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Resumen

RESUMEN

Andlisis de las Bases Moleculares de la Resistencia a la Quimioterapia y
Estrategias para su Optimizacion: Rol de las Proteinas ABC en la Apoptosis y la

Transformacion Celular

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue contribuir a la basqueda de soluciones
mas eficaces para el tratamiento de diferentes enfermedades hepéticas como la hepatitis
cronica causada por el HBV y el HCC. Los resultados mas relevantes son: A) diferentes
co-polimeros de PEO-PPO produjeron una reduccion en la expresion de-BGRPa
transportadora de drogas, entre otros compuestos- y un aumento en la acumulacion
intracelular del antitumoral doxorrubicina, en lineas celulares derivadas de HCC. La
sensibilidad a la doxorrubicina se increment6 hasta 41 veces, lo cual muestra una
posible capacidad de los mismos de quimiosensibilizar células MDR. B) estos co-
polimeros indujeron apoptosis y un aumento en los niveles de ARNiaxdeh-tert

C) uno de los anélogos nucleosidicos estudiados presenté actividad anti-HBV. D) uno
de los co-polimeros analizados redujo la replicacion del HBV. E) la proteina X del HBV
(HBx) -salvaje o mutante (1127T/K130M/V131l)- presentd efectos pro y anti-
apoptaticos. F) HBx y la replicaciéon de HBV en su conjunto aumentaron la expresion
de diversas proteinas -MRP1, MDR1 y BCRP- involucrados en el transporte de drogas
antivirales y anticancerosas.

Estos resultados en conjunto tendrian potenciales nuevas implicancias en la oncogénesis

hepatica y en la terapéutica antiviral y anticancerosa.

Palabras claves: HCC, Co-polimeros, HBV, HBXx, Apoptosis, ABC, MDR.



Abstract

ABSTRACT

Analysis of the Molecular Basis of Chemotherapy Resistance and Strategies for its

Optimization: Role of ABC Proteins in Apoptosis and Cell Transformation

The main objective of this thesis was to contribute to the discovery of more effective
treatments of various liver diseases such as chronic hepatitis caused by HBV and HCC.
The most important results are the following: A) Different PEO-PPO co-polymers
produced a reduction in the expression of BCRP -drug pump transporter, among other
compounds-, and an increased intracellular accumulation of the antitumor doxorubicin,
in cell lines derived from HCC. Doxorubicin sensitivity increased to 41 times, which
shows a possible ability of co-polymers to chemosensitisation MDR cells. B) These co-
polymers induced apoptosis and increased mRNA levetmoandh-tert C) One of

the nucleoside analogues studied herein had anti-HBV activity. D) One of the co-
polymers analyzed decreased HBV replication. E) The HBV X protein (HBx) -wild type
or mutant (1127T/K130M/V131l)- had pro and anti-apoptotic effects. F) HBx and HBV
replication as a whole increased expression of various proteins -MDR1, MRP1 and
BCRP- involved in the transport of antiviral and anticancer drugs.

These results together would have potential new implications in hepatic oncogenesis

and in antiviral and anticancer therapeutics.

Key words: HCC, Co-polymers, HBV, HBx, Apoptosis, ABC, MDR.
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INTRODUCCION
|. HEPATOCARCINOMA

I.1. Etiologia y epidemiologia del HCC

El hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (HCC) es el cancer primario mas comudn
de higado y la tercera causa de muerte por cancer en el mundo (Ferlay et al., 2010). La
incidencia del HCC es muy variable dado que depende de la presencia de las diferentes
enfermedades hepaticas subyacentes presentes en cada region (Bosch et al., 2004;
Sherman, 2005). Segun la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
(IARC, International Agency for Research on Car¢ceel HCC tiene una alta
mortalidad en todo el mundo con una relacién global de mortalidad/incidencia de 0,93
(Ferlay et al., 2010). Mas del 80% de los casos se producen en paises en vias de
desarrollo que carecen de la infraestructura necesaria para el manejo de dicha
enfermedad como Africa subsahariana, el sudeste asiatico y Asia oriental (Ferlay et al.,
2010). Sin embargo, en los ultimos afios, se observd un drastico aumento de la
incidencia en algunos paises desarrollados, incluidos Estados Unidos, Inglaterra y
Francia (Rahman et al., 2013; Shiraha et al., 2013). Los paises de América Latina,

presentan riesgo intermedio (Gomaa et al., 2008) (Figura 1

Figural: tasas de incidencia de HCC estandarizadas por edad, en hombres por caahEiiténtes.
Datos obtenidos de GLOBOCAN 28, la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Car
World Health Organizatiorghttp://globocan.iarc.fr/).
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Las variaciones en las tasas globales de incidencia del HCC reflejan la variacion de los
factores de riesgo de esta enfermedad, que muestra que los paises con una alta
prevalencia de infecciones por el virus hepatitis B (HBV) o C (HCV), por lo general
tienen una elevada incidencia de HCC (Figura 2). Esto es consistente con estudios que
demuestran que alrededor de tres cuartas partes de los HCC se atribuyen a infeccion
crénica por HBV o HCV (El-Serag y Rudolph, 2007).

Prevalsnocs of
HCW infection

o
] 2510.0%
[ to-=25%

Prevalencs of
HBW infection

B -aw

B 2-7%

F <%

Incidencs of liver cancear

[]=34 [J=d42 [J=85 [QJ=185 [Q=9as

(Yang y Roberts, 2010;

Figura 2: variacion global de la incidencia del HCC, prevalencia de infeccién por HIBVo Puede verse
reflejado que los paises con una alta prevalencia de HBV o HCV por lo general tiamaayam incidencia de
HCC.
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En general, el riesgo de HCC es 2-7 veces mayor en hombres que en mujeres (Ferlay et
al., 2010) dado que los hombres podrian tener tasas méas elevadas de infecciones por
HBV o HCV vy, por otro lado, el efecto de los estrégenos podria suprimir la inflamacion
mediada por la interleuquina 6 (IL-6) en las mujeres, reduciendo tanto el dafio hepatico
como la proliferacion (Naugler et al., 2007). Por el contrario, los efectos de la
testosterona podrian aumentar la sefalizacién del receptor de andrégenos en hombres,
promoviendo la proliferacién de las células hepéticas (Sung et al., 2003; Chiu et al.,
2007). De todos modos, recientemente se ha reportado que después de la menopausia no

se observaron diferencias significativas entre los sexos (Cook et al., 2009).

[.2. Factores de riesgo

El HCC es una enfermedad compleja asociada con multiples factores de riesgo y co-
factores (Gomaa et al., 2008). La inflamacion continua y el estrés oxidativo facilitan la
acumulacion de alteraciones genéticas en los hepatocitos. Como consecuencia de ello,
en la mayoria de los pacientes el HCC es consecuencia de una cirrosis hepatica pre-
existente (Llovet, 2005), siendo las causas mas comunes de la cirrosis la infeccién
cronica por HBV o HCV. En efecto, se ha estimado que el HBV es responsable del 50%
de los casos de HCC en todo el mundo, mientras que el 10-25% de los casos se cree que
son por HCV (Block et al., 2003; Gurtsevitch, 2008).

En América Latina, se realiz6 un estudio prospectivo a fin de analizar la etioldgia de
enfermedad hepética cronica subyacente en pacientes con HCC. Segun este estudio
(Tabla 1), las principales causas etioldgicas fueron HCV (30,8%), alcohol (20,4%),
cirrosis criptogénica (14,6%), HBV (10,8%) y HCV + alcohol (5,8%) (Fassio et al.,
2010).
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Tabla 1: etiologia de la enfermedad hepatica crénica en 240 pacientes con diagndstico de HCC en
Ameérica Latina

Etiologia n %
HCV 74 30,8
Alcohol 49 20,4
Cirrosis criptogénica 35 14,6
HBV 26 10,8
HCV + Alcohol 14 5,8
Otros 14 5,8
NASH 11 4,6
HBV + Alcohol 4 1,7
HAI 4 1,7
Hemocromatosis 4 1,7
HCV + HBV 2 0,8
Cirrosis primaria biliar 2 0,8
HCV + HBV + Alcohol 1 0,4

NASH: esteatohepatitis no alcohdlica; HAI: hepatitis autoinmune

Otros factores de riesgo importantes son los toxicos (alcohol, aflatoxinas), metabdlicos
(diabetes y enfermedad no alcohdlica del higado graso, hemocromatosis hereditaria) y
aguellos factores asociados al sistema inmunoldgico (cirrosis biliar primaria y hepatitis
autoinmune) (Parikh y Hyman, 2007).

I.3. Mecanismos moleculares implicados en el HCC

El HCC presenta una patogénesis molecular muy compleja y esta asociado, entre otros
factores, a alteraciones gendmicas incluyendo inestabilidad cromosdmica, metilacion de
promotores de genes, arreglos de ADN asociados a la integracion del HBV,
hipometilacion del ADN y, en menor grado, a la inestabilidad de microsatélites (Herath
et al., 2006). Estos cambios genéticos y epigenéticos ocurren durante la iniciacion,
promocién y progresiéon de la enfermedad (Teufel et al., 2007) y la acumulacién de los
mismos conduce a la desregulaciéon de mdltiples vias de sefalizacion celular que

incluyen la proliferacion, la supervivencia, la diferenciacion y la angiogénesis. El
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analisis por citogenética convencional ha demostrado que anormalidades en los
cromosomas 1, 6, 7, 8, 13, 17 y 20 son las més frecuentes en los tumores hepaticos
(Parada et al., 1998; Midorikawa et al., 2006). Estudios moleculares de polimorfismos
de microsatélites en HCCs han revelado la frecuente pérdida de heterocigosis (LOH,
Loss of heterozigocifyen los cromosomas 1p, 4q, 5q, 6q, 8p, 13q, 16q, 17p y 22q, lo
que sugiere que en estas zonas se encontrarian los genes supresores tumorales (GST).
De acuerdo con estos datos, las mutaciones o deleciones de los GST M6P/IGF-IIR
(6927), PRLTS (8p21-22), BRCA2 (13912), Rb1 (13q14) y p53 (17p13), se detectan
con frecuencia en hepatomas (Buendia, 2000; Levy et al., 2002). Estudios de
hibridacibn gendémica comparativa (CGHZomparative Genome Hybridizatipn
muestran que el perfil gendbmico de los HCC se caracteriza por pérdidas de material
genético en las regiones cromosémicas 1p, 4q, 69, 8p, 13q, 16q y ganancias en 1q, 6p,
8g y 17q (Prange et al., 2003; Raidl et al., 2004), lo que confirma la importancia de las
alteraciones genéticas como 14-3-3 zeta, PVT1 (8g22-24), S100A4 y HDGF (1g21-24)
y TOP2A, CDC27 y TUBGL1 (17921) en el desarrollo del HCC (Taniguchi et al., 2002;
Bengochea et al., 2008). Por otra parte, analisis transcriptémicos utilizando tecnologia
de alto rendimiento revel6 que varios factores y co-factores transcripcionales se
expresan de manera aberrante en los HCCs humanos. Muchos de ellos son factores
claves en las vias de sefializacion que regulan procesos celulares pro-tumorigénicos,
como la proliferacion (Myc, p-Catenina, p53, HIR«, PTEN, E2F), la apoptosis (c-

Myc, p53, E2F), la migracion/invasion (B-Catenina, HOX) (Thorgeirsson y Grisham,
2002; Alves et al., 2011) y la angiogénesis (VEGF, PDGF, EGF) (Roberts y Gores,
2005; Thomas y Abbruzzese, 2005; Villanueva et al., 2007).

Las importantes modificaciones que ocurren en el tejido hepético -ya sea debido a la
infeccion viral oala exposicion a agentes hepatotdxicos- causan cambios significativos
en las vias de sefializacion celular y alteran la expresion de numerosos genes, resultando

en la formacién de tumores (Figura 3
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(Adaptado de Aravalli et al., 2008

Figura 3 vias de sefializacion implicadas en el HS&ha demostrado que algun
de ellas juegan un papel critico en el desarrollo de este tipo de cancer.

La desregulacién del balance entre las vias de proliferacion y la muerte celular
representa un principio pro-tumorigénico en la carcinogénesis hepética (Fabregat et al.,
2007), donde por lo general hay una activacion de las cascadas de proliferacién y una
inhibicion del proceso de muerte, lo que lleva a la supervivencia y proliferacion de las
células afectadas.

Sin embargo, todavia se conoce muy poco acerca de los mecanismos moleculares que
conducen a la hepatocarcinogénesis. Estas vias son de gran interés desde el punto de
vista terapéutico, debido a que se podria accionar sobre dichos mecanismos para

reducir, retrasar o prevenir el proceso carcinogénico.

1.3.1. Vias de sefializacién involucradas en la apoptosis

La apoptosis, 0 muerte celular programada, es un proceso fisiolégico altamente
conservado, que desempefia un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
y control del crecimiento fisiolégico durante el desarrollo y la remodelacion tisular
(Guicciardi y Gores, 2005). También se produce como un mecanismo de defensa, como

ocurre en las reacciones inmunologicas o cuando las células resultan dafiadas por una
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determinada enfermedad o agentes nocivos (Norbury y Hickson, 2001). Dependiendo
del tipo de estimulo, existen dos vias diferentes de apoptosis: la via extrinseca (o via de
los receptores de muerte) y la via intrinseca (o via mitocondrial) (Figura 4). Ambas vias
activan una variedad de proteasas -principalmente caspasas- y endonucleasas que
finalmente degradan componentes celulares, conduciendo a cambios bioquimicos y
morfolégicos caracteristicos de este tipo de muerte celular (Czerski y Nufiez, 2004).
Ademas existe una via adicional que implica la citotoxicidad mediada por linfocitos T e

involucra a la perforina y granzimas Ay B.
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(Fabregat et al., 2007

Figura 4: principales vias de sefalizacién implicadas en el control de la apa
de los hepatocitos.

La via extrinseca es regulada por una familia de receptores transmembrana conocidos
como receptores de muerte, los cuales pertenecen a la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNFTumor Necrosis Factyr(Locksley et al., 2001). Los ligandos

mas conocidos y sus respectivos receptores incluyen a FasL/FasRy/TINNRI,
Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 y Apo2L/DR5 (Suliman et al., 2001). La unién del ligando a

su receptor induce la oligomerizacién del mismo. Esto lleva al reclutamiento de una

proteina adaptadora que se asocia con las pro-caspasas 8 y 10, formando un complejo de
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muerte conocido como DISM®¢ath-inducing signaling complexEn este complejo se
produce la activacion auto-catalitica de estas pro-caspasas, las cuales pueden activar
directamente las caspasas ejecutoras (caspaag)3de la apoptosis.

La via intrinseca esta mediada por diversos estimulos apoptoéticos que convergen en la
mitocondria, incluyendo la privacion de factores de crecimiento, quimioterapia,
radioterapia, hipoxia, estrés oxidativo y dafio al ADN (Green y Reed, 1998). Estos
estimulos provocan un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial
(pérdida del potencial de la membrana mitocondrial), liberando moléculas pro-
apoptoticas al citoplasma, tales como el citocrandna vez liberado, produce la
adivacion de la caspasa 9, la cual cliva y activa proteasas ejecutoras (Shi, 2002).

Ambas vias, la extrinseca y la intrinseca, convergen en la activacion de las caspasas
ejecutoras, y posteriormente en otras nucleasas que impulsan los eventos terminales de

la muerte celular programada.

Entre las caspasas, la caspasa 3 es la mas abundante en las células y es la responsable de
la mayoria de los efectos apoptoéticos. Se expresa en forma ubicua en los tejidos
humanos normales incluyendo el higado, y su sobre-expresion y la pérdida de expresion
han sido reportadas en varias lineas celulares y diversos tumores malignos;
respectivamente (Nakagawara et al., 1997; Yu y Little, 1998; Izban et al., 1999;
Kolenko et al., 1999; Winter et al., 2001; Devarajan et al., 2002).

Por otra parte, las proteinas de la familia Bcl-2 controlan el potencial de membrana
mitocondrial. Los miembros de esta familia pueden ser pro- (Bax, Bak, Bid y Bam) o
anti-apoptéticos (Bcl-2, Bel-X Mcl-1 y Al), y su expresion relativa es la que controla

el destino de la célula. Frente a un estimulo apoptético, Bax se transloca a la
mitocondria (Wei et al., 2001) y una vez inserta en la membrana, se oligomeriza para
formar poros y liberar moléculas pro-apoptéticas de la mitocondria. Se ha demostrado
gue esta proteina se encuentra desregulada en el HCC con disfuncion de la via de p53
(Beerheide et al., 2000).
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1.3.2. Vias de sefalizacion involucradas en la supervivencia/proliferacion

Existen unas proteinas inhibidoras de la apoptosis conocidas como IAPEn{ibRor

of Apoptosis Poteing que pueden prevenir la activacion de la muerte celular mediante

la inhibicion de las caspasas ejecutoras, como las caspasas 3 y 7 (Suzuki et al., 2001) y
la caspasa iniciadora 9. Se ha demostrado que tanto c-IAP1 como c-IAP2 inhiben la
apoptosis inducida por varios estimulos cuando se sobre-expresan en células de
mamifero. A su vez participan en la regulacion del ciclo celular y en la modulacion de
la transduccion de sefiales mediada por receptores (de Almagro y Vucic, 2012). En
particular, regulan la via extrinseca de la apoptosis a través de su actividad de ubiquitina
ligasa promoviendo la ubiquitinacién de varias moléculas, incluyendo TRAF2, TRAF3

y Smac de la via de N&B, las cuales tienen implicancias directas sobre la
supervivencia celular (Vucic et al., 2011). Esta actividad ligasa es critica también para

la activacion de la via de las MAPKs (Varfolomeev et al., 2012).

En estudios recientes, Colak y col., demostraron que el desarrollo del HCC esta
asociado con alteraciones en varias vias, incluyendo p53, MAPK, PI3K/Akt B TGF-
(Colak et al., 2010) entre otras (Figura 5).
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(Whittaker et al., 2010)

Figura 5 vias de sefalizacion implicadas en la patogénesis del HCC.
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La via de las MAPKs (también conocida como la via RAF/MEK/ERK), es una via de
transduccion de sefiales ubicua, que regula varios procesos celulares tales como la
proliferacion, la diferenciacion, la angiogénesis y la supervivencia celular (Gollob et al.,
2006). La sobre-expresion o activacion de los componentes de esta via contribuiria de
alguna manera a la tumorigénesis, la progresion tumoral y la metastasis en una variedad
de tumores sélidos (Leicht et al., 2007). En particular, la sobre-expresion de Ras se
observa con frecuencia en el HCC (Calvisi et al., 2006) debido en parte al
silenciamiento de inhibidores de esta via (Calvisi et al., 2007). A su vez, se ha
observado un aumento en la fosforilacion de MEK1/2 (Huynh et al., 2003) y un
aumento en la expresion y actividad de otros intermediarios como ERK (Feng et al.,
2001).

En el HCC también se encuentra activada la via PI3K/Akt/mTOR. La union de factores
de crecimiento (IGF y EGF) a sus respectivos receptores, activa PI3K y por
consiguiente a Akt. De esta manera, Akt fosforila proteinas citoplasméticas como
MTOR y Bad. La activacion de mTOR conduce a un aumento de la proliferacion
celular, mientras que la inactivacion de Bad disminuye la apoptosis y aumenta la
supervivencia celular (Roberts y Gores, 2005). Esta via también puede activarse por
anormalidades en PTEN, ya que este gen se encuentra ausente o con niveles muy bajos
de expresion en casi la mitad de los HCCs (Hu et al., 2003).

La expresion de IGF-R y de EGF-R se encuentra aumentada en el HCC wadws hig
cirroticos (Alexia et al., 2004), lo cual resulta en la estimulacion de la via
PISK/Akt/mTOR, como asi también de las vias de las MAPKs y Wnt/B-Catenina
(Desbois-Mouthon et al., 2001; Alexia et al., 2004).

Esta ultima via, parece ser un evento importante en el desarrollo del HCC, a través de la
desregulacion de p-Catenina, que actia como co-activador para estimular la
transcripcion de genes involucrados en la proliferacién celular (como c-Myc y c-Jun,

entre otros), la angiogénesis y la anti-apoptosis (Avila et al., 2006).

Entre otras de las alteraciones mas frecuentemente observadas en el HCC, se encuentran
la inactivacion de p53, la sobre-expresion de c-Myc y la activacion de la telomerasa (h-
TERT).

P53 es uno de los genes supresores tumorales mas estudiados en la carcinogénesis.

Numerosos estudios han demostrado que este gen supresor se encuentra mutado o
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desregulado en la mayoria de los HCCs (Farazi y DePinho, 2006; Fabregat, 2009); a su
vez -en aproximadamente la mitad de todos los tumores humanos- se inactiva por una
Gnica mutacién puntual (Giaccia y Kastan, 1998). Este gen limita la supervivencia y la
proliferacion celular en respuesta al acortamiento de los telomeros, induce el arresto del
ciclo celular en respuesta a la activacion de oncogenes y protege la integtidad de
genoma frente a dafio en el ADN (Merle y Trepo, 2009). Sin embargo, existen proteinas
que son capaces de bloquear la actividad de este gen supresor, como es el caso de
Ganquirina, que regula la fosforilacion y la degradacion de la proteina de
retinoblastoma (pRb) (Higashitsuiji et al., 2000), y aumenta la capacidad de la ubiquitina
ligasa de MDM2 para reclutarp53 en el proteosoma para su degradacion (Higashitsuji

et al., 2005). Esta oncoproteina se sobre-expresa tempranamente en la

hepatocarcinogénesis (Fu et al., 2002).

Se ha demostrado que la expresiéon del oncogen c-Myc es reprimida por p53. Esta se
une al promotor de c-Myc produciendo una disminucion en la acetilacion de la histona
H4 que se une a dicho promotor (Ho et al., 2005). Este proto-oncogen puede ser
activado préacticamente por todas las vias de sefializacion mencionadas anteriormente.
Ademas, estimula la expresion de muchos genes relacionados con el crecimiento; en
particular, es capaz de activar la expresion y actividad de h-TERT (Cong et al., 2002)
De esta manera, c-Myc actuaria como un regulador central en la transformacion e
inmortalizacion celular.

En este contexto, se cree que h-TERT juega un rol importante en la progresion del
HCC. Su actividad estd aumentada en mas del 80% de biopsias humanas con este tipo
de cancer, mientras que en el tejido hepatico normal su actividad es muy baja o casi
indetectable (Satyanarayana et al., 2004). Ademas h-TERT también esta implicada en la
aparicion de resistencia a mdultiples drogas (MDR) en células tumorales. Los altos
niveles de actividad de esta enzima y la elongacion de los telomeros ayudan a mantener
o aumentar la MDR (Kuranaga et al., 2001).

La tanquirasa es una polimerasa de poli (ADP ribosa) que facilita el acceso de la
telomerasa a los telomeros. Se une a la proteina telomérica TRF-1 (factor de union a las
repeticiones telomeéricas tipo 1), un regulador negativo del mantenimiento de la longitud
de los telémeros y de esta manera modula la inhibicion de la telomerasa en células
tumorales humanas (Seimiya, 2006). Una vez que TRF es liberado, se produce su

ubiquitinacion y posterior degradacion proteosomal (Chang et al., 2003). Consistente
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con esto, el alargamiento de los telomeros es inducido por la sobre-expresion de
tanquirasa exdgena en el nucleo de células con actividad de telomerasa (Smith y de
Lange, 2000). Esto conduce a la suposicion de que la accion de la telomerasa en los
telomeros puede ser regulada por inhibidores de la telomerasa y también por moléculas
que regulan tanquirasa, el tratamiento continuo de células tumorales con estos
inhibidores produce el acortamiento de los telémeros vy, finalmente induce senescencia
y/o apoptosis (Seimiya et al., 2002). De acuerdo a esto, los posibles inhibidores de la

telomerasa tienen el potencial de beneficiar a los pacientes con cancer.

Por ello es que resulta importante elucidar los mecanismos moleculares implicados en el
HCC para lograr entender como se desarrollan estos tumores lo que permitiria

desarrollar nuevas terapias moleculares dirigidas o mejorar las terapias ya existentes.

l.4. Terapéutica del HCC

Varios sistemas de estadificacidon han surgido en estos ultimos afios con el objetivo
clasificar a los pacientes segun el prondstico y también para seleccionar el tratamiento
adecuado. El sistema mas utilizado en la actualidad es el BCLC (Barcelona Clinic Liver
Cancer); el cual incluye el score Child-Pugh (evallua el pronéstico de una enfermedad
hepatica cronica basandose en 5 criterios clinicos: nivel de bilirrubina total, albumina
sérica, tiempo de protrombina y presencia de ascitis y encefalopatia hepatica), el estado
clinico y estadio tumoral (tumor aislado, invasion multinodular, vascular o
diseminacién extrahepatica) y clasifica a los pacientes en HCC precoz, temprano,

intermedio, avanzado o terminal (Figura 6).
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Figura 6: sistema BCLC y estrategias de tratamiento del HCC actualizadas en el afio 201

Desafortunadamente, debido a la naturaleza asintomatica del HCC temprano, en la
mayoria de los pacientes esta enfermedad se diagnostica en etapas avanzadas cuando las
terapias potencialmente mas efectivas como la reseccion hepatica, el transplante
ortotopico y la ablacion local muestran una baja eficacia. Ademas, en el 60-80% de los
pacientes con cancer de higado, el tratamiento se complica por la presencia de una
cirrosis subyacente y disfuncion hepatica (Thomas y Abbruzzese, 2005). En estas etapas
avanzadas se utilizan comdanmente los tratamientos sistémicos; sin embargo, éstos
también resultan minimamente eficaces, tienen graves efectos secundarios y lo mas
importante es que la sobrevida del paciente no supera los 6-8 meses. A su vez, el HCC
es poco sensible a la radioterapia, dejando a esta enfermedad sin opciones terapéuticas

eficaces y con un muy mal prondstico (Avila et al., 2006).

Podemos dividir/clasificar a los tratamientos en quirdrgicos, loco-regionales y

sistémicos.



Introduccién

Actualmente, lostratamientos quirdrgicos como la reseccidon o el transplante
ortotépico hepético son considerados como la Unica posibilidad de curacion a largo
plazo en pacientes con HCC. La reseccion hepatica es un tratamiento adecuado para
pacientes con HCC no asociados a cirrosis o en pacientes con una funcion hepéatica bien
compensada. Esto significa que la reseccion quirdrgica es una opcion de tratamiento
para s6lo una pequefa proporcion de pacientes -menor al 18%- ya que casi el 85-90%
de los pacientes con HCC presentan enfermedad hepética subyacente o cirrosis (Hung,
2005). Estcha alentado a los investigadores a buscar otras modalidades de tratamiento
que pueda superar el inconveniente del trasplante o la reseccidén quirdrgica (Salhab y
Canelo, 2011).

Las terapias loco-regionalestales como la ablacion por radiofrecuencia, la ablacién
percutanea de etanol y la embolizacion y quimioembolizacion transarterial, se utilizan
ampliamente como alternativas terapéuticas no quirdrgicas en pacientes con un HCC
temprano y que no pueden recibir tratamiento quirdrgico, ya sea por la presencia de
comorbilidades o por una funcién hepética insuficiente (Rossi et al., 2010). La mayor
limitacion de estos tratamientos radica en un prondéstico de vida pobre y en una
recurrencia anual de entre un 15-25%, alcanzando el 80-90% a los 5 afios post-
tratamiento (Bruix y Sherman, 2005; Kudo, 2011). émbolizacion es el Unico
tratamiento loco-regional que ha demostrado beneficios en estudios aleatorios en
pacientes con HCC multi-nodular (Llovet et al., 2008; Bruix y Sherman, 2011). Se basa
en la obstruccion de la vasculatura del tumor aumentando la concentracion local del
agente quimioterapéutico y produciendo una gran necrosis tumoral (Bruix et al., 1998).
Cuando este procedimiento se realiza en combinacion con agentes quimioterapéuticos
(Ej. la doxorrubicina y el cisplatino), se denomqmamioembolizacién La adicién de

estos agentes tiene como objetivo mejorar la accion antitumoral de la isquemia. En
general, los agentes antineoplasicos se mezclan con lipiodol, el cual permite retener el
farmaco dentro del tumor y a su vez disminuye el riesgo de los efectos secundarios
asociados a la quimioterapia. El procedimiento se debe hacer de la manera mas selectiva
posible para afectar sélo al tumor y evitar al maximo el dafio al tejido hepatico
subyacente. Este tratamiento logra respuestas efectivas en un 16-55% de los pacientes y
es seguido de una reduccion en la tasa de progresion y una mejoria en la sobrevida
(Llovet et al., 2002; Lo et al., 2002; Llovet y Bruix, 2003).
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Desafortunadamente, el HCC es un tumor relativamente resistente a la quimioterapia vy,
a pesar de los grandes esfuerzos de muchos investigadores, este tratamiento ha resultado
bastante ineficaz, tal como se evidencia por los bajos indices de respuesta y ningun
beneficio demostrado de supervivencia. Esta resistencia a la quimioterapia es causada
principalmente por la sobre-expresion de proteinas resistentes a multiples -drogas
conocidas como proteinas o transportadores -AB8 la superficie de las células
tumorales, lo cual provoca la extrusion activa de los farmacos fuera de la célula (Huang
y Liu, 1999; Arancia et al.,, 2001) impidiendo que se alcancen concentraciones
intracelulares terapéuticas. A esto se suma la disfuncion de la proteina p53, que conduce
a la inhibicion de la apoptosis, como asi también hace que las células tumorales sean
menos sensibles a la hipoxia (Dart et al., 2004; Giménez-Bonafé et al., 2009).

