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EL VIRUS DE LA HEPATITIS B. ORGANIZACION
GENOMICA Y PROTEINAS VIRALES

El virus de la hepatitis B (HBV) es un virus hepatotrépico
y no citopdtico cuyo genoma estd formado por un ADN
circular de doble cadena parcial de 3,2 kb, con la cadena
de sentido negativo completa y la de sentido positivo in-
completa. La infeccién por HBV afecta a mas de 350 mi-
llones de personas en todo el mundo, causa hepatitis tanto
aguda como crénica y se la considera un factor de riesgo
de hepatocarcinoma!?. Tras la infeccion, la polimerasa vi-
ral, que se incluye en la particula viral, completa la cade-
na de sentido positivo y el ADN se cierra de forma cova-
lente, lo que da lugar a una molécula circular cerrada
covalentemente (ADNccc), que sirve de molde para la
transcripcion viral®. El genoma de HBV contiene 4 genes,
C/PreC, S/PreS, X y Pol, que se solapan total o parcial-
mente entre si y estdn controlados por 4 promotores y un
par de enhancers (fig. 1)**. El gen C/PreC codifica para
el antigeno core (HBcAg), que forma la cdpsida del virus,
y para el antigeno e (HBeAg) que se secreta y se utiliza
como marcador de replicacion viral, y se piensa que tiene
propiedades tolerogénicas que podrian favorecer el fend-
meno de persistencia viral'. El gen S/PreS codifica para 3
proteinas, HBsAg, PreS1 y PreS2, mediante la utilizacién
de codones de iniciacidn diferentes. El antigeno HBsAg
es el componente principal de la envuelta del virus y las
proteinas Pre-S1 y PreS2 originan la interaccién inicial
entre el virus y el receptor celular!. El gen Pol codifica
para la polimerasa viral que posee diversas actividades
enzimdticas como la transcriptasa inversa, la ADN poli-
merasa y la actividad RNasa H, necesarias para la replica-
cién viral'3. El gen X recibié su nombre porque la protei-
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na para la que codifica, HBx, carecia de homologia con
otras proteinas virales o celulares y porque se desconocia
su funcién®. Hoy se sabe que la HBx puede regular dife-
rentes funciones tanto del virus como del huésped, y su
capacidad transactivadora de la transcripcién es la fun-
cién mejor documentada®.

LA PROTEINA HBX. FUNCION TRANSACTIVADORA
Y REGULADORA DE LA SENALIZACION
INTRACELULAR

La HBx es una proteina de 154 aminoécidos y 17 kDa
que, aunque no presenta homologia con ninguna proteina
humana o viral conocida, esta bastante conservada entre
los distintos hepadnavirus de mamiferos. Existe una gran
controversia acerca de la localizacién subcelular de la
HBx. En estudios con células en cultivo, se ha descrito en
algunos casos una localizacién citopldsmica®, en otros nu-
clear’ y en otros tanto citopldsmica como nuclear®. La lo-
calizacién nucleocitopldsmica de la HBx se ha estudiado
también en biopsias de higados infectados, y se ha obser-
vado una localizacién principalmente citopldsmica, con
un 20% de las células positivas presentando sefial
nuclear’. Estos estudios de inmunohistoquimica han mos-
trado tincién de HBx tanto en casos de hepatitis crénica
como en cirrosis y hepatocarcinoma>!?. Se ha sefialado
que el grado de expresion de la proteina podria afectar a
su localizacién subcelular, pues se observa una acumula-
cidn citopldsmica cuando la expresién es mayor, mientras
que en células con pobre expresion de HBx se localizaria
en el niicleo!!. En la fraccién citopldsmica, la HBx se aso-
cia a la mitocondria y el proteosoma®!!2, La interaccién
de la HBx con la mitocondria da lugar a una alteracién de
su potencial de membrana, lo que produce un incremento
en las especies reactivas de oxigeno (ROS) y una movili-
zacion del calcio intracelular'?>'#, En ciertos casos esta in-
teraccion entre HBx y la mitocondria conduce a la agre-
gacién mitocondrial y a la muerte celular!®.

