de la proteina supresora de tumores p53. Las HepG2
expresan la proteina p53 salvaje, las Hep3B poseen el gen p53 parcialmente delecionado
y NO expresan a esta proteina, y las Huh-7 presentan una forma mutada del gen p53, que
se expresa en mayores niveles y posee una mayor vida media que la proteina salvaje, lo
gue conduce a su acumulacion en el nicleo celular (Bressac et al., 1990).

En este trabajo de Tesis la expresion de HBV-X_K/V y HBV-X_M/I de los

subgenotipos F1b y F4 indujo la apoptosis de las tres lineas celulares estudiadas. La
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observacién de que ambas HBV-X tengan la capacidad de inducir la apoptosis en células
con diferentes fenotipos respecto de la proteina p53, sugiere que las formas salvaje y
mutada de HBV-X son capaces de desencadenar el proceso apoptotico,
independientemente del fenotipo de p53 de cada linea celular.

4. HBV-X_K/V Y HBV-X_M/I REGULAN LA EXPRESION DE LA FAMILIA DE
PROTEINAS DE BCL-2

El mecanismo de apoptosis puede ser activado por una gran variedad de estimulos, tanto
extra e intracelulares, los cuales disparan dos vias principales de sefalizacion apoptotica:
la via extrinseca o de receptores de muerte y la via intrinseca o mitocondrial. La via
apoptética mitocondrial es regulada por la familia de proteinas de Bcl-2, la cual incluye
tanto miembros pro-apoptéticos (Bax) como anti-apoptéticos (Bcl-2 y Bcl-X). Varios
estudios han demostrado que HBV-X puede regular el mecanismo de apoptosis a través
de la modulacién de la expresién de las proteinas pertenecientes a esta familia (Miao et
al., 2005; Kuo et al., 2008; Geng et al., 2012; Yang y Cho, 2013). Sin embargo, no existen
estudios que analicen si las HBV-X con cambios en 130-131 tienen la capacidad de
modular diferencialmente los niveles de expresion de estas proteinas.

En este trabajo de Tesis se demostr6 que HBV-X salvaje y mutada de los
subgenotipos F1b y F4 modulan diferencialmente la expresion de las proteinas pro (Bax) y
anti-apoptoticas (Bcl-2 y Bcl-X) de la via mitocondrial (Resultados, figuras 44-55). Estos
hallazgos confirman la participacion de esta via apoptotica en la apoptosis inducida por
ambas proteinas virales. Adicionalmente, no se evidenciaron diferencias en la expresion
de las proteinas pro y anti-apoptéticas cuando se realiz6 la comparacion entre los efectos
de ambas variantes de HBV-X dentro del mismo subgenotipo, lo que indicaria que HBV-
X_K/V y HBV_MI/I del mismo subgenotipo (F1b y F4) modulan de manera similar a las
proteinas Bcl-2.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis demuestran que ambas HBV-X
disminuyen la expresion de la proteina pro-apoptética (Bax) y aumentan los niveles de la
proteina anti-apoptética (Bcl-X), aunque la respuesta final es la inducciéon de la apoptosis
en las tres lineas celulares de hepatoma. Cabe mencionar que las proteinas de la familia
de Bcl-2 incluyen numerosos miembros pro y anti-apoptéticos y la induccion de la muerte
celular por apoptosis depende del balance final que resulta de la expresion de todas las

proteinas miembros de la familia (pro y anti-apoptéticas) que participan en esta via de
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sefializacion. Ademas, la actividad de las proteinas de la familia de Bcl-2 depende no sélo
de su abundancia, sino también de su localizacién subcelular, de sus modificaciones post-
traduccionales y de sus proteinas interactuantes. Es por esta razén, que los resultados
aqui presentados reflejan sélo lo que sucede con una pequefia fraccion de la compleja red
de interacciones que existen entre las proteinas de la familia de Bcl-2. Asimismo, se debe
considerar que las proteinas de la familia de Bcl-2 no son los unicos reguladores del
proceso apoptético y que otras vias regulatorias downstream, como por ejemplo la
regulacion mediante los inhibidores de las caspasas, podrian ser activadas de manera
diferencial por las distintas formas de HBV-X.

