
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Maestría

Efecto de la expresión de la proteína
NS5A del virus de la hepatitis C y su

relación con el ciclo celular

Montenegro, Dina Graciela

2005

Tesis presentada para obtener el grado de Magister de la
Universidad de Buenos Aires en Biología Molecular Médica

de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the Master's and Doctoral Theses Collection of the Central Library
Dr. Luis Federico Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by
the corresponding citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Montenegro, Dina Graciela. (2005). Efecto de la expresión de la proteína NS5A del virus de la
hepatitis C y su relación con el ciclo celular. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n4204_Montenegro

Cita tipo Chicago:

Montenegro, Dina Graciela. "Efecto de la expresión de la proteína NS5A del virus de la hepatitis
C y su relación con el ciclo celular". Tesis de Magister. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2005.
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n4204_Montenegro

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n4204_Montenegro
http://hdl.handle.net/20.500.12110/tesis_n4204_Montenegro
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


Tesis de Maesm’a en Biología Molecular Médica

Universidad de Buenos Aires

“Efecto de la expresión de la proteina NSSA

del Virus de la Hepatitis C

y su relación con el ciclo celular”

Autora: Dina Graciela Montenegro

Director: Prof. Dr. José Raúl Oubiña

Lugar de Realización:

Laboratorio de Hepatitis Virales

Departamento de Microbiología, Parasitología e Inmunología

Facultad de Medicina

UniversidaddeBuenosAires 7 7 8 Í 9

Octubre 2005



«Zé/«¡amtu ¡amé/(ía yaa.“

La piel se arruga, el pelo se vuelve blanco, los días se convierten

en años,pero lo importante no cambia, tu fuerza g tu convicción no

tienenedad

Tuespíritu es el plumero de cualquier tela de araña.

Detrás de cada línea de llegada, hay una de partida; detrás de

cada logro,hau otro desafio.

IVÍientrasestés Vivo,síéntete vivo.

Siextrañas lo que hacias,vuelve a hacerlo.

No vivas de fotosamarillas.

Sigue aunque todosesperen que abandones.

No dejes que se oxide el hierro que 11m;en ti.

Hazque, en vezde lástima, te tengan respeto.

Cuando por los años no puedas correr, brota. Cuando no puedas

trotar, camina. Cuando nopuedas caminar,usa el bastón.

Pero ¡nuncate detengas'

[Madre Ïeresa ¿{eCSL/caía



l. DEDICATORIA

Este trabajo está dedicado a mi familia:

... a mi esposo Oscar por su paciencia, tolerancia, apoyo y comprensión;

. a mi hija Giselle por su ayuda permanente en el diseño de este trabajo, por su

estímulo y por suplir mis ausencias en casa;

... a mi hijo Daniel por su ayuda con las imágenes y por comprender mi vocación;

. a mis padres por darme la vida y en especial a mi mamá por ayudarme con mi

familia cuando debí dedicarle tiempo a este trabajo;

...aLolo.



l. AGRADECIMIENTOS

oz. Quiero agradecer en primer lugar a Dios, mi Padre, por permitirme concretar

este profundo anhelo de mi corazón. Y a mi Madre del Cielo por ser mi fortaleza.

ozo Al Prof. Dr. José Raúl Oubiña por permitirme trabajar en su laboratorio, por su

ayuda y estímulos constantes y también por su exigencia.

0:. A la Dra. Verónica Mathet por su ayuda con los cultivos celulares, sin los cuales

este estudio no hubiese sido posible.

oz. A Agata, con quien compartí los momentos más duros de este trabajo, por

ayudarme siempre, por su apoyo incondicional y por suplirrne cuando debía irme al

Hospital. “Gracias por tu generosidad”.

0:0 A Vanesa por sus consejos, Cintia por su ayuda, María Luján por su constante

estímulo y su cariño, Ana María por su generosa amistad, Ximena por sus palabras,

María Laura y Julieta por su apoyo.

oz. Al Dr. Rubén Iacano, Ramiro y Celeste por ayudarnos en los primeros pasos del

Western Blot.

0:0 A Laura Mathet, muy especialmente, por su permanente ayuda en la búsqueda

de bibliografia y escaneo de las imágenes.

0:. A la gente del Centro de Micología: al Dr. Jorge Finquelevich, la Dra María

Teresa Mujica, la Dra Cristina Iovanitti, la Dra Virginia Jewtuchowics, la Dra

Susana Camovale y la Dra María Rosa Elías Costa por permitirme trabajar en su

espacio, con sus aparatos y por el constante estímulo.

0:. A Martín y Graciela por compartir el café de cada mañana y por su cariño:

MUCHAS GRACIAS.

e. A Silvia, Moira y Gabi del Centro de Referencia para el SIDA (CNRS) por su

permanente colaboración.

¿o A mis compañeros de trabajo de la Sección de Microbiología del Hospital

Posadas quiero agradecerles desde lo profundo de mi corazón con un especial cariño,

por su comprensión, apoyo y estímulos.

0:. A mis dos jefas de este tiempo, primero Guigui y ahora Susana: MIL GRACIAS.



ozo A Eugenio por su apoyo constante, su comprensión y por su profimdo Sentido

de la Vida.

ozo A mi hermano Jorge, su esposa Ana, Ricardo, Chiqui, Adriana y a mis sobrinos:

Manuel, Alejandro, Julián, Mariana y Giuliana

0:0 A Luis y Liliana por su estímulo constante

0:0 A Graciela y Silvia por sus permanentes buenos deseos.

oz. A todos los que de una u otra manera me comprendieron, me apoyaron y me

estimularon para seguir.



L RESUMEN

El virus de la hepatitis C (VHC) causa enfermedad inflamatoria crónica del hígado

que puede evolucionar a la cirrosis y al hepatocarcinoma. Alrededor del 3% de la población

mundial (170millones de personas) está infectada con el virus.