Los tratamientos sistémicosse aplican a pacientes con HCC avanzado que no son
candidatos para la reseccidn quirurgica, el transplante hepatico o la ablacién de tumores
localizados. Entre estos, farapia hormonal constituye una opcion importante en el
tratamiento de muchos tumores sélidos sensibles a hormonas, incluyendo el cancer de
mama, prostata, Utero, ovarios y rifién. La presencia de receptores de hormonas en el
HCC ha llevado a muchos investigadores a estudiar el rol de las hormonas en esta
enfermedad. Los receptores de estrogenos (RE) se expresan en forma variable en este
tipo de cancer (Claviere et al., 1998). En modelos pre-clinicos, los estrégenos estan
implicados en estimular la proliferacién de los hepatoéitostro y pueden promover

el crecimiento del tuman vivo (Francavilla et al., 1989). Por lo tanto, la determinacion

de los RE podria ser util antes del comienzo de ciertas terapias de bloqueo hdtmonal.
tamoxifeno es un compuesto anti-estrogénico que inhibe el crecimiento de células
tumorales por antagonismo competitivo de los estr6genos en su sitio receptor, por lo
qgue los niveles de expresion de estos receptores representan la mejor prediccion del
beneficio del tamoxifeno (Osborne y Schiff, 2005). Dado que el 15-39% de los HCCs
expresan REry en un 39% de tumores hepaticos se ha observado sobre-expresion de
receptores de progesterona, se han realizado en la ultima década ensayos clinicos con
tamoxifeno en pacientes con HCC (Di Maio et al., 2006). Sin embargo, la mayoria de
estos estudios demostré una baja tasa de supervivencia. Otro tratamiento sistémico esta
basado en lainmunoterapia. El interferon o (IFN-a) es una citoquina
inmunomoduladora ampliamente utilizada en el tratamiento de la hepatitis cronica y se

ha demostrado en ensayos pre-clinicos que tiene actividad antitumoral en varios tipos de
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tumores, incluyendo el HCC (lkeda et al.,, 1999; Wada et al., 2007). Ademas se ha
propuesto que tiene propiedades anti-angiogénicas y anti-proliferativas (Lindner, 2002;
von Marschall et al., 2003; Zhu et al., 2008). Por lo tanto, la terapia con HaNtdo
evaluada, aunque con resultados poco satisfactorios. Sin embargo, las combinaciones de
IFN-a con quimioterapia parecen ser mas eficientes. Actualmente se estan desarrollando
novedosas estrategias basadas en agentes inmunoterapéuticos, con resultados
prometedores. Estos incluyen la administracion de citoquinas y la administracion de
células dendriticas en combinacién con linfocitos T activados con IL-12 y células NK
(Avila et al., 2006; Sun et al., 2006; Butterfield, 2007; Kayashima et al., 2010). La
inmunoterapia antigeno-especifica y la deplecion de linfocitos Treg es otra estrategia
prometedora en modelos pre-clinicos de HCC (Cany et al., 2011).

En la quimioterapia sistémica estandar o convencionalos farmacos con mayor
actividad contra el HCC son la doxorrubicina, el cisplatino y el 5-fluorouracikJj5-

La quimioterapia con cisplatino y 5-FU no ha resultado aun efectiva ya que presenta
tasas de respuesta muy baja (<10%) sin un claro beneficio en la supervivencia global
(Yeo et al., 2005). Si bien la doxorrubicina ha sido el medicamento contra el cancer mas
eficaz utilizado para el tratamiento del HCC, la supervivencia es de tan sélo 4 meses
con una tasa de respuesta de aproximadamente un 20% debido a la alta resistencia,
ademas de presentar numerosos efectos adversos. Para mejorar la eficacia de este
tratamiento se esta ensayando la combinacién de farmacos. Aunque muchos regimenes
aun no han proporcionado evidencia de eficacia en pacientes con HCC, la combinacion
de doxorrubicina con paclitaxel ha demostrado efectos sinérgicosrtaiitieo comoin

vivo (Jin et al., 2010). La poca eficacia de esta terapia es debida principalmente a la
extrema resistencia de las células tumorales a la quimiotetapsabre-expresion de

varios miembros pertenecientes a la superfamilia de transportadores ABC es uno

de los mecanismos que conducen al fenotipo MDRI(Itidrug Resistancg. Como se
describirh més adelante, actualmente existen numerosos estudios a fin de lograr

superar la MDR.

En sintesis, en la actualidad no existe un tratamiento eficaz para los paciente<Ccon HC
no resecable, dado que los resultados obtenidos con quimioterapia, hormonoterapia o
inmunoterapia son poco alentadores y la sobrevida del paciente no mejora (Bruix y
Sherman, 2011). El constante crecimiento en el area de las vias moleculares implicadas

en la hepatocarcinogénesis esta llevando poco a poco al desarrollo de mudultiples
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moléculas dirigidas a bloquear vias como RAF/MEK/ERK y PI3K/Akt/mTOR que son
dos de las vias mas involucradas en el desarrollo del HCC (Hanahan y Weinberg, 2011)
como ya se menciond anteriormente. Debido a una mejor comprension de las bases
moleculares de la hepatocarcinogénesis (por ejemplo, vias de sefalizacion y
alteraciones moleculares que promueven el crecimiento celular, entre otras), han surgido
recientemente nuevas modalidades de tratamiento incluyendo la terapia molecular
dirigida, la terapia génica y la terapia de genes antisentido (Park et al., 2011, Villanueva
et al., 2011; Zheng et al., 2012).

En los ultimos afios el conocimiento acerca de los procesos biologicos de la
hepatocarcinogénesis se ha expandido de manera significativa, permitiendo la
identificacién de los procesos moleculares implicados en esta enfermedad neoplésica.
Entre estas moléculas se han identificado factores de crecimiento y angiogénicos con
sus receptores, vias enziméaticas intracelulares en las que estan implicadas las tirosinas
quinasas y factores de transmision de sefiales intracelulares. Todas estas moléculas
representan posibles blancos moleculares para la terapia dirigida (Zhu, 2006). Dado que
el HCC es uno de los tumores sdlidos mas vascularizados, VEGF pareceria ser un
mediador primario de la angiogénesis (Moon et al., 2003). Altos niveles de VEGF estan
correlacionados con un curso mas agresivo de la enfermedad y una mala respuesta a la
terapia (Poon et al., 2004). Por lo tanto, las vias de sefializacion de VEGF/VEGFR y
PDGF/PDGFR son los principales blancos para el desarrollo de la terapia anti-
angiogénica como terapéutica del HCC. La Administraciéon Federal de Difegad (

and Drug AdministratiofFDA), EEUU) aprobd los farmacos que afectan directamente

a la via de VEGF, incluyendo el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab y los inhibidores
de tirosinas quinasas multi-especificas sunitinib, sorafenib y pazopanib, los cuales
inhiben VEGFR junto con otros receptores de tirosina quinasa (Figura 7) (Wiedmann y
Mossner, 2011). Hasta la actualidad, el Unico agente que demostré ser eficaz en
términos de la supervivencia de los pacientes eoralfenib, que se convirtié en el
farmaco estandar para el tratamiento paliativo del HCC (Llovet et. al., 2008; Siegel et
al., 2008; Wiedmann y Mdssner, 2011) (Figura 7).
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Figura 7 terapia molecular dirigida en el HCC. Vias implicadas y farmacos desarrolladas par
tratamiento del HCC

Dicha droga actia bloqueando la angiogénesis a través de la inhibicion de VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, CD135, PDGFRy FGFR-1, los cuales dirigen la formacion de
nueva vasculatura (Matsuda et al., 2011). Este farmaco también actla bloqueando la
proliferacion celular mediada por la via de sefializacion de RAF/MAPK/ERK (Matsuda
etal, 2011

En un estudio doble ciego en fase Il se observo que el sorafenib en combinacion con
doxorrubicina resulté en una mejora en el promedio de tiempo hasta la progresion de la
enfermedad, la supervivencia global y la supervivencia libre de progresion comparado
con la monoterapia con doxorrubicina (Abou-Alfa et al., 2010). Sin embargo, la terapia
combinada sorafenib-doxorrubicina todavia no esta indicada en el uso clinico de rutina.
Por ultimo, las opciones terapéuticas para pacientes con HCCs avanzados tienen un
impacto limitado y, por lo tanto, es de gran importancia el desarrollo de nuevos agentes
y estrategias terapéuticas para este grupo de pacientes de modo de mejorar los

resultados actuales.
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II. VIRUS HEPATITIS B (HBV) Y HCC
I1.1. HBV

Con mas de 350 millones de portadores cronicos del HBV, el virus permanece como
uno de los patégenos humanos mas comunes que causa grandes problemas en la salud
publica (Ganem y Prince, 2004; WHO, 2012). La infeccién por HBV es la décima causa
de muerte en todo el mundo, lo que representa entre 520.000 y 1,2 millones de muertes
cada afio (WHO, 2012) y su prevalencia varia considerablemente en las diferentes
regiones geogréficas y segun las diversas poblaciones (Custer et al., 2004; Ganem y
Prince, 2004). La mayor prevalencia se encuentra en la region de Asia, Africa sub-
sahariana y la cuenca del Amazonas, donde mas del 8% de la poblacion son portadores
cronicos del virus de hepatitis B, y entre el 70-98% muestran evidencias seroldgicas de
haber estado expuestos a este agente. Otros paises como Japon, centro y este de Europa
y Oriente Medio tienen prevalencias intermedias, con tasas de portadores cronicos del
1-8% y tasas de exposicion del 10-60%. Las regiones restantes tienen bajas frecuencias
de portadores cronicos (menos del 1%) y tasas de exposicion del 0,5-2% (Kew, 2010).
En las regiones con altas tasas de portadores de HBV, la infeccién casi siempre se
adquiere en el momento del nacimiento o en los primeros meses de vida y en el 90% de
los casos la infeccion sigue un curso crénico (McMahon et al., 1985; Hyams, 1995). Por
el contrario, en el 90% de los casos de infeccion en la vida adulta esta presenta un curso
agudo. La hepatitis cronica por este agente conlleva el riesgo de muerte por girrosis
HCC (Shepard et al., 2006). Aproximadamente, entre el 70-80% de los HCC
relacionados a HBV ocurre en higados cirréticos, mientras que el resto se producen en
ausencia de cirrosis subyacente (Bruix y Llovet, 2003). A pesar de la disponibilidad de
una vacuna eficaz y segura contra la hepatitis B (Zanetti et al., 2008), la infeccion
cronica por HBV sigue siendo, junto con el HCV el principal factor etiol6gico del HCC

en todo el mundo (Parkin, 2006).

I1.1.1. Caracteristicas del virus

El HBV humano pertenece a la famileepadnaviridae El genoma de los hepadnavirus
esta constituido por ADN circular laxo, parcialmente de doble cadena que se replica, a
diferencia de otros virus con genoma a ADN, a través de una transcriptasa inversa

(Summers y Mason, 1982) (Figura 8).
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Figura 8: estructura general del HBV (ParticuldDa®e.
Estas particulas virales, también conocidas como particulargetienen un diametro
de 42-45 nm y constituyen el virion intacto. Presentan una nucleocapsate gue
contiene el ADN viral junto con la polimerasa con actividad de transcriptasa inversa y
ADN polimerasa y una envoltura externa formada por una bicapa lipidica y las
proteinas de envoltura pre-S1, pre-S2 y S (o también conocida como HBsAQ) que se
encargan de la union del virus y su entrada en las células del hospedador. Ademas
existen las particulas esféricas y las filamentosas que son formas sub-virales no

infectivas, dado que carecenaey ADN viral (Thomas et al., 2005) (Figura 9).

Nucleocéapside
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Figura 9: esquema de las particulasbime particulas filamentosas
particulas esféricas del HBV.

El genoma del HBV es de alrededor de 3,2 Kb de longitud y presenta una organizacion

genética muy compacta con 4 marcos abiertos de lectura @RFR,reading frames
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que cubren el genoma completo. EI ORF pre-S/S codifica las tres proteinas virales de
envoltura, el pre-C/C codifica el antigeno e (HBeAg) y el antigencode(HBCcAQ), el
P codifica la polimerasa viral que posee actividad de ADN polimerasa, transcriptasa

inversa y ARNasaH, y el ORF X que codifica a la proteina homdnima (Figura 10).

ere Sl nlles,

(Neuveut et al., 2010)

Figural0O: esquema del genoma circular y parcialmente doble cadena del HBV. Se muest
ORF pre-S/S, pre-C/C, P y X.

[1.2. Mecanismos moleculares que promueven el HCC por parte del HBV

El HBV produce infeccién crénica en 2-10% de los adultos y en aproximadamente el
90% de los nifios. Un 10% de estos pacientes cronicos desarrollan dafio hepéatico
progresivo, incluyendo cirrosis y HCC. El mecanismo por el cual el HBV progresa a
estas patologias no esta muy claro aun; sin embargo, varios factores han sido implicados
en la hepatocarcinogénesis, incluyendo ellgBry el genpre-S2truncaa. Ademas, el

HBV puede integrarse en el genoma de la célula hospedadora, lo que conduce a
cambios en la funcion gendmica o la inestabilidad cromosomica (Fung et al., 2009).

Dado que en el presente trabajo de tesis doctoral ahondamos en el estudio de los
mecanismos moleculares por los cuales la proteina X del HBV llevaria al desarrollo del

HCC, nos centramos en el rol de dicha proteina en la hepatocarcinogénesis.
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[1.2.1. Proteina X del HBV (HBX)

HBx es una pequefia proteina multifuncional de 154 aminoacidos con actividad
reguladora que modula la transcripcion de genes virales y celulares, afectando de forma
directa o indirecta la replicacion y proliferaciéon del virus (Shih et al., 2000; Bouchard y
Schneider, 2004).

Se han demostrado numerosas funciones de esta enzima con actividad de quinasa

(Figura 11).

Regulacién del ciclo

celular
Sefializacién del C2 Reparacion ADN
Produccion de ROS HBx Regulacion de la
apoptosis
Modulacion de vias Activacion de factores
de sefializacion transcripcionales

Replicacion del HBV

Figura 11: funciones generales de HBx. Esta proteina modula una se

sefiales, muchas de las cuales estan interrelacionadas.
ROS: especies reactivas de oxigeno

HBx regula positivamente no sélo a los promotores del HBV, sino también de otros
virus como el HIV y de la propia célula hospedadora, a través de la interaccién directa
con factores transcripcionales como CBP/p300 y CREB/ATF. Los miembros de éste
altimo grupo desempefian un papel crucial en el metabolismo hepatico y la
proliferacion, por lo que se ha implicado a CREB en la hepatocarcinogénesis
(Abramovitch et al.,, 2004; Feitelson et al.,, 2009). También puede regular la
transcripcion de manera indirecta, actuando en vias de sefializacion cotBoyN{R-

1, resultando en la desregulacién de los puntos de control del ciclo celular (Um et al.,

2007) (Figura 12).
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Figural2: multiples actividades biolégicas de HBx.

Por otra parte, HBx juega un rol importante en la degradacién de proteinas via

interaccion con subunidades del proteosoma y en la apoptosis (Figura 13) a través de

proteinas mitocondriales y caspasas (Gottlob et al., 2013; Han et al., 2000) e interactla

con la proteina supresora de tumores p53, lo que resulta en una pérdida de su funcién

(Cheng et al.,

HBXx

2008).

Potenciales mecanismos J Efecto

Aumenta la actividad de caspasa 3

Aumenta la translocacién de Bax a la mitocond

Aumenta la actividad de la via INK Induccién de la apoptosis
Pérdida del potencial de membrana mitocondri

Disminuye la actividad de cFLIP

Activacion de caspasa 8

Aumenta la actividad ddF-«xB L .
Aumenta la actividad de la via PI3K Inhibicion de la apoptosis
Disminuye la actividad de caspasa 3

Aumento de Survivina

Figura13: potenciales mecanismos por los cuales HBx induce o inhik
apoptosis en diferentes células.
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Ademas esta proteina transactiva genes que codifican para proteinas celulares de la
familia de transportadores ABC conmadrl que codifica para la glicoproteina P (P-
gp/MDR1), alterando la sensibilidad de las células a diferentes drogas (Lian et al., 2001;
Han et al., 2007).

Estudios recientes han demostrado que HBx puede aumentar la expresion y actividad de
h-TERT (Zhang et al., 2005) interfiriendo con su actividad durante la proliferacion,
favoreciendo de esta manera el proceso carcinogénico en los hepatocitos.

Se ha postulado que HBxAg podria estar involucrada en el desarrollo del HCC.
Ademas, se observé que debido a su actividad transactivadora, podria producir
alteraciones en la expresion de genes celulares que contribuirian a la transformacion e
inmortalizacion de los hepatocitos. Mutaciones en este gen han sido relacionadas con la
progresion de la enfermedad hepética cronica debido a la disminucién de los efectos
anti-proliferativos y apoptoticos en los hepatocitos infectados, lo cual conduce a una
proliferacion descontrolada contribuyendo a la carcinogénesis (Yeh et al., 2000; Shinkai
et al., 2007). Sin embargo, existen resultados controversiales acerca de las
consecuencias de mutaciones en este gen y su relacion con la patogénesis (Choi et al.,
2009). Un cambio en las secuencias aminoacidicas en las posiciones 130 y 131 en HBXx
(M130K y V131l, respectivamente) producida por mutaciones puntuales T-A a nivel de
los acidos nucleicos han sido asociadas a dafio hepatico severo y HCC en pacientes de
China y Africa (Hsia et al., 1996; Baptista et al., 1999). La mutacién puntual que lleva a

la sustitucion 1127T también tienen un alto impacto sobre las actividades biolégicas de
dicha proteina viral (Datta et al., 2008). Todos estos cambios han sido propuestos como
marcadores pronostico de dafio hepético progresivo y HCC (Lindh et al., 1999).
Contrariamente, Barbini y col.,, demostraron que mutaciones en las posiciones
127/130/131 asociadas a HBEAglan cierta proteccion de evolucionar a una patologia
hepéatica mas severa, lo cual sugiere un efecto protector en la progresion de la
enfermedad (Barbini et al., 2012).

I1.3. Tratamiento anti-HBV

Las terapias antivirales actuales no son suficientes para erradicar la infeccion por HBV.
El objetivo del tratamiento de la hepatitis B es reducir la progresion de la enfermedad y
prevenir el desarrollo de cirrosis y HCC en pacientes con hepatitis B cronica a traves de
la supresion de la replicacion viral (Khokhar y Afdhal, 2008) sin desarrollo de

resistencia.
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Si bien en esta ultima década se han desarrollo varios farmacos para el tratamiento de la
hepatitis B cronica, en la actualidad aun no se dispone de una terapia eficaz contra el
HBV (Figura 14). La decisién de utilizar una de estas drogas en particular depende de la
categoria en la que se encuentre el paciente, asi como también su condicién clinica. Las
principales consideraciones a tener en cuenta son la eficacia y seguridad, la resistencia,

el costo y los efectos secundarios.

Pegylated IFN Entecavir

alpha 2a
Lamivudine Tenofovir
I I
| 1990 1998 2002 2005 2006 2008 >
I I I
IFN alpha 2b Adefovir Telbivudine

(Yueny Lai., 2011)

Figural4: terapias aprobadas para el tratamiento de la hepatitis B crénica a lo largo del tiemp

Dentro de los tratamientos antivirales, se destacan el uso de Interferdn altg {ifds-
analogos de nucledésidos.

Por muchos afos la administracionlBN- o fue el pilar de la terapia contra la hepatitis

B. Sin embargo, este tratamiento no es muy efectivo dada la gran cantidad de efectos
adversos que presenta (Negro, 2010). El tratamiento com KeNbasa en una accion

antiviral debido a la induccién y expresién de varios genes del hospedador y la
activacion funcional de una gran variedad de proteinas celulares (Rang et al., 2002)
muchas de ellas involucradas directamente en la respuesta inmune contra el HBV, lo
que resulta en la destruccion de los hepatocitos (Peters et al., 1986; Perrillo et al., 1990;
Zoulim y Perrillo, 2008). Estudios a corto plazo han demostrado que la terapia basada
en el IFN es modestamente eficaz en inducir la pérdida del HBeAg o seroconversion
(30-40%) en pacientes HBe&Y(Lin et al., 1999; van Zonneveld et al., 2004) y en
reducir sustancialmente la carga viral (20-30%) de pacientes HBéfampertico et

al., 2003; Papatheodoridis et al., 2005).

Con la aparicion del IFN pegilado (PEG-IFf)-se ha reemplazado la terapia

convencional con IFN, dado que la adicion del polietilenglicol (PEG) aumenta la vida
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media del IFN en circulacién, permitiendo ser administrado menos veces por semana;
ademas de estar asociado con una mayor tasa de respuesta (Cooksley et al., 2003; Lau et
al., 2005).

Luego de casi 10 afios, la terapia contra la hepatitis B se vio revolucionada por el
descubrimiento de losnalogos de nucledt(s)idogjue inhiben la actividad de la
polimerasa viral, bloqueando la replicacion del genoma del HBV. Todos los analogos
de nucledt(s)idos actian como inhibidores competitivos de la polimerasa viral, ya que
compiten por la incorporacion de los nucléot(s)idos naturales endégenos en el ADN
viral. Una vez incorporado puede terminar la sintesis de ADN mediante la prevencion
en la incorporacion del siguiente nucleét(s)ido en la cadena de ADN viral. El efecto de
estos farmacos produce una disminucion en la produccion de particulas virales y, por lo
tanto, limita la propagacién del virus a los hepatocitos no infectados (Zoulim y Perrillo,
2008).

El primero de estos farmacos que tuvo gran éxito fuenfevudina. Esta terapia oral
provocd una rapida evolucién en el tratamiento de la hepatitis B cronica ya que
presentaba efectos adversos minimos y ademas su uso no solo lograba la supresion del
ADN del HBV sino que también se observo la normalizacion de los niveles de ALT y la
seroconversion del HBeAg luego de un afio de terapia (Lai et al., 1998). Sin embargo, la
principal limitacion en este tratamiento es el desarrollo de resistencia, la cual esta
mediada en gran parte por ciertas mutaciones puntuales en el centro catalitico de la
transcriptasa inversa viral (Melegari et al., 1998).

El adefovir es un pro-farmaco que presenta una buena eficacia antiviral en pacientes
HBeAd™, con una reduccién en la viremia de 3-4 log, aumenta la frecuencia en la
seroconversion HBeAg y mejora la histologia hepatica (Marcellin et al., 2003). Una
eficacia similar se documenté en pacientes HB&Agn una funcién hepéatica anormal

y niveles elevados de ADN viral (Hadziyannis et al., 2003). Ademas, este farmaco
inhibe eficazmente la replicacion de mutantes HBV resistentes a lamivudinaintanto
vitro comoin vivo (Perrillo et al, 2000).

Pa su parte ebntecavir tiene una muy potente actividad inhibitoria de la replicacion
viral, donde mas del 91% de los pacientes presentan niveles no cuantificables de HBV
luego de 3 afios de tratamiento (Yuen et al., 2011) y esta alta tasa continta persistiendo
luego de 5 aflos de tratamiento continuo (Chang et al., 2010). Este potente efecto

antiviral estd probablemente relacionado con su rapida fosforilacion intracelular
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(Langley et al., 2007). Otra caracteristica importante es la muy baja probabilidad de
aparicion de resistencia (en pacientgve solo el 1,2% luego de 5 afios de
tratamiento) (Tenney et al., 2009) lo cual esta relacionado tanto con la supresién viral
como con el requerimiento de al menos tres sitios de mutaciones genéticas con el fin de
conferir resistencia. De acuerdo a esto, el entecavir es actualmente el agente de primera
linea en el tratamiento de HBV en paciemaive(Yuen y Lai, 2011).

La telbivudina es mas potente que la lamivudina en la reduccion del ADN viral luego

de un afio de tratamiento (Lai et al., 2007) y aunque comparten los mismos sitios de
mutacion asociados a resistencia y una Unica sustitucion puede causar resistencia, la
probabilidad de aparicibn de cepas resistentes a telbivudina es menor que en el
tratamiento con lamivudina.

Finalmente, eltenofovir-disoproxil fumarato es un pro-farmaco del tenofovir con
actividad contra la polimerasa viral del HBV que requiere ser bifosforilado para
convertirse en el farmaco activo mediante esterasas seéricas y tisulares. Exhibe una
potente actividad antiviral (6 copias Log/ml) y baja probabilidad de resistencia (no se
observd ningun caso luego de 4 afios de tratamiento) (Snow-Lampart et al., 2009).
También resulta muy eficaz para el tratamiento del HBV resistente a lamivudina. Por lo
tanto, es uno de los agentes antivirales méas utilizados en el tratamiento de pacientes con
resistencia a lamivudina o telbivudina, como asi también para pacientes sin tratamiento
previo (aive. Un estudio demostré que el tenofovir es muy eficaz en poblaciones
experimentales tratadas con esta droga, con un 79% de pacientes con niveles no
cuantificables de ADN (< 80 Ul/ml), luego de un periodo de 23 meses de exposicion al
farmaco (van Bommel et al., 2010). De acuerdo a todas estas caracteristicas, ef tenofov

es recomendado como agente de primera linea para el tratamiento de pa@ieates

Como se menciond anteriormente, hasta el dia de hoy no se dispone de un tratamiento
eficaz para la hepatitis B crénica que logre erradicar totalmente al HBVsigdador.

Desde hace varias décadas se estan investigando los mecanismos moleculares que
favorecen la falla en la terapéutica anti-HBV al documentarse mutaciones en los sitios
blanco de accion de los antivirales (ej. dominio de transcriptasa inT$ad¢ la
polimerasa viral), pero solo hace pocos afios se esta asociando dicha resistencia a la
disfuncion en la actividad de transportadores celulares. Modificaciones en la expresion
y/o actividad funcional de dichas bombas transmembrana -denominadas Proteinas ABC

(ATP binding cassette transportgrgproducen una alteracion en la sensibilidad a las
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drogas en las células infectadas. En el primer caso la droga incorporada a la célula
hospedadora no tendria efecto alguno sobre la cepa viral, en el segundo caso la
actividad aumentada de ciertas bombas ABC no permitiia que se alcance la

concentracion de droga antiviral necesaria y suficiente dentro de la célula para que sea
eficaz, generando el fenotipo MDRIltidrug Resistande Por ejemplo, MDR1 media

el transporte de nucled6t(s)idos inhibidores de la transcriptasa inversa (NRTIs), como el

tenofovir y abacavir (van Gelder et al., 2002; Shaik et al., 2007). Ademas, se documento

gue la exposicion crénica a drogas antivirales puede inducir la expresion y actividad de

MDR1 a través de interacciones con receptores nucleares como PXR (Dussault et al.,
2001; Zastre et al., 2009). Algunos estudios demostraron que BCRP también es capaz
de producir resistencia celular a varios analogos de nucleo6t(s)idos como zidovudina y

lamivudina (Wang et al., 2003; Wang et al., 2004).

I1l. TRANSPORTADORES ABC
I11.1. Generalidades

El transporte a través de la membrana lipidica de moléculas especificas es una funcién
esencial de todos los seres vivos, y un gran niumero de transportadores especificos han
evolucionado para llevar a cabo esta funcion.

Las proteinas ABCATP-binding cassetidorman una de las familias mas grandes de
moléculas de transporte activo (Higgins, 1992; Dean et al, 2001). Estos transportadores
se encuentran en todos los organismos, desde procariotas a eucariotas (Davidson y
Chen, 2004; Annilo et al., 2006) y sus funciones caracteristicas abarcan desde el
transporte de iones hasta macromoléculas (Dassa y Bouige, 2001; Szakacs et al., 2006)
usando la hidrdlisis del ATP como fuente de energia.

Los genesabc son esenciales para algunos procesos celulares, y mutaciones en los
mismos contribuyen a distintos desordenes genéticos incluyendo fibrosis quistica,
enfermedades neuroldgicas, defectos en el transporte de colesterol y acidos biliares,
anemia y resistencia a drogas, entre otras.