Varios estudios han demostrado que ademés de encontrarse en el citoplasma y en
el nucleo de los hepatocitos, HBV-X también se localiza en la mitocondria (Takada et al.,
1999; Henkler et al., 2001). Se ha probado que la HBV-X mitocondrial tiene la capacidad
de interaccionar con el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC3) ubicado en la
membrana mitocondrial externa y alterar el potencial de membrana mitocondrial (Rahmani
et al., 2000). Se sabe que las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-X interaccionan con el
VDAC3 impidiendo la liberacién del citocromo ¢ que desencadena el proceso apoptatico.
Sin embargo, se postula que la interaccion VDAC3-HBV-X podria provocar cambios
conformacionales que eviten la modulacion de la actividad de este canal por las proteinas
anti-apoptoticas, ocasionando la despolarizacion de la membrana mitocondrial, la
liberacion del citocromo c y la induccion de la apoptosis. Esta hipétesis es apoyada por
Terradillos y colaboradores (2002) quienes demostraron que HBV-X puede inducir la
apoptosis en ratones transgénicos que sobre-expresaban a la proteina Bcl-2. Los
resultados obtenidos en estos trabajos podrian explicar en parte la induccién de la
apoptosis producida por HBV-X en las tres lineas celulares analizadas, a pesar del
aumento en los niveles de la proteina anti-apoptética Bcl-X.

La proteina pro-apoptética Bax se localiza en el citoplasma celular, pero ante un
estimulo apoptético se transloca hacia la mitocondria, en donde provoca la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial mediante la apertura del MPTP
(Kroemer et al., 2008). Estudios realizados por Kim y colaboradores (2008) demostraron
gue HBV-X puede inducir la apoptosis de células HepG2, interaccionando con Bax en el
citoplasma y aumentando su translocacién hacia la mitocondria. En este Trabajo de Tesis
los niveles de expresion de Bax se analizaron en extractos de proteinas totales. Sin

embargo, es posible que la activacion de la apoptosis en las tres lineas celulares
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transfectadas sea consecuencia del aumento de los niveles en la fraccion mitocondrial de
esta proteina, provocados por un cambio en su localizaciéon subcelular.

En consecuencia, estos trabajos de investigacion demuestran que HBV-X puede
inducir la apoptosis no s6lo modulando la cantidad de las proteinas de la familia de Bcl-2,
sino que ademas podria modular la actividad de estas proteinas a través de la
modificacion de sus proteinas interactuantes y de su localizacion subcelular. Futuros
estudios se focalizaran en evaluar los niveles de la proteina pro-apoptética Bax en
distintas fracciones subcelulares (citoplasma y mitocondria) de células transfectadas con
HBV-X salvaje y mutada de ambos subgenotipos.

Adicionalmente, la comparaciéon de los niveles de expresion de las proteinas de
esta familia entre los subgenotipos Flb y F4 revelé diferencias en los niveles de la
proteina Bcl-2, los cuales resultaron mayores en las HepG2 que expresaban ambas HBV-
X del subgenotipo F1b, en relacion a las que expresaban las proteinas del subgenotipo F4
(Resultados, figura 57). Estos resultados sugieren una modulacion diferencial sobre la
expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 en las HepG2 entre ambos subgenotipos de
HBV-X.

Por otro lado, existen evidencias que demuestran que ademas de activar la via
apoptotica mitocondrial, HBV-X puede inducir la apoptosis a través de la activacion de la
via extrinseca, mediante la sobre-regulacibn de proteinas relacionadas a la via de
sefalizacién de Fas/FasL, y el aumento de la actividad de caspasa-8 (Tang et al., 2012;
He et al., 2013). Kuo y colaboradores (2012) demostraron que la expresion de HBV-X en
células Chang induce la apoptosis a través de la activacion simultanea de las vias
apoptoticas extrinseca e intrinseca, mediante el aumento en la expresion de proteinas
pro-apoptéticas (Bax y Bad), de la liberacion de citocromo c y de los niveles de caspasas
9 (via intrinseca) y 8 (via extrinseca) clivadas. En este trabajo de Tesis se demostré que
en la linea Huh-7 el porcentaje de apoptosis resulté mayor en las células que expresaban
HBV-X salvaje de ambos subgenotipos, respecto de las que expresaban la proteina
mutada (Resultados, figuras 31 y 42). Sin embargo, no se evidenciaron diferencias en la
expresion de las proteinas anti y pro-apoptéticas entre ambas HBV-X de los dos
subgenotipos en esta linea celular (Resultados, figuras 44-55). Es posible que en las Huh-
7, HBV-X active adicionalmente la via apoptética extrinseca, y las diferencias observadas
en la estimulacién de la apoptosis sean consecuencia de variaciones en los niveles de
induccion de esta via entre las dos formas de la proteina viral. Futuros estudios se

focalizardn en evaluar si la expresion de HBV-X_K/V y HBV-X_M/I de ambos
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subgenotipos induce adicionalmente la apoptosis a través de la activacion de la via
extrinseca, mediante el estudio de la actividad de caspasa-8.