El genoma del VHC es una cadena de ARN de polaridad positiva de 9.6 Kb

flanqueado por dos regiones no codificantes (5'UTR y 3'UTR) que limitan un único marco

abierto de lectura (ORF) el cual codifica al menos diez proteínas. La poliproteína viral es

luego clivada por proteasas virales y celulares, dando origen a las proteínas estructurales

(Core, El, E2 y p7) y no estructurales (N82, NS3, NS4A, NS4B, NSSA yNSSB).

La proteína NSSA ha sido objeto de múltiples investigaciones en la última década.

Es aceptado que desempeña diversos roles, especialmente relacionados con la replicación

viral y la modulación de la fisiología de la célula huésped, desarrollando estrategias que

favorecen la persistencia viral.

Las interacciones de NSSA, tanto directas como indirectas, con distintas vías de

regulación del ciclo celular, son objeto de múltiples investigaciones. Así, por ejemplo, NSSA

ha sido descripta como una proteína anti-apoptótica, como también, moduladora del ciclo

celular através de la inhibición de la expresión de p21.

Para profimdizar el estudio de la proteína NSSA en relación a su potencial

modulación del ciclo celular y de la apoptosis, en este trabajo se llevó a cabo la transfección

transitoria de células HeLa con un plásmido que porta el gen NSSA del VHC correspondiente

a genotipo lb. Se demostró su expresión mediante Western Blot. En dichas células con

expresión transitoria de NSSA se estudió el efecto sobre algunas proteínas relacionadas al

ciclo celular y la apoptosis, tales como: c-MYC, Ganquirina, Tanquirasa, cIAPl, cIAPz,

Bchs y BchL.

Los resultados obtenidos indican que no existen diferencias en la expresión de las

proteínas estudiadas en células transfectadas con NSSA con respecto a los controles.

Este es el primer estudio que analiza la expresión de NSSA en función de las

proteínas celulares regulatorias antes mencionadas.



4-— ABSTRACT

Hepatitis C Virus (HCV) is an etiologic agent of acute and chronic liver disease

distributed throughout the world. Approximately 3% (170 million people) of the world

population is infected with HCV and is at risk of developing cirrhosis and

hepatocellular carcinoma.

The HCV genome is a single-stranded RNA of positive polarity of 9.6 Kb. The

RNA encodes a long open reading frame (ORF) flanked by two untranslated regions

(UTRs): 5 ’UTR and 3 ’UTR.

The translated polyprotein is co- and post-translationally processed by cellular

and viral proteases into structural proteins (core, envelope protein l (El), E2, p7 and

non-structural proteins (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NSSA and NSSB).

NSSA plays a key role in virus replication and in setting persitent infections.

Severa] reports indicate that NSSA is a non-apoptotic protein which inhibits the

expression of the cell regulatory cycle protein such as p21.

To determine the role of the NSSA protein in modulating the cell cycle and

apoptotic events, we developed a transient transfection system by using a HeLa cells

and a plasmid carrying the NSSA gen from an Argentine HCV isolate . Its expression

was determined by Western blot analysis. The cell cycle -and apoptotic- proteins

studied in this work included: c-Myc, Ganquirina, Tanquirasa, cIAPl, cIAPz, Bel-XS

and Bel-XL.

Results obtained here showed that there ’re no differences in the expression level

of the studied proteins compared with controls.

This is the first report where the above cellular protein’s expression was analized

to Shen some light about the potential influence of NSSA on them.
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INTRODUCCIÓN

I.I Generalidades

La hepatitis C es una enfermedad inflamatoria del hígado producida por el virus

de la hepatitis C (VHC).

Alrededor del 3% de la población mundial padece la infección. En nuestro país,

aproximadamente uno de cada 100 donantes de sangre está infectado con este virus.

Cabe destacar que alrededor del 50% de los pacientes VIH [+] está infectado con el

VHC.

La prevalencia de 1ainfección con el VHC varía de una región a otra alrededor

del mundo.

La infección con el VHC se transmite por vía horizontal y vertical. Entre las vías

de transmisión horizontal es de especial relevancia la que acaece por vía parenteral, a

través del contacto con sangre (uso de drogas ilícitas por Viaendovenosa, transfusiones

sanguíneas, procedimientos médicos y quirúrgicos, etc.) y ocasionalmente mediante

contacto sexual. La coinfección con VIH parece aumentar el riesgo de transmisión

horizontal y materno - fetal del VHC.

No existe aún una vacuna para prevenir la enfermedad, mientras que el

tratamiento para 1a hepatitis C crónica -sin bien está disponible- es efectivo en

aproximadamente un 40 % de los casos.

El tratamiento para la hepatitis C crónica consiste en la administración de

Interferón a Pegilado junto con Ribavirina. El mecanismo de la actividad antiviral no es

completamente conocido aún, pero el Interferón a ejerce un potente efecto antiviral

directo e indirecto, mientras que la Ribavirina actúa sobre la replicación del virus por

promover mutaciones virales, dadas sus propiedades mutagénicas como análogo de

nucleósido.
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El VHC es un agente primariamente hepatotrópico, aunque también se han

detectado antígenos de la cápside y cadenas genómicas virales en el citoplasma de

monocitos. Otros estudios demostraron que el VHC replica in vivo en células linfo­

mononucleares, especialmente en linfocitos B y monocitos. (Carballal & Oubiña, en

prensa).

La replicación viral es muy rápida, produciéndose 10H —1012 partículas virales

por día.

El VHC causa una infección aguda - generalmente silenciosa -, resolviéndose

en el 10 al 50 % de los casos.

Las manifestaciones clínicas agudas se asemejan a las de la hepatitis A y B, es

decir, se puede presentar con malestar general, ictericia, asociada a veces a fiebre y

náuseas. Sin embargo, habitualmente el curso en esta etapa es subclinico.