En cuanto a las funciones de la HBx, se ha descrito que
esta proteina viral puede ser importante en el proceso de
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Fig. 1. Esquema del genoma del virus de la hepatitis B (HBV). Se repre-
sentan las proteinas codificadas por el virus (flechas) y los elementos
reguladores de la transcripcion (promotores Cp, PreSp, Sp, Xp y en-
hancers E1, E2).

replicacién viral. Sin embargo, la funciéon de HBx mejor
caracterizada es su capacidad transactivadora. Asi, se ha
descrito la capacidad de HBx de inducir transcripcional-
mente diferentes genes celulares implicados en la res-
puesta inflamatoria y la carcinogénesis'®?, lo que indica
un papel activo de la HBx en el desarrollo de la enferme-
dad. Es interesante destacar ademds que la HBx es capaz
de activar promotores dependientes no s6lo de la ARN-
polimerasa II, sino también de las ARN-polimerasas I y
11128,29.

Debido a su distribucién nucleocitopldsmica, la HBx es
capaz de funcionar de forma dual dependiendo de su lo-
calizacién subcelular®. Asi, en el ndcleo la HBx puede
funcionar como un coactivador gracias a su capacidad de
interactuar tanto con factores de transcripciéon como con
componentes de la maquinaria basal de transcripcién. Se
ha descrito que la HBx interacciona con varios factores
de transcripciéon como: CREB, ATF-2, NF-IL6, NF-AT,
Smad4 y HNF-1, lo que se traduce en un aumento en la
capacidad de unién a ADN o en la capacidad transactiva-
dora3*3*, Respecto a la interaccién de la HBx con compo-
nentes de la maquinaria basal de transcripcion, se ha des-
crito que la HBx se une a TBP*5, TFIIH*, TFIIB"Y y
RPB5, que es una subunidad de la ARN-polimerasa 1137,
Ademads, se ha sefialado que la transactivacién mediada
por la HBx depende de la formacién de un complejo tri-
mérico HBx/TFIIB/RPB5%7.

Por otra parte, desde su localizacién citoplasmatica, la
HBx es capaz de interaccionar con la mitocondria, lo que
genera un aumento de ROS que conduce a la activacion de
diferentes factores de transcripciéon como NF-kB y STAT-
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313, Ademds, se ha observado que esta interaccién induce
la movilizacién de calcio desde la mitocondria, lo que ex-
plicarfa parte de la gran variedad de efectos de la HBx'.
El aumento de calcio intracelular inducido por HBx activa
las tirosincinasas citosélicas Pyk-2 y Src**#0. A través de
Src, HBx activa la GTPasa Ras, lo que estimula a su vez
dos rutas independientes, las de Raf-ERK y MEKKI-
JNK#42 que convergen en la activacion de los factores de
transcripcion AP-12% y NF-xkB*%. Asimismo, se ha des-
crito que la HBx es capaz de activar las cascadas de Jak-
Stat y PI3K-Akt, lo que interfiere con la apoptosis induci-
da por TGFB*#. La movilizacién del calcio intracelular
inducida por HBx da lugar también a la activacién y la
translocacién al nicleo del factor de transcripcion NF-AT
por la activacion de la fosfatasa calcineurina*®. La capaci-
dad de HBx de interaccionar con el proteosoma y con las
serinproteasas podria inhibir la degradacién de distintos
factores de transcripcion y favorecer la activacién de di-
versos genes>®. Ademas de AP-1, NF-xB, STAT-3 y NF-
AT, la induccion de estas rutas conduce a la activacion de
gran cantidad de factores de transcripcién, como Smad4,
SP-1, Egr-1, AP-2, C/EBPa. o CREB, que favorece la acti-
vacion de gran variedad de genes e implica directamente a
esta proteina viral en los procesos fisiopatoldgicos induci-
dos por la infecciéon con HBV!6:31:32,