Por consiguiente, los resultados obtenidos en esta Tesis demuestran que HBV-X
salvaje y mutada tiene la capacidad de modular la expresion de las proteinas de la familia
de Bcl-2, sin embargo soélo el estudio de los niveles de expresién de estas proteinas no es
suficiente para esclarecer totalmente la accién pro-apoptética observada luego de la

expresion de ambas proteinas virales en las lineas celulares estudiadas.

5. HBV-X_K/V Y HBV-X_M/I INDUCEN LA AUTOFAGIA

El proceso de autofagia, a través de la auto-degradacién de componentes celulares,
provee de nutrientes para mantener las funciones celulares vitales durante los procesos
de escasez de nutrientes y, ademas, remueve organelas dafiadas y patdégenos
intracelulares (Levine and Kroemer, 2008). Sin embargo, numerosos virus han
desarrollado estrategias que les posibilitan evadir la degradacion autofagica y que les
permiten utilizar ciertos aspectos del proceso autofagico para su propio beneficio
(Kudchodkar and Levine, 2009).

Una caracteristica del proceso de autofagia es su regulacion dinamica. La
actividad autofagica es usualmente baja en condiciones normales, pero puede aumentar
significativamente en respuesta a numerosos estimulos, como la replicacién viral o la
produccion de ciertas proteinas virales (Mizushima et al., 2010). Dado que el
autofagosoma es una estructura intermedia dentro de un proceso dinamico, el nimero de
autofagosomas observado en un momento determinado depende del balance entre la
tasa de su generacion y la tasa de su conversién en autolisosomas. Por consiguiente, la
acumulacion de autofagosomas puede representar tanto la induccion de la autofagia
como la inhibicion de la via en un paso posterior a la formacién del autofagosoma.

En este trabajo de Tesis la observacion mediante microscopia electrénica de
transmisién de las células con expresiéon de HBV-X salvaje y mutada de los subgenotipos
Fib y F4, revel6 un aumento en el nuimero de vacuolas autofagicas, tanto de
autofagosomas como de autolisosomas, en comparaciébn con las células control
(Resultados, figuras 59-64). Estos resultados demuestran la capacidad de HBV-X de
modular el proceso de autofagia en las tres lineas de hepatoma analizadas. El hecho de
gue se observara un aumento tanto del numero de autofagosomas como de

autolisosomas confirma que las dos formas de HBV-X inducen la autofagia en las células
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estudiadas. Adicionalmente, no se observaron diferencias en el tipo ni en el nUmero de
vacuolas autofagicas en las células que expresaban HBV-X salvaje y mutada de ambos
subgenotipos, lo que indicaria que ambas variantes modulan de manera similar el
proceso. Cabe resaltar que este trabajo de Tesis es el primero en demostrar la capacidad
de HBV-X con mutaciones en 130-131, en particular del genotipo F, de inducir la autofagia
en hepatocitos humanos.

El estudio de la participacion de HBV-X en la via autofagica también ha mostrado
resultados dispares de distintos autores. Sir y colaboradores (2010) demostraron que HBV
induce la autofagia en células en cultivo, en el higado de ratones transgénicos, asi como
también durante la infeccion natural. Estos autores propusieron que el aumento de la
autofagia estaria mediado por HBV-X, mediante su unién a la PI3K de clase lll, Vps34 y
su posterior activacion. Sin embargo, en este trabajo, el aumento en la cantidad de
vacuolas autofagicas no se correlacioné con un aumento en la tasa de degradacion de
proteinas mediada por la autofagia. Tang y colaboradores (2009) propusieron que HBV-X
puede aumentar la autofagia inducida por la deprivacién de nutrientes mediante el
aumento de la actividad del promotor de Beclina-1. Trabajos mas recientes también han
demostrado la induccion de la autofagia mediada por HBV-X a través de la regulacion de
la via PI3K/Akt—-mTOR y mediante la activacién de la proteina quinasa DAPK en células
HepG2 y Chang, respectivamente (Wang et al., 2013; Zhang et al., 2014). Por el contrario,
un estudio realizado por Liu y colaboradores (2014) mostré que la expresion de HBV-X en
células Huh-7 aumentaba la cantidad de vacuolas autofigicas (autofagosomas y
autolisosomas), pero también los niveles de proteinas que cominmente son degradadas
por esta via, como LC3 y p62. Por lo tanto, estos autores propusieron que, en lugar de
inducir la autofagia, HBV-X estaria inhibiendo este proceso. Mediante distintos ensayos
demostraron que la expresion de HBV-X inhibe la acidificacion lisosomal, sin perturbar la
fusioén de los autofagosomas con los lisosomas, lo que daria lugar a la acumulacion de las
vacuolas autofagicas y de las proteinas usualmente degradadas mediante la autofagia.