Representan una superfamilia de 49 proteinas, dividida en 7 subfamilias (Tabla 2) las
cuales estan determinadas por su dominio de organizacién, es decir, por el nimero y la
combinacion de los dominios transmembrana (TMD) y los dominios de uniéon a ATP
(NBD, dominios de union a nucledtidos) (Stavrovskaya y Stromskaya, 2008; Liu,
2009).
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Tabla 2: clasificacién de los diferentes transportadores ABC humanos

o Nombre Numero de . . .
Subfamilia . . Funcion principal Ejemplos
alternativo proteinas
ABCA ABC1 12 Responsable  del transporte ABCA1,
colesterol y lipidos ABCA12
ABCB MDR 11 Algunos se encuentran en la BH ABCB1
higado y mitocondrias y transporti  (P-gp o
péptidos y bilis MDR1)
ABCB5
ABCC MRP 13 Transporte de iones, secrecion ABCC6
toxinas
ABCD ALD 4 Son todos usados en los peroxisoma: ABCD1
ABCE OABP 1 Estos en realidad no SC ABCE
ABCF GCH20 3 transportadores, sino  simplemer  ABCF1
dominios de unién al ATP derivados:  ABCF2
la familia ABC. Regular
principalmente la sintesis o expresi
de proteinas
ABCG White 5 Transporte de lipidos, drogas, bil ABCG1
colesterol y otros esteroides BCRP
(ABCG2)

BHE: barrera hemato-encefalica

A pesar de observarse ciertas diferencias en sus funciones tales como la especificidad de
sustrato, mecanismos moleculares y localizamdrivo, todas comparten un alto grado

de homologia estructural y de secuencia (Higgins et al., 2007).

En los mamiferos, las proteinas ABC funcionalmente activas constan de 4 dominios
caracteristicos, dos TMD hidrofébicos (TMD1 y TMD2) y dos NBD hidrofilicos
(NBD1 y NBD2). Estos cuatro dominios pueden estar presentes en una cadena
polipeptidica (transportadores completosfuwl transporter3 o en dos proteinas
separadas (transportadores medidsali transportery (Figura 15A). En este dltimo

caso, los transportadores ABC se vuelven funcionalmente competentes luego de una

dimerizacion especifica (Altenberg 2003; Glavinas et al., 2004).
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A TMD1 TMD2

Intracelular

NH2

FIEL

Walker A ABC signature Walker B

Figura 15: A) Diagrama de una proteina ABC tipica embebida en la bicapa lipidic
proteina contiene dos TMD y dos NBD. B) El NBD del transportador AB@iarme el
Walker Ay el Walker Bque se encuentran en todas las ABC. Ademas se encuentra el r
C (ABC signaturg

Los dos TMD forman el sitio de union al ligando y proveen especificidad de sustrato,
mientras que los dos NBD unen e hidrolizan ATP para impulsar la translocaciéon de
dicho ligando. Los NBDs, pero no los TMDs, son homoélogos en toda la familia de las
ABC vy tienen dos motivos caracteristicos comdMgllker Ay el Walker B;y otros
motivos, como elABC signatureque es unico de la subfamilia MDR (Figura 15B).
Algunas proteinas ABC contienen dominios adicionales o proteinas asociadas (TMDO),
como la mayoria de los miembros de la subfamilia MRP (ABCC) que contiene un

TMDO cuya funcion aun se desconoce (Hipfner et al., 1999).

Las proteinas ABC juegan un papel relevante en el transporte tanto de endo- como de
xenobidticos (Deeley et al., 2006). Cada ABC presenta un amplio espectro de sustratos
gue abarcan desde conjugados de glutation (GST), glucurénidos y de sulfato (Leier et
al., 1994; Kamisako et al.,, 1999; Qian et al., 2001), andlogos de nucleétidos, sales
biliares (Hirohashi et al., 2000), esteroides, prostaglandinas y farmacos tales como el
cisplatino y las antraciclinas (doxorrubicina y daunorrubicina) (Deeley et al., 2006).
Ademas de la amplia especificidad de sustrato, cada vez existen mas compuestos que se
unen a los transportadores ABC, sin ser transportados, y muchos de ellos actian como

competidores.
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En la actualidad hay un notable interés en el desarrollo de nuevos compuestos que
puedan prevenir o revertir la resistencia a multiples drogas (Boumendjel et al., 2005).
Como se menciond anteriormente este fenotipo MDR se ha documentado tanto en

la terapia antiviral como en la anticancerosa y es una causa muy importante de

falla en la terapéutica del HBV y del HCC.

[11.2. Proteinas ABC involucradas en resistencia a multiples drogas (MDR)

Se ha observado que varios transportadores ABC se encuentran sobre-expresados en
diferentes tumores y lineas celulares de cancer. En los seres humanos, los tres tipos
principales de proteinas ABC involucrados en MDR incluyen miembros de las sub-
familias ABCB (ej: P-gp/MDR1/ABCB1), ABCC (ej: MRP1/ABCC1) y ABCG (ej:
BCRP/ABCG?2) (Sarkadi et al., 2006).

[11.2.1. MDR1 (Multidrug Resistance 1L

También conocida como P-gp o ABCB1 (Figura 16), fue el primer transportador ABC

humano descubierto, clonado y caracterizado por su capacidad para conferir un fenotipo
de resistencia a multiples drogas en células tumorales (Juliano y Ling, 1976). Ademas,
estos transportadores juegan un rol importante en la farmacocinética de numerosas

drogas, afectando su biodisponibilidad.

TMD1 TMD2 Segmento

/ transmembrana

Figura 16: esquema de la proteina MDR1 (P-gp) embebida en la bicapa lipidmatdiaa
contiene 2 TMD y 2 NBD.

Mediante el uso de la energia proporcionada por la hidrolisis del ATP, MDR1 es capaz
de bombear un amplio espectro de compuestos que incluyen los alcaloides de la vinca
(vinblastina y vincristina), antraciclinas (doxorrubicina y daunorrubicina), taxanos

(paclitaxel y docetaxel) (Szakacs et al., 2006) y otros agentes citostaticos. Sin embargo,
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el mecanismo preciso de transporte para drogas y xenobidticos aln no se conoce con

exactitud (Figura 17).

Extracellular

Lipid Bilayer

Intracefiular

wOL &

@ & Substrate
Membr_ane ﬂ Membrane g Membrane
Insertion Releas/ \I‘nsemon

Extracellular

Lipid > Outer Leaflet
Bitayer
“ o Inner Leafiet

Intracellular

8‘/Membrane Release

(Slow)

(Adaptado de Choudhuri y Klaassen, 20C

Figura 17: mecanismos de accion propuestos para MDR1 (P-gp). A) Mdédsico de bomba,
segun la cual MDR1 puede formar un poro transmembrana, a través delpulahdas droga
fuera de la célula mediante la energia de la hidrodlisis del ATP. B) Modelo “vacuum cleanér De
acuerdo a este modelo los sustratos pueden ser transportados ya sea lddsdiatedcelular o
incluso desde dentro de la bicapa lipidica, por su reconocimiento cdradios a la membran:
plasmatica. C) El modelo “flipasa’, el farmaco insertado en la cara interna de la bicapa lipidica
puede ser transportado a la cara externa contra un gradiente de concentraei@h cdesdouede
difundirse lentamente en el medio extracelular.

Se postula que MDR1 desempefa un rol importante en la eliminacion de metabolitos
toxicos de las células. Por ello, es que se encuentra ampliamente distribuida en la
mucosa intestinal, en la membrana luminal de las células del tracto gastrointestinal, en
la membrana canalicular de los hepatocitos y en la barrera hemato-encefélica (BHE)
(Ha et al., 2007). En menor proporcidon se expresa en placenta, corteza suprarrenal,
testiculos, utero, linfocitos y células hematopoyéticas (Fojo et al., 1987; Fromm, 2003;

Thuerauf y Fromm, 2006). En dichos tejidos, tanto la localizacion de MDR1 como su

estructura altamente conservada durante la evolucion sugieren un papel importante para
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esta proteina en la proteccion de las células de mamifero contra diversas toxinas y/o en
el transporte de sustratos enddgenos (Leslie et al., 2005).

MDR1 también se expresa en células tumorales que han desarrollado resistencia a
diversos medicamentos (Gottesman et al., 2002). Esto se corresponde con la primer
funcién conocida de esta proteina, descripta en 1976 por Juliano y Ling (Juliano y Ling,
1976). Tumores con bajos niveles de MDR1 (por ej., neoplasias hematoldgicas) a veces
muestran un marcado aumento de expresion de este transportador luego de la
quimioterapia (Petrini et al., 1995; Soto-Vega et al., 2008).

En HCC, se ha informado que la sobre-expresion de MDR1 esta asociada a una
supervivencia global mas corta (Soini et al., 1996; Chou et al., 1997); curiosamente Ng
y col. (Ng et al., 2000), documentaron esta asociacion solo en pacientes previamente
tratados con quimioterapia. Esta descripto, que el alto nivel de expresiéon de MDR1 en
los tumores se debe a la amplificacion génica o a niveles elevados en la transcripcion
(Marthinet et al., 2000).

La sobre-expresion de este transportador planted la posibilidad de que los oncogenes o
genes supresores tumorales podrian regular la expresion constitutiva de MDR1. En
ciertos tipos de tumores, las proteinas p63 y/o p73 juegan un rol complejo en la
regulacion de MDR1, que puede depender del entorno celular, el farmaco citotdxico
utilizado durante el tratamiento, y mutaciones en p53 (Chin et al., 1992; Bush y Li,
2002; Johnson et al., 2005).

Se han descubierto numerosos inhibidores no especificos de MDR1 (verapamilo,
tariquidar, disulfiram, entre otros), y a pesar de los resultados prometedoies,

usando varios modelos celulares de resistencia (Szakacs et al., 2006), el éxito de la
modulacién de la MDR a través del bloqueo quimico del transporte del farmaco de las

células tumorales sigue siendo dificil de lograr (Leslie et al., 2001; Szakacs et al., 2006).

l1.2.2. MRP1 (MDR Related Rotein 1)

Fue el primer miembro de la subfamilia ABCC descubierto en 1992 (Cole et al., 1992);
Su posterior caracterizacion permitidé elucidar que esta proteina representa una bomba
alternativa para el transporte de drogas.

El genmrpl se encuentra localizado en el cromosoma 16p13.1 y codifica para una
proteina de 1531 aminoacidos. Es una glicofosfoproteina integral de membrana (Figura

18) con un peso molecular aparente de 190 kDa (Flens et al., 1994; Almquist et al
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1995) y funciona como un transportador activo primario utilizando la energia de la
hidrolisis del ATP (Cole et al., 1994; Zaman et al., 1994).

Segmento
transmembrana

Figura 18: esquema de MRP1 en el que se detalla la estructura del transpcotador,

TMDO de 5 pasos transmembrana y los TMD1 y TMD2 con 6 pasos trarsere cada

uno, unidos entre si por el NBD1. Ademas presenta un NBD2 en el ex@réenminal.
Se cree que esta proteina juega un rol tanto en la protecciéon de las células frente a la
toxicidad quimica y el estrés oxidativo, como asi también participando en la
inflamacion debido a su rol activo en el transporte de leucotrienos, tales como el
leucotrieno C4 (LTC4) (Cole y Deeley, 1998).
A pesar de las diferencias estructurales, existe un considerable solapamiento con otros
transportadores ABC en el espectro de farmacos a los que MRP1 confiere resistencia
(como antihistaminicos, esteroides, antitumorales, inhibidores del HIV, entre otros). Sin
embargo -a diferencia de MDR1- MRP1 necesita del glutation celular para funcionar
como bomba transportadora de farmacos (Leier et al., 1994; Cole y Deeley, 1998; Borst
et al., 2000). Por ello es que los miembros de esta subfamilia de proteinas intervienen en
el transporte de compuestos conjugados con glutation (Stavrovskaya, 2000)
MRP1 se expresa en forma ubicua en el organismo. Los tejidos con mayor expresion de
este transportador se localizan en pulmon, testiculos, rifidn, corazon y placenta, mientras
gue una expresion reducida de éste se ha detectado en el intestino delgado, colon,
cerebro y células mononucleares de sangre periférica (Flens et al., 1996; Oselin et al.,
2003). Ademés, MRP1 juega un papel muy importante en la disposicion de drogas y
xenobidticos en células normales y ayuda a proteger ciertos tejidos de injurias
citotoxicas. En efecto, la distribucion tisular de MRP1 es consistente con su rol de
limitar la penetracién de ciertos agentes citotoxicos a través de un gran numero de

barreras sangre-0rgano. De esta manera, MRP1 contribuye #&naslok “sitios
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santuarios” del organismo, tales como la BHE y la barrera hemato-testicular (Leslie et

al., 2005).

En enfermedades hepaticas graves y el HCC, la expresion de MRP1 se encuentra
aumentada y se asocia a un fenotipo tumoral mas agresivo (Bonin et al., 2002; Vander
et al.,, 2008). A pesar del aumento en los niveles de expresion de esta proteina en
tumores malignos de higado, algunos estudios informaron que no se han encontrado
diferencias significativas en los niveles de expresion de MRP1 en tejido neoplésico y
peri-neoplasico (Bonin et al., 2002). Nies y col. no evidenciaron ningun rol de MRP1 en
el fenotipo MDR en HCC (Nies et al., 2001).

Fueron empleados varios inhibidores no especificos de MRP1, como el verapamilo,
PSC833, laniquidar y disulfiram, pero en todos los casos no superaron con éxito los
ensayos clinicos, debido a que no mejoraron ni empeoraron la salud de los pacientes
(Szakacs et al., 2006).

[11.2.3. BCRP (Breast_Gancer_Resistant [Potein)

BCRP (MXR/ABCGZ2) es una proteina de 72 kDa (Figura 19) compuesta por 665
aminoacidos, identificada por primera vez en 1998 en una linea celular MDR de cancer
de mama (MCF7/Adr-Vp) que no expresa MDR1 y MRP1 (Doyle et al., 1998). Sin
embargo, en la actualidad no hay evidencias de que este transportador se exprese
preferentemente en tejido de mama normal o neoplasico, y su relevancia clinica aun no

esta bien establecida.

" Bicapa lipidica

COOH

Figura 19: esquema de BCRP en el que se detalla la estructur
transportador medio, con un TMD de 6 pasos transmembrana y un N&D
extremo N- terminal.

A diferencia de MDR1 y MRP1, BCRP es un transportador medio ya que contiene solo
un dominio TMD y un NBD (Henriksen et al., 2001; Ozvegy et al., 2001).
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Recientemente, se ha demostrado que BCRP se encuentra en la membrana plasmatica
en forma de homodimero unido a través de los residuos de cisteinas unidas por puentes
disulfuro (Wakabayashi et al., 2006; Wakabayashi et al., 2007) (Figura 20).

:! N-linked glycan
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Figura 20: ilustracién esquematica de la estructura de la proteina BCRTglilzacion de
los aminoacidos cisteina (Cys) y asparagina (Asn).

BCRP esta presente en una gran variedad de tejidos (Figura 21), siendo mas abundante

en el higado, epitelio intestinal, placenta y BHE (Liu 2009).
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Figura 21: distribucion tisular de BCRP. La presencia de este transportaddicaeemvioleta. Las
flechas negras indican la direccion de transporte de sustratos por B@REas que las flecha
verdes indican la excrecion neta del cuerpo de los sustratos de BCRP.
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Se expresa en la membrana apical de los hepatocitos, células epiteliales del intestino y
del riidn donde bombea una gran variedad de compuestos enddégenos y exdgenos fuera
de la célula. Debido a su actividad en estos érganos excretores, BCRP puede tener un
importante efecto sobre la farmacocinética de muchos farmacos y sus metabolitos,
aumentando su excrecion y limitando su absorcion desde el lumen intestinal a la
circulaciéon (Mottino et al.,, 2000; Maliepaard et al., 2001). Cisternino y col,
demostraron que tanto la expresion del ARNnbdg como su proteina, aumentaban

en ratoneknockoutpara MDR1 versus ratones salvajes, sugiriendo un mecanismo de
compensacion por la falta de MDR1 (Cisternino et al., 2004).

BCRP se localiza también en la zona apical de las células epiteliales alveolares (Figura
21) de la glandula mamaria, principal sitio de produccion de leche materna (Vlaming et
al., 2009). Ademas, se ha documentado que la expresiéon de BCRP es fuertemente
inducida durante el embarazo y la lactancia (Jonker et al., 2005) y tal vez esto justifique
la hipotesis de que ademés de ser un transportador de xenobioticos, también puede estar
involucrado en la transferencia de nutrientes de la madre al bebé, a través de la leche.

De acuerdo a su rol en la desintoxicacion, BCRP se ha encontrado sobre-expresada en
numerosas lineas celulares de cancer y tumores humanos, especialmente
adenocarcinomas del tracto digestivo, pulmoén y endometrio (Diestra et al., 2002). En
estudios retrospectivos, se encontré que la tasa de respuesta a la quimioterapia en los
pacientes se correlacionaba con la expresion de BCRP (Yoh et al., 2004; Uggla et al.,
2005).

En los HCCs, BCRP se encuentra aumentada y confiere resistencia a un rango estrecho
de agentes antitumorales, comparado con MDR1 y MRP1. Sin embargo, el espectro
incluye antraciclinas como la doxorrubicina y daunorrubicina, mitoxantrone y los
inhibidores de la topoisomerasa | como la camptotecina. Por otro lado, BCRP no
confiere resistencia a los alcaloides de la vinca, paclitaxel o cisplatino (Allen vy
Schinkel, 2002).

Ademas, existen evidencias de que BCRP es capaz de alterar la absorcion, el
metabolismo y la toxicidad de los inhibidores de tirosinas quinasas, como imatinib
(STI-571) y gefitinib (ZD 1839) (Ozvegy-Laczka et al., 2005).

[11.3. Estrategias para revertir el fenotipo MDR

La quimioterapia es el tratamiento de eleccion para los pacientes diagnosticados en

etapas avanzadas del cancer y/o con metéstasis. El principal desafio es entonces,
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administrar una dosis de farmaco que optimice la eficacia y minimice la toxicidad del
tratamiento. Desafortunadamente, en un nimero significativo de pacientes, el tumor no
responde a los agentes terapéuticos. Este impedimento es el resultado de algunos
mecanismos ya conocidos, y otros por conocer, de resistencia a la quimioterapia. Estos
mecanismos pueden actuar de manera individual o sinérgica, en la cual la célula se
vuelve resistente a una variedad de farmacos no relacionados estructural ni
mecanicamente (Gillet y Gottesman, 2010).

En los Ultimos afos, se ha realizado un gran esfuerzo para mejorar el tratamiento del
cancer mediante la identificacion de nuevos blancos en las células tumorales, los cuales
promueven la desregulacién del crecimiento celular, invasién y metastasis (Luo et al.,
2009). Independientemente de la estrategia empleada para el tratamiento, el desarrollo
de MDR sigue siendo un impedimento.

La MDR es mediada por una serie de alteraciones moleculares y celulares. Estas
incluyen la disminucion en la acumulacion intracelular del farmaco, cambios en los
niveles de expresion de protad “targef’, mutaciones que disminuyen la union del

farmaco a su sitio de accion, el secuestro del farmaco en vesiculas acidicas, el
metabolismo alterado de los farmacos, el aumento a la tolerancia al dafio celular y la
disminucién de la sefializacion de la apoptosis (Gottesman et al., 2002; Gong et al.,
2012) (Figura 22).

En este trabajo de tesis el término MDR hara referencia al primero de los
mecanismos descriptos, como es la disminucién en la acumulacion intracelular del

farmaco por aumento en la expresion y/o actividad de las bombas ABC.
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Figura 22: mecanismos de MDR en células tumorales.

La reduccién en la acumulacion celular de farmacos se produce a través de la
disminucién de la expresion de lGsnportadores (importerg” pasivos de la superficie

celular y del aumento en la expresién de los transportadores ABC.

El transportador ABC mas conocido es P-gp. Se ha demostrado que su sobre-expresién
en varios tipos de tumores malignos se correlaciona con una mala respuesta a la
guimioterapia y un mal prondstico (Szakacs et al., 2006). Existe una gran cantidad de
bibliografia sobre el desarrollo de MDR vitro e in vivo (Hoffman et al., 2011). La

MDR se caracteriza por una amplia resistencia cruzada que P-gp confiere a los agentes
citotoxicos estructuralmente disimiles, es decir, el desarrollo de resistencia por parte de
una célula a una determinado farmaco produce resistencia a otros farmacos con
mecanismo similar (Szakacs et al., 2006; Sheps y Ling, 2007). La capacidad que
presenta P-gp para actuar como una bomba de mdltiples drogas todavia no ha sido
dilucidada a nivel molecular, pero este transportador proporciona un fuerte mecanismo
de resistencia (Gottesman et al., 2002).

También se ha documentado que otros transportadores ABC aumentan su expresion en
respuesta a la continua administracion de drogas que favorece la seleccion de células de
cultivo con fenotipo MDR, principalmente MRP1 y su homélogo MRP2 y BCRP t{{Bors

et al., 2000; Dean et al., 2001; Sukowati et al., 2012).
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Estos transportadores, al igual que P-gp/MDR1, bombean los farmacos antitumorales
fuera de la célula, lo que resulta en una disminucion de los niveles intracelulares del
farmaco necesarios para la eficacia terapéutica.

La MDR es un obstaculo importante para el tratamiento eficaz del cancer. Numerosas
estrategias se han desarrollado a lo largo de los afios para revertir este fenotipo, siendo
las més estudiadas el descubrimiento y la implementacién de inhibidores especificos de
MDR1, MRP1 y BCRP (Fromm et al., 2003; Houghton et al., 2004; Breedveld et al.,
2006; Mansilla et al., 2007) utilizados conjuntamente con drogas antitumorales. Estos
agentes de reversion, conocidos como quimiosensibilizadores o moduladores de MDR,
podrian revertir la resistencia.

La mayoria de los ensayos con agentes de reversion han tenido resultados
decepcionantes (Fisher y Sikic, 1995; Fisher et al., 1996; Ferry et al., 1996; Bradshaw y
Arceci, 1998; Leonard et al., 2003). Esto se debe a que cada ABC presenta un amplio
espectro de sustratos con especificidades superpuestas; como consecuencia de ello, el
rol de un transportador ABC inhibido puede ser suplantado por otro transportador
alternativo, llevando a una dificil interpretacion de los resultados en pacientes.

Los primeros agentes de reversion de MDR, como el verapamilo y la ciclosporina,
resultaron de una baja especificidad y afinidad, y en algunos casos se encontraron
efectos farmacocinéticos que condujeron a disminuir la dosis del agente
guimioterapéutico, no soélo por la toxicidad intrinseca del farmaco sino también por una
mayor concentracion del antitumoral debida a la inhibicién de los transportadores ABC
(Krishna y Mayer, 2000; Thomas y Coley, 2003). Para solucionar este problema, se
comenzaron a desarrollar analogos con una toxicidad menor (Toffoli et al., 1995;
Teodori et al., 2002).

La segunda generacion de agentes de reversion, como el valspodar, resulté ser 10-20
veces mas potente, ademas de presentar menor toxicidad y ausencia de actividad
inmunosupresora (Twentyman y Bleehen, 1991; te Boekhorst et al., 1992). Este
compuesto actuaria como un inhibidor no competitivo mediante la uniéon a un sitio
diferente del sitio de union al sustrato, alterando asi la conformacion de MDR1 (Atadja
et al.,, 1998; Jette et al., 1998). También se encontré6 que el valspodar interactla
directamente con MDR1 con alta afinidad y que probablemente interfiere con su
actividad ATPasa (Atadja et al., 1998). De acuerdo a estos datos, este compuesto ha
sido ampliamente estudiado en ensayos clinicos, incluyendo estudios de fase Ill. Sin

embargo en estudios mas recientes en leucemia linfocitica cronica y mieloide aguda, se
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observaron casos de aumento de la toxicidad y muerte asociada al farmaco (Gruber et
al., 2003).

Mas recientemente, se han logrado desarrollar agentes de reversion de tercera
generacion, con alta afinidad y espietdad, entre ellos el zosuquidar (Fracasso et al.,
2004; Gerrard et al., 2004; Sandler et al., 2004). Sin embargo, en la actualidad, los
ensayos de fase I, no mostraron resultados prometedores (Ruff et al., 2009).

En los dltimos afos, se han propuesto nuevos enfoques alternativos para atacar las
células tumorales y superar el fendmeno de resistencia mediada por estos
transportadores ABC. Algunos de ellos comprenden el uso de anticuerpos monoclonales
especificos contra cada transportador, andlogos peptidicos, el uso de estrategias anti-
sentido (Ej. oligonucledtidos anti-sentido, ribozimas y siRNA) que desregulan la
expresion génica a nivel del mensajero o reguladores transcripcionales que inhiben la
activacion transcripcional de geradsc (Nobili et al., 2006; Lee, 2010).

Otra estrategia importante es el desarrollo de drogas antitumorales que no son sustratos
de las bombas ABC, y por lo tanto, no son susceptibles de ser expulsadas de las células
tumorales que sobre-expresan dichas bombas (Blagosklonny, 2003; Fojo y Menefee,
2005; Cortes y Baselga, 2007).

IV. POLOXAMINAS Y POLOXAMEROS

Tanto la hepatitis cronica por HBV como el HCC constituyen enfermedades de alto
impacto social y econémico donde la farmacoterapia puede ser abordada y mejorada de
manera notable utilizando diversas estrategias nanotecnoldgicas.

Una de las estrategias que se esta evaluando en la actualidad para mejorar la eficacia de
la terapéutica antiviral y antitumoraldemas de disminuir los efectos adversos y
mejorar la biodisponibilidad de los farmaeass la formulacion de farmacos donde el
compuesto activo esté acompafado de co-polimeros segmentados de poli(6xido) de
etileno (PEO) y poli(6xido) de propileno (PPO); ya sea en forma de unimeros o como

micelas poliméricas.

IV.1. Caracteristicas generales

Un co-polimero, por definicion, es un polimero compuesto por diferentes mondémeros

unidos entre si por varios tipos de enlaces quimicos.
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Diferentes tipos de co-polimeros, tanto de origen natural como sintético, han sido

identificados, evaluados y utilizados a fin de aprovechar sus nuevas y novedosas
propiedades fisico-quimicas, para su aplicacion en diferentes campos.

Los co-polimeros mas comunmente utilizados en aplicaciones farmacéuticas son los co-

polimeros de bloque, los estrellados y los reticulados (Figura 23).

A

(Hamidi et al., 2012)

Figura 23: esquema de los co-polimeros mas comunes utilizados en apdisagiomédicas

(@ mondémero A @®monémero B, ®monémero C).

A) Co-polimero de bloque AB; B) Co-polimero de tri-bloque BAB; @-polimero de tri-
bloque ABA; D) Co-polimero de tri-bloque ABC; E) Co-polimero estrellpd® Co-polimero
reticulado

Los co-polimeros son preparados no sélo a través de la polimerizacion de una variedad
de combinaciones de mondmeros con diferentes propiedades, sino también mediante la
unién de bloques de diferentes longitudes de unidades estructurales repetidas,
generando estructuras con propiedades diferentes y Unicas (Letchford y Burt, 2007). La
combinacion de diferentes unidades quimicas en estructuras co-poliméricas resulta en
nuevos materiales con nuevas y variadas propiedades. Por lo tanto, los co-polimeros
pueden ser utilizados en la preparacion de diferentes nanoestructuras con una amplia
variedad de caracteristicas. La posibilidad de sintetizar un segmento hace que sea
factible cambiar sus propiedades mediante el control del peso molecular y la adicion o
eliminacién de grupos quimicos funcionales, formando estructuras con las funciones
especificas deseadas.

En particular, los poloxdmeros y las poloxaminas, también conocidos comercialmente
bajo el nombre de Pluroffigy Tetroni® respectivamente, son una familia de mas de 50

diferentes macromoléculas anfifilicas.
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Los poloxameros son polimeros no idnicos cuya estructura consiste en una molécula
central hidrofébica de PPO flanqueada a sus lados por dos cadenas hidrofilicas de PEO,
es decir, PEQPPQ-PEQ, (Figura 24a).

Las poloxaminas, en cambio, exhiben una estructura ligeramente diferente ya que son
tri-bloques ionicos tetrafuncionales formados por cuatro bloques-PEQ unidos

entre si por un grupo central etilendiamina con dos aminas terciarias (Figura 24b) que, a
diferencia de los poloxameros, las dotan de sensibilidad dual al pH (Alvarez-Lorenzo et
al., 2007).