La viremia generalmente se toma detectable a partir de una semana después del

momento de la infección. Este hecho también se ha documentado luego de infección

experimental en chimpancés (revisión de Wieland y Chisari, 2005).

Estudios de hibridación in situ han mostrado la presencia de RNA viral en los

hepatocitos de los chimpancés infectados, dos días después de la infección (Fields,

1996).

La fase aguda de la enfeimedad puede durar varios meses, durante los cuales los

pacientes y chimpancés infectados experimentalmente, son generalmente virémicos.

La elevación en suero del nivel de la Alanino Aminotransferasa (ALT), como

resultado de su liberación por los hepatocitos dañados, puede ocurrir dentro de las cinco

a diez semanas posteriores a1momento de la infección.

En el 50-90 % de los casos la infección evoluciona a la cronicidad.

La historia natural de la hepatitis C es dificil evaluar debido al típico inicio

silente y a la escasez de síntomas durante los estadios tempranos de la fase crónica.
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Luego de la eventual elevación de la ALT en la fase aguda, los niveles de la

misma generalmente declinan y típicamente fluctúan en la infección persistente.

(Carballal & Oubiña, 1998).

La histología de la hepatitis C exhibe frecuentemente folículos linfoideos y/o

agregados dentro del tracto portal, grandes gotas de grasa en el citoplasma de los

hepatocitos (esteatosis), cuerpos acidófilos dentro de éstos y células inflamatorias.

Los niveles de necrosis, cicatrización y fibrosis pueden variar ampliamente y el

grado de severidad es definido en parte por el nivel de actividad necroinflamatoria

presente en el examen de la biopsia de hígado.

Los pacientes diagnosticados con hepatitis C crónica asociada a elevaciones

persistentes de los niveles séricos de transaminasas, con o sin síntomas clínicos, son

generalmente categorizados como portadores de hepatitis crónica persistente o de

hepatitis crónica activa, -a su vez- con o sin cirrosis, según la histopatología (Fields,

1996).

Los pacientes con hepatitis crónica activa, presentan una mayor actividad

necroinflamatoria comparados con los pacientes diagnosticados con hepatitis crónica

persistente.

Varios estudios han mostrado que la cirrosis ocurre aproximadamente en el 20

% de los casos crónicos. A pesar de observase un mejoramiento temporario, un

incremento gradual en la actividad necroinflamatoria está presente y la progresión de

hepatitis crónica persistente a hepatitis crónica activa y luego -eventualmente- a cirrosis

puede ocurrir con el devenir de los años.

La cirrosis asociada al VHC lleva ala falla hepática en el 20 a 25 % de los casos.

Es importante destacar que los niveles de ALT no son los mejores marcadores del daño

hepático, dado que muchos individuos con niveles séricos normales de estas enzimas,

manifiestan en la biopsia hepática una hepatitis crónica activa (Bantel et al, 2004).

Una de las más importantes complicaciones de la infección con el VHC es el

carcinoma hepatocelular, siendo la principal causa de transplante de hígado.
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Desde el comienzo de la infección hasta la cirrosis suelen transcurrir

aproximadamente 10-20 años. Una vez establecida la misma, el riesgo de carcinoma

hepatocelular oscila entre el 1 al 4 % por año. (Pawlostky, 2004)

Recupemión

20%-509/ Estable
Infección Aguda

50%-¡mx 80%
Hepatitis Estable
Crónica -»

i

20%\ 25%
Cirrosis

75%

Mortalidad
(cirros'n, hapatocarcinoma)

20-30 Años

Figura 1. Esquema de la historia natural de la infección por el VHC (modificado de Pawlotsky, 2004)

Hay factores que aceleran la progresión clínica, tales como el alcohol, la

coinfección con VIH-1 y / o con el virus de la hepatitis B,(VHB), el sexo masculino y la

edad avanzada en el momento de la infección, como así también la carga del inóculo

asociado alas diferentes Víasde transmisión.

Se ha reportado que la infección con el VHC ocurrida por una transfusión, sigue

un curso más agresivo que el observado en infecciones producidas por el

consumo de droga ilícitas por vía endovenosa. Otros estudios han señalado que el curso

de la enfermedad también puede estar asociado a una cepa particular del VHC.
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I.2 Patogenia de la infección con VHC

Si bien la patogenia de la infección no ha sido totalmente dilucidada, existen

evidencias que sugieren tanto la participación de mecanismos directos (Virales, por

Ejemplo la esteatosis asociada al genotipo 3) como indirectos (mediados por la

respuesta inmune) en el daño hepático y la persistencia de la infección (Carballal &

Oubiña, en prensa).

Hepatitis C y el sistema immme

Factores relacionados con el Factores relaciomdos con el
sistema inmtme

Asociado con

“¡95‘53 Respuestahumnnl:
. Formaciún (¡eInmnmncomplejos que se depositan

me” \ / enórganosextralmpáficos
citnpático:

¡"Células T CDS:muerte,mimefismo
molecular\¿estenosis?\

Anuntisis asociada con el Células T CD4:

WICu _ .bnpmpiadapohrizacíón Thlf'l'lú
¿ Dan?escondo conel . Sanción de citnquims que estimulan las
genotipo ‘.’ mutantes de escape

Células NK y NKT
.Perfil Thl
. sobrexpnsión de FasL

Figura 2. Posibles mecanismos del daño del hígado en la infección con el VHC (modificado de
Gremión y Cerny, 2005)

1.2.1 Mecanismos directos (virales) de daño hepático

Dentro de los mecanismos directos virales implicados podemos mencionar los

siguientes:

au Título del inóculo y grado de replicación: esto se relaciona con la cinética de la

infección y la inducción de la respuesta celular de linfocitos T durante la fase temprana.