HBX Y EL DESARROLLO DE HEPATOCARCINOMAS

Desde el punto de vista epidemiolégico, ha quedado esta-
blecido desde hace mas de 2 décadas una clara asociacién
entre la infeccién por HBV vy el desarrollo de hepatocarci-
nomas'?>, En este contexto se ha detectado la presencia
de ADN viral en la practica totalidad de los hepatocarci-
nomas asociados a hepatitis B. Sin embargo, no parece
que la activacién de genes celulares potencialmente onco-
génicos por la integracién del ADN viral participe en el
desarrollo de hepatocarcinomas, ya que todos los estudios
de integraciéon de HBV realizados hasta ahora han demos-
trado que la activacion ocurre en diferentes sitios del ge-
noma, y s6lo en unos pocos casos ha tenido lugar cerca
de alguin gen celular'*’. Tradicionalmente, se ha conside-
rado que el desarrollo de hepatocarcinomas en individuos
infectados crénicamente por HBV se debe principalmente
a procesos fisiopatoldgicos generales de respuesta a la in-
feccidn viral, tales como necrosis, inflamacién y regene-
racién hepatica, que tras varios afios pueden dar lugar al
desarrollo de cirrosis y posteriormente a la formacién de
tumores hepdticos. Sin embargo, en la actualidad esta ad-
quiriendo cada vez mads fuerza la hipétesis de que la pro-
teina HBx también es importante, al menos como cofac-
tor, en la formacién de tumores hepdticos®%3!. En este
contexto se ha observado la presencia de esta proteina en
un elevado nimero de hepatocarcinomas asociados a
HBV!02021 - Agimismo, en algunos ratones transgénicos
para HBx se ha observado el desarrollo de hepatocarcino-
mas histolégicamente muy parecidos a los que se desarro-
llan en seres humanos>>¥. Otros investigadores han ob-
servado que, aunque la HBx no es capaz de inducir per se
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la formacién de tumores en ratones transgénicos, si es ca-
paz de potenciar la formacién de focos neopldsicos en
presencia de c-myc, en dobles transgénicos, o al tratar los
ratones con determinados carcinégenos>*. Por otro lado,
se ha demostrado que la HBx es capaz de alterar el ciclo
celular y de inducir la transformacién celular in vitro en
varios tipos celulares, entre ellos los hepatocitos®.

El mecanismo exacto del potencial prooncogénico de la
HBx no ha quedado atn claramente establecido. Ademas
de la capacidad de activar distintas cascadas de sefializa-
cién celular y de inducir la transcripcién de algunos proto-
oncogenes, existen otras actividades de la HBx que pue-
den explicar su potencial procarcinogénico. Primero, la
HBx se une a p53 e inhibe su unién al ADN, su actividad
transcripcional y su interaccién con el factor de transcrip-
cién ERCC3, que participa en la reparacién del ADN8,
Segundo, la HBx facilita la acumulacién de mutaciones en
el ADN de dos maneras: induciendo la sintesis de agentes
que pueden dafiar el ADN, como el NO%, e interfieriendo
con la reparacién del ADN al unirse directamente con la
proteina reparadora DDB-1%. Tercero, la HBx interfiere
con la sefiales apoptéticas y favorece la seleccioén positiva
de las células que expresan este transactivador viral’. Aun-
que también se ha descrito que la HBx induce la progre-
sién del ciclo celular, activando CDK2 y CDC2 y acele-

rando el trdnsito por los puntos de control G/G, y
G,/M®6! parece ser que esta capacidad depende de la
cantidad de p53 en las células®?. En presencia de gran can-
tidad de p53, la HBx inhibirfa la divisién celular, mientras
que si la expresion de p53 es muy baja o nula, la HBx ten-
dria el efecto opuesto y favoreceria la progresion del ciclo
celular. En general, estos datos dan gran sustento a la teo-
ria de que la HBx desempefia un papel principal en la ge-
neracion y el desarrollo del tumor, y el hecho de que se
exprese incluso cuando el tumor ya se ha establecido!'*%
indica que podria desempefiar una funcién no sélo en el
establecimiento del hepatocarcinoma, sino también en los
estadios posteriores que dan lugar a la metéstasis.