(a) PEO PPO (b)
HO{CHyCHyO)(CHCHAO, { PPOJL{ FEO),
_ -
CHa R :
NCHoCHzN { PEO},{ PPO)y{ PEO),
{ PPOJ{ PEO)s { PPOJy( PED)s

Figura 24: estructura general de A) poloxaminas y B) poloxameros

Cada uno de estos co-polimeros se caracteriza por un distintivo balance hidrofilico-
lipofilico (BHL) que depende de la cantidad de unidades de PEO y PPO. Los anfifilos
PEO-PPO presentan una caracteristica Unica ya que son capaces de disolverse en agua
en forma de unimeros, o bien autoensamblarse formando micelas aumentando la
hidrofobicidad del bloque PPO (Batrakova et al., 2004; Batrakova y Kabanov, 2008).
Algunos de estos co-polimeros ya cuentan con la aprobacién de la FDA para ser
utilizados en la formulacién y administracion de farmacos y en dispositivos biomédicos,
debido a las propiedades de solubilizacion, la presencia de una alta gama de
composiciones con diferentes proporciones PEO/PPO, la disponibilidad comercial, la
alta biocompatibilidad, los bajos efectos secundaniasvo y la capacidad para formar
nanovehiculos (Chiappeta y Sosnik, 2007). Estos co-polimeros son considerados por la
FDA como “Genarally recognized as sd&fe(GRAS). Esta designacion de
“Generalmente reconocido como seguro” es empleada por la FDA para todo aquel
producto quimico o sustancia que se aflade a los alimentos y/o medicamentos y es

consideado seguro por expertos.
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IV.2. Aplicaciones biomédicas y biofarmaceuticas de los co-polimeros de PEO-PPO

Desde su primera introduccidon como surfactantes en la década de 1950, se ha
encontrado una amplia gama de aplicaciones decdgsolimeros en los campos
farmacéutico y biomédico (Moghimi y Hunter, 2000), en particular, en el disefio y
desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de drBgag Delivery Systejn

Los poloxameros y las poloxaminas, constituyen una alternativa atractiva para optimizar
aspectos tecnoldgicos de farmacos y superar un amplio espectro de desventajas
(bio)farmacéuticas. Los co-polimeros, en funcion de su estructura quimica, tienen la
capacidad de disolver, atrapar, adsorber, unir 0 encapsular agentes terapéuticos a fin de
lograr la liberacién controlada de farmacos. En este contexto, estos surfactantes pueden
ser considerados como soluciones ideales para la administracion de diversos agentes,
especialmente farmacos con baja solubilidad en agua y/o que sufren de una
biodisponibilidad o estabilidad limitada en los compartimentos biolégicos. Por ejemplo,
mas del 50% de las drogas son hidrofébicas, y por su baja solubilidad en medios
biologicos aparecen problemas de absorcion en el tracto digestivo presentando asi una
limitada biodisponibilidad. Adicionalmente, muchos de estos farmacos son inestables en
las condiciones de pH propias del medio gastrointestinal.

Debido a ello, una de las estrategias nanotecnolégicas mas prometedoras es la
encapsulacién de drogas hidrofobicas en diversos nanovehiculos, entre ellos, micelas
poliméricas que son estructuras formadas por la agregacion de moléculas poliméricas
anfifilicas. Los co-polimeros segmentados de PEO-PPO son los biomateriales termo-
sensibles formadores de micelas mas extensamente estudiados (Chiappeta y Sosnik,
2007). Ademés, algunos miembros de esta clase de polimeros actian como excipientes
en la elaboracién de adyuvantes para vacunas (Wilson-Welder et al., 2009) y como
inhibidores de las proteinas ABC (Kabanov et al., 2002). También resultan adecuados
para otras aplicaciones biomédicas, tales como la administraciéon de farmacos, terapia
génica e ingenieria de tejidos (Fusco et al., 2006).

Como se mencion6 anteriormente, uno de los desafios de la terapia contra el HBV y el
HCC es revertir la resistencia celular al tratamiento debido a la sobre-expresion de
algunos miembros de la superfamilia de transportadores ABC, como MDR1, MRP1 y
BCRP. Segun estudios recientes, estos surfactantes poliméricos en forma de unimeros

actuarian inhibiendo la actividad de algunas de las bombas ABC, procurando lograr la



Introduccién

concentracion intracelular adecuada de droga para que la misma sea eficaz (Kabanov et
al., 2002; Alakhova et al., 2010; Cuestas et al., 2011).

Existe muy poca informacion sobre la actividad inhibitoria de las bombas ABC por
parte de poloxaminas y poloxameros, aunque se observd que la interaccion del
Pluroni® P85 con la membrana celular produce una inhibicién significativa de la
actividad ATPasa de MDR1 (Batrakova et al., 2001; Batrakova et al., 2003). También
se han descripto otros mecanismos por los cuales los poloxameros revertirian la MDR:
(i) la incorporacion de moléculas de co-polimero en las membranas y la disminucién de
la microviscosidad de la membrana plasmatica, (ii) la deplecién del ATP, (iii) la
inhibicién de las bombas, (iv) la inhibiciébn del sistema de detoxificacién glutation
GSH/GST (cuyos niveles de expresion estan asociados con los niveles de expresion de
MRP1) y (v) la liberacién de drogas desde vesiculas acidicas en el interior de células
con fenotipo MDR (Batrakova y Kabanov, 2008). Ademas existen evidencias que
demuestran que la acumulacion intracelular de doxorrubicina y otros sustratos de
MDR1 en células resistentes que sobre-expresan este transportador, puede ser
aumentada mediante el tratamiento con PlufoRi85 o L61 (Alakhov et al., 1996;
Venne et al., 1996). Otros investigadores observaron que la maxima inhibicién de la
actividad funcional de MDR1 se obtiene con aquellos co-polimeros de PEO-PPO que
presenten valores de BHL moderados o bajos, y un nimero de unidades de PPO entre
30 y 50 (Alvarez-Lorenzo et al., 2010). Asimismo, Cuestas y col. evaluaron el efecto de
distintas poloxaminas sobre diversas proteinas ABC en lineas celulares hepaticas, y
demostraron que algunos de los co-polimeros estudiados inhiben la actividad funcional
de miembros de esta familia de transportadores (Cuestas et al., 2011). Esto ultimo cobra
relevancia ya que algunos de las proteinas ABC estudiadas son transportadores de
drogas anti-HBV y anti-HCC.
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I. OBJETIVOS GENERALES

1) Desarrollar estrategias tecnoldgicas tendientes a optimizar la terapéutica anti-
HCC y anti-HBV.
2) Estudiar los efectos farmacogendmicos y/o toxicogendmicos de materiales

poliméricos empleados en la formulacion de drogas antivirales y antitumorales.

3) Analizar el rol de la expresion de la proteina X del HBV en la regulacién de la

muerte celular programada, la proliferacion y la inmortalizacion celular.

4) Aportar nuevos conocimientos a la patogénesis molecular de la infeccién por

HBV analizando el rol de la expresion de la proteina X del virus sobre algunos

miembros de la superfamilia ABC.

II. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Desarrollar estrategias tecnoldgicas tendientes a optimizar la terapéutica anti-HCC y

anti-HBV.

1. Estudiar el efecto de compuestos con potencial accién inhibitoria sobre

BCRP en lineas celulares de HCC humano, en particular determinar la
accion de co-polimeros que se utilizan en la formulacefadnacos

antitumorales y antivirales.

Desarrollar estrategias tendientes a optimizar la terapéutica anti-HCC
mediante el disefio de formulaciones droggolimero que logren
obtener la concentracion de droga intracelular suficiente para mejorar su
eficacia

Desarrollar estrategias tendientes a optimizar la terapéutica Bwti-H
mediante el estudio de diferentes analogos de nucleésidos producidos por
sintesis quimica en nuestro pais y de co-polimeros de PEO-PPO en el

contexto de un sistenia vitro de replicacién del HBV.
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Il. Estudiar efectos farmacogendmicos y/o toxicogendmicos de materiales poliméricos

empleados en la formulacion de drogas antitumorales y antivirales.

1. Estudiar el efecto de co-polimeros que se emplean en la formulacion de
drogas antitumorales y antivirales en la apoptosis e inmortalizacion

celular.

[ll. Analizar el rol de la expresion de la proteina X del HBV en la regulacion de la muerte

celular programada, la proliferacion y la inmortalizacion celular.

1. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion transitoria de la
proteina X salvaje y mutada (Triple mutante 1127T/K130M/V18iHI
HBV sobre los niveles de ARNm dax, bcl-2y telomerasah(-tert).

2. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion transitoria de la
proteina X salvaje y mutada del HBV sobre los niveles de expresion de
diversas proteinas involucradas en la regulacion de la apoptosis,
proliferacion e inmortalizacion celular como c-Myc, caspasa 3 y 9, c-
IAP1, c-IAP2, tanquirasa y ganquirina.

3. Evaluar comparativamente los efectos observados con los datos

adquiridos en un sistema de replicadidnitro para HBV.

IV. Aportar nuevos conocimientos acerca de la patogénesis molecular de la infeccién por
HBV analizando el rol de la expresion de la proteina X del virus sobre algunos

miembros de la superfamilia ABC.

1. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion transitoria de la
proteina X salvaje y mutada del HBV sobre los niveles de ARNm y de
proteina de MDR1, MRP1 y BCRP.

2. Evaluar comparativamente los efectos observados con los datos

adquiridos en un sistema de replicadidnitro para HBV.
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MATERIALES
|. CULTIVO DE CELULAS
[.1. Cultivo y mantenimiento de las lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares PLC/PRF/5, SKHepl, Huh7, HepG2 y HepG2.2.15,
cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

PLC/PRF/5 (ATCC®: CRL-8024") es una linea celular de origen epitelial establecida
por Alexander y col. en 1976 a partir de un hepatocarcinoma humano (Alexander et al.,
1976).

SKHepl (ATCC®: HTB-52") es una linea celular de origen epitelial derivada del fluido
ascitico de un paciente caucésico con adenocarcinoma de higado (Heffelfinger et al.,
1992).

Huh7 es una linea celular derivada de un tumor de higado que fue establecida por
Nakabayashi y col. en 1982 (Yoo et al., 1995).

HepG2 (ATCC®: HB-8065") es una linea celular de origen epitelial derivada de
hepatocarcinoma humano.

HepG2.2.15es una linea celular derivada de la HepG2 que se caracteriza por la
expresion y replicacion estable del HBV de subgenotipo D3. En dichas células el

genoma del HBV se encuentra integrado al genoma celular (Sells et al., 1987).

Todas las lineas celulares fueron mantenidas en medio completo (MC) formado por
medio DMEM (Qulbecco’s modified Eagle’s medium, High Glucose, Gibco)
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB, BIOSER Argentina), en estufa
a 37°C con una atmosfera humeda de 6%.

Para el cultivo de las células HepG2.2.88,adicionaron200 pg/ml de Geneticina

(G418, Gibco) al MC.

Para los subcultivos, las lineas celulares fueron lavadas con PBS 1X y tratadas con un

reactivo comercial para disociacion celularypLE°Express Gibco).

[.2. Criopreservacion de las lineas celulares

Una vez que las células alcanzaron el 90% de confluencia, se cosecharon, se
centrifugaron 5 min a 1200 rpm y luego se resuspendieron en medio de cultivo con 20%
de SFB (v/v) y 10% de dimetil sulféxido (DMSO; Sigma). En cada criotubo se
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colocaron alicuotas de 3°16&lulasy los mismos fueron colocados 20 min a 4°C, 2 h a
-20°C y ON pver nighj a -70°C, para luego ser transferidos a un tanque, diggiNdo

para su preservacion.

ll. CO-POLIMEROS DE PEO-PPO

Se utilizaron las poloxaminas Tetrofi€904, T304 y T1107 y el poloxamero Plurdhic
F127 (BASF Corporation). Las caracteristicas principales de los mismos se resumen en
la tabla 1.

Tabla 1: principales caracteristicas de los co-polimeros de PEO-PPO utilizados

Co-polimero PM PPO BHL
T904 6700 Da 68 12-18
T304 1650 Da 16 12-18
T1107 15000 Da 80 18-23
F127 12600 Da 65 18-23

PM: peso molecularQPBnidades de poli(6xido) de propileno; BHL: balance
hidrofilico-lipofilico

Las soluciones madre de los compuestos ya dializados vy liofilizados, fueron preparadas
en agua MiliQ y esterilizadas por filtrado (filtro de 028). A partir de las mismas se

prepararon diluciones de trabajo al 1; 0,1 y 0,@f86) enMC.

I1l. ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS

Los analogos de nucledsidos fueron obtenidos por sintesis quimica a partir del 2-amino-
1-indanol sobre cuya estructura se construyé un anillo de purina, dos de azapurina y un
triazol a partir del grupo amino (Figura 1). Los mismos fueron sintetizados por el grupo

dirigido por la Dra. Albertina Moglioni (Catedra de Quimica Medicinal, FFyB, UBA).

OH
N——=N N——=N
N/ OH N/ NH,
7 7
N "

9-(1-hidroxi-Indan-2-il)-6-hidroxi-8-azapurina 9-(1-hidroxi-Indan-2-il)-6-amino-8-azapurina
(Aza-OH) (Aza-NH)

OH
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OH
/N:N OH N
N /
/ N Cl

/ \
N N

OH ~

2-(5-hidroximetil-[1,2,3]triazol-1#) -1-indanol 9-(1-hidroxi-Indan-2-il)-6-cloro-purina

Figura 1: analogos nucleosidicos utilizados en el ensayo de actividad antivi
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Desarrollo de estrategias tecnologicas tendientes a optimizar la

terapéutica anti-HCC y anti-HBV
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I.1. Estudiar el efecto de compuestos con potencial accion inhibitoria sB@RP en
lineas celulares derivadas de HCC humano, en particular determinar la accién de co-

polimeros que se utilizan en la formulacién de farmacos antitumorales y antivirales.

I.1.1. Ensayos de citotoxicidad

Las células PLC/PRF/5 y SKHepl se sembraron en placas de 96 pocillos 42,0x10
céls/pocillo) y se incubaron en DMEM suplementado con 10% SFB (v/v) por 24 h a
37°C. Luego se removio el medio de cultivo y se lo reemplazé por la dilucidon de trabajo
de cada co-polimero (0,01%; 0,1% y 1%). Las células fueron incubadas por 24y 72 h a
37°C y la actividad citotéxica se determiné mediante el ensayo de MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5¢3-carboxymethoxyphenyl)-p4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium).

Se midié la absorbancia a 495 nm mediantdetStation3 (Molecular Devices).

El ensayo de MTS es un método colorimétrico basado en la reduccion del MTS a
formazan en presencia de metosulfato de fenazina (PMS). La cantidad de formazan
medido por la absorbancia a 495 nm es directamente proporcional al nimero de células
vivas. Las principales aplicaciones de este método son para el andlisis de la viabilidad y

proliferacion celular.

La citotoxicidad de los co-polimeros se calcul6 segun el porcentaje de células vivas con

cada tratamiento de la siguiente manera:

DO células tratadai
DO células control

%Viabilidad = 100

DO: absorbancia a 495 nm

El ensayo se realizd6 por triplicado, teniendo en cuenta los controles positivos y
negativos correspondientes. Como control negativo se emplearon células que fueron
mantenidas con medio de cultivo sin la adiciéon de co-polimero y como control positivo,

células tratadas con DMSO al 2%.

También se cuantificaron los niveles de las transaminasas hepaticas aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) en los sobrenadantes de
ambas lineas celulares. La medicion de transaminasas se realizO mediante el método
cinético basado en las recomendaciones de la IH@@rr{ational Federation of

Clinical Chemistry Bergmeyer et al., 1986).
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En todos los estudios posteriores, se excluyeron todas aquellas concentracionesgde
co-polimeros que resultaron citotéxicas por al menos una de las dos técnicas hntes

mencionadas (MTS y/o niveles de transaminasas hepaticas). !

I.1.2. Efecto de los co-polimeros sobre BCRP

Las células PLC/PRF/5 y SKHepl se sembraron en placas de 6 pocillos 18;0x10
6,0x10céls/pocillo; respectivamente) y se incubaron en DMEM suplementado con 10%
SFB (v/v) por 24 h a 37°C. Luego se removi6 el medio de cultivo y se lo reemplazo por
la solucién de cada co-polimero a las concentraciones no citotoxicas, determinadas
segun el punto anterior. En estas condiciones las células se incubaron por 24y 72 h a
37°C. Posteriormente, se procedio a la extraccion del ARN y de las proteinas totales

segun corresponda.

[.1.2.A. Estudio de los niveles de expresion de BCRP pdfestern Blot(\WB)
[.1.2.A.1. Aislamiento y cuantificacion de proteinas totales

Luego de 24 o 72 h de incubacion con ¢ospolimeros se cosecharon las células de
cada pocillo y se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min a 4°C. Se descarté el
sobrenadante y se agrebodffer de lisis (Tris 10 mM; NaCl 130 mM; EDTA 5 mM;
Tritdbn X-100 1%) con inhibidores de proteasas tales como PMSF 0,05 mM, Leupeptina
0,05 mM y AEBSF 0,5 mM (Calbiochem). Los lisados se incubaron durante 30 min a
4°C. Luego se centrifugaron a 14000 rpm durante 15 min a 4°C, se colecté el
sobrenadante en un nuevo tubo y se almacené a -70°C para su posterior uso.

Los niveles de proteinas totales se cuantificaron utilizando el métodradéord
(Bradford, 1976). Para ello, se realiz6 una curva de concentraciones conocidas de
seroalbimina bana (BSA): 0,2 pg/ul; 0,4 ug/ul; 0,6 pg/ul; 0,8 pg/ul y 1 pg/ul y los
extractos proteicos se diluyeron 1:10 con agua destilada. Sobre una placa de 96 pocillos,
se sembraron 4 pl de cada dilucién de BSA y de cada dilucion de extracto proteico por
duplicado. Como blanco de reaccion se sembragdnridagua destilada.

Posteriormente, se agregaron 200 pl del reactivo de Bradford (BioRad) y luego de 5

min se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un lector de ELISA. Se

realizd la curva de absorbancia en funcién de la concentracion de BSA y por regresion
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lineal se obtuvo la ecuacién a partir de la cual se calcularon las concentraciones

proteicas de cada muestra en pg/pl.

[.1.2.A.2. SDS-PAGE (Electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes) y WB

Los lisados proteicos obtenidos en el punto anterior se diluyeron a la concentraciéon
deseada cobuffer de siembral{oading buffer Tris-HCI 50 mM; SDS 2%, azul de
bromofenol 0,1%; glicerol 10%; pH 6,8) y se les agregé DTT 100 mM. Luego las
muestras se calentaron durante 5 min a 100°C.

Se sembraron 50 pg de proteinas totales en cada calle y un marcador de peso molecular
(Prestained Protein LaddeFermentas).

Las muestras se resolvieron en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes a 120 V cobuaffer de electroforesis 1X (Tris 25 mM; Glicina 250
mM; SDS 0,1%; pH 8,3).

Transferencia a membranas de PVDF

Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF (Difluoruro de Polivinileno, Amersham Biosciences) utilizando
bufferde transferencia (Glicina 39 mM; Tris Base 48 mM; SDS 0,037%; Metanol 20%)

a 350 mA durante 90 min en frio. Para comprobar que la transferencia fue exitosa y que
se cargaron concentraciones similares de proteina en cada calle, se tifi6 la membrana
con Rojo Ponceau 8,1% en &cido acético glacial 5%. La decoloracién de la membrana

se llevd a cabo mediante varios lavados ofier TBS-T (NaCl 150 mM; KCI 2,68

mM; Tris Base 24,7 mM; Tween-20 0,05% v/v; pH 7,4).

Inmunodeteccion

Previo a la deteccion de las proteinas de interés, se bloquearon potenciales sitios de
unién inespecifica de los anticuerpos mediante la incubacion de la membrana durante un
tiempo minimo de 1 h a temperatura ambiente con una solucién de blogueo con leche
descremada en polvo 10% en TBS-T y con agitacion suave y constante. Una vez
finalizado el bloqueo, las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron, con
agitacion suave, toda la noche a 4°C con los diferentes anticuerpos primarios diluidos

en leche descremada en polvo 5% en TBS-T (Tabla 2).
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Tabla 2: anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunodeteccion

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
BCRP (1/300; Alexis Biochemicals) Anti-ratén (1/10000; Amersham Biosciences
B-Actina (1/1000; Sigma Aldrich) Anti-ratén (1/10000; Amersham Biosciences

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 min con TBS-T y se incubaron las
membranas con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano
(HRP) (Tabla 2), también diluidos en leche descremada en polvo 5% en TBS-T, segun
el anticuerpo primario utilizado. La incubacion se realiz6 durante 3 h a temperatura
ambiente y con agitacion. Finalmente, se lavaron 3 veces las membranas con TBS-
durante 10 min y se realizé un ultimo lavado con TBS durante 3-5 min.

Las proteinas se detectaron incubando las membrana@€bnPlus (Amersham
Biosciences). Este reactivo produce una reaccién quimica catalizada por la peroxidasa
gue produce quimioluminiscencia, la cual se reveld sobre placas radiograficas (AGFA).
La intensidad relativa de bandas se cuantificd por densitometria mediante el programa
Imaged (NIH, Bethesda, Maryland, USA) y los resultados se normalizaron con [3-

Actina. Cada experimento se realizé al menos por triplicado.

[.1.2.B. Andlisis del nivel de ARNm debcrp por RT-PCR en tiempo real (RT-
gPCR)

Luego de realizar los tratamientos tal como se detalla en la seccién 1.1.2 se procedio a

aislamiento del ARN total de ambas lineas celulares.

[.1.2.B.1. Extraccion de ARN

Para aislar el ARN total de las células, se utilizé el reactivo TRRehgent(Life
Technologies Corp.).

En primer lugar, se realiz6 un lavado de los cultivos celulares con PBS. Luego, las
células se cosecharon y se agregaron 500 ul de TRIzol. Se homogeneiz6 la muestra y la
suspension celular se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Se agregaron 200 pl

de cloroformo, se agitd vigorosamente cedrtex durante 15 seg y se incubd a
temperatura ambiente durante 2-3 min. Para separar las fases, se centrifugaron las
muestras a 12000 g durante 15 min a 4°C y se conservo la fase superior acuosa que es la

que contiene el ARN. Para precipitar el ARN, se agreg6o 1 ul de glicogeno como co-
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precigtante y 500 pl de isopropanol. Se incubaron las muestras durante 10 min a
temperatura ambiente y luego se centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4°C. Se
removid el sobrenadante de cada tubo y se lavé peltlst de ARN con etanol 75%,
centrifugando a 7500 g durante 5 min a 4°C. Se descartd el sobrenadante y, para
eliminar trazas remanentes de etanol, se dej6 sepatleide ARN a 37°C durante 5-

10 min. Finalmente, cada ARN se resuspendio en 20 pl de agua estéril libre de

ARNasas y se conservaron las muestras a -70°C.

Para conocer la concentracion de ARN se prepar6 una dilucion 1:100 de cada muestra y
se midio la absorbancia a 260 nmydd\ y 280 nm (Asg) en un espectrofotdbmetro
(BioRad). El grado de pureza de las muestras se calculé mediante el cocientgggntre A

y Azgo, considerando que las relaciones comprendidas entre 1,8-2 son las optimas.

Una vez obtenidos los valores de absorbancia, se calculé la concentracion de ARN

mediante la siguiente formula:
Conc. de ARN g/ul) = (DO’ x factor de dilucién x 40)/1000

" 1 densidad éptica (DO) a 260 nm =l de ARN. (La DO debe estar comprendida
entre 0,4y 0,8).

[.1.2.B.2. Sintesis de ADNc

El ADNc se sintetizd a partir del ARN total por medio de una transcripcién inversa
(RT), utilizando comoprimers ADNs sintéticos de 6 nucledtidos con secuencias
aleatorias de las bases A, T, C y G (hexameros; dN6). Para ello, se prepar6é una mezcla

de reaccion como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 3: protocolo para la transcripcioninversa o RT

Reactivo Volumen / tubo
ARN (dil. 1pug/10 pul) 10 pl
dN6(100 ngdl) 2ul
dNTPs (10 mM) 1pl
5 min a 65°C
Buffer5X (Invitrogen) 4 ul
DTT (0,1M) 2 ul
MMLYV (transcriptasa inversa) 1l
60 min a 37°C
45 min a 95°C
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El ADNc obtenido se conservé a -20°C para su posterior uso.

.1.2.B.3. gPCR

El ADNc se amplifico por qPCR. Para ello, se utilizdo 1 pl de ADNc (dilucién 1:10
obtenido en la RT al cual se le agregd la mezcla de reaccion que contenia 12,5 pl de
mezcla real 2X(Biodynamics); 9,5 ul de agua destilada y 2 ul del mix de primers
especificos (Conc. final 5 mM) en un volumen final de 25 pl.

Los primers fueron disefiados mediante el uso deftware Beacon Designer 4.0
(PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, USAsu secuencia se detalla en la
Tabla 4.

Tabla 4: secuencia derimersutilizados en la gPCR

Gen Primer forward Primer reverse
bcrp 5’TATAGCTCAGATCATTGTCACAGTC3> 5’GTTGGTCGTCAGGAAGAAGAG3’
18S 5’ TAACCCGTTGAACCCCATT3’ 5’>CCATCCAATCGGTAGTAGCG3’

Las muestras se amplificaron mediante el usoRigbr-Gene'6000 (Qiagen, USA)

utilizando el siguiente programa de ciclados:

Desnaturalizacion: 3 min a 95°C
20 seg a 95°C _
} 40 ciclos
1 min a 60°C
Curva deMelting: de 70 a 95°C cada 0,2°C

Cada reaccion se realiz6 por triplicado y cada experimento se repitio 3 veces. Los datos
obtenidos se analizaron utilizandaseftware Rotor-Gene Q 1.7.9@iagen, USA).

La medida de la expresiéon génica por medio de RT-gPCR es una cuantificacion relativa,
en la que se compara la expresion de los genes de interés respecto a la expresion de un
gen constitutivo que no varia en las condiciones del experimento (control endégeno o
housekeeping gehd.a expresion génica relativa se calcul6 usando el método AACt.

Para cada gen se obtuvo un valor de Ct (Ciclo Umbhakshold Cycleque se define

como el ciclo en el que el fragmento amplificado emite una sefial de fluorescencia sobre

el umbral establecido. Se calcul6 el promedio de los valores de Ct obtenidos para el gen
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a estudiart@rget) y para el gen de referenciahousekeeping gernen este estudio se
utilizé el genl89 y se normalizo el valor promedio de cada Ct de la siguiente manera:

ACt (controy = Ct gentarget controy— Ct housekeeping geng@ntrol
ACt ratam)= Ct gentarget gratam)— Cthousekeeping gengiam.)

A continuacién se normalizo la expresion de cada valak(@erespecto del promedio
obtenido en el ensayo para todas las muestras. De ese modo, se elimina la variacion

entre las muestras debida a la PCR.
AACt =ACt (tratam.)— ACt (control)

Finalmente, se realizd la conversién a medidas relativas de induccién (I) para poder
comparar entre los diferentes experimentos y de donde se elimina el logaritmo

equivalente al 100% de eficiencia de amplificacion:

| = Z—AACt

1.1.2.C. Determinacion del potencial de membrana mitocondrialA¥ )

Estudios previos de Alakhova y col., demostraron que el PI§r&86 localizado en la
mitocondria produce la inhibicién de la cadena respiratoria, promoviendo la deplecién
de ATP y por lo tanto, la inhibicion de MDR1 (Alakhova et al., 2010). Segun este
mecanismo la mitocondria cumpliria un rol fundamental en la quimiosensibilizacién del
fenotipo MDR.

A fin de poder profundizar sobre los posibles mecanismos de accion de los co-
polimeros estudiados en la inhibicion de BCRP, se analizé mediante citometria de flujo
la capacidad de los mismos de afectar'&l.

Los cambios en este potencial de membrana pueden ser evaluados utilizando la tincién
con Rho123, un colorante fluorescente cationico lipofilico que se acumula en las
mitocondrias de células viables (Johnson et al., 1980). Una reduccion en la tincién con
Rhol123 indica una reduccion en el AW, lo cual constituye un parametro de la
desestabilizacion que sufre la membrana mitocondrial.

Se trabajo con las lineas celulares PLC/PRF/5 y SKHepl, las cuales se cultivaron en
placas de 6 pocillos (8,0x1§ 6,0x10 céls/pocillo; respectivamente) por 24 y 72 h en

las condiciones que se describen en la seccion [.1.2.
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En ambas lineas celulares se ensayaron todas las concentraciones de co-polimeros no
citotéxicas de acuerdo al ensayo MTS y a la evaluacion de las transaminasas hepaticas
en los sobrenadantes celulares.

Como control negativo del tratamiento, se emplearon células que fueron mantenidas con
medio de cultivo sin la adiciébn de co-polimero y para una correcta medicion en el
citbmetro de flujo, se emplearon células sin marcar de cada tratamiento como control
negativo de marcacion.

Para llevar a cabo dicho experimento, se recolecté 1,5 ml del sobrenadante de cada
pocillo. Luego las células de cada pocillo se cosecharon utlizando 1 ml del
sobrenadante recolectado inicialmente. Se centrifugd a 1000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con PBS
1X. Nuevamente se realiz6 una centrifugacion a 1000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente y se descarto el sobrenadante. Se resuspendidetiatien 1 ml debinding

buffer 1X (Hepes/NaOH pH = 7,4 10 mM; NaCl 140 mM y Ca@|5 mM) y se
centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el
pelleten 900 ul de PBS 1X. Se separaron 270 pl de muestra al cual se le agregaron 270
pl debuffer efflux[RPMI 1640; 10% SFB (v/v); 0,2% de Rho123 (1 mg/ml en DMSO;

Chemicon)] y se incubd en oscuridad a 37°C durante 15 min.