De acuerdo a esto, la persistencia viral podría ocurrir si el tamaño del inóculo o el grado

de replicación excede la cinética de la respuesta inmune (Cerny et al, 1999).

Página 6



au Genotipo: inicialmente se observó que pacientes infectados con el genotipo 1

exhibían lesiones más severas. Sin embargo, más recientemente estos estudios fueron

motivo de controversias, pues dichas lesiones podrian corresponder meramente a

tiempos más prolongados de la infección, asociados al genotipo 1

au Cuasiespecies: una mayor diversidad de cuasiespecies virales permiten al virus

exhibir una mejor capacidad adaptativa frente a la respuesta inmune del huésped

a Mutantes de escape.

Un importante mecanismo de escape se relaciona con las mutaciones de la secuencia

genómica viral. El alto grado de replicación del virus y la falta del mecanismo de

lectura de prueba de su polimerasa, facilita la emergencia de cuasiespecies.

Acumulación en _ I
Presentación Hígado Rccomcmuemn

doña

Funciones
efectoras

Mulacinnes de escape
viral

célulasï (9,3 a (¿35)
mw ' C!) Mi"; {3) o

®
(03

a

¿88€
1‘;

Figura 3. Mutaciones de escape viral que originan un reconocimiento del ineficiente antígeno
(modificado de Neumamm-Haefelin et al, 2004)

La persistencia del VHC podría ser facilitada por la mutación de los epítopes

contra los que se dirige la respuesta inmune del huésped. La sustitución aminoacídica

que inhibe el reconocimiento por las células CD4+ y CD8+ ha sido inicialmente

observada en pacientes crónicamente infectados con el VHC.

a Infección de sitios privilegiados: hay algunas evidencias respecto de esto, dado

que VHC puede infectar tejidos extra-hepáticos (Cemy et al, 1999).

t Mimetismo molecular: es otro potencial mecanismo que puede impedir al

patógeno su detección por el sistema inmune.

La observación clínica que la infección con VHC puede inducir una hepatitis

autoinmune apoya esta hipótesis, como así también los experimentos realizados con

células citotóxicas (CTL) inducidas con la proteina Core del VHC sintética (péptido que



abarca los residuos 178-187) las que en algunos casos reconocen al citocromo p450 y

alguna de sus isoforrnas (Cemy et al, 1999).

I.2.2 Mecanismos indirectos: Respuesta Inmune y Apoptosis

Dentro de los mecanismos indirectos que se asocian a la génesis del daño

hepático hay crecientes evidencias que la respuesta inmune y la apoptosis pueden estar

implicados.

a- Respuesta inmune del huésped infectado con VHC

Varios argumentos subrayan que el daño de las células hepáticas durante 1a infección

con VHC, es mediado por la respuesta inmune:

a. En 1a infección primaria por el VHC, el daño celular coincide con el desarrollo

de la respuesta inmune del huésped y no con la replicación viral.

b. La suma de los datos obtenidos sobre el “ciclo de vida” del virus, en distintos

sistemas de expresión sugiere que el VHC no es un virus citolítico. Algunos

estudios muestran sutiles efectos del VHC sobre la producción de citoquinas y

factores de crecimiento

c. La inmunosupresión de pacientes con hepatitis C crónica está asociada

generalmente a una normalización transitoria de las transaminasas séricas, lo

cual sugiere que el daño hepático es mediado por la respuesta inmune.

d. El daño del hígado está asociado con el infiltrado inflamatorio.
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ARN sérico de VHC

y lesión hepática en la infección autolimitada

MillonesdevirionesIml

'141516 17 18 19

Figura 4. Relación entre el ARN sérico del VHC, el nivel de las transaminasas y la respuesta

inmune.

El huésped infectado responde con una lucha concertada y secuencial contra la

infección viral.

La primera línea de defensa es la inmunidad innata, la cual interviene con varios

mecanismos no específicos, tales como la secreción de Interferón a y By la producción

de células Natural Killer (NK). (Gremion & Cemy, 2005).

La respuesta inmune adaptativa requiere la presentación de antígenos por células

tales como: dendríticas mieloides CD11+, dendríticas plasmocitoides, monocitos,

macrófagos y células B. Estas células exhiben distintos patrones de expresión de los

receptores TLR (Toll like receptors) que son equipados para confrontar diferentes

patógenos y ejercer distintas respuestas en la defensa del huésped (Gremion & Cemy,

2005)
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Estas respuestas tempranas son esenciales en la subsiguiente activación de la

inmunidad adquirida, la cual está compuesta por la producción de anticuerpos por los

linfocitos B (plasmocitos) y también por la respuesta celular especifica compuesta por

los linfocitos T CD4+y CD3+.

Muchos reportes subrayan la importancia de la respuesta inmune adaptativa y

muestran que una respuesta vigorosa, policlonal y multi-especifica es requerida para la

eliminación del VHC en los pacientes.

(1.1-Respuesta inmune innata

El resultado de la infección es dependiente del periodo crítico que corresponde a

la fase aguda .En ella, la respuesta innata cumple un rol crucial en el control del VHC.

Sin embargo, esta fase es completamente asintomática en la mayoría de los pacientes.

Las células NK y NKT desempeñan un importante papel en la regulación de la

respuesta innata. Un estudio inmunológico reciente determinó que la presencia de un

determinado genotipo de HLA y del receptor KIR de las NK correlacionó con la

eliminación del virus y la recuperación clínica .En este trabajo se mostró que los

individuos homocigotas para el receptor KIR2DL3 (killer cell inmunoglobulin-líke

receptor 2DL3) y el grupo l de alelos HLA-C fueron más proclives a la recuperación

de la infección, a diferencia de otros grupos de individuos que portaban otros genotipos

para KIR-HLA (Reherrnann et al, 2005).