En base a estos resultados se propone que el HBV tendria un doble efecto sobre
la regulacion de la via autofagica, induciéndola o inhibiéndola en distintas etapas. Por un
lado, induciria la autofagia para aumentar la replicacion del ADN viral. En este sentido,
varios estudios han demostrado que la induccion de los autofagosomas contribuye a la
produccion de progenie viral, y la inhibicion en la formacion de estas estructuras reprime
la replicacion viral (Dreux et al., 2009; Sir et al., 2010; Tian et al., 2011). Ademas, el

aumento en la cantidad de autofagosomas jugaria un rol fundamental en la adquisicion de
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la envoltura del virus lo que apoya la idea de que las membranas derivadas de los
autofagosomas pueden ser utilizadas como una fuente de membranas para la envoltura
viral (Li et al., 2011). Por otro lado, es posible que el HBV también inhiba el proceso
autofagico en etapas tardias de la via autofagica, inhibiendo la actividad lisosomal, lo que
le posibilitaria escapar de la destruccion directa y de esa manera evitar la generacion de
péptidos antigénicos y/o atenuar la presentacion antigénica (Tardif y Siddiqui, 2003;
Taguwa et al., 2011).

La continua activacion de la autofagia en los hepatocitos de los pacientes
infectados crénicos podria jugar un rol importante en la patogénesis del HBV, aumentando
la produccién de viriones y manteniendo la viabilidad de células que deberian morir.
Ademas, cada vez mas evidencias sugieren que defectos en la autofagia estarian
asociados con el desarrollo del cancer. Se ha demostrado que la acumulacién de la
proteina selectivamente degradada por autofagia p62, ya sea por la pérdida de genes
esenciales para la autofagia o por la inhibicién en la funcién lisosomal, puede contribuir al
desarrollo del HCC. Existen evidencias que demuestran que el exceso de p62 lleva a la
formacion de agregados que provocan dafios en el ADN y estimulan una respuesta
inflamatoria pro-tumorigénica (Duran et al., 2008; Mathew et al., 2009; Ling et al., 2012).
Ademas, la activacidon persistente del factor nuclear NFE2L2/Nrf2 por la acumulacién de
p62 ha asociado la deficiencia en la autofagia con el desarrollo de tumores hepaticos
(Hayes y McMahon, 2012). Por consiguiente, la activacion de la autofagia para aumentar
la replicacion viral, asi como la inhibicion de la actividad lisosomal provocados por HBV-X
desempefiarian un rol en la patogénesis del HBV, contribuyendo al desarrollo de la
enfermedad hepética y HCC.

El analisis de la secuencia aminoacidica de HBV-X llevada a cabo por Lu y Chen
(2005) reveld la existencia de un dominio de homologia a Bcl-2 del tipo BH3, localizado
entre los aminoacidos 116 y 130 de la proteina viral. La regién conservada BH3 esta
presente en todas las proteinas pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2, y es de critica
importancia para muchas de las proteinas pro-apoptéticas de esta familia, ya que este
motivo media su interaccidén con las proteinas anti-apoptéticas, neutralizando la habilidad
de las mismas de prolongar la viabilidad celular y desencadenando la muerte celular por
apoptosis (Kelekar y Thomson, 1998). Ademas de los miembros de la familia de Bcl-2, la
proteina autofagica Beclina-1 también posee un dominio del tipo BH3 que le permite
interaccionar con las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-X. La union de cualquiera de