La intensidad de fluorescencia de la Rho123 se determiné mediante citometria de flujo
utilizando el citémetro FACScan (Becton Dickinson) y se adquirieron 10.000 eventos
en cada caso. El anilisis de células con un A¥Y,, reducido se realiz6 mediante el
programaWinMDI 2.9a partir de los histogramas obtenidos en los que se representa el
namero de eventos en funcion de la fluorescencia emitida por la Rhol123. Los datos
obtenidos se expresaron como la media + desvio estandar (SD) de tres experimentos

independientes.

I.2. Desarrollar estrategias tendientes a optimizar la terapéutica anti-HCC mediante
el disefio de formulaciones droga/co-polimero que logren obtener la concentracion de

droga intracelular suficiente para mejorar su eficacia

El clorhidrato de doxorrubicina es sustrato de BCRP por lo cual en este trabajo fue
utilizado como droga antitumoral modelo para evaluar la capacidad de los co-polimeros

de PEO y PPO estudiados de revertir la resistencia a dicho antitumoral.



Metodologia

La doxorrubicina (Laboratorios Rontag) fue cedida gentilmente por la Dra. Elba
Véazquez (FCEyN, UBA).

1.2.1. Determinacion del indice de Reversion de la Resistencia (IRR)

[.2.1.A. Célculo de lalCso de la doxorrubicina y de la doxorrubicina en presencia

de diferentes co-polimeros de PEO-PPO

Para calcular este indice, las células PLC/PRF/5 y SKHepl se incubaron en placas de 96
pocillos (2,0x10 céls/pocillo) con DMEM suplementado con 10% de SFB (v/v) durante

24 h a 37°C. Luego, se agregaron concentraciones crecientes de doxorrubicina (0,05-
500 nM) y se incubaron durante 2 h. Se descarto el sobrenadante, se agregd medio de
cultivo fresco a cada pocillo y se incubaron las células por 72 h. Pasado ese tiempo, se
agregaron 20 pl de MTS a cada pocillo y la placa se incubd 1 h a 37°C. La absorbancia

a 490 nm se determind en un lectBlexStation3 (Molecular Devices). Cada
experimento se realizé por triplicado.

La concentracién de droga que disminuye la viabilidad celular en un 50% comparado
con los cultivos libres de droga @6 se determiné mediante graficos de absorbancia en
funcién del logaritmo de la concentracion de doxorrubicina. Se estudié ademas la
capacidad de loso-polimeros de revertir la resistencia al antitumoral doxorrubicina
calculando el IRR definido como el cociente entre kg d@ doxorrubicina y la 165 de

doxorrubicina¢o-polimero (Mazel et al., 2001; Batrakova et al., 1999):

IC,,(Dox0)
IC,,(Doxo+ co— polimerg

IRR=

Para determinar el IRR, se sembré una placa de 96 pocillos (2@{&(pocillo) con

cada linea celular a ensayar y se incubaron con DMEM suplementado con 10% de SFB
(v/v) por 24 h a 37°C. Se descarté el sobrenadante y se expusieron las células a
doxorrubicina (a las mismas concentraciones utilizadas anteriormente) o a las distintas
formulaciones doxorrubicina/co-polimero durante 2 h y luego se incubaron las células
en medio de cultivo por 72 h. La citotoxicidad se determiné mediante el ensayo de
MTS. Las concentraciones de co-polimero utilizadas en este ensayo fueron aquellas que
resultaron no citotoxicas de acuerdo al ensayo MI® ay la evaluacion de las

transaminasas hepaticas en los sobrenadantes celulares.
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I.3. Desarrollar estrategias tendientes a optimizar la terapéutica anti-HBV mediante
el estudio de diferentes analogos de nucledsidos producidos por sintesis quimica en
nuestro pais y de co-polimeros de PEO-PPO en el contexto de un sistema in vitro de

replicacion del HBV

[.3.1. Estudio de la actividad antiviral de diferentes analogos de nucledsidos

producidos por sintesis quimica

Para estos ensayos se utilizo la linea celular HepG2.2.15 que constitutivamente produce
particulas de HBV. La misma se obtuvo a partir de la transfeccion de la linea celular
HepG2 con un plasmido conteniendo el genoma completo del HBV. Esta linea celular
fue cedida gentilmente por el Prof. Dr. M. Nassal (Hospital Universitario de Freiburg,
Alemania).

Se verifico la existencia de replicacion viral en la linea celular mediante la
determinacion de la carga viral y de los antigenos HBsAg y HBeAg en los
sobrenadantes de los cultivos celulares por métodos comerciales. Para ello, se tomé una
alicuota de 1,5 ml de los sobrenadantes provenientes de los cultivos y se cuantifico el
ADN del HBV (Real Time PCR utilizandoprimersy sondas de hibridacién especificas

para la region “pre-core/coré con el kit comercial COBAS Ampliprep/COBAS Taq

Man HBV (ROCHE Diagnostics). Los antigenos virales fueron determinados en forma
cualitativa y semicuantitativa mediante el método CMIA (Inmunoensayo
guimioluminiscente, técnica de microparticulas).

Para estudiar el efecto de los diferentes analogos de nucledsidos las células HepG2.2.15
se sembraron en placas de 24 pocillos (5,0°cé&B/pocillo) y se incubaron en DMEM
suplementado con0% de SFB (v/v) y 200 ug/ml de Geneticina por 24 h a 37°C.
Posteriormente, se agregaron distintas concentraciones de diversos analogos
nucleosidicos racémicos (1,5-100 pM) y se incub6 a 37°C durante 6 dias. El
sobrenadante se recolecté cada 48 h y se agregé medio de cultivo nuevo con cada
concentracion de analogo nucleosidico. Luego de ese tiempo, se determind la
citotoxicidad celular mediante el ensayo MTS. En los ensayos donde el analogo
nucleosidico mostré citotoxicidad nula se estudio la eficacia de estos antivirales a la
concentracion mas alta durante 6 dias, determinando en los sobrenadantes celulares los
niveles de HBsAg, HBeAg y la carga viral del HBV mediante un método comercial
(COBAS Ampliprep/COBAS Taq Man HBV, ROCHE Diagnostics).
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I.3.2. Estudio de la actividad antiviral deco-polimeros de PEO-PPO

Las células HepG2.2.15, se sembraron en placas de 24 pocillos (5,6éks1focillo) y

se incubaron en DMEM suplementado con 10% de SFB (w/200 pg/ml de
Geneticina por 24 h a 37°C. Luego de ese tiempo, se removio el medio de cultivo y se
lo reemplazé por la dilucion de cada co-polimero a fin de determinar la citotoxicidad de
los mismos a diferentes concentraciones (0,01; 0,1 y 1%) mediante el ensayo MTS. En
los ensayos donde se observé citotoxicidad nula, se estudié la eficacia de los co-
polimeros a la concentracion mas alta determinando en los sobrenadantes celulares los
niveles de HBsAg, HBeAg y la carga viral del HBV, utilizando los equipos comerciales
mencionados anteriormente.

Para ello, se sembraron las células en placas de 24 pocillos (5,@élstpocillo) y se
incubaron en DMEM suplementado con 10% de SFB (v/v) por 24 h a 37°C.
Posteriormente, se agregaron al medio de cultivo suplementado con 5% de SFB (v/v)
los co-polimeros citocompatibles y se incub6 a 37°C durante 6 dias. El sobrenadante, se
recolectd cada 48 h y se agregé medio de cultivo nuevo con cada solucion de co-

polimero.
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Estudio de los efectos farmacogenomicos y/o toxicogendmicos
de materiales poliméricos empleados en la formulacion de

drogas antitumorales y antivirales
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[I.1. Estudiar el efecto de co-polimeros que se emplean en la formulacion de drogas

antitumorales y antivirales en la apoptosis e inmortalizacion celular

Como & menciond anteriormente, la denominacion “Generalmente reconocido como
segurd@ o “Generally recognized as sdfdGRAS por sus siglas en inglés) es una
designacion de l&ood and Drug AdministratiofFDA, USA) que se le asigha a una
sustancia quimica afiadida a los alimentos o medicamentos y que es considerada inerte
por expertos.

Los co-polimeros estudiados en esta tesis son considerados GRAS y cuentan con la
aprobacion de la FDA para ser utilizados como componentes en la formulacién de
medicamentos en humanos, en dispositivos médicos e incluso como adyuvantes en la
formulacion de vacunas de Ultima generacion.

Para determinar el efecto de los co-polimeros en la apoptosis e inmortalizacion celular
se evaluaron los niveles de apoptosis temprana y tardia /necrosis mediante la marcacion
con Anexina V-FITC/IP y el porcentaje de células hipodiploides mediante la tincién con
ioduro de propidiolP); asi como la expresion relativa de los ARNnbdg bcl-2 y h-

tert mediante una RT-PCRiultiplex. Para ellolas células PLC/PRF/§ SKHepl se
sembraron en placas de 6 pocillos (8,0x16,0x1G cds/pocillo; respectivamente) y se
incubaron en DMEM suplementado con 10% SFB (v/v) por 24 h a 37°C. Luego se
removio el medio de cultivo y se lo remplazé por la solucion de cada co-polimero a las

concentraciones no citotoxicas. Las células fueron incubadas por 24y 72 h a 37°C.

[1.1.1. Ensayos de apoptosis
[1.1.1.A. Determinacion de la apoptosis por Anexina V-FITC/IP

En células no apoptoticas, el fosfolipido de membrana fosfatidilserina (PS) se encuentra
ubicado en la cara interna de la membrana plasmatica. La deteccion de estimulos pro-
apoptéticos induce la translocacion de la PS hacia la cara externa de la membrana
plasmatica. Este fendbmeno de externalizacidbn ocurre en las primeras etapas de la
apoptosis, incluso antes de la fragmentaciéon del ADN y de la pérdida final de la
integridad de la membrana plasmatica, que ocurre como fase terminal tanto en el
contexto de procesos apoptoticos como necroticos (Figura

Aprovechando esta caracteristica y sumado a la existencia de la Anexina V que es una
proteina que se une a fosfolipidos y, en particular, posee gran afinidad por la PS en

presencia de G§ se utilizan complejos conjugados de Anexina V-FITC que permiten
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la deteccion del proceso de apoptosis en sus etapas iniciales (van Engeland et al., 1996;
Vermes et al., 1995; Koopman et al., 1994) y el monitoreo mediante citometria de flujo.
Algunos equipos comerciales, por ejemplédehexin V-FITC apoptosis detection Kit Il

(BD Biosciences, EE.UU.) utilizado en la presente tesis, aprovechan las caracteristicas
antes descriptas en combinacion con el colorante vital loduro de propidio (IP) lo que

permite identificar células en distintos estadios.

Célula viable Apoptosis temprana Apoptosis tardia

AnsxinaV * 2
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Figura 2: representacion del ensayo de Anexina V-FITC/IP

Para llevar a cabo este ensayo, se levanté la monocapa de células cultivadas antes
mencionada y se centrifugd a 1000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se
descarto el sobrenadante, se lav@alet con PBS 1X y se centrifugd nuevamente a
1000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y cada
pelletse resuspendio en 1 ml deding buffer1 X. Se tomaron 100 pl de cada muestra

y en cada una sezregaron 3 ul de Anexina V-FITC y 3 ul de IP. Se homogeneizé la

mezcla convortex y se incubd 15 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Al
momento de realizar la mediciébn en el citbmetro de flujo (FACScan, Becton
Dickinson) se adicionaron 200 ul de binding bufferlX.

Se determinaron los valores de fluorescencia mediante citometria de flujo dentro de la

hora subsiguiente.

Como control negativo se emplearon células que fueron mantenidas con medio de
cultivo sin la adicion de co-polimero.
Para la correcta medicion en el citometro de flujo se emplearon:
a. Para la compensacion: células apoptoticas marcadas solo con Anexina V-FITC o
s6lo con IP. A estas células se las incub6 con medio de cultivo y se adiciond 2%

de DMSO para inducir la apoptosis.

b. Control negativo de marcacion: células sin marcar de cada tratamiento.
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Se evalud un minimo de 10.000 eventos. Se selecciond la poblacion celular a estudiar a
partir de los graficos de granulacién celular SSC (dispersion lateral) en funcion del
tamafio celular FSC (dispersion frontal) para excluir los detritos celulares.

El analisis de las poblaciones celulares en apoptosis temprana y apoptosis
tardia/necrosis se realiz6 a partir de los graficos de la fluorescencia emiteldRen
funcién de la fluorescencia emitida por la Anexina V-FITC, utilizando el programa
WinMDI 2.9

11.1.1.B. Determinacion de la hipodiploidia por IP

El ensayo de citometria de flujo con IP se basa en una de las principales caracteristicas
de las células apoptéticas que es la fragmentacion del ADN y, consecuentemente, la
pérdida del contenido de ADN nuclear (Riccardi y Nicoletti, 2006). El uso de un
fluorocromo como el IP, que es un agente intercalante fluorescente, hace posiele que s
obtenga en forma rapida y precisa una evaluacion del estado del ADN celular mediante
analisis por citometria de flujo.

Para realizar este experimento, se recolecté 1,5 ml del sobrenadante de cada pocillo.
Luego las células de cada pocillo se cosecharon utilizando 1 ml del sobrenadante
recolectado inicialmente. Se centrifugd a 1000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente. Se descartdé el sobrenadante y se realizaron 2 lavados con PBS 1X.
Nuevamente se realiz6 una centrifugaciéon a 1000 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente y se descart6 el sobrenadante. Se resuspendigetiatian 900ul de PBS

1X. Se tomaron 270 ul de cada muestra a las cuales se le agregaron 630 ul de etanol
absoluto y se incub6 toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugaron las muestras
a 1500 rpm durante 5 min y se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS 1X. Se descart6 el
sobrenadante y se resuspendio cpdbet en 100 pl de solucion de hipodiploidia
(Citrato de sodio 0,2%; Triton X-100 0,2% v/v). Se agregaron 100 pul de IP (50 pg/ml) y
se dejo incubando toda la noche en oscuridad a 4°C. Al dia siguiente, se determin¢ el
valor de intensidad de fluorescencia del colorante mediante citometria de flujo y se
evaluaron un minimo de 10.000 eventos en cada caso. El porcentaje de ceélulas
apoptaticas se determind mediante el progrivitaDI 2.9a partir de los histogramas
obtenidos, en los cuales se representaba el nimero de eventos en funcion de la

fluorescencia emitida por el IP.
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[1.1.2. RT-PCR Multiplex

La extraccion del ARN y sintesis del ADNc se realizé de acuerdo al protocolo descripto

en las secciones 1.1.2.B.1y .1.2.B.2.

La PCRMultiplex es una variante de la técnica de PCR en la cual se emplean 2 o mas
pares deprimers en un mismo tubo a fin de amplificar simultdneamente multiples
segmentos de ADN.

La amplificacién con cada par gemers exceptgs-actina se realizé en una mezcla de

reaccion (volumen final de 20) como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5: mezcla de reaccidnprimersy ciclos utilizados en 1aRT-PCR Multiplex

Reactivo Volumen / tubo
H,O 13,2 ul
Buffer 10X 2 ul
dNTPs (10 mM) 0,4 ul
MgCl, (50 mM) 0,8 ul
Primersbax (10 uM) 0,2ulde F+ 0,21l de R
Primersbcl-2 (10 uM) 0,2ulde F+0,2ul de R
Primersh-tert (10 uM) 0,3ulde F+0,3uldeR
Tag ADN polimerasa (5 Uil) (Life Technologies) 0,2 ul
ADNc 2ul
Ciclo 1: 1 ciclo de 3 min a 94°C, 6 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 68Geg a 72°C
Primersg-actina(10 uM) 0,25ul de F + 0,251l de R

Ciclo 2: 1 ciclo de 3 min a 94°C, 9 ciclos @@ seg a 94°C, 30 seg a 63°C y 30’ seg a 72°C

Ciclo 3: 21 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 58°C y 30 seg a 72°C

Los ciclos se llevaron a cabo en BNA Thermal Cycler.Luego de la primera
amplificacion, se agregaron lpsimersde s-actinay se procedio a realizar el segundo

y tercer ciclado. El nimero total de ciclos fue de 36 ciclos lpaxabcl-2 y h-terty 30

ciclos pargs-actina

La secuencia dprimersespecificos para cada uno de los genes analizados por RT-PCR

Multiplex se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6: primersutilizados en 1aRT-PCR Multiplex

Gen Primer forward Primer reverse

bax 5’ACCAAGAAGCTGAGCGAGTGTC3’ 5’ACAAAGATGGTCACGGTCTGCC3’
bcl-2 5’TGCACCTGACGCCCTTCAC3’ 5’AGACAGCCAGGAGAAATCAAACAG3’
h-tert S’TCCTGCGTTTGGATGATTTCTTG3’ 5’GCCGCACCAGGGGAATAGGC3’

p-actina 5’GGACCTGACTGACTACCTCATGAA3’ 5’GATCCACATCTGCTGGAAGGTGG3’
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Los productos de la RT-PCRultiplex se sembraron en un gel de agaraish,5% en

buffer TBE tefiido con bromuro de etidio (Oyf/ml), junto a un marcador de peso
molecular de 100 pb. EIl fraccionamiento electroforético se realizé a 100 V durante 1 h.
El tamafio esperado de los productos de PCR es de 523 ph-aunaa 365 pb para

bax (puede verse una segunda banda de aproximadamente 400 pb que se debe a un
splicing alternativo), 293 pb patacl-2y 209 pb par&-tert

Luego de la corrida electroforética se visualizaron las bandas en un transiluminador de
UV y posteriormente se realizd la captura de imagenes. La expresion relativa de los
ARNmM debax bcl-2 'y h-tert se relativizé corf-actina Para ello, se realizé un andlisis
comparativo del area de las bandas con el proghaxageJ(NIH, Bethesda, Maryland,

USA).
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Analisis del rol de la expresion de la proteina X del HBV en la
regulacion de la muerte celular programada, la proliferacion y

la inmortalizacion celular
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[1l.1. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion de la proteina X salvaje y
mutada del HBV sobre los niveles de ARNm de bax, bcl-2 y telomerasa (h-tert)

En primer lugar se procedi6 a transfectar las células Huh7 para la expresion transitoria
de las proteinas X salvaje X)) y X mutada (nuf) del HBV. Para ello, se emplearon

los plasmidos que contienen los genasi¥ Xmut, clonados en el vector de expresion
pT-REx-DEST31" (Life Technologies Corp.) los cuales fueron cedidos por la Dra.
Maria Lujan Cuestas.

: pExp-Xsal Gen que codifica para la proteina X salvaje del HBV de genotipo}F,

clonado en el “vector de destino” pT-RExDEST31" (vector de expresion) i
pExp-Xmut: Gen que codifica para la proteina X mutada del HBV (1127T, K130M,
V131l), de genotipo Fambién clonado en el “vector de destino” pT-RExDEST31"

1
I
1
1
1

(vector de expresion)

\

La linea celular Huh7 fue transfectada con los plasmidos pBEapyXpExp-Xmut
utilizando liposomas catiénicos (Lipofectanii@800,Life Tecnologie€orp.).

Se sembraron 1,4xi@élulas en frascos T25, con medio de cultivo sin antibiético.
Luego de 24 h, cuando la monocapa celular se encontraba en un 90-95% de confluencia,
las células fueron transfectadas con los complejos formados por los liposomas
catidnicos y el plasmido pEx¥sal o pExpXmutsegun la siguiente relacion: 8 pg de

ADN: 20 pl de Lipofectamina. Como control se utilizaron cultivos celulares tratados
solamente con Lipofectamina. Transcurridas 24 y 72 h post-transfeccion, los cultivos
celulares fueron disgregados con tripsina, lavados dos veces con PBS 1X, y parte del
pellet fue guardado a -70° C para la posterior determinacion de la protejrde Xas
proteinas c-Myc, c-1AP1, c-IAP2, caspasa 3 ya@quirasa y ganquirina mediaivéB.

La otra parte dgbelletfue guardada en Trizol para la posterior extraccién del ARN para
realizar laRT-PCR Multiplex para cuantificar los ARNm deax bcl-2 y h-tert Para
estudiar los niveles de ARNm tex bcl-2'y h-tert, se utilizé el mismo procedimiento

de RT-PCRMultiplex descripto en la seccion 11.1.2.
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[l .2. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion de la proteina X salvaje y
mutada del HBV sobre los niveles de expresion de diversas proteinas involucradas en
la regulacion de la apoptosis, proliferacion e inmortalizacion celular como c-Myc,

caspasa 3y 9, c-IAP1, c-IAP2, tanquirasa y ganquirina

Se utilizaron logpelletsde células Huh7 transfectadas en la seccion Ill.1 y se procedid
al aislamiento y cuantificacion de proteinas totales siguiendo el protocolo descripto en
la seccion .1.2.A.1.

Para evaluar el efecto de la expresion de las proteisalsyXXmut del HBV sobre c-

Myc, caspasas 3 y 9, c-IAP1, c-IAP2, tanquirasa y ganquirina, se realiz6 un WB de
acuerdo al procedimiento descripto en la seccion .1.2.A.2.

En este caso, los anticuerpos primarios y secundarios utilizados fueron los siguientes
(Tabla 7):

Tabla 7: anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunodeteccion

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
HBXAg (1/1000; Alexis Biochemicals) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)
c-Myc (1/50; Santa Cruz Biotechnology) Anti-conejo (1/5000; Sigma Aldrich)
Caspasa-3 (1/100; Sigma Aldrich) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)
Caspasa-9 (1/300; Sigma Aldrich) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)
c-1AP1 (1/50; Santa Cruz Biotechnology) Anti-conejo (1/5000; Sigma Aldrich)
c-1AP2 (1/50; Santa Cruz Biotechnology) Anti-conejo (1/5000; Sigma Aldrich)
Tanquirasa (1/50; Santa Cruz Biotechnolog Anti-conejo (1/5000; Sigma Aldrich)
Ganquirina (1/50; Santa Cruz Biotechnolog Anti-conejo (1/5000; Sigma Aldrich)
B-Actina (1/1000; Sigma Aldrich) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)

Recuperaciéon de membranasStripping)

En algunos casos se ensayaron distintas proteinas sobre una misma membrana. Para ello
se procedié a la recuperacién de la membrana mediante el uso de una solucién de
stripping (3125 wl de buffer Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; 100 mMe B-mercaptoetanol;

2% plv de SDS; D destilada c.s.p. 50 ml) para la remocion de anticuerpos. Se coloco

la membrana con la solucion d&ipping a 50°C durante 30 min y se bloguearon las
membranas con leche descremada en polvo 10% en TBS-T durante 1 h a temperatura

ambiente con agitacion suave. Una vez finalizado el bloqueo, se realizaron 2 lavados



Metodologia

con TBS-T durante 10 min y finalmente, se procedié a incubar cada membrana con los
anticuerpos primarios y secundarios correspondientes.

La intensidad relativa de bandas se cuantificd por densitometria mediante el programa
Imaged (NIH, Bethesda, Maryland, USA) y los resultados se nararah con p-

Actina. Cada experimento se realizé al menos por triplicado.

[11.3. Evaluar comparativamente los efectos observados con los datos adquiridos en

un sistema de replicacion in vitro para HBV

Para estos ensayos se utilizo la linea celular HepG2.2.15 que constitutivamente produce
particulas de HBV. Como control negativo se empled la linea celular HepG2 que no
contiene replicon de HBV.

Las lineas celulares HepG2 y HepG2.2.15 se sembraron en placas de 6 pocillos (5,0x10
y 7,0x10 céls/pocillo, respectivamente) y se incubaron en DMEM suplementado con
10% de SFB (v/v) por 24 h a 37°C. En el caso de las células del replicon, se adicioné al
medio de cultivo 20Qg/ml de Geneticina.

Se evaluaron los niveles de ARNm tex bcl-2 y h-tert siguiendo el mismo
procedimiento de RT-PCRlultiplex descripto en la seccion 11.1.2.

Para determinar los niveles de expresion de las proteinas c-Myc, c-IAP1, c-IAP2,
caspasas 3 y 9, ganquirina y tanquirasa en células del replicon de HBV se procedio al
aislamiento y cuantificacion de proteinas totales de acuerdo al procedimiento descripto
en la seccién 1.1.2.A.1 y los WB se realizaron segun el protocolo descripto en la seccion
[.1.2.A.2. Los anticuerpos utilizados en este ensayo fueron los mismos que los que se
detallan en la seccion anterior (111.2).
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V.

Aporte de nuevos conocimientos acerca de la patogénesis
molecular de la infeccion por HBV analizando el rol de la
expresion de la proteina X del virus sobre algunos miembros de

la superfamilia ABC
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IV.1. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion de la proteina X salvaje y
mutada del HBV sobre los niveles de expresion de MDR1, MRBCRP

La linea celular Huh7 fue transfectada con los pladsmidos pEapyXpExp-Xmut

segun el protocolo descripto en la seccién lll.1.

IV.1.1. Analisis de los niveles de ARNm dadrl, mrply bcrp por RT-gPCR

La extraccion del ARNm y sintesis del ADNc se realiz6 de acuerdo al protocolo
descripto en las secciones 1.1.2.B.1y 1.1.2.B.2.

El ADNc se amplific6 por qPCR siguiendo el procedimiento descripto en la seccion
1.1.2.B.3. Losprimersfueron disefiados mediante el uso stdtware Beacon Designer

4.0 (PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, UB®A su secuencia se detalla en

la Tabla 8.

Tabla 8: secuencia derimersutilizados en la gPCR

Gen Primer forward Primer reverse

mdrl 5’TGCTCAGACAGGATGTGAGTTG3’ 5’AATTACAGCAAGCCTGGAAC3’

mrpl 5’GCCAAGAAGGAGGAGACC3’ 5’AGGAAGATGCTGAGGAAGG3’
bcrp S’TATAGCTCAGATCATTGTCACAGTC3’ 5’GTTGGTCGTCAGGAAGAAGAG3’
18S 5S’TAACCCGTTGAACCCCATT?’ 5’CCATCCAATCGGTAGTAGCGY’

Las muestras se amplificaron mediante el usoRigbr-Gene'6000 (Qiagen, USA)

utilizando el siguiente programa de ciclados:

Desnaturalizacion: 3 min a 95°C
20 seg a 95°C .
} 40 ciclos
1 min a 60°C
Curva deMelting: de 70 a 95°C cada 0,2°C

Cada reaccion se realiz6 por triplicado y cada experimento se repitio 3 veces. Los datos
obtenidos se analizaron utilizandcseftware Rotor-Gene Q 1.7.9@iagen, USA).

La expresion génica relativa se calculd usando el método AACt.



Metodologia

IV.1.2. Estudio de los niveles de expresion de proteinas MDR1, MRP1 y BCRP por
WB

El procedimiento para aislar y cuantificar proteinas totales se realiz6 de la misma

manera que el descripto en la seccion .1.2.A.1.

Para determinar los niveles de expresion de las proteinas MDR1, MRP1 y BCRP por
WSB, se realizé el mismo procedimiento que el descripto en la seccion 1.1.2.A.2.
En este caso, los anticuerpos primarios y secundarios utilizados fueron los que se

detallan en la Tabla 9:

Tabla 9: anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunodetecciéon por WB

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
MDR1 (1/100; Alexis Biochemicals) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)
MRP1 (1/1000; Alexis Biochemicals) Anti-conejo (1/5000; Sigma Aldrich)
BCRP (1/300; Alexis Biochemicals) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)
B-Actina (1/1000; Sigma Aldrich) Anti-ratén (1/10000; Sigma Aldrich)

La intensidad relativa de bandas se cuantificd por densitometria mediante el programa
ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland, USAY los resultados se normalizaron con [3-

Actina. Cada experimento se realizé al menos por triplicado.

IV.2. Evaluar comparativamente los efectos observados con los datos adquiridos en

un sistema de replicacién in vitro para HBV

Para estos ensayos se utilizé la linea celular HepG2.2.15 que constitutivamente produce
particulas de HBV. Como control negativo se empleé la linea celular HepG2 que no
contiene replicon de HBV.

Las lineas celulares HepG2 y HepG2.2.15 se sembraron en placas de 6 pocillos (5,0x10
y 7,0x10 céls/pocillo, respectivamente) y se incubaron en DMEM suplementado con
10% de SFB (v/v) por 24 h a 37°C. En el caso de las células del replicon, se adicioné al
medio de cultivo 20Qg/ml de Geneticina.

Para evaluar los niveles de ARNm dadrl, mrpl y bcrp, se realizd el mismo
procedimiento que el descripto en la seccion IV.I.1.

Luego se determinaron los niveles de expresion de las proteinas MDR1, MRP1 y

BCRP, siguiendo el mismo procedimiento que el descripto en la seccién IV.1.2.
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V.

Analisis estadistico
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Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado y los datos se analizaron
mediante TWO-WAY ANOVAusando elBonferronis posttest para comparar el
promedio de las réplicas.