Además, recientes estudios in vitro mostraron que altas concentraciones de E2

del VHC recombinante se asocian con el receptor CD81 en la superficie de las NK

inhibiendo su citotoxicidad y la producción de citoquinas (Pawlotsky, 2004).

Las células NK y NKT han sido implicadas en la activación de células

dendríticas, la más potente linea celular que sirve de nexo entre la respuesta innata y la

adquirida. (Gremion & Cemy, 2005).

Como lo demuestran Jinushi y cols., (2004), las células NK derivadas de

hemodonantes sanos son capaces de estimular a las células dendríticas en presencia de

células epiteliales hepáticas. Contrariamente, la capacidad de aquellas está

significativamente comprometida, cuando provienen de portadores infectados
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crónicamente con el VHC. Esto es debido a que dichas células NK tienen una aberrante

expresión de sus receptores inhibidores (KIR), lo cual afecta no solamente su eventual

activación, sino también el perfil de respuesta promovida pasando de TH1 a TH2, con

producción de Interleuquina 10 (ILlo), lo cual se asocia con la evasión del virus a la

respuesta inmune.

Las células de Kupffer cumplen también un rol antiviral en el control de la

infección a través de la producción de citoquinas y óxido nítrico. Si bien esto no ha sido

bien estudiado en el contexto de la infección por VHC puede ser importante en el

desenlace de la misma.

La infección con el VHC induce cambios transcripcionales en los genes de

respuesta al IFN tipo I, como lo demuestran los estudios realizados en chimpancés

durante la primer semana de infección. Se sabe que la replicación del VHC origina

dobles cadenas de ARN y aunque recientemente han sido identificados varios caminos

de inducción de IFN a y Bpor las dobles cadenas de ARN en otros sistemas, no ha sido

dilucidado si estas Vías operan en la infección por el VHC. Cabe destacar que la

respuesta a estos tipos de IFN en el hígado no se correlaciona con el desenlace de la

infección, si bien los replicones del VHC son ampliamente sensibles al IFN tipo I in

vitro. Estos resultados sugieren que el VHC podría no ser sensible a los efectos

antivirales del IFN a y B in vivo (Rehennann et al, 2005).

Se han propuesto cuatro mecanismos potenciales que podrían justificar la

eventual inhibición del Interferón basados en modelos in vitro:

1- La serin-proteasa NS3-NS4A bloquea a IRF 3,post inducción con IFN tipo I.

2- Secuencias específicas dentro de NSSA inhiben a la PKR mediante la formación de

heterodímeros que inhiben su función.

3- E2 puede funcionar como un señuelo para la PKR, dado que presenta secuencias

homólogas al factor de iniciación de la traducción 2a (El2Fa).

4- La región 5’ No codificante del ARN viral forma estructuras secundarias que pueden

competir con el ARN bicatenario en 1ainducción de la PKR.
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a2- Respuesta inmune humoral

La infección con el VHC puede asociarse raramente a manifestaciones clínicas

al cabo de un período de incubación de 3 a 12 semanas. Dentro de las 4 semanas post­

infección, la mayoría de los pacientes seroconvierte y se tornan detectables los

anticuerpos dirigidos contra las proteínas estructurales y no estructurales.

Sin embargo, la respuesta inmune humoral no se correlaciona con un

determinado desenlace de la infección (Gremion & Cemy, 2005).

Los anticuerpos también han sido implicados en el daño del tejido, dada la alta

frecuencia de pacientes con Hepatitis C crónica que tienen inmunocomplejos en

circulación y en los que se ha observado artritis, crioglobulina, vasculitis cutánea y

glomerulonefritis. Además, la consecuencia en la formación de inmunocomplejos con

efectos inmunosupresores sobre el receptor del Fc expresado en las células permite una

asociación entre 1aformación de inmunocomplejos y la persistencia viral. En la misma

línea, el mimetismo molecular representa un mecanismo potencial para permitir al virus

disminuir su detección por el Sistema Imnune (Gremion & Cemy, 2005).

Además, los anticuerpos no protegen contra la reinfección por genotipos

filogenéticamente distantes.

a3- Respuesta inmune celular CD4+y CD3+

Existen evidencias que las células CD4+ y CD3+tienen un importante rol en el

control de la infección.

Los CD4+reconocen péptidos cortos producidos por el clivaje proteolítico de

antígenos exógenos presentados por las moléculas de clase II del complejo mayor de

histocompatibilidad expresados en la superficie celular de las células presentadoras de

antígenos, tales como macrófagos, células dendríticas y células B.
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La función de los CD4+ es fundamentalmente regulatoria por la secreción de

linfoquínas que modulan la actividad de las células B antígeno - específicas y las células

CD5.

Estudios relacionados con la eliminación viral demostraron que el perfil de TH]

con producción de Interferón y e IL2 está más asociado a la erradicación del virus, que

aquellos donde la respuesta es TH2 con producción de IL10e IL4.

La eliminación viral espontánea se asocia con una respuesta celular sostenida y

vigorosa de CD4+en sangre periférica que se mantiene por varias semanas.

Por el contrario, cuando la respuesta celular T CD4+ es baja, demorada o

transitoria, la infección con el VHC evoluciona a la persistencia.

Los linfocitos citotóxicos CTL CD8+desempeñan un importante rol en la

eliminación del virus. Una respuesta celular T CD8+ semi-temprana, vigorosa y

multiespecífica se asocia con una espontánea erradicación del virus.