las proteinas anti-apoptoticas a Beclina-1 impide la union de esta proteina con la PI3K de
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clase lll Vps34, inhibiendo la via autofagica (Pattingre et al., 2005). El estudio de
interaccion de HBV-X con las diferentes proteinas de la familia de Bcl-2 revel6 que la
proteina viral interacciona selectivamente con los miembros anti-apoptéticos de esta
familia de proteinas, pero no con sus miembros pro-apoptoticos (Lu y Chen, 2005; Geng
et al., 2012). La capacidad de HBV-X de unirse selectivamente a las proteinas Bcl-2 y Bcl-
X podria explicar algunas de las funciones atribuidas a esta proteina. La HBV-X actuaria
como una proteina del grupo de las “BH3-only” interaccionando e inactivando a Bcl-2 y
Bcl-X, lo que llevaria a la activacion de los procesos de apoptosis y de autofagia, tal como
se demuestra en este trabajo de Tesis. Ademas, como ambas variantes de la proteina
estudiadas en este trabajo resultaron capaces de inducir estos dos mecanismos, se
puede suponer que las mutaciones en los aminoacidos 130-131, que incluyen
parcialmente a la region BH3, no afectarian la capacidad de HBV-X de interaccionar e
inactivar a las proteinas anti-apoptéticas de la familia de Bcl-2.

Las mitocondrias son organelas cruciales para la produccion de energia, la
regulacion de la sefializacion celular y la amplificacion de la apoptosis. Esta versatilidad
funcional estd asociada a su variabilidad morfolégica y estructural (Bereiter-Hahn y Voth,
1994). Entre los experimentos de esta Tesis, la observacion por microscopia electronica
de las células que expresaban HBV-X salvaje y mutada de ambos subgenotipos en las
tres lineas celulares revelé cambios morfologicos en las mitocondrias, respecto de las
células control. En general, las mitocondrias presentaban forma mas alargada y con
crestas mas visibles y desorganizadas (Resultados, figuras 59-64). Alteraciones similares
en la morfologia mitocondrial fueron descriptas por Gomes y colaboradores (2011),
guienes demostraron que durante la autofagia inducida por la deprivaciéon de nutrientes
las mitocondrias se alargan, siendo este proceso un componente critico de la respuesta
celular a la autofagia. Ademas evidenciaron que estas mitocondrias alargadas estaban
protegidas de la eliminacién autofagica y que poseian una mayor densidad de crestas, lo
gue asociaban a un aumento en la eficiencia en la produccion de ATP para mantener la
viabilidad celular. La morfologia similar entre las mitocondrias observadas en esta Tesis y
las detectadas por estos investigadores aporta a la confirmacién de la induccion de la
autofagia en las células que expresaban HBV-X. Por otro lado, las células HepG2 que
expresaban la HBV-X salvaje mostraron mitocondrias de gran tamafio, mucho mayores
gue las mitocondrias de las células control para esa linea celular (Resultados, figuras 59 y
62). Es posible que este aumento en el tamafio de las mitocondrias esté asociado con un

aumento en la cantidad y densidad de crestas mitocondriales para aumentar la produccion
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de ATP, y asi mantener la viabilidad de la célula durante el proceso autofagico.

Ademas de la deteccion de vacuolas autofagicas por microscopia electrénica, otro
de los métodos mas utilizados para estudiar el proceso autofagico es el andlisis de la
conversion de la proteina LC3 de su forma citosélica (LC3-1) a su forma lipidada y
asociada a los autofagosomas (LC3-Il), mediante Western Blot. Sin embargo en los
experimentos de este trabajo de Tesis, sblo pudo detectarse a LC3-I, de las dos formas
existentes de la proteina (LC3-I de 18 KDa y LC3-Il de 16 KDa). La forma citoplasmética
de LC3 mostré6 una disminucion en sus niveles de expresion en las células que
expresaban HBV-X salvaje y mutada respecto de las células control, lo que seria
compatible con la formacion de LC3-Il asociada a los autofagosomas (Resultados, figuras
65-66).