En todos los casos, los resultados obtenidos se expresaron como el promedio £ SD y las
diferencias respecto a los controles (*) fueron consideradas estadisticamente
significativas para p<0,05. Para el andlisis de resultados se utiliz6 el programa
GraphPad Prism(version 6.0 para Windows; GraphPad Software, La Jolla California,
USA).
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I.1. Estudiar el efecto de compuestos con potencial accion inhibitoria sobre BCRP en
lineas celulares derivadas de HCC humano, en particular determinar la accién de co-

polimeros que se utilizan en la formulacion de farmacos antitumorales y antivirale

I.1.1. Ensayos de citotoxicidad

Se estudio la citotoxicidad de las poloxaminas T904, T304 y T1107 y el poloxamero
F127 en las lineas celulares SKHepl y PLC/PRF/5 mediante el ensayo de MTS, luego
de 24 y 72 h de exposicion a los co-polimenodiferentes concentraciones (0,01; 0,1y

1%).

Se determin6 que el T1107 en todas las concentraciones estudiadas, el T904 0,01%, el
T304 0,01- 0,1% y el F127 0,01-0,1% resultaron ser citocompatibles en las dos lineas
celulares estudiadas. Ademas, para la linea celular PLC/RRFIZ7 al 1% resulté no
citotoxico. Estos mismos co-polimeros y concentraciones arrojaron valores de
transaminasas hepéticas (AST y ALT) en los sobrenadantes celulares semejantes a los
del control sin tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1: efecto de las poloxaminas T904, T304 y T1107 y del pdmero F127 (0,01; 0,1 y 1%)
sobre los niveles de transaminasas en las células PLC/PRF/5 y SKHep1 (* p < 0,05).

24 h 72h
PLC/PRF/5

AST (UI/l)  ALT (UI/) AST (UI/l) ALT (UI/l)
Control 9,0+0,1 7,0+0,1 10,0+ 0,2 1,0+0,1
0,01% 8,0+0,1 50+0,1 10,0+ 0,2 1,0+0,1
T904 0,1% 20,0+0,6 8,0+0,1 37,0+0,6 1,0+0,1
1% 46,0+ 0,5 6,0+0,2 110,0 £ 0,8 1,0+0,1
0,01% 8,0+0,1 50+0,1 6,0+0,1 1,0+0,1
T304 0,1% 7,0+0,2 5,0+0,3 7,0+0,1 1,0+0,1
1% 8,0+0,2 4,0+0,1 15,0+ 0,2 1,0+0,2
0,01% 9,0+0,2 5,0+0,1 6,0+0,2 1,0+0,1
T1107 0,1% 9,0+0,1 4,0+0,2 7,0+0,3 1,0+0,1
1% 10,0£0,3 4,0+0,1 8,0+0,1 1,0+0,1
0,01% 7,0+0,1 50+0,1 7,0+0,1 1,0+0,1
F127 0,1% 8,0+0,1 4,0+0,2 9,0+0,2 1,0+0,1
1% 9,0+0,1 3,0+0,1 10,0+ 0,1 1,0+0,1
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24 h 72 h
SKHepl

AST (UI/l)  ALT (UI)  AST (UIl)  ALT (Ul

Control 6,0+0,2 3,0+0,2 4,0+0,2 1,0+0,1

0,01% 50+0,2 3,0+0,3 20+0,1 1,0+0,1

T904 0,1% 29,0+0,6 3,0+0,2 9,0+0,6 1,0+0,1

1% 50,0 + 0,7 30+0,3 13,0+05 1,0+0,1

0,01% 2,0+0,1 6,0+ 0,4 2,0+0,1 6,0+ 0,4

T304 0,1% 3,0+0,1 3,0+0,1 3,0+0,2 1,0+0,1

1% 4,0+0,3 3,0+0,1 9,0+0,2 1,0+0,1

0,01% 4,0+0,1 3,0+0,3 3,0+0,1 1,0+0,1

T1107 0,1% 5,0+0,4 3,0+0,2 4,0+0,1 1,0+0,1

1% 6,0+0,1 2,0+£0,2 4,0+0,3 1,0+0,1

0,01% 30+0,1 30402 50+0,2 1,0+0,1

F127 0,1% 50+0,2 3,0+0,1 50+0,2 1,0+0,2

1% 5,0+0,2 40+0,2 24,007 1,0+0,1

A partir de los resultados de citotoxicidad obtenidos, se excluyeron todas aquellas
concentraciones de co-polimeros que resultaron ser citotoxicas por al menos una de las
técnicas empleadas (T904 0,1-1%; T304 1% y F127 1% sélo para la linea SKHepl).

I.1.2. Efecto de los co-polimeros sobre BCRP
[.1.2.A. Estudio de los niveles de expresion de BCRP por WB

Para evaluar el efecto de las poloxaminas y el poloxamero estudiados sobre la expresion
de la proteina BCRP, se realizaron ensayos de WB utilizando solamente aquellos co-
polimeros no citotoxicos a las 24 y 72 h de tratamiento.

Los resultados muestran que la expresion de BCRP depende de la linea celular, la
concentracion y el tipo de surfactante y del tiempo de exposicion a los mismos.

La expresion de BCRP disminuyo significativamente en células PLC/PRF/5 tratadas
con T304 0,01y 0,1% (0,617 = 0,004 y 0,608 + 0,017; respectivamente), T1107 0,01%
(0,653 + 0,001) y F127 0,01-1% (0,522 + 0,051; 0,434 + 0,008 y 0,535 + 0,003;
respectivamente), pero dicha expresion aumento en aquellas células tratadas con T1107
0,1y 1% (1,113 = 0,022 y 1,234 + 0,046; respectivamente) a las 24 h luego del
tratamiento. Sin embargo, a las 72 h los niveles de BCRP disminuyeron
significativamente en las células PLC/PRF/5 tratadas con T904 0,01% (0,808 + 0,023),
T304 0,01 y 0,1% (0,065 + 0,019 y 0,436 * 0,033; respectivamente), T1107 0,01-1%
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(0,646 + 0,025; 0,664 = 0,006 y 0,455 + 0,045; respectivamente) y F127 0,01-1% (0,038
+0,013; 0,644 + 0,028 y 0,789 £ 0,016; respectivamente) (Figuras 1y 2).

EZE Control

5 2.5-
@ &8 T904 0,01%
< 204 B3 71304 0,01%
> 0D T304 0,1%
Q
< 1.5+ ) T1107 0,01%
§ = =) T1107 0,1%
S 1.04 § i o,
i N ~ B T1107 1%
= . ® § - *
2 g B F127 0,01%
0 0.57 N N '
2 AN 72 3 F1270,1%
> AR HH - IIANE 2 @A Fi27 1%
= 0.0- -

24 h 72 h

Figura 1: andlisis de la expresion de BCRP por WB en PLC/PRF/5. La extraleciproteinas se
realizdé en ambas lineas celulares tratadas con diferentes concentracionesodeolérmeros T904,
T304, T1107 y F127 a las 24 y 72 h. Se sembraron cantidadealeqtés de proteina en cada ca
Los niveles relativos de proteina se normalizaron con B-Actina. El valor del control se design
arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

BCRP (72 kDa)

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 2: andlisis de la expresion de BCRP por WB en células PLC/RRE8as con los
diferentes co-polimeros durante A) 24 h y B) 72 h. Se sembramatidades equivalentes ¢
proteina en cada caso. Los niveles relativos de proteina se normalizaron con B-Actina.

1: Control; 2: T904 0,01%; 3 y 4: T304 0,1 y 0,01%; respectivambntey 7: T1107 1; 0,1y
0,01%,; respectivamente y 8, 9y 10: F127 1; 0,1 y 0,01%; respectivamente.

En las células SKHepl, BCRP disminuyé significativamente a las 24 h en el caso del
T1107 0,01-1% (0,490 = 0,062; 0,205 + 0,047 y 0,344 * 0,019; respectivamente) y
F127 0,01 y 0,1% (0,110 + 0,006 y 0,312 + 0,015; respectivam@a® a las 72 h se
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observé que los niveles de la proteina aumentaron considerablemente con los mismos
co-polimeros. Solo se observd una disminucion en la expresion de BCRP en el caso del
T304 0,1% (0,691 + 0,037) (Figuras 3)y 4

La mayor inhibicion en la expresion de BCRP en PLC/PRF/5 fue producida por el T304
0,01% (0,065 + 0,019) y el F127 0,01% (0,038 + 0,013) a las 72 h post-tratamiento,
mientras que en el caso de las células SKHepl dicha inhibicién se logré a las 24 h con
los co-polimeros T1107 0,1% (0,205 + 0,047) y F127 0,01% (0,110 + 0,006).
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Figura 3: andlisis de la expresion de BCRP por WB en SKHepl. La extraccitoteiegs se realiz¢
en ambas lineas celulares tratadas con diferentes concentraciones de los cospdBter T304,
T1107 y F127 a las 24 y 72 h. Se sembraron cantidades equivalergestaina en cada caso. L«
niveles relativos de proteina s®rmalizaron con B-Actina. El valor del control se design
arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

A 1 2 3 4 5 8 7 8 9

B 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 4: andlisis de la expresion de BCRP por WB en células SKHepl trataudes

diferentes co-polimeros durante A) 24 h y B) 72 h. Se sembraotidades equivalentes ¢
proteina en cada caso. Los niveles relativos de proteina se normalizaron con B-Actina.

1: Control; 2: T904 0,01%; 3y 4: T304 0,1 y 0,01%; respectivamentey: 71107 1; 0,1y
0,01%; respectivamente y 8, 9y 10: F127 0,1 y 0,01%; respectivamente.
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[.1.2.B. Analisis del nivel de ARNm debcrp por RT-qPCR

Con el fin de evaluar si el efecto de los diferentes co-polimeros sobre la expresion de
BCRP se produce a nivel transcripcional, se investigaron los niveles de ARbbmpde

por RT-gPCR en ambas lineas celulares luego de 24 y 72 h de tratamiento. Se
seleccionaron para este estudio aquellos co-polimeros que mostraron el mayor efecto de

inhibicion en la expresién de BCRP por la técnica de WB (T304 0,01%, T1107 0,1% vy
F127 0,01%).

En primera instancia se realizaron las curvas de calibracion correspondientegsrasocada

de losprimersutilizados (Figuras 5 y 6). Esto permitié determinar si la eficiencia de las
reacciones es cercana a 1 y si las mismas se correspondieron con la eficiencia de la
reaccion de amplificacién del géwusekeeping (18jue fue utilizado para relativizar

todos los resultados.

Mot Fhiora

| Escala lineal PR = Gen Gen
) e 18S berp
§ /// i / 1;1|:| 1:10
: Vi / 1:25 1
/ / _ s 1:25
i /) 1100
§ / / 1100 | 1100
/ / /
0% /7 i
ey,
04 //
" /S Figura 5: curva de calibracioi
/ A realizada con loprimers para
ﬂn = - - — - el gen 18Sy bcrp, donde se
muestran las diluciones de le

muestras con los colore
respectivos de las curvas pa
cada gen. Las diluciones fuerc
realizadas por duplicado.

103



Resultados

Cycling A.Green (Page 1):
R=0389715

R2=098431

M=-3,562

--| B=16,527

Efficiency=0,91

Concentration

Figura 6: rectas correspondientes a las curvas de calibracion de la figunae&al
inferior y el recuadro superior (negro) corresponden a la eficienc@idedr para
18S La recta superior y el recuadro inferior (gris) corresponden a la eficie
obtenida utilizando gbrimer parabcrp.

La eficiencia de las reacciones de gqPCR utilizando los distintos papeades ;
para ambas lineas celulares fue cercana a 1, y se correspondi6 con la eficie:
gen housekeepind8S Por lo tanto, las condiciones de ciclado y concentra:
utilizadas en la amplificacion de cada uno de los genes se mantuvier(i
modificacion alguna.

...................................................................................................

Como se observa en la figura 7A, los resultados mostraron que no hubo diferencias
significativas en los niveles de ARNm derp en las células PLC/PRF/5 expuestas a
cada co-polimero ensayado a las 24 y 72 h. Sin embargo, cuando la linea celular
SKHepl fue expuesta a esos mismos co-polimeros, se observé una disminucién
estadisticamente significativa (p < 0,05) en los niveles del transcrijstcrgleon T304

0,01% y F127 0,01% (0,37 £ 0,01 y 0,42 + 0,06; respectivamente) a las 24 h post-

tratamiento (Figura 7B).
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A
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e BE=E Control
£ Ba T304 0.01%
1.5
> B3 T1107 0.1%
S oo F127 0,01%
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w
o
2
= 0.04
PLC/PRF/5
B
2.0-
BEE Control
BE= T304 0.01%
Lecs B3 T11070.1%

o F127 0,01%

Niveles relativos de expresion

Figura 7 niveles relativos de expresion del ARNmlzizp determinados por gPCR en £
PLC/PRF/5 y B) SKHepl a las 24 y 72 h luego del tratamiento con los tdiferen-
polimeros. El valor del control se designé arbitrariamente como 1 (* p < 0,05)

[.1.2.C. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial (A¥,)

Con el objeto de determinar uno de los posibles mecanismos de los co-polimeros
estudiados en la inhibicion de BCRP, se analiz6 mediante citometria de flujo la
capacidad de los mismos de afectaA®l,. Los niveles de acumulacion de rodamina
(Rho123) dentro de la mitocondria son susceptibles de ser evaluados por citometria de
flujo dado que este colorante tiene la capacidad de emitir fluorescencia al ser excitado
con la longitud de onda adecuada. Los resultados que se obtienen son histogramas como

el de la figura 8.
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Rhol 23

Células con Células con el
reduccion del Aym Aym conservado

Figura 8 representacion de un histograma obtenido en un ensayoPge
mediante el uso del progradénMDI 2.9

El A¥, fue cuantificado usando Rho123 en ambas lineas celulares derivadas de HCC,
luego del tratamiento con los co-polimeros estudiados a las concentraciones no
citotoxicas por 24 y 72 h que mostraron efecto sobre la expresion de BCRP. Los datos
obtenidos se expresaron como el porcentaje de células adf,e&lisminuido (media

desvio estdndaBP)]) de tres experimentos independientes.

Los resultados muestran que a las 24 h, ninguno de los co-polimeros ensayados afecto
significativamente elA¥,, comparado con los controles sin tratar, en las células
PLC/PRF/5 (Figura 9A y Tabla 2). A diferencia de ello, las células SKHepl expuestas
durante 24 h a T904 0,01%; T304 0,1%; T1107 0,1-1% y F127 0,1% mostraron una
acumulacion estadisticamente significativa de Rho123, indicando una disminucion del
A¥,, (Figura 9B y Tabla 2). Sin embargo, a las 72 h post-tratamiento, tanto en
PLC/PRF/5 como en SKHepl los polimeros T904 0,01%; T304 0,1%; T1107 0,01%-
1% y F127 0,1% afectaron significativamenteAdl,,,. Lo mismo ocurrié solo con el

F127 0,01y 1% en la linea PLC/PRHAgura 9 y Tabla @
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Figura 9 efecto del T904, T304, T1107 y F127 en el A¥,a las 24 y 72 h de tratamiento en A

PLC/PRF/5; B)

SKHep1. (* p < 0,05).
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Tabla 2: efecto de los diferentes cpelimeros en el A¥,, en las lineas celulares PLC/PRF/ y SKHepl

alas 24y 72 h de tratamiento (* p < 0,05).

PLC/PRF/5 SKHepl
24 h 72 h 24 h 72 h
Control 0,015 +0,007 0,020 +0,001 0,010 0,001 0,018 + 0,004
T904 0,01% 0,020+0,001 0,030 +0,001 0,020 +0,007 0,032 + 0,004
1304 0,01% 0,010+0,001 0,020+0,007 0,015+0,007 0,015 + 0,007
0,1%  0,020+0,001 0,045+0,007 0,013 +0,001 0,025 + 0,007
0,01%  0,020+0,007 0,025+0,001 0,010 +0,001 0,027 +0,004
T1107 0,1% 0,025 +0,007 0,030+0,001 0,015+0,001 0,027 +0,004
1% 0,025+0,001 0,027 £0,004 0,016 +0,003 0,030 0,007
0,01% 0,015+0,007 0,023+0,001 0,010+0,001 0,015 + 0,007
F127 0,1%  0,015+0,007 0,025+0,001 0,020 +0,007 0,026 +0,010
1% 0,025 +0,007 0,030 + 0,001 NC NC

NC: No corresponde.

I.2. Desarrollar estrategias tendientes a optimizar la terapéutica anti-HCC mediante

el disefio de formulaciones droga/co-polimero que logren obtener la concentracion de

droga intracelular suficiente para mejorar su eficacia

1.2.1. Determinacion del indice de Reversion de la Resistencia (IRR)

[.2.1.A. Célculo de lalCsy de la doxorrubicina y de la doxorrubicina en presencia

de diferentes co-polimeros

Para determinar el efecto de los co-polimeros de PEO-PPO sobre la citotoxicidad de la

doxorrubicina en ambas lineas celulares de HCC, se detelani@é, de dicha droga
sola y en presencia de los diferentes co-polimeros estudiados.
Como se observa en la figura 10 y tablda3ICso de la doxorrubicina disminuy6 en

presencia de los diferentes co-polimeros estudiados en ambas lineas celulares.
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2504

2004

150+
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T1107

F127

Figural0: efecto de los co-polimeros sobre la citotoxicidad de la doxorrubicina efukesc

PLC/PRF/5 y SKHep1

El efecto de dichos co-polimeros se evalu6 mediante el IRR. En todos los casos, este

indice fue mayor cuanto mayor era la concentracion de cada co-polimero. Las células

PLC/PRF/5 resultaron ser entre 28 y 41 veces mas sensibles a la doxorrubicina en

presencia de los co-polimeros de PEO-PPO analizados. Por otra parte, las células

SKHepl, también expuestas a los mismos co-polimeros, llegaron a ser entre 8 y 17

veces mas sensibles a la doxorrubicina en presencia de cada uno de éstos.

Tabla 3: ICsy (nM) e IRR de doxorrubicina y doxorrubicina + co-polimero en las células

PLC/PRF/5 y SKHepl.

Tratamiento

Doxo

Doxo + T904 0,01%

0,01%

0,1%

0,01%

Doxo + T1107 0,1%
1%

0,01%

Doxo + F127 0,1%
1%

Doxo + T304

ICs0 (NM)* IRR
PLC/PRF/5 SKHepl  PLC/PRF/5 SKHepl
212,03 + 13,03 115,12 + 7,02 NC NC
751+1,37 13,86+0,76 28 8
772+125 9,25+0,32 27 12
6,50+0,83 8,64 +0,45 33 13
10,34+ 0,68 11,05+0,92 32 10
6,55+1,01 9,07 +0,66 32 13
572+0,72 7,03+0,43 37 16
11,24 +0,69 13,30 + 1,07 19 9
750+1,14 6,64 +0,89 28 17
5,11+ 0,56 NC 41 NC

*Los resultados muestran el promedio de 4 experimentgsandientes + SD.

NC: No corresponde.
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I.3. Desarrollar estrategias tendientes a optimizar la terapéutica anti-HBV mediante
el estudio de diferentes analogos de nucledsidos producidos por sintesis quimica en
nuestro pais y de co-polimeros de PEO-PPO en el contexto de un sistema in vitro de

replicacion del HBV

[.3.1. Estudio de la actividad antiviral de diferentes analogos de nucledsidos

producidos por sintesis quimica

Primero se determind la citotoxicidad de los analogos nucleosidicos mediante el ensayo
de MTS. En los casos donde el analogo mostré citotoxicidad nula, se estudié la eficacia
de estos antivirales a la concentracion mas alta. En el caso del comp(lebtdréxi-
Indan-2il)-6-cloro-purinase utilizé una concentracion de 25 pM, mientras que para los

3 analogos restantes se utilizo la concentracion mas alta estudiada (100 pM), ya que los

mismos no mostraron citotoxicidad alguna en todas las concentraciones ensayadas.

De los 4 analogos nucleosidicos estudiados, solo el derivado de pu(irhidgsxi-
Indan-2il) -6-cloro-purina) mostro tener actividad antiviral a los 6 dias post-tratamiento,
con una disminucion de un 73% en los niveles del HBeAg respecto al control sin tratar
(Figura 11 y Tabla 4). Por ello es que so6lo se midi6 la carga viral para este compuesto,
obteniéndose una disminucién del 55% en la misma comparada con el control sin
tratamiento (138353 Ul/ml y 307139 Ul/ml, respectivamente).

250+
B3 Control

&3 Aza-OH (100uM)
B3 Aza-NH (100uM)
M Triazol (100uM)
Purina (25uM)

200+

150+

100+

50+

% de variacién en los
niveles de antigeno

Figura 11 efecto de los analogos de nucledsidos sobre los niveles de HBs
HBeAg medidos en los sobrenadantes de células HepG2.2.15.

(Aza-OH: 9-(1hidroxi-Indan-2-il)-6-hidroxi-8-azapurina; Aza-NH-(1hidroxi-Indan-2i)-
6-amino-8-azapurina; Triazol: @&-hidroximetil-[1,2,3]triazol-1-il)-1-indanol y Purina: 9
(1hidroxi-Indan-2H) -6-cloro-purina)
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Tabla 4: determinacion de HBsAg y HBeAg en células HepG2.2.15 tratadas cors Idiferentes
analogos de nucleésidos producidos por sintesis quimica.

HBsAg HBeAg

Tratamiento Det. Cualit Det. Semi Cuantit. Det. Cualit Det. Semi Cuantit.
(S/Co) (S/Co)
Control R 1,98 R 91,41
Azapurina-OH (10QuM) R 4,43 R 90,39
Azapurina-NH (10QuM) R 4,04 R 81,11
Triazol (100uM) R 2,67 R 90,59
Purina (25uM) R 2,02 R 24,96

R: reactivg S/Co: “sobre el valor de cut-off’

I.3.2. Estudio de la actividad antiviral de co-polimeros de PEO-PPO

Se determind la citotoxicidad de los co-polimeros en la linea celular HepG2.2.15
mediante el ensayo de MTS. En los casos en donde se observo citotoxicidad nula, se
estudio el efecto de estos anfifilos a la concentracion mas alta.

Los co-polimeros T304, T1107 y F127, todos al 0,1%, mostraron una disminucion
(31%, 16% y 84%; respectivamente) en el HBeAg respecto al control, mientras que sélo
el F127 disminuy6é también el valor del HBsAg (82%). Estos co-polimeros también
mostraron una disminucién significativa en la carga viral, siendo el F127 el que provoco

el mayor descenso de dicha carga (30%) (Figura 12 y Tabla 5).

150+
E& Control

&8 T3040,1%
B8 T11070,1%
mm F127 0,1%

1004

50+

% de variacion en los niveles
de antigeno y carga viral

(=]
L

Figura 12 efecto de los diferentes co-polimeros sobre los niveles de HB
HBeAg y carga viral, medidos en los sobrenadantes de células HepG2.2.15.
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Tabla 5: determinacion de HBsAg, HBeAg y cuantificacion del ADN viral en células HepG2.5.1

tratadas con diferentes co-polimeros.

HBsAg HBeAg Carga Viral
Tratamiento  Det. Cualit. Det. Semi Det. Cualit. Det. Semi (Ul/ml)
Cuantit. Cuantit.
(SICo) (SICo)

Control R 2,85 R 78,42 439227
T304 0,1% R 3,37 R 54,20 400875
T1107 0,1% R 3,06 R 65,70 361025
F127 0,1% R 0,51 R 12,27 301088

R: reactivo S/Co: “sobre el valor de cut-off’
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Estudio de los efectos farmacogenomicos y/o toxicogendmicos
de materiales poliméricos empleados en la formulacion de

drogas antitumorales y antivirales
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[I.1. Estudiar el efecto de co-polimeros que se emplean en la formulacion de drogas

antitumoralesy antivirales en la apoptosis e inmortalizacion celular
[1.1.1. Ensayos de apoptosis

I1.1.1.A. Determinacion de la apoptosis por Anexina V-FITC/IP

Esbien conocido que a medida que progresa la apoptosis, la membrana plasmatica se ve
mas comprometida y se vuelve permeable al IP permitiendo asi diferenciar células en
apoptosis temprana (AVWIP) y células en apoptosis tardia/necrosis {¥). Las

células viables son las que resultan’/&¥ (Figura 13.

10*

Células viables
(AV/IP)

10?

Células en apoptosis temprana
(AV*/IPY)

P
107

Células en apoptosis tardia/necrosis
(AV*/IPY)

Debris celulares
(AV/IPY)

HE N [0 O

10°

10° 10° 10*

Anexina V Fitc

Figura 13 representacionOot Plof) de un ensayo de marcaciéon con Anexina V-FITC
mediante el program&inMDI 2.9

Se estudiaron los niveles de apoptosis temprana y tardia/necrosis inducida por los co-
polimeros citocompatibles (determinados en el ensayo de MTS y la cuantificacion de
los niveles de transaminasas hepaticas). Dichos co-polimeros se ensayaron en ambas
lineas celulares derivadas de HCC, usando la técnica de AV-FITC conjugada con IP. La
cuantificacion de los niveles de fluorescencia se detalla en las tabfas 6

En la siguiente figura se muestran, a modo de ejemplo, los gréaficos de puntos obtenidos
por citometria de flujo correspondientes a las lineas celulares PLC/PRF/5 (Figyira 14A

y SKHepl (Figura 14B) sin tratamiento, tratadas con un co-polimero citotéxico segun el

ensayo de MTS (T904 1%) y con un co-polimero citocompatible (T1107 1%).
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Figura 14: graficos de puntos obtenidos mediante el progradiaMDI 2.9 donde se
muestran los niveles de fluorescencia en unidades arbitrarias (IP vs AnexinaVerT
células A) PLC/PRF/5 y B) SKHepl sin tratamiento (control), tratadas cof T%0(co-
polimero citotdxico por MTS) y con T1107 1% (co-polimero no citotdxico

La exposicion de PLC/PRF/5 durante 24 h a las concentraciones citocompatibles de

T904, T304, T1107 y F127, no promovido un aumento significativo de la apoptosis

temprana o tardia cuando se compar6 con los controles. Sin embargo, a las 72 h, se

detectdé un aumento significativo en el nimero de células en apoptosis temprana
(AV'/IP) en aquellas células tratadas con T904 0,01%, T304 0,1%, T1107 0,01-1% vy
F127 0,01-1%. A ese mismo tiempo de incubacién, se observd apoptosis tardia
(AV™/IP) sélo en las células tratadas con T1107 1% y F127 0,1% (Tabla 6).
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Tabla 6: apoptosis temprana y tardia determinada por el ensayo de AV-FITC/IR las 24y 72 h
luego de la exposicion a los co-polimeros no citotéxicos por MTS en las célulaCHRRF/5 (* p <
0,05). Al control se le asigné arbitrariamente el valor 1.

PLC/PRF/5

24 h

72h

Ap. temprana

Ap. tardia

Ap. temprana

Ap. tardia

Control
T904 0,01%
0,01%
0,1%
0,01%
T1107 0,1%
1%
0,01%
0,1%
1%

T304

F127

1,000
0,929 £ 0,581
0,652 + 0,258
0,632 + 0,225
0,922 + 0,072
0,615 + 0,023
0,729 £ 0,139
0,419 £ 0,266
0,257 £ 0,035
0,38+ 0,098

1,000
1,030+ 0,114
1,125+ 0,211
0,980 + 0,188
0,798 + 0,188
1,069 + 0,180
1,067 + 0,051
0,697 £ 0,045
0,674 £ 0,045
0,825 + 0,088

1,000
1,280 + 0,209
1,093+ 0,145
1,460 + 0,153
1,888 + 0,204
1,745 + 0,021
1,849 + 0,021
1,889 + 0,090
1,175 + 0,065
1,770 £ 0,148

1,000
1,054 + 0,098
0,830 + 0,292
0,834 + 0,027
1,122+ 0,080
0,934 + 0,037
1,087 + 0,045
0,836 + 0,054
1,132 + 0,016
0,875 + 0,013

En el caso de las células SKHep1, el T1107 1% resultoé ser el Gnico co-polimero PEO-

PPO capaz de inducir apoptosis temprana a las 24 h post-tratamiento, lo que se observo

por un cambio significativo en el nimero de células/#¥ (Tabla 7).

Tabla 7: apoptosis temprana y tardia determinada por el ensayo de AV-FITC/IR las 24y 72 h
luego de la exposicién a los co-polimeros no citotéxicos por MTS en las célulagi8KL (* p < 0,05.
Al control se le asigné arbitrariamente el valor 1.