Acumulación en
hígado

- ¡Reconocimiento
Presentación Cimlífico:perfirinn, Fas

CélulasT [a @
me 961 —-> QE) —-> —>

N G) © 5%? nn cimlflicnzlfll

Expusün

Figura 5. Respuesta exitosa de las células T al VHC (modificado de Neumann Haefelin et al, 2004)

En los pacientes que desarrollan una infección crónica, la funcionalidad de los

linfocitos TCDg+fracasa en lograr una expansión clonal y exhibiendo dichas células

muy baja citotoxicidad. Una hipótesis reciente propuso que una respuesta CD4+alterada

podría deberse a la infección de las células dendríticas (Pawlotsky, 2004). Se ha

reportado que dichas células provenientes de pacientes crónicamente infectados tienen

una deficiente fimción estimulatoria posiblemente debido a una inhibición en la

producción de Interleuquina 2 (IL2). Esta disfunción celular podria resultar perjudicial
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para la polarización de las células T y - por ende - favorecer una respuesta TH2. Sin

embargo, estos resultados no fueron confirmados por todos los grupos que investigaron

la participación de las células dendríticas en la regulación de la respuesta inmune

celular.

Otros mecanismos posibles incluyen:

1- Falla grimaria y agotamiento de las células T:

Los mecanismos responsables de 1afalla primaria de estas células no se conocen

con precisión. Se ha sugerido que la presentación de antígenos por células dendríticas y

macrófagos podría ser impedida en la infección con el VHC (Neumann-Haefelin et al,

2004)

Un estudio reciente demostró que la frecuencia de células dendríticas inmaduras

en pacientes crónicamente infectados por el VHC fue mínima, mientras que estaba

muy disminuida la producción de la IL12y de TNFa. Además, la reducida producción

de IL12se correlacionó con una débil respuesta de células T (Neumann-Haefelin et al,

2004). Por el contrario, Longman y cols. (2004), demostró que las células dendríticas

provenientes de pacientes crónicamente infectados no exhibían alteraciones en su

funcionalidad.

Una posible explicación para el agotamiento de las células T podría ser la

deleción de las células T virus-específicas en presencia de una alta carga viral tal como

fuera previamente'demostrado para la infección con el virus de la corionmenigitis

linfocitaria (LCMV)

2- Alteración de la función de las células T:

Las células T específicas CD8+ pueden presentar alteración de su capacidad

proliferativa, citotóxica y de secreción de TNFa e IFNy luego de su estimulación.

Distintos mecanismos han sido propuestos ( Neumann-Haefelin et al, 2004):

a- Insensibilidad frente a la exposición ante significativos niveles de antígenos, lo cual

podría ser la causa de la inhibición de la proliferación de las células CD4+,aunque esto

no ha sido demostrado aún para las células CD3+.
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b- Alteración de la maduración de las células T: la diferenciación de los fenotipos de las

células T han sido extensamente estudiada en los últimos años, revelándose defectos en

la maduración de las células CD8+en ciertas infecciones virales, incluyendo la causada

por VHC.

c- Supresión de la función de las células T por factores virales: dos diferentes

mecanismos de inhibición de la función de estas células han sido identificados,

mediados por la proteina Core del VHC. Esta proteína expresada en hepatocitos y en

linfocitos interacciona con el receptor de TNF y Fas modulando la apoptosis de estas

células. Además, la fracción extracelular de Core interacciona con el receptor del

complemento gClqR expresado en la superficie de las células T náive, células

dendríticas y macrófagos impidiendo su activación, maduración y producción de IFNy.

d- Supresión de la función por células T regulatorias: recientemente ha sido sugerido

que ciertas células T regulatorias pueden contribuir a la disfunción de las células T

virus-específicas contribuyendo a la persistencia. Fue demostrado que las células CD4+

CD25Jr pueden suprimir ex vivo la producción de IFN-y por las células CD3+ de

pacientes crónicamente infectados por el VHC.

BPM“ Recomeimieninde Citolifico:Perfirim,
presentación anügem Fas

-—-—>{83‘32. > ©3333 9 o ¿’50 -—->'
Q (e) e e) J ‘ o funciones Nocitolifico:IFN’ efemras

Células T Naive Acumulación en
hígado

Figura 6. Alteración de la función de las células T (modificado dc Neumann Haefelin et al, 2004).

e- Los factores genéticos del huésped, tales como el polimorfismo en los promotores de

los genes de citoquinas, como así también en los genes de los receptores de

quimioquinas podrían contribuir a la modulación de la respuesta inmune específica y

potencialmente a la producción Interleuquina 10 (ILIO) producida por los TCDg+ que

han sido encontradas en el hígado. .
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En síntesis, la infección crónica con el HCV podría estar asociada -al menos

parcialmente- a la infección de las células dendríticas o a la modulación de sus
. . . . + + .

funcrones promov1endo una debllitada respuesta celular CD4 y CD3 (Gremion &

Cemy, 2005) l

b- Apoptosis en Hepatitis C

La apoptosis es un proceso que puede ser utilizado tanto como mecanismo de

defensa del huésped contra la infección viral y la tumorigénesis o bien para facilitar la

diseminación del virus. E1 mismo ha sido considerado un camino fiecuente de

interrupción de la replicación viral y de eliminación de las células infectadas, dado que

la respuesta inmune puede inducir la muerte celular, a través de las células NK y /o de

los linfocitos T citotóxicos (CTL).

Cabe destacar que el genoma del VHC codifica proteínas que reprimen el

proceso apoptótico y -de este modo- se logra la sobrevida hepatocitos infectados, lo que

coadyuva a la génesis de una infección persistente (Kountouras et al, 2003).

b.1- Mecanismo de Apoptosis

La muerte celular puede ocurrir por dos caminos: necrosis y apoptosis, los cuales

se diferencian entre sí por presentar distintos cambios morfológicos, bioquímicos y

moleculares.

La necrosis se caracteriza por la pérdida de 1a permeabilidad de la membrana

plasmática, lo cual origina la lisis celular, produciendo la eliminación del contenido de

la misma en los tejidos circundantes, causando la consecuente inflamación.