Dadas las dificultades experimentales que se tuvieron en estos ensayos, en este
marco, se debe tener en cuenta que los Western Blots para estudiar la conversion de LC3
son problematicos. Por un lado, LC3 es una proteina labil, muy sensible a los procesos
sucesivos de congelado-descongelado y a la degradacion en el buffer de siembra que
contiene SDS. Ademas, LC3-Il al ser una proteina hidrofobica puede no solubilizarse
correctamente en el detergente utilizado para la extraccién de las proteinas totales del
cultivo celular (Tanida et al., 2008). Por otro lado, LC3 se expresa en células de
mamiferos en 4 isoformas (LC3A, LC3B, LC3B2 y LC3C) que exhiben diferentes
distribuciones en los tejidos. Es posible que la forma presente en los hepatocitos no sea la
isoforma mas comunmente detectada por los anticuerpos empleados. Por ejemplo, los
anticuerpos comerciales anti-LC3B también reconocen LC3A, pero no reconocen a LC3C,
la cual comparte menor homologia de secuencia (Klionsky et al., 2012). También es
posible que la ausencia de LC3-ll se deba a un intenso flujo autofagico que degrade
rapidamente a esta proteina impidiendo su deteccibn mediante inmunoblots. Por
consiguiente, se debe tener precaucion para la correcta deteccion e interpretacién de los
Western Blots para LC3.
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En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis demuestran que la
expresion de HBV-X salvaje y mutada de los subgenotipos de mayor circulacion en el pais
(F1b y F4), inducen los procesos de apoptosis y de autofagia en células de hepatoma
humano. La activacion de la apoptosis en las tres lineas celulares estd mediada, al menos
en parte, por la modulacion de los niveles de expresion de las proteinas pro (Bax) y anti-
apoptéticas (Bcl-2 y Bcl-X) de la familia de Bcl-2. Esto demuestra la participacion de la via
apoptética mitocondrial en la apoptosis inducida por las dos variantes de HBV-X. La
prolongada induccion de los procesos de apoptosis y de autofagia en los hepatocitos que
expresan ambas variantes de HBV-X jugaria un importante rol en la patogenia de la
infeccion por HBV, contribuyendo al desarrollo de enfermedad hepatica severa y de HCC
en los pacientes infectados crénicos.

El modelo propuesto de la actividad biolégica de HBV-X salvaje y mutada se

muestra en la figura 67.

HBV-X
Salvaje, mutaciones 130-131

Bcl-2, Bel-X
Bax

T &

Enfermedad hepatica
Desarrollo de HCC

Figura 67. Modelo propuesto de la actividad biolégica de HBV-X salvaje y mutada de los

subgenotipos F1b y F4 en las tres lineas celulares.

En este trabajo de Tesis la actividad de ambas variantes de HBV-X se estudi6
sobre-expresando Unicamente la proteina viral en lineas celulares ya transformadas. Sin

embargo, se ha sugerido que la sobre-expresion de la proteina puede llevar a la
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formacion de agregados o alterar su localizacion subcelular, modificando en ultima
instancia su actividad bioldgica. Es por esta razon que en futuros estudios se propone
validar el sistema propuesto evaluando la actividad biolégica de HBV-X salvaje y mutada
en el contexto de la replicacion del virus en hepatocitos primarios, el cual representa un
modelo biolégicamente mas apropiado para estudiar el efecto de ambas proteinas sobre
los procesos de proliferacién y de muerte celular.

Aunque los mecanismos precisos de patogenia del HBV no se comprenden
completamente, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis aportan a la descripcion
de los mecanismos moleculares mediante los cuales distintas variantes de HBV-X
contribuyen a la patogenia en el higado infectado. Ademas, los resultados aqui
presentados contribuyen a la caracterizacion biolégica del genotipo F, autdctono
latinoamericano, responsable de la mayoria de las infecciones por el HBV en nuestra

region.
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1. La expresion de la HBV-X salvaje y mutada de los subgenotipos F1b y F4 produce
una disminucién en la viabilidad y un aumento en la mortalidad de las tres lineas
de hepatoma humano estudiadas. En las Hep3B y Huh-7, la expresion de HBV-
X_K/V'y HBV-X_M/I disminuye el nimero de células totales y aumenta el nimero
de células muertas. En las HepG2, la expresion de ambas HBV-X conduce tanto al

aumento en el nimero de células totales como al aumento en la mortalidad.

2. La expresion transiente de ambas variantes de HBV-X de los subgenotipos F1b y
F4 induce la apoptosis en las tres lineas celulares analizadas, demostrada por
distintas metodologias. En las Huh-7, la expresién de HBV-X salvaje de ambos
subgenotipos tendria un efecto mayor sobre la induccion de la apoptosis que la

proteina mutada.

3. La HBV-X salvaje y mutada de los subgenotipos F1b y F4 modula diferencialmente
la expresion de las proteinas pro (Bax) y anti-apoptéticas (Bcl-X y Bcl-2) de la
familia de proteinas de Bcl-2 en las tres lineas celulares estudiadas. Los
resultados demuestran la participacion de la via apoptdtica mitocondrial en la

apoptosis inducida por las dos variantes de HBV-X.
4. La expresién de HBV-X salvaje y mutada de los subgenotipos F1b y F4 induce la

autofagia en las tres lineas de hepatoma humano, demostrada por varias

metodologias.
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