24 h 72 h
SKHepl
Ap. temprana  Ap. tardia Ap. temprana  Ap. tardia

Control 1,000 1,000 1,000 1,000
T904 0,01% 1,018+0,168 1,260+ 0,060 1,286 +0,090 3,742 + 0,191
T304 0,01% 1,176 +0,327 1,222 +0,135 1,555+ 0385 2,360 + 0,209
0,1% 0,892 +0,085 1,162 +0,004 2,504 + 0,057 3,476 +0,421
0,01% 0,717 +0,280 1,113 +0,183 2,593 + 0,140 2,983 + 0,324
T1107 0,1% 0,891 +0,269 1,013 +0,142 2,234+ 0,292 2,125+ 0,296
1% 1,261+0,034 0,993+0,007 2,015+0,049 3,217 +0,176
107 0,01% 0,590 +0,140 0,934 +0,169 1,100 +0,119 2,517 + 0,067
0,1% 0,628 £0,185 0,684 +0,082 2,727 +0,303 3,401 + 0,334

Sin embargo, a las 72 h se observé un aumento significativo en el nimero de células en
apoptosis temprana con los co-polimeros T904 0,01%, T304 0,1%, T1107 0,01%-1% y

F127 0,1% y en apoptosis tardia/necrosis con todos los co-polimeros (Jlabla 7
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11.1.1.B. Determinacion de la hipodiploidia por IP

El analisis del contenido de ADN hipodiploide en las lineas celulares PLC/PRF/5 y
SKHepl se correlacion6 adecuadamente con los resultados obtenidos con AV-FITC/IP.
El nimero de células apoptéticas y/o necréticas, medida por la aparicion de una
poblacion hipodiploide (SubdB5;) aumento significativamente en las células
PLC/PRF/5 y SKHepl a las 72 h, cuando se expusieron las células a los co-polimeros
T904 0,01%; T304 0,1%; T1107 1%; F127 0,01% y F127 0,1%. Ademas, este efecto
también pudo observarse para el F127 1% en PLC/PRF/5 y para el T1107 0% y 0,1
en las SKHepl a las 72 h (Figura 15 y Tabla 8).

A B
6 6
BA Control
[} w
3 3 BA 0,01%
S ]
2 4 2 44 = 0%
'g 'g m 1%
a a * 2
= =
W 2]
© 8 o4
Eh 27
3 @
2 £ &
0d = E . 0 b b A n i A= el =
T904 T304 T1107 F127 T904 T4 o7 it
Polimero Polimero
C D
6 [
B3 Control
$ (7]
T 5 I B& 0.01%
o © =
2 4 2 4 g E.0.1%
‘g 'g 5 M 1%
= 2 E
= = £
(2] w
T 5 o 5
2 = *
3 3
2 ES
T904 T304 T1107 Fi27 T904 T304 T1107 F127
Polimero Polimero

Figura 15: porcentaje de células hipodiploides documentadas luego de lacidoubon los co-
polimeros T904, T304, T1107 y F127. A: PLC/PRF/5 24 h; BZ/PRF/5 72 h, C: SKHepl1 24 hy C
SKHepl 72 h (* p < 0,05). Al control se le asigné arbitrariamente el valor 1.
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Tabla 8: porcentaje de células hipodiploides obtenidas luego de 24 y 72 h deidraiento con los co-

polimeros en las lineas celulares PLC/PRF/5 y SKHep1l (* p<0,05).

PLC/PRF/5 SKHepl
24 h 72 h 24 h 72 h
Control 1,000 1,000 1,000 1,000

T904 0,01% 1,361 +0,055 2,407 +0,395 0,890 +0,185 2,457 +0,243
T304 0,01% 0,678+0,033 1,566+0,533 1,812+0,663 0,962 + 0,240
0,1%  0,618+0,254 2,100+0,519 0,901 +0,441 1,943 +0,081
0,01% 0,632+0,125 1,046+0,373 1,145+0,402 3,482 +0,167
T1107 01% 0,888+0,289 1,885+0,824 1,331+0,154 3,320 +0,214
1% 1,283+0,346 2,062+0,549 1,449+0,112 3,870+0,588
0,01% 1,020+0,284 2,013+0,537 1,066 +0,303 3,458 + 0,325
F127 0,1%  0,908+0,136 2,416+0,555 1,085+0,055 4,906 +0,372

1% 1,372+0,106 2,281 +0,539 NC NC

NC: No corresponde.

[1.1.2. Determinacion de los niveles de ARNm dbax, bcl-2 y h-tert por RT-PCR
Multiplex

Se estudio la expresion de los ARNm de los gdraesbcl-2, h-tert y p-actina, este
altimo como control, por RT-PCRAultiplex en las lineas celulares PLC/PRF/5 y

SKHepl.

Se detectd expresion de todos los genes analizados en ambas lineas celulares, a

excepcion ddcl-2 en la linea PLC/PRF/5 (Figura)l6

p-actina
bax
bcl-2
h-tert

Figura 16 deteccionde los ARNm deg-actina bax bcl-2 y h-tert por RT-PCR
Multiplex. 1: Marcador de tamafio molecular, 2: SKHeply 3: PLC/PRF/5.
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Luego se evalub la expresion de estos genes en ambas lineas celulares, pero en

presencia de los co-polimeros citocompatibles. En el caso de la linea celular PLC/PRF/5

se observdO que a las 24 h todos los co-polimeros mostraron una disminucion

significativa en los niveles de ARNm deax que luego fue revertida a las 72 h, tiempo

en el que se encontré un aumento significativo en todos los casos. Los niveles de

ARNmM deh-tert a las 24 h mostraron un aumento significativo con los co-polimeros

T904 y T1107, mientras que con el F127 1% se observé una disminucion significativa.

En cambio, a las 72 h, excepto para las células tratadas con T304 0,01 y 0,1%, todos lo

co-polimeros produjeron un aumento significativo en los niveles de exprestétede
(Figura 17 y Tabla®
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Niveles relativos de expresion

Figura 17 niveles de expresion relativa de los ARNm ldax y h-tert en la linea celular
PLC/PRF/5 a las 24 y 72 h post-tratamiento con los co-polimeros méximts. Los niveles de
expresion de estos genes se analizaron por RTNA@#plex y se normalizaron con B-Actina. El
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valor del control se designé arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

Tabla 9: niveles de expresion de los ARNm dbax y h-tert en las células PLC/PRF/5 tratadas
durante 24 y 72 h con los co-polimeros no citotoxicos. El valor del control s#esigné

arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

*

EA Control

&8 T9040.01%
B8 T3040,01%
@D T3040,1%
T1107 0.01%

PRI ERIRTERIIRETRIIITCARIILATILILLCIM ¥
*

OSOSSSNNNNN

T11070.1%
BB TH071%
F127 0.01%
ES F12701%
22 F127 1%

PLC/PRF/5 bax h-tert
24 h 72 h 24 h 72h
Control 1,000 1,000 1,000 1,000

T904 001% 0831009 1,328+0,052 1,473+0,030 1,933+0,011
001% 0741+0,69 1,187+0,083 1,112+0,026 1,057 +0,055
T304 1o 0679£063 11020005 1,098+0044 1,048 0,049
0,01% 0764001 1,181+0,055 1,214+0,073 1,732+0,030

T1107 01% 0.752+0,061 1,107+0,056 1,161+0,066 1,339 +0,035
10 0,704 +0,090 1,077+0,016 1,167 +0,054 1,414+ 0,004

001% 0765+006 1,885+0,06  0,927+0,020 4,724+0,048

F127 01% 0,726+0,008 1,215+0,067 1,016+0,068 3,483 + 0,058
1%  0,705+0,004 1,427+0,65 0,727+0,@0 2,234 +0,041
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Cuando se analizaron los niveles de expresiobhadteen la linea SKHepl, se observo

que el T1107 -al 0,1 y 1%- resultd ser el Gnico co-polimero que aumento
significativamente los niveles de dicho ARNm a las 24 h de tratamiento. Por el
contrario, a las 72 h se observé un aumento en los niveles de exprdsaxtde todos

los tratamientos, excepto en el caso del T304 0,01% que no modificd dicha expresion.
No se observaron variaciones en la expresion del ARNbtld2en ambos tiempos de
exposicion, excepto para el F127 0,1% que produjo un aumento significativo en la
expresion de este gen a las 72 h post-exposicion. En el caserdsdlo el T304 0,1%
produjo una disminucién significativa a las 24 h en los niveles de mensajero, mientras
que los demas co-polimeros no modificaron dicha expresion. Sin embargo a las 72 h se
produjo un aumento significativo en la expresiorhetert con todos los co-polimeros
excepto T304 0,01% y T1107 0,01 y 0,1%. Cuando se analizé la relati@rbax se
observé que todos los co-polimeros ensayados -excepto el T304 0,01%- mostraron una
disminucién significativa en dicha relacion comparado con el control luego de 72 h de
tratamiento. A las 24 h post-exposicién, sélo las células tratadas con T1107 0,1y 1%

mostraron una disminucién en la relachioh-2/bax(Figura 18 y Tabla 10).
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Figura 18 niveles de expresion relativa de los ARNmba@e;, bel-2y h-terten la linea SKHepl a la
24 y 72 h post-tratamiento con los co-polimeros no citotoxicosnlvedes de expresion de estc
genes se analizaron por RT-P@Riltiplex y se normalizaron con B-Actina. El valor del control se
designo arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).
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Tabla 10: niveles de expresién de los ARNm dmax, bcl-2, h-terty la relacién bcl-2/bax en células
SKHepl tratadas durante 24 y 72 h con los co-polimeros no citotéxicos. Ellaadel control se
designé arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

SKHepl bax bcl-2 h-tert bcl-2/bax
24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h
Control 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

1,133+ 1,238+ 1,180+ 1,033+ 0,904+ 1,265+ 1,081+ 0,835+
T904  0,01% 0,079 0,057 0,094 0,013 0,086 0,035 0,047 0,003
0019 0929+ 1030+ 0893+ 1132+ 1043+ 1048% 0908% 1,109z
T304 0,012 0,078 0,085 0,053 0,010 0,033 0,030 0,051
010, 1048% 1166+ 0932+ 0941+ 0628+ 1299+ 0912% 0,746%
' 0,052 0,016 0,023 0,041 0,028 0,030 0,037 0,023
0010 L1126+ 1160+ 0955+ 1049% 1053+ 0886+ 0841+ 0799+
2 0,089 0,025 0,031 0,034 0,026 0,078 0,074 0,027
T1107 019% L1208+ 1102+ 1032+ 1092% 1020 0990% 0,809+ 0,888 +
C 0,089 0,008 0,037 0,022 0,011 0,020 0,025 0,027
1% 1,183+ 1,074+ 0,956+ 1,026+ 0,948+ 1260+ 0,766+ 0,853+
0 0,019 0,009 0,004 0,012 0,034 0,025 0,012 0,010
0010 L1103 1285+ 0983+ 1,094% 0934+ 1245+ 0,893+ 0,850+
F127 0,013 0,051 0,026 0,024 0,039 0,016 0,039 0,008
010 1009% 1,594+ 1104+ 1409+ 1006+ 1498+ 1095+ 0,883+
' 0,009 0,086 0,030 0,029 0,035 0,038 0,035 0,002
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Analisis del rol de la expresion de la proteina X del HBV en la
regulacion de la muerte celular programada, la proliferacion y

la inmortalizacion celular
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[l .1. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion de la proteina X salvaje y

mutada del HBV sobre los niveles de ARNm de bax, bcl-2 y h-tert
[11.1.1. Expresion de la proteina X salvaje y mutada del HBV

Las células Huh7 fueron transfectadas con los plasmidos purificados maky-X
pExp-Xmut utilizando liposomas cationicos. Al cabo de 24 y 72 h de realizada la
transfeccion, las células fueron cosechadas determinandose la expresion de la proteina

X -tanto salvaje como mutada- mediante WB.
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Figura 19: expresion de la proteina X del HBV (HBX) en células Huh7 transfec
con los plasmidos pExpsaly pExp-Xmut

Como se observa en la figura 19, los niveles de expresion de ambas proteinas resultaron
ser aproximadamente 2 veces mayor a las 24 h que a las 72 h.

Para establecer la eficiencia tketransfeccion, las células fueron transfectadas con
vectores conteniendo el plasmido que codifica para la proteina verde fluorescente GFP
(Green Fluorescent Proteinmidiendo luego la fluorescencia por citometria de flujo.

La eficiencia de transfeccion resulté ser del 35-40%.
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[11.1.2. Determinacion de los niveles de ARNm déax, bcl-2 y h-tert por RT-PCR
Multiplex

Los niveles de ARNm dbax no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los cultivos que expresaron transitoriamente las proteg@y Xmutrespecto a

los controles (tratamiento sélo con Lipofectamina) (Figura 20).

2.0+
E&E Control
B Xsal
1.5+ = Xmut

TIITTTTI T

1.0

Niveles relativos de expresion

24 h 72 h

Figura20: niveles de expresion relativa de los ARNmbde, bcl-2 y h-terten células
Huh7 que expresansély Xmutdurante 24 y 72 h. Los niveles relativos de ARNm
normalizaron corp-actina El valor de los controles se designo arbitrariamente c
1(*p <0,05).

Sin embargo, como se observa en la figura 20, el nivel de expresion del ARMiRde

fue significativamente mayor en las células Huh7 que expresan altos niveles de HBx
(1,163 + 0,066 paraséaly 1,339 + 0,091 parauta las 24 h) que en las células que
expresan bajos niveles de dicha proteina viral (72 h post-transfeccion). A su vez, se
observé que la relacidincl-2/bax que determina la susceptibilidad de las células a la
apoptosis, fue significativamente mayor a las 24 h (1,208 + 0,119 paty X,222 +

0,075 para la triple mutantem(f, mientras que a las 72 h disminuyé en células que
expresan Xal (0,856 + 0,087) y ¥t (0,993 + 0,101).

Los niveles de expresion del ARNm lléert no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en células Huh7 que expresaalX Xmuttanto a las 24 como a las 72 h

post-transfeccion (Figura 20).
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[11.2. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion de la proteina X salvaje y
mutada del HBV sobre los niveles de expresion de diversas proteinas involucradas en
la regulacion de la apoptosis, proliferacion e inmortalizacion celular como c-Myc,

caspasa 3y 9, c-IAP1, c-IAP2, tanquirasa y ganquirina

c-Myc. El nivel de expresion de la proteina c-Myc resulto significativamente mayor en
las células Huh7 que expresasaky Xmuta las 24 h post-transfeccion (1,20 + 0,01 y
1,30 + 0,01; respectivamente). Sin embargo, a las 72 h c-Myc solo mostré6 un aumento
estadisticamente significativo en las células que expresah(X40 + 0,05) (Figura

21).

Caspasa 3Se observo una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de
expresion de caspasa 3 en las células Huh7 transfectadasalaasyecto al control a

las 24 h post-transfeccion (0,74 = 0,05) mientras que se documenté un aumento
significativo en esta caspasa ejecutora en las células que expresan la triple mutante (1,28
+ 0,04). A las 72 h post-transfeccién se observd una disminucién significativa en los
niveles de expresion de esta caspasa, tanto pakcmo para ¥hut (0,86 £ 0,07 y

0,61 £ 0,09; respectivamente) (Figurg.21

B
)

Em Control

B3 Xa
B8 Xwu
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Niveles relativos de expresion
N
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Niveles relativos de expresion
T

Figura21: analisis de la expresioén de las proteinas c-Myc, caspasa 3y 9, c-IAPDR,ddAfuirasa y
ganquirina por WB a las 24 h (A) y 72 h (B) post-transfeccion pioxp-Xsal y pExp-Xmut Se

sembraron cantidades equivalentes de proteina en cada caso. Los niveles rééafivoteina se
normalizaron con B-Actina. El valor de los controles se designé arbitrariamente como 1 (* p < 0,(

Caspasa 9.Los niveles de expresion de caspasa 9 fueron significativamente mas
elevados a las 24 h post-transfeccion en las células Huh7 que expeadd8,X/ +
0,13) y Xmut (2,52 = 0,07) (Figura 21A). Por el contrario, a las 72 h no se observaron
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diferencias estadisticamente significativas respecto al control en los cultivos que
expresaban dichas proteinas virales.

c-IAP1. A las 24 h post-transfeccion se documento un leve aumento en los niveles de c-
IAP1 debido a la expresion demxit (1,19 + 0,02). Contrariamente, a las 72 h se
observd una disminucién significativa en los niveles de expresion de dicha proteina
tanto en las células que expresabaalXomo en aquellas que expresabanuX(0,40 +

0,03y 0,26 + 0,01; respectivamente) (Figura 21).

c-IAP2. Se observdé un aumento estadisticamente significativo en los niveles de
expresion de dicha proteina en las células Huh7 transfectadas tanto con el vector de
expresion pExp-Xal como con el vector pExp+Xuta las 24 h post-transfeccion (2,51

+ 0,05 y 2,38 £ 0,08; respectivamente). Por otra parte, las células Huh7 que expresan
bajos niveles de Xut mostraron una disminucién significativa 0,72 + 0,04) en los
niveles de dicha proteina celular (Figura 21).

Tanquirasa. A las 24 h post-transfeccion el nivel de expresion de esta proteina fue
significativamente mayor tanto para aquellas células que expresabb(i 0 + 0,03)

como para aquellas que expresaban la proteina viral mutada (1,2 £ 0,03). Mas aun,
luego de 72 h de expresidn transitoria de ambas proteinas X, se registré un incremento
aun mayor en los niveles de tanquirasa (3,00 £ 0,10 y 1,70 + 0,10; respectivamente)
(Figura 21).

Ganquirina. En las células Huh7 que expresan altos nivelessagyXXmutse observo

a las 24 h un aumento estadisticamente significativo en los niveles de esta proteina
celular con respecto al control (1,71 = 0,01 y 1,28 + 0,04; respectivamente) (Figura
20A). En cambio, en células que expresan bajos nivelesale/ Xmutse observé una
disminucién estadisticamente significativa en los niveles de ganquirina (0,50 + 0,01 y
0,29 £ 0,01; respectivamente) (Figura 21B

[11.3. Evaluar comparativamente los efectos observados con los datos adquiridos en

un sistema de replicacién in vitro para HBV

Los niveles de ARNm dbax bcl-2 y h-tert se evaluaron por medio de una RT-PCR
Multiplex en un sistema de replicacionvitro para HBV (HepG2.2.15) y en células de
estirpe hepatocitaria utilizadas como control (HepG2).

No se registraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de ARNm de

bax en las células que mantienen la replicacion de HBV con respecto a las células
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control (1,210 £ 0,207). Tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de ARNm ki¢ert (1,276 + 0,14y (Figura 22).

Por el contrario, en el sistema de replicadiowitro de HBV se document6 un aumento
significativo en la expresion dacl-2 (3,078 £ 0,118) respecto al control y cuando se
analizé la relaciomcl-2/bax se observo que ésta resulto significativamente mas alta en
las células HepG2.2.15 (2,538 + 0,p(igura 23.

5 4-
4] BA bpax
g o & bol-2
5 & e " B3 htert
D
T O bcel-2/bax
w
o 2-
=
E | 5 0 0 E N
2 1 R
w
o
1]
>
=z 0- T
HepG2.2.15

Figura 22 niveles relativos de los ARNm dax, bcl-2 y h-tert y relacionbcl-2/bax
en la linea celular HepG2.2.15. Los niveles de expresion del ARNm se noramali
congp-actina El valor del control (HepG2) se designd arbitrariamente como 1 (*
0,05).

Los niveles de expresion de las proteinas c-Myc, caspasa 3 y 9, c-IAP1, c-IAP2,
tanquirasa y ganquirina se evaluaron en células del replicon de HBV mediante la técnica
de WB con anticuerpos monoclonales especificos, en el cual los niveles relativos de
proteina se normal@on con B-Actina y el valor de los controles se designé

arbitrariamente como 1 (Figura)23

c-Myc. Los niveles de expresidon de c-Myc resultaron significativamente mayores en las
células HepG2.2.15 respecto al control (1,461 + 0,052).

Caspasa 3Se observo una disminucion estadisticamente significativa (p < 0,05) en las
células que mantienen la replicacion de HBV (0,681 + 0,025) comparadas con su
control.

Caspasa 9Los niveles de esta proteina fueron significativamente mas elevados (1,680
+ 0,108) en las células del replicon de HBV cuando se lo compar6é con su control
HepG2.
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c-IAP1 y c-IAP2. En las células del replicon sélo el nivel de expresion de c-IAP1
resultd ser significativamente mayor respecto al control (1,684 + 0,155), mientras que
en c-IAP2 no se observaron variaciones estadisticamente significativas.

Tanquirasa. Las células HepG2.2.15 mostraron una disminucion estadisticamente
significativa (0,133 + 0,087) en los niveles de esta proteina celular.

Ganquirina. Los niveles de expresion de esta oncoproteina resultaron

significativamente mayores en la linea celular HepG2.2.15 (1,403 + 0,081).

HepG2.2.15

Niveles relativos de expresion

Figura 23 analisis de la expresion de las proteinas c-Myc, caspasa 3y 9, cebM#L2, tanquirasa y
ganquirina por WB en células HepG2.2.15 y HepG2. Se sembraron cantetpdeslentes de
proteina en cada caso. Los niveles relativos de proteina se normalizaron con B-Actina. El valor de los
controles se designé arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).
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V.

Aporte de nuevos conocimientos acerca de la patogénesis
molecular de la infeccion por HBV analizando el rol de la
expresion de la proteina X del virus sobre algunos miembros de

la superfamilia ABC
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IV.1. Estudiar comparativamente los efectos de la expresion de la proteina X salvaje y
mutada del HBV sobre los niveles de expresion de MDR1, MRP1 y BCRP

IV.1.1. Andlisis de los niveles de ARNm dendrl, mrply bcrp por RT-gPCR

Se evalu6 por RT-gPCR la variacion en la expresion relativa de losmgdnksnrply

bcrp en la linea celular Huh7 transfectada con los plasmidos purificados pHakg-X
pPExp-Xmut

No se documentaron variaciones estadisticamente significativas en los niveles relativos
del ARNm demdrl en los dos tiempos ensayadteasnto en las células Huh7 que
expresaban la proteinasX como la Xmut. S6lo se evidencid6 un aumento
estadisticamente significativo en la expresion delrgepi debido a la expresion de la
proteina Xnut a las 24 h post-transfecciéon. A las 24 h se observé un aumento
significativo en la expresion decrp en las células que expresabasalK mientras que

en aquellos cultivos que expresaban la proteimatXiuego de 72 h post-transfeccion

se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control en la
expresion de dicho gen celular (Tablg.11

Tabla 11: niveles de expresion relativa de los genesdrl, mrply bcrp por RT-qPCR en células

Huh7 transfectadas con pExp-Xal y pExp-Xmut luego de 24 y 72 h de expresion transitoria. El

nivel de expresion de los ARNm en el control (células Huh7 tratadas con Lipofectamina) designé
arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

mdrl mrpl bcrp
24 h 72 h 24 h 72 h 24 h 72 h
Control 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Xsal 1,19+0,46 1,36+033 1,14+021 1,28+026 1,56+0,25 1,36+0,27
Xmut 1,58+0,48 1,03+0,09 1,75+0,13 0,97+0,17 1,36+0,42 1,42 +0,04

Muestra

IV.1.2. Estudio de los niveles de expresion de proteinas MDR1, MRP1 y BCRP por
WB

La deteccion de la expresion de las proteinas MDR1, MRP1 y BCRP se realizo
mediante la técnica de WB con anticuerpos monoclonales especificos en la linea celular
Huh7 con expresion transitoria de las proteinsal & Xmut

El analisis de la expresion de MDR1, no mostré6 una variacion estadisticamente
significativa en las células que expresaban HBx salvaje o mutada respecto al control en

ambos tiempos post-transfeccion (Figura 24 y Tabla 12).
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MDR1 (170 kDa)

B-Actina (44 kDa)

24 h post-transfeccion 72 h post-transfeccion

Figura 24: andlisis de los niveles de expresién de MDR1 en células Heh
expresaron transitoriamente las proteinaalX2 y 5) o Xmut (3 y 6) durante
24 y 72 h. Control: células tratadas con Lipofectamina (1 $d)sembraron
cantidades equivalentes de proteina en cada caso. Los niveles relati
proteina se normalizaron con B-Actina (* p < 0,05).

Tabla 12: niveles de expresion relativa de la proteina MDR1 en células Huh7 que
expresaron transitoriamente las proteinas Xal o Xmut durante 24 y 72 h Control: células tratadas
con Lipofectamina. El nivel de expresion de la proteina en el control se designé arbitrariamente
como 1 (* p <0,05).

) MDR1
Tratamiento
24 h 72 h
Control 1,000 1,000
Xsal 1,104 + 0,012 0,828 £ 0,149
Xmut 1,030 + 0,023 0,839 £ 0,096

Al analizar la expresion de la proteina MRP1, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en su expresion en células que expresabamefitras

que se observé un incremento significativo en aquellas células que expresaban la
proteina Xnutdel HBV a las 24 h. A las 72 h no se observo variacion alguna en la
expresion de MRP1 en las células que expresaban taatcwdo Xmut (Figura 25y

Tabla 13.
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MRP1 (190 kDa)

B-Actina (44 kDa)

24 h post-transfeccion 72 h post-transfeccion

Figura 25 andlisis de los niveles de expresion de MRP1 en células Huh’
expresaron transitoriamente las proteinaalX2 y 5) o Xmut (3 y 6) durante
24 y 72 h. Control: células tratadas con Lipofectamina (1 y 4)e@®raron
cantidades equivalentes de proteina en cada caso. Los niveles relati
proteina se normalizaron con B-Actina (* p < 0,05).

Tabla 13: niveles de expresién relativa de la proteina MRP1 en células Huh7 que exgamn
transitoriamente las proteinas Xal o Xmut durante 24 y 72 h. Control: células tratadas con
Lipofectamina. El nivel de expresion de la proteina en el control se designé arbitrariamente corho
(* p<0,05).

MRP1
Tratamiento
24 h 72 h
Control 1,000 1,000
Xsal 0,992 + 0,042 0,930+ 0,137
Xmut 1,441 + 0,023 0,932+ 0,088

En el caso de BCRP, se evidencié un aumento significativo en los niveles de expresién

en las células Huh7 que expresaban la protega alas 24 h, mientras que a las 72 h

hubo un aumento significativo tanto pargaKcomo para Xhut respecto al control
(Figura 26 y Tabla 14

BCRP (72 kDa)

B-Actina (44 kDa)

24 h post-transfeccion 72 h post-transfeccion

Figura 26: andlisis de los niveles de expresion de BCRP en célulaggHelt
expresaron transitoriamente las proteinaalX2 y 5) o Xnut (3 y 6) durante
24 y 72 h. Control: células tratadas con Lipofectamina (1 y 4). Skerasm

cantidades equivalentes de proteina en cada caso. Los niveles relati
proteiha se normalizaron con B-Actina (* p < 0,05).
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Tabla 14 niveles de expresion relativa de la proteindCRP en células Huh7 que expresaron
transitoriamente las proteinas Xsal o Xmut durante 24 y 72 h. Control: células tratadas con
Lipofectamina. El nivel de expresion de la proteina en el control se designé arbitrariamente corho
(* p<0,05).

BCRP
Tratamiento
24 h 72 h
Control 1,000 1,000
Xsal 2,322 +0,101 2,927 + 0,134
Xmut 0,944 +0,060 2,735 +0,123

IV.2. Evaluar comparativamente los efectos observados con los datos adquiridos en

un sistema de replicacion in vitro para HBV

Cuando se analizaron los niveles de expresion del ARNmatd, se observé un
aumento significativo en las células del replicon respecto al control. Lo mismo ocurrio
con los niveles de expresion del garpl Sin embargo, en el caso blerp, se observo

una disminucién significativa en los niveles de ARNm de este gen (Tgbla 15

Tabla 15: niveles de expresion relativa de los genesdrl, mrply bcrp por RT-gPCR en células

HepG2.2.15. El nivel de expresién de estos genes en el control (HepG2) se desigritrariamente
como 1 (* p <0,05).

Linea celular / Gen mdrl mrpl berp
HepG2 1,0000 1,0000 1,0000
HepG2.2.15 2,2600+ 0,000 2,2400+ 0,800 0,0023 + 0,0015

Cuando se analizaron los niveles de expresion de estas proteinas ABC (Figura 27
Tabla 16), se observé que tanto la expresion de MDR1 como de MRP1 aumento
significativamente respecto al control, mientras que la expresiéon de BCRP mostré una

disminucién significativa. Estos resultados coinciden con los obtenidos por RT-gPCR.
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HepG2 HepG2.2.15

K
L=

Figura 27 andlisis de los niveles de expresion de MDR1, MRP1 y BCRP en cé
HepG2.2.15 evaluadas por WB. Se sembraron cantidades equivalentetette mo
cada caso. Los niveles relativos de prateémormalizaron con f-Actina.

Tabla 16: niveles de expresién de las proteinas MDR1, MRP1 y BCRP en la linea celular
HepG2.2.15. El nivel de expresion de estas proteina en el control (HepG2) se designé

arbitrariamente como 1 (* p < 0,05).