Durante 1a muerte celular por apoptosis, la célula se encoge, sus mitocondrias

liberan citocromo C, la membrana citoplasmática exhibe cambios, el ADN y la

crornatina son degradados, formando los cuerpos apoptóticos que son fagocitados por

otras células. Las células fagocíticas segregan citoquinas que inhiben la inflamación.

La apoptosis es llevada a cabo por un conjunto de proteínas denominadas

caspasas, así como por otra vía caspasa-independiente (Kroemer & Martin, 2005). Las
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caspasas son cistein-proteasas sintetizadas como proenzimas inactivas y su activación

se produce por el clivaje de la molécula en un residuo ácido aspártico.

El proceso apoptótico mediado por CTL ocurre de la siguiente manera:

Los linfocitos T citotóxicos activados reconocen los antígenos procesados y

presentados en el contexto de moléculas del CMH clase I por los hepatocitos.

La unión de FasL a su receptor Fas, expresado sobre la superficie del hepatocito

infectado con el Virus, origina la formación del complejo de muerte, el cual produce la

activación de la caspasa 8 y gatilla la aceión en cascada de caspasas que llevan a la

apoptosis.

Además, la caspasa 8 puede clivar la proteína Bid, la cual lleva a la liberación

del citocromo C desde la mitocondria. Este proceso puede ser bloqueado por los

miembros antiapoptóticos de la familia Bel-2 o promovido por los miembros

proapoptóticos de la misma, tales como Bax.

El citocromo C liberado se une a APAFl y lo activa, produciendo el

reclutamiento de la caspasa 9 para fonnar el complejo Apoptosoma, el cual gatilla la

cascada de las caspasas efectoras 3, 6 y 7.

A su vez, los linfocitos CTL activados, una vez que han reconocido a la célula

infectada, producen la liberación de gránulos citotóxicos, que se depositan en la

membrana del hepatocito.

Estos gránulos contienen:

a- Macromoléculas denominadas perforinas o citolisinas.

b- Serina-proteasa denominadas Granzima B.

La perforina liberada en contacto con el medio extracelular se polimeriza

formando grandes canales, a través de la bicapa lipídica, por lo cual, la célula pierde

iones y agua. Esto ocasiona la lisis de la célula diana.
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La Granzíma B preferentemente cliva sustratos en los residuos de ácido

aspártico. Los sustratos reconocidos por la Granzíma B son la Enzima Convertidora de

IL1 (ICE) y las cisteín-proteasa (caspasas).

ICE y las proteasas ICE-símil también desarrollan su actividad catalítica sobre

los residuos de ácido aspártico susceptibles al clivaje, de tal modo que se inicia la

cascada comparable con la activación de las caspasas, inducida por la unión de FasL a

su receptor Fas sobre la superficie celular.

Luego se produce la separación de los CTL y 1amuerte celular de la célula diana

por apoptosis.

El primer mecanismo de apoptosis -mediado por Fas- es activado por grandes

cantidades de caspasa 8 e involucra el clivaje de la molécula Bid proapoptótica seguida

de la liberación de citocromo C desde la mitocondria hacia el citosol, provocando la

muerte celular.

El segundo camino requiere grandes cantidades de caspasa 8 que activa a las

caspasas efectoras 3, 6 y 7.

liberación de Granzíma By
Perfnrina

.Inhemalizaciúnde mind“ de mue I
ranzima By clivaíe de

ta pasa 8 _ U

pm-caspasas Í(_ ¡can__ __.___. Cascadade ‘aspasa“gBm cg,

(3,6,7) f“

1 activación deEaspasa 9

APOPTOSIS '

Figura 7. Los linfocitos CTL median la apoptosis de los hepatocitos infectados por el VHC
(modificado de Kountouras et al, 2003)
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b.2- Apoptosisy Hepatitis viral aguda

La Hepatitis Viral aguda se caracteriza por la infiltración inflamatoria lobular y

portal, necrosis, degeneración y regeneración hepatocelular.

En particular, hay evidencia de formación de hepatocitos acidófilos, los cuales

exhiben los —asídenominados- cuerpos acidófilos. Estas células finalmente progresan

a la fragmentación, un rasgo compatible con apoptosis.

b.3- Apoptosisy Hepatitis viral crónica

Existen tres rasgos morfológicos que son sugestívos del proceso apoptótico en el

hígado de pacientes con Hepatitis C crónica: l) retracción y desintegración gradual; 2)

fragmentación del núcleo y citoplasma; y 3) presencia de cuerpos acidófilos.

La proximidad entre hepatocitos apoptóticos y el infiltrado linfocitario, sugiere

que estos eventos pueden ser mediados por la respuesta inmune.

La expresión de Fas está aumentada en el hígado y la expresión de FasL por los

linfocitos activados, puede iniciar la señal de muerte celular de los hepatocitos que

expresan Fas, como así también de las células proinflamatorias que continuamente

llegan al hígado desde sitios extrahepáticos.

Luego, la vía Fas —FasL desempeña un rol importante en la injuria hepática.

El compromiso de la respuesta inmune en la patogénesis de la infección, sugiere

que el camino citolítico de los hepatocitos infectados, asociado con los linfocitos

citotóxicos o la liberación de citoquinas por las células CD4+ y CD8+ puede estar

relacionado a la inducción de la apoptosis de los hepatocitos infectados (Bantel et al,

2064)

Cabe destacar que el indice proliferativo de los hepatocitos maduros en el hígado

sano es extremadamente bajo (menos de l hepatocito en 1000 replicando el ADN en
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cualquier momento analizado). Este grado de replicación sirve para balancear los

niveles basales de apoptosis y mantener la masa hepática estable.