Células/ Proteina MDR1 MRP1 BCRP

HepG2 1,000 1,000 1,000
HepG2.2.15 1,308 +0,61° 1,551 +0,099 0,178 + 0,02
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DISCUSION
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DISCUSION

Uno de los objetivos centrales de la presente tesis doctoral fue contribuir a la busqueda
de soluciones mas eficaces para el tratamiento de diferentes enfermedades hepéaticas
como la hepatitis crénica causada por el HBVel HCC. Estas constituyen
enfermedades de alto impacto social cuya farmacoterapia puede ser abordada y
mejorada de manera notable utilizando diversas estrategias terapéuticas como la
inhibicion de las bombas de transporte pertenecientes a la superfamilia de
transportadores ABC. Otro de los objetivos de este trabajo fue aportar nuevos
conocimientos sobre la patogénesis molecular de la infeccion por HBV y el desarrollo
del HCC. Todos estos son temas ceagrdle investigacion de nuestro grupo dn e
Laboratorio de Hepatitis Virales del Instituto de Investigaciones en Microbiologia y
Parasitologia Médica (IMPaM, UBA-CONICET).

A continuacién se discutiran los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral.

Desarrollar estrategias tecnoldgicas tendientes a optimizar la terapéutica anti-

HCC y anti-HBV.

El HCC es considerado un tumor molecularmente complejo, que se caracteriza por una
elevada resistencia intrinseca a multiples drogas, incluyendo a los agentes antitumorales
(Herr et al., 2007). La capacidad de las células tumorales de adquirir resistencia a dichos
farmacos esta frecuentemente mediada por la sobre-expresion de proteimas de |
superfamilia ABC (Gottesman et al., 2002). Con respecto a ello, numerosos autores han
observado un aumento significativo en la expresién de estas proteinas, principalmente
de MDR1, MRP1, MRP2 y BCRP en el HCC (Bonin et al., 2002; Sukowati et al.,
2012), lo cual explicaria el alto nivel de resistencia de este tumor a los diferentes
farmacos citostaticos empleados en la terapéutica. La sobre-expresion de varios
miembros pertenecientes a esta familia de transportadores es también uno de los
mecanismos que conducen al fenotipo MDNRulfidrug Resistanceo Resistencia a
multiples drogas) en los pacientes infectados con el HBV y tratados con los antivirales
actualmente en uso. En la actualidad se llevan a cabo numerosos estudios a fin de lograr
superar la MDR en ambos escenarios, el HCC y el paciente cronicamente infectado con
HBV.
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BCRP es uno de los miembros de la subfamilia ABCG y la sobre-expresion del mismo
esta asociada a la resistencia a multiples farmacos, como el antitumoral doxorgubicina
los analogos de nucleésidos utilizados en el tratamiento de pacient&scivo son el
abacavir y la zidovudina (Pan et al., 2007). Recientemente, se ha reportado que otros
analogos nucleos(t)idicos -como efavirenz, abacavir, tenofovir- también son sustratos de
esta bomba (Peroni et al., 2011; Janeeh et al., 2011; Neumanova et al., 2014). Se ha
podido determinar que esta proteina cumplen un rol fundamental en la biodisponibilidad
y el acceso de dichas drogas a sitios santuarios de la infeccién (Pan et al., 2007) y su
sobre-expresion esta asociada a resistencia a la terapéutica antiviral.

Una de las estrategias que se estd evaluando actualmente para mejorar la eficacia de la
farmacoterapia anticancerosa y antiviral -ademas de disminuir los efectos adversos
provocados por los farmacos en uso y de mejorar la biodisponibilidad de los mismos- es
la formulacion de farmacos donde el compuesto activo esté acompafiado de co-
polimeros segmentados de PEO y PPO (poloxaminas o Té&trgnimloxameros o
Pluroni®), ya sea en forma de unimeros o como micelas poliméricas. De acuerdo a la
literatura internacional, estos polimeros en forma de unimeros actian inhibiendo la
actividad de las bombas ABC o bien disminuyendo su expresion, promoviendo asi la
concentracién intracelular adecuada de droga para que ésta sea eficaz (Kablanov et a
2002; Alakhova et al., 2010; Cuestas et al., 2011). Con respecto a ello, Sharma y col.
reportaron la capacidad del Plurdhie85 de inhibir la proteina ABC MDR1 -también
denominada glicoproteina P o Pgp- en células leucémicas (Sharma et al., 2008).

En la presente tesis se estudid el efecto de diferentes co-polimefe©-dPP (T904,

T304, T1107 y F127) a diferentes concentraciones (0,01%-1%) sobre los niveles de
expresion de BCRP en dos lineas celulares de hepatoma humano (PLC/PRF/5 y
SKHepl), como un primer paso en la busqueda de estrategias farmacotécnicas
orientadas a revertir el fenotipo MDR. Posteriormente se evalu6 la capacidad de los
mismos de mejorar la sensibilidad de dichas células al antitumoral doxorrubicina.

En ambas lineas celulares la mayoria de los co-polimeros ensayados produjo una
reduccion en la expresiéon de BCRP. Dichos efectos fueron dependientes de la linea
celular estudiada, el tiempo de exposicion y la concentracién de cada co-polimero. A
diferencia de lo reportado por numerosos autores -donde se describe la inhibicién de las
bombas solo por los polimeros en forma de unimeros- los resultados presentados en esta
tesis doctoral indican questos co-polimeros inhibirian BCRP tanto en forma de

unimero como de micela Mas aun, nuestro grupo de investigacién corrobor6é en
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trabajos anteriores la capacidad inhibitoria de dichos compuestos sobre la actividad
funcional de las bombas ABC, MDR1, MRP1 y BCRP empleando DiOC2, rodamina
123 y vinblastina (Cuestas et al., 2011; Cuestas et al.).ZbdZoncordancia con esto,

en este trabajo de tesis se documentauwmento erel A¥, luego de la exposicion de

las células a los mismos co-polimeros. Esto indicaria que muy probablemente la
inhibicién de la actividad funcional de BCRP por parte de dichos surfactantes sea a
través de la afectacién de la cadena respiratoria -por efecto de la desestabilizacion de la
membrana mitocondrial- con la consiguiente disminucion en la sintesis del ATP
necesario para que las bombas ABC sean activas. Mas importante aun las que
sensibilidad a doxorrubicina se incrementé entre 8 a 41 veces en presencidate
poloxaminas y poloxameros estudiados, en comparacion con las células tratadas
solamente con doxorrubicina. Ello implicaria que los co-polimeros estudiados
contribuyen a la quimiosensibilizacion de lineas celulares de estirpe hepatocitaria
provenientes de hepatoma humano, ya sea mediante la disminucién en la expresion

de BCRP, por una disminucion en la actividad funcional de dicha bomba y/o por
alteracion en la estructura de la membrana plasmatica por su accion surfactante
(Alakhova et al., 2010).Asimismo, todos los co-polimeros estudiados en la presente
tesis presentaron a su vez efectos pro-apoptéticos sugiriendo un posible rol sinérgico
con dicho antitumoral. Estos hallazgos demuestran la potencial utilidad de estos
compuestos poliméricos como agentes de reversion a la resistencia, aumentando de esta

manera la eficacia de la quimioterapia contra el cancer.

Este trabajo fue honrado con el otorgamiento délAremio 2013 “Dr. José Francisco
Zelasco” “A la excelencia en Investigacion Bdsica en Hepatologia” por la Asociacion

Argentina para el Estudio de las Enfermedades del Higado (AAEEH).

El HBV ha sido reconocido como uno de los principales agentes etioldgicos de la
hepatitis viral humana, la cirrosis y el HCC. Desafortunadamente, hasta el presente, no
se dispone de un farmaco antiviral para el tratamiento eficaz de la hepatitis B crénica
gue logre erradicar totalmente al HBV del organismo hospedador. La monoterapia con
IFN-a convencional no es efectiva y estd limitada por la gran cantidad de efectos
adversos que presenta en forma dosis-dependiente (Negro, 2010). El tratamiento mono-
droga con analogos de nucledsidos (lamivudina) o nucleétidos (adefovir) tampoco

resulta del todo satisfactoria (Melegari et al., 1998; Stein y Loomba, 2009), ya que el

138



Discusién

tratamiento a corto plazo con estos analogos no es suficiente para erradicar la infeccion
viral, y a largo plazo aparecen variantes resistentes a los mismos (Ghany y Liang, 2007;
Palumbo, 2008), con el consiguiente empeoramiento de la enfermedad hepéatica.
Actualmente, estan disponibles en el mercado nuevas drogas como los
inmunomoduladores PEG-IF&ly timosina a-1, los analogos de nucledsido entecavir y
telbivudina, y el analogo de nucledtido tenofovir, que si bien muestran ser mas eficaces
que los antivirales mencionados anteriormente, todavia demandan la optimizacion de
los regimenes de administracion (Balsano y Alisi, 2008; Reijnders y Janssen, 2008;
Yang et al., 2008; Lampertico, 2009). Entre los factores que dificultan la eliminacion
del virus, merecen sefialarse dos: (i) la presencia nuclear de cadenas de ADNccc del
HBV, que actia como templado para la sintesis de los distintos ARNm virales y del
ARN pre-gendmico (que es el intermediario de replicacion del virus); ningun antiviral
utilizado actualmente logra erradicar al ADNccc, lo que contribuye al rebote de la
actividad viral tras el cese del tratamiento farmacolégico (Angus et al., 2003) vy, (ii) en
etapas tardias, la transcripcién del ADN viral integrado al genoma celular (Murakami et
al., 2005).

Ademas de un problema médico, la hepatitis cronica por HBV es un problema
economico: el impacto en la economia es enorme Yy la tendencia actual en los paises
centrales es invertir recursos en investigacion, prevencion y tratamiento precoz de la
enfermedad, ya que el tratamiento de estadios avanzados resulta, a nivel poblacional,
una carga economica excesiva y potencialmente inabordable aun por los paises con
mayores recursos.

Por ello resulta de suma importancia ensayar nuevas drogas que puedan aumentar el
arsenal terapéutico empleado en la cura de la hepatitis B. En tal sentido, empleando
indeno como material de partida, el grupo de Investigacion dirigido por la Prof. Dra.
Moglioni, de la Catedra de Quimica Medicinal de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la UBA, ha sintetizado y ensayado distintos carbonucleésidos racémicos. En la
evaluacion de los mismos como potenciales agentes activos frente al HBV, soélo el
compuesto derivado de purim@sultd activo, con una disminucion de un 73% en los
niveles del HBeAg respecto al control sin tratar y una disminucién del 55% de la carga
viral comparada con dicho control. Sin embargo, no debe descartarse que los otros
compuestos -como enantibmeros puros- tengan actividad frente a este virus
hepatotrdpico.

Cabe destacar que determinando la relacién existente entre la estructura quimica, las
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propiedades fisicoquimicas, la reactividad y la respuesta biolégica -en este caso la
actividad anti-HBV- se proporcionaron los conocimientos necesarios para la creacion de
nuevos farmacos anti-HBV que se pueden obtener mediante farmaco-modulaciéon del
derivado purinico del analogo de carbonucledsido ensayado (Dra. Moglioni,
comunicacion personal, Catedra de Quimica Medicinal de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, UBA). Estos compuestos son candidatos para los futuros ensayos con
formulacionesco-pdimero/droga antiviral en modelos de replicadidwitro del HBV.

En este sentido también, se espera realizar futuras investigaciones con formulaciones
co-polimero/droga antiviral en modelos de replicagioritro de HBV con el objeto de
estudiar si el efecto sobre la expresion y actividad de BCRP se traduce en una mejoria
en la eficacia de la farmacoterapia antiviral. Como primera instancia se comenzdé con el
ensayo de actividad antiviral de los poloxameros y poloxaminas a ser utilizadas en las
futuras formulaciones.Algunos de estos co-polimeros demostraron presentar
actividad antiviral, la cual se evidencié por una disminucion significativa de los
niveles de HBeAg y la carga viral de HBY

Cuando se analiz6 la relacién estructura-actividad de los distintos co-polimeros
ensayados, se observé que los que produjeron una mayor inhibicién sobre la replicacion
del HBV fueron aquellos que presentaron valores de BHL altos. De acuerdo con esto, el
T1107 -uno de los co-polimeros mas hidrofilicos de todos los ensayadbs 18-23)

y el que presenté el mayor PM (15,0 kDa)- fue la poloxamina con mayor actividad
antiviral. Sin embargo el poloxamero F127 -igual de hidrofilico que el T1107:(BHL
18-23)- logré inhibir al HBV en mayor medida. Dicha diferencia entre ambos co-
polimeros de igual hidrofilicidad puede deberse a que el F127 es una molécula mas
pequefia (PM 12,6 kDa) que el T1107.

Ademas, se debe tener en cuenta que estos anfifilos presentan propiedades tensioactivas,
incluyendo la capacidad de interactuar con membranas biolégicas, lo que podria afectar
los mecanismos de salida o de ingreso del virus a la célula hospedadora. En el primer
caso seria por desestabilizacion de las membranas del reticulo endoplasmico, donde el
virus adquiere la envoltura o donde el virus se ensambla para generar el virion. En el
otro caso, un posible mecanismo podria ser por la interaccion con la envoltura viral
afectando las glicoproteinas virales (anti-receptores) las cuales permiten el ingreso del
virus a la célula hospedadora al interaccionar con las moléculas receptoras (y/o co-
receptoras) presentes en la superficie celular. En este ultimo caso, se deberia analizar la

entrada del HBV utilizando células susceptibles a la infeccion, tales como hepatocitos
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primarios humanos y células HepaRExte resultado sienta nuevos precedentes ya
que -hasta la realizacién de esta tesis de doctorado- no se contaba con estudios que
probaran la actividad antiviral de los co-polimeros aqui estudiados, lo que permite
demostrar la versatilidad de estos surfactantes como potenciales adyuvantes en la
terapia del HBV y HCC.

Si bien los resultados obtenidos al ensayar los co-polimeros son alentadores -en cuanto
a la capacidad de los mismos de quimiosensibilizar células MDR o por su capacidad
antiviral- surge la pregunta: ¢ es correcto considerar a dichos co-polimeros de PEO-PPO
como excipientes biolégicamente inertes o GRAS? Este paradigma esta siendo
reconsiderado por la gendmica polimérica, que estudia de qué manera las moléculas
poliméricas y nhanomateriales empleados en la formulacién de drogas pueden afectar la
respuesta celular o del organismo hacia ella.

Dado la creciente evidencia que se ha ido acumulando en la Ultima década que sugiere
que dichos compuestos poliméricos tendrian diversos efectos sobre las células del
organismo, en la presente tesis se quiso profundizar en la capacidad de los mismos de
afectar otros genes celulares, sobre todo aquellos implicados en la apoptosis,
proliferacion e inmortalizacion celular. Con respecto a dstins los co-polimeros
ensayados evidenciaron un incremento estadisticamente significativo en los niveles

de ARNm de bax y de h-tert. Ademéas, como se mencioné anteriormente, dichos
surfactantes indujeron apoptosis en ambas lineas celulares. Estos estudios sugieren la
necesidad de evaluar exhaustivamente los efectos farmacogendmicos de los co-
polimeros en la formulacion de medicamentos, sobre todo no citostaticos, para
optimizar los resultados clinicos y comprender los efectos farmacoldgicos y

toxicoldgicos de los mismos al utilizarse dichos excipientes.

HBV, HCC y MDR

La proteina X del HBV desempefia un rol principal en la oncogénesis hepéatica
(Feitelson et al., 2005). De acuerdo a este concepto, diversos autores han reportado que
dicha proteina se encuentra involucrada en la progresion del ciclo celular, la modulacion
de la apoptosis y la inmortalizacion (Bouchard et al., 2004). Asimismo, es capaz de
transactivar la transcripcion de genes celulares a través de dos mecanismos: la
regulacién de los niveles de @aintracelular y su unién a diversos factores de

transcripcion (Shih et al., 2000; Bouchard et al., 2004). Con respecto a esto ultimo, se
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demostré que tanto la proteina X salvaje como la mutada en los codones 127, 130 y
131, pueden unirseficazmente al factor de transcripcion celular HNF1 tamteitro

comoin vivo. A través de este mecanismo HBx aumenta la union de dicho factor al
ADN celular ejerciendo su efecto transactivador en la expresion génica.
Interesantemente -y a diferencia de la proteina X salvaje- se necesita una muy escasa
cantidad de la proteina mutada para estimular la actividad de HNF1 (Li et al., 2002)
Estas diferencias funcionales entre ambas proteinas pueden tener importantes
implicancias en la patogénesis de la infeccion por HBV y podrian explicar el hecho de
gue aquellos pacientes con infeccion cronica por una cepa del HBV que presenta estas
mutaciones tienen un mayor riesgo de desarrollar HCC (Kao et al., 2003). Asimismo,
hasta el presente son pocos los estudios que comparan el efecto de la proteina X salvaje
y mutada con el de un sistenra vitro que simule la replicaciéon del HBV en su
conjunto. Con relacion a esto fue objetivo de la presente tesis doctoral investigar la
accion de la replicacidim vitro del HBV y de las proteinas X salvaje y mutada del virus
homdnimo en relacién a la expresion de diferentes proteinas celulares implicadas en el
transporte de drogas antivirales y cuya disfuncién se asocia frecuentemente a resistencia
a la terapéutica;, como asi también sobre la expresion de genes implicados en la
apoptosis, proliferacién e inmortalizacion celular. Para lo cual, en la presente tesis
doctoral, se expreso transitoriamente en células de estirpe hepatocitariX éuggende

una cepa del HBV salvaje como de otra que exhibe las mutaciones 1127T, K130M y
V131l, con el objeto de estudiar el rol de dicha proteina viral en la génesis del HCC y el
fenotipo MDR.

Como se menciond anteriormente, otros autores (Li et al., 2002) documentaron ademas
diferencias en la capacidad transactivadora de X en funcién de la cantidad de proteina
expresada; por lo que se realizaron todas los estudios con dos niveles de expresion de
dichas proteinas virales.

Se documentd una relacién entre la cantidad de proteina X expresada
independientemente de su naturaleza salvaje o mutada la induccion de la
expresion de genes anti-apoptéticosSe observé que altos niveles de expresion de
Xsal y Xmut aumentaron la expresién de los genes amtptiticosbcl-2, c-IAP1, c-

IAP2y ganquiring mientras que bajos niveles de expresion de ambas proteinas virales
disminuyeron la expresion de algunos de estos genes, no presentando efecto
significativo sobre los restantes. Mientras que existen reportes que demuestran el efecto

transactivador de la proteina X -de naturaleza salvaje- sobre la expreb2¥u et
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al., 2012; Yang et al., 2012); hasta la presentacion de esta tesis se desconocia el efecto
de dicha proteina viral sobre la expresion de los gend®1, c-IAP2y ganquirina

Estos datos se correlacionaron con los obtenidos con el sistema de replicafian

del HBV, a excepcion de lo documentado en la expresion de tanquirasa. Esta proteina es
una poliADP-ribosiltransferasa (PARP) que mejora el acceso de la telomerasa a los
teldbmeros (Gao et al., 2011). La sobre-expresion de tanquirasa conduce a un aumento en
la longitud de los telomeros a través de la actividad de la telomerasa, permitiendo asi
que la célula evite la sefial de induccidon de la senescencia debida a la pérdida de las
secuencias teloméricas (Cook et al., 2002). Ademas, tanquirasa también esta implicada
en varios procesos celulares como la via de sefializacion de Wnt/B-Catenina, cuya
desregulacién ha sido implicada en muchos tipos de cancer. Aunque, se ha demostrado
gue tanquirasa se encuentra sobre-expresada en tumores humanos (Hsiao y Smith,
2008) -lo que indica un papel directo de esta proteina en la carcinogénesis- hasta el
presente se desconoce el efecto de la replicaciéon de HBV o la expresion de proteinas
virales aisladas sobre la expresion de dicha PARP. En este trabajo de tesis, esta proteina
celular se encontré sobre-expresada en células de estirpe hepatocitaria que expresaban
la proteina X aislada -tanto salvaje como mutada- mientras que su expresion se Vio
disminuida por efecto de la replicacion viral en su conjunto. Esto implicaria que otras
proteinas del HBV podrian ejercer efectos antagénicos a los producidos por la proteina
X con relacion a la expresion de tanquirasa.

Entre otras de las alteraciones mas frecuentemente observadas en el HCC, se encuentran
la sobre-expresion de c-Myc y de h-TERT (Fu et al., 2006; Satra et al., 2007; Saini et
al., 2009; Kaposi-Novak et al., 200®)n este trabajo de tesis doctoral se documentd

la sobre-expresion de c-Myc en las células de estirpe hepatocitaria que exgatgan

la proteina X -tanto salvaje como mutada independientemente del nivel de
expresion de dicha proteina viral. Segun reportes previos de otros autores HBX
induciria la expresion de c-Myc al activar la cascada de transduccion de sefiales de
Ras/Raf/[ERK1/2 (Li et al., 2010). Cabe destacar que a diferencia de lo documentado por
diversos autores (Zhang et al., 2009; Liu et al., 2010; Hernandez et al., 2012), no hemos
observado un aumento en la expresién de telomerasa. Ello puede atribuirse a los
distintos sistemas de expresion (transitmsoestable) y/o lineas celulares empleada

asi como los distintos genotipos de X implicados entre los diferentes sistemas de
experimentacion. Ademas, es importante mencionar que la mayoria de los estudios

publicados estudiaron el efecto de HBx sobre la actividad de telomerasa y no sobre los
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niveles de su ARNm. Si bien en la presente tesis no se ha documentado un aumento en
la expresion de dicha oncoproteina, no se descarta el efecto que HBx podria ejercer
sobre la actividad de la misma.

Como se ha reportado en estudios previos la proteina HBx presentaria la interesante
habilidad de inducir o inhibir la apoptosis durante el curso de la infeccidon crénica por
HBV, dependiendo si el higado esté en activa regeneracion o los hepatocitos estan bajo
un proceso de transformacion celular, o incluso si estan respondiendo a citoquinas como
el TNF-u (Ye et al., 2007; Ye et al., 2008; Siddhartha et al., 2012; Yang y Cho, 2012)

Es asi como otros autores han documentado la activacion o inhibicion de la actividad de
caspasa 3 en cultivos celulares que expresaban dicha proteina viral. En la presente tesis
se documentd ese mismo efecto dual en la expresion de caspasa 3 debido a la expresion
de HBx mutada; mientras que con la proteina viral de naturaleza salvaje solo se reportd
la disminucién en la expresion de dicha serin-proteasa (Mao et al., 2011). Un hallazgo
interesante fue el aumento considerable en la expresion de caspasa 9 a las 24 h de
expresion transitoria de la proteina X (mutante y salvaje). Estos datos se correlacionaron

con los obtenidos con el sistema de replicaidritro de HBV.

Existen escasos reportes en la literatura internacional que documentan la accion
transactivadora de la proteina HBx sobre diversas proteinas ABC (Lian et al., 2001; Han
et al., 2007), alterando la sensibilidad a las drogas en las células infectadas; aunque se
desconoce hasta el momento si existen diferencias en la génesis del fenotipo MDR entre
ambas proteinas X (salvajegs mutada). Con respecto al efecto sobre estos
transportadorese ha documentado que tanto Xut como Xsal aumentaron la
expresion de BCRP, mientras que la expresion de MRP1 sélo fue afectada por la
proteina X de naturaleza mutante. Ambas proteinas virales no modificaron la
expresion de MDR1.Estos hallazgos fueron independientes de la cantidad de HBx
expresada pero dependientes de la naturaleza salvaje o mutada de dicha proteina viral.
En las células HepG2.2.15 se documenté la variacion en la expresion de las tres bombas
ABC estudiadas debido a la replicacion viral. Es importante destacar la falta de
correlacion entre las células que expresaban HBx transitoriamente y las células del
replicon de HBV, en relacion a los niveles de expresion de BCRP. En la literatura
internacional existen reportes que han documentado un “efecto compensatorio” en la
expresion de diversas bombas ABC, por el cual el aumento en la expresién de una

bomba perteneciente a una sub-familia determinada puede devenir en la disminucion
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concomitante de un transportador perteneciente a otra sub-familia (Takenaka et al.,
2007. Este mecanismo podria explicar lo documentado en esta tesis con relacion a lo
observado en los niveles de expresion de MDR1 y BCRP en las células del replicén de
HBV. Seria interesante realizar estud@svivo en pacientes cronicamente infectados

con HBV para determinar el nivel de expresion de dichos transportadores.

Existen reportes que han postulado que la sobre-expresion de MDR1 y/o MRP1 se
correlaciona con una inhibicion de la via intrinseca de la apombdiquear la
liberacion del citocromo ¢ desde la mitocondria al citosol (Fantappié et al., 2007), lo
cual contribuiria a la oncogénesis. Ademas se ha observado que el secuestro de p53 por
parte de X se asocia a un aumento de la proteina MDR1, por lo cual podria postularse la
hipotesis de un evento analogo para MRP1. Por otro lado, si bien un eventual papel de
altos niveles de expresion de BCRP en la carcinogénesis del higado queda por ser
explorado, bajos niveles de este transportador podrian estar asociados con fenémenos
colestasicos (Sukowati et al., 2012).

Finalmente, en cuanto a las discrepancias en los resultados obtenidos con las células
HepG2.2.15-que presentan expresion y replicacion estable del-HB¥bn los cultivos

con expresion transitoria de la proteina X se debe sefialar: (i) la presencia de diferentes
factores nucleares que regulan la expresién de las proteinas ABC y las proteinas
apoptoticas/anti-apoptéticas estudiadas comparado con las células Huh7; (i) la
expresion exclusiva de la proteina HBx en las células Huh7 a diferencia del efecto
global de la expresion del genoma completo del HBV en células HepG2.2.15; (iii) la
participacion de diferentes genotipos del HBV, ya que tanto la proteina X salvaje como
la mutada se corresponden con el ADN del HBV de genotipo F (cluster 1b), mientras
que las células HepG2.2.15 presentan un genoma perteneciente al subgenotipo D3
(Wang et al., 2011); y (iv) la integracion del genoma del HBV al genoma celular en las

células del replicon.
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A continuacion, se mencionan las principales conclusiones a las que se arrib6 en esta

tesis doctoral:

v' Los co-polimeros estudiados -tanto en forma de unimero como de micela-
contribuyen a la quimiosensibilizacion de lineas celulares de estirpe
hepatocitaria provenientes de hepatoma humano, mediante la disminucion en la
expresion de BCRP y la disminucién de la sintesis del ATP necesario para la
actividad funcional de dicha bomba, como consecuencia del efecto de- los

polimeros sobre el A¥y,.

v' Todos los co-polimeros estudiados probarener actividad antiviral, lo que
permite demostrar la versatilidad de estos surfactantes como potenciales
adyuvantes en la terapia del HBV y HCC.

v El derivado purinico fue el Unico de los 4 analogos nucleosidicos ensayados en
presentar actividad anti-HBV. Sin embargo, no debe descartarse que los otros
compuestos -como enantibmeros puros- tengan actividad frente a este virus

hepatotropico.

v' Se deberian evaluar exhaustivamente los efectos farmacogenomicos de los
materiales poliméricos empleados en la formulacién de drogas antivirales y
antitumorales con el fin de optimizar los resultados clinicos y comprender los
efectos farmacologicos y toxicolégicos de las formulaciones medicamentosas

preparadas con dichos excipientes.

v Niveles elevados de X -independientemente de su naturaleza salvaje o mutada-
inhibirian la apoptosis mientras que bajos niveles de esta protaina |

promoverian.
v' El presente trabajo compara por primera vez el rol de la proteina X -de tipo

salvaje y su triple mutante- y la replicacién viral en su conjunto en relacion a la

expresion de algunas bombas ABC implicadas en el transporte hacia el extra-
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celular de drogas antivirales y antitumorales, como asi también en relacion a la
expresion de genes involucrados en la apoptosis, transformacion e

inmortalizacién celular.

Estos resultados proporcionan informacion adicional y una mayor comprension
sobre el rol de HBxAg en la patogénesis viral y en la génesis del fenotipo MDR

afectando probablemente la respuesta a la terapéutica.
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Estudios futuros empleando preparaciones mixtas de estos compuestos
anfifilicos se llevaran a cabo con el fin de evaluar si dichas mezclas son mas

efectivas como agentes quimiosensibilizantes y antivirales (ej: T904 + T1107).

Se realizaran por sintesis quimica modificaciones en la superficie de dichas
moléculas anfifilicas con el objeto de poder direccionar la droga al higado (ej:

con azucares como manosa Yy galactosa).

Se estudiardn formulaciones co-polimero/droga antiviral con el objeto de
determinar si dicha formulacion se traduce en una mejoria en la eficacia de la
farmacoterapia antiviral. Para esto se utilizaran el co-polimero y el

carbonucledsido que presentaron mayor actividad antiviral (F127 y derivado

purinico).

Se haran ensayos de farmacomodulacion sobre el derivado purinico a fin de

mejorar la actividad antiviral de dicho compuesto.

Se estudiara si los co-polimeros son capaces de revertir el fenotipo MDR debido
a la sobre-expresion de factores angiogénicos, la principal causa de resistencia
celular al sorafenib (attimoral actualmente mas empleado en el tratamiento del
HCC).
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