En contraposición, recientes experimentos demuestran que los hepatocitos

maduros enfermos tienen un alto potencial replicativo. Durante la infección crónica con

el VHC, la proliferación aumentada de los hepatocitos en un ambiente mutagénico

puede resultar en la emergencia de las células transformadas (Block et al, 2003)

I.3 El Virus del VHC

El VHC es un virus ARN envuelto que pertenece al género Hepacivirus dentro

de la familia Flaviviridae. Comparte esta familia con miembros del género Flavivirus

(entre cuyos miembros pueden mencionarse ejemplos tales como el virus del dengue, el

virus de la fiebre amarilla y el virus del Nilo occidental) y con miembros del género

Pestivirus (como el virus de la diarrea bovina y el virus del cólera porcino).

El genoma del VHC es una cadena simple de ARN de polaridad positiva, de

aproximadamente 9.600 nucleótidos de longitud. Contiene un único marco de lectura

abierto (MAL ú ORF), a partir del cual se obtiene una poliproteína precursora de

aproximadamente 3.000 aminoácidos.

El ORF [open reading flame], es flanqueado por los extremos 5‘ y 3' no

traducibles (UTR untranslated region), de 341 y 230 nucleótidos de extensión,

respectivamente. En ambos extremos se sitúan estructuras de RNA altamente

conservadas que son esenciales para la traducción de la poliproteína y la replicación del

genoma viral.

El 5‘ UTR contiene un sitio de entrada al ribosoma (IRES) que liga a la

subunidad 4OS del ribosoma e inicia la traducción de la proteína en una manera cap­

independiente.

El IRES ha sido recientemente visualizado por microscopía electrónica y se ha

podido mostrar que 1aunión del mismo produce importantes cambios conformacionales
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en la subunidad 408 del ribosoma, lo que indica que aquél es un modulador dinámico de

1amaquinaria de la traducción de la célula huésped (Penin et al, 2004).

El 3' UTR posee una secuencia de aproximadamente 40 nucleótidos que precede

un tramo de poli U de longitud variable, de cerca de 96 nucleótidos seguida de una

secuencia (muy conservada entre los genotipos) que contienen estructuras de asa y bucle

(Stem loop). El 3' UTR desempeña un importante rol en la replicación Viral.

La poliproteína precursora es clivada co- y postraduccionalmente por proteasas Viralesy

celulares, en al menos 10 proteinas.
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Figura 8. Organización del genoma del VHC (adaptado de Waris el aL, 2003).

Las proteínas estructurales incluyen al core (C), que forma la nucleocápside

viral, y las glicoproteinas de envoltura El y E2. Ellas son liberadas por peptidasas

celulares.
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Las proteínas estructurales están separadas de las no estructurales por un corto

péptido de unión a membrana denominado p7, que posiblemente forma un canal

dependiente de calcio.

Las proteínas no estructurales (NS) NSZ a NSSB están involucradas en el

procesamiento proteolítico y en la replicación viral. La proteína F, de función casi

totalmente desconocida, es codificada por un marco de lectura que se superpone al

gen core y es sintetizada mediante cambio de marco de lectura ribosomal durante la

traducción. (Xu et al, 2001).

El procesado proteolítico de las proteínas NS es complejo y requiere de dos

proteasas: 1) la NSZ-NS3 metaloproteasa dependiente de Zn“; 2) la serin-proteasa

NS3 localizada en su amino terminal.

La NSZ-NS3 proteasa cliva exclusivamente NSZ/NS3 por un mecanismo

autocatalítico dependiente de su conformación.

Las proteínas NS restantes son clivadas por 1aNS3 asociada a su cofactor NS4.

La proteína NS3 posee también actividad de ARN helicasa. Se han reportado

varias interacciones con componentes celulares que incluyen 1aproteína quinasa A y C,

P53 y las histonas H2B y H4, aunque su significado no ha sido dilucidado aún.

NS4B es una proteína integral de membrana que funciona como un andamio

sobre el cual se asienta el complejo de replicación.

NSSB es la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). NSSA es el cofactor

de NSSB requerido para la replicación viral. NSSB inicia la trascripción de ambas

cadenas positiva y negativa.

I.3.1 Estructura del vírión y características del genoma VHC

El VHC circula en varias formas en el suero de un paciente infectado:

1- Viriones ligados a lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) y lipoproteínas de

baja densidad (LDL).
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2- Viriones ligados a inmunoglobulinas, con menor capacidad infectiva.

3- Viriones libres.

Las partículas del VHC se caracterizan por tener un diámetro de 55-65nm. Se

cree que VHC adopta una simetría icosaédrica.

La conservación de ciertos aminoácidos entre los distintos genotipos, cepas y

cuasiespecies indica que ellos son necesarios para mantener 1a función vital de las

proteínas o para conferir al virus una ventaja evolutiva.

E1genoma del VHC muestra una importante variación en la secuencia debido a

la pérdida del mecanismo de lectura de prueba de su ARN polimerasa RdRp.

Han sido identificados más de 9 genotipos distribuidos en 6 tipos o grupos

principales (l, 2, 3, 4, 5, 6) y subtipos (a, b, c, etc.)

Dentro del huésped, el VHC circula como un pool de secuencias genéticamente

diferentes pero muy relacionadas entre sí, viables, sometidas a un proceso de evolución

y selección denominadas cuasiespecies.

1.3.2 Replicación del VHC

El número de particulas virales y la producción de mutantes confirman que la

replicación del VHC es un proceso altamente dinámico. Se producen 1011-1012

partículas virales por día y la vida media del virión es de 3 a 5 horas.

Dado que el hígado posee lO11hepatocitos y asumiendo que el 10% de ellos está

infectado, se puede deducir una producción aproximada de 50 partículas virales por

hepatocito por día.

Las proteinas no estructurales del VHC se han detectado en el hígado de

pacientes infectados o de chimpancé inoculados experimentalmente, confirmando que

éste es el sitio de replicación viral. Además de los hepatocitos, hay una amplia evidencia

que el VHC puede también replicar en células mononucleares de sangre periférica tanto
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