HBX Y ADQUISICION DE PROPIEDADES
METASTASICAS

La metastasis de tumores de origen epitelial es un proceso
complejo que requiere la separacién de células del tumor
primario, la degradacién de la membrana basal, la inva-
sion de las células tumorales de la matriz extracelular, la
intravasacién de los vasos linfaticos y sanguineos y, por
dltimo, la extravasacion de los vasos para formar los tu-
mores secundarios. El fenotipo metastsico de las células

Fig. 2. La HBx induce la rotura de las
uniones adherentes de manera dependiente
de las tirosincinasas de la familia Src. Se
aprecia que el inhibidor especifico de la
familia Src PPI previene la rotura de las
uniones intercelulares inducida por HBx,
mientras que PP3, andlogo a PPI pero no
permeable a la membrana celular, no tiene
efecto en la rotura de las uniones.
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Fig. 3. La HBx induce el cambio morfolégico, el reordenamiento del ci-
toesqueleto de actina y la polarizacion de las moléculas de adhesion
como owf3 'y CD44.

tumorales estd relacionado con la rotura de las uniones in-
tercelulares mediadas por E-cadherina, la reorganizacién
de los componentes del citoesqueleto y la adquisicién de
propiedades migratorias e invasivas, que estdn reguladas
por ciertas moléculas de adhesién, como integrinas y
CD44, y por metaloproteasas de matriz extracelular®.

En la actualidad hay cada vez més datos que apuntan a
que la HBx puede ser importante en la progresién de los
hepatocarcinomas hacia un fenotipo mas agresivo y me-
tastatico. Se ha observado que la expresién de HBx en li-
neas tumorales hepaticas induce la rotura de las uniones
intercelulares mediadas por E-caderina, mediante un me-
canismo dependiente de la tirosincinasa c-Src (fig. 2)%.
Este mecanismo consiste en la disociacién de la interac-
cién del complejo E-caderina-B-catenina con el citoes-
queleto por la fosforilacién de B-catenina por c-Src. Asi-
mismo, se ha descrito que la HBx también es capaz de
reprimir la expresién de E-caderina mediante un mecanis-
mo epigenético e inducir la metilacién de su promotor
mediante la induccién de la ADN-metiltransferasa 1.

Por otro lado, se ha descrito que los transfectantes de la
HBx adquieren, en subconfluencia, una morfologia pola-
rizada (fibrobléstica) asociada a una reorganizacién de los
componentes del citoesqueleto®”. Estudios de inmuno-
fluorescencia han demostrado que ciertas integrinas, asi
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Fig. 4. La HBx induce la invasion de células tumorales a través de la
induccion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). La induccion de COX-2 da
lugar, a su vez, a la expresion de metaloproteasa asociada a membrana
MTI-MMP y a la activacion de la metaloproteasa de matriz extracelu-
lar MMP-2.

como CD44, se redistribuyen en los extremos distales de
los seuddpodos (fig. 3). La polarizacién de CD44 induci-
da por la HBx parece estar mediada por la asociacién de
esta molécula de adhesién con la proteina de anclaje al ci-
toesqueleto moesina, que da lugar a una mayor afinidad
de CD44 por su ligando natural, el dcido hialurénico®’.
Ademds, se ha observado que la polarizacion de CD44 y
la interacciéon de CD44-moesina estdn reguladas por la
activacién de las GTPasas Rac y Rho por HBx. Estos
cambios fenotipicos inducidos por HBx estdn asociados
con la adquisicién de una mayor capacidad migratoria,
que se ha demostrado dependiente de CD44 e integrinas
B1678,

Recientemente, se ha demostrado que la HBx induce tam-
bién la invasién de células tumorales tanto in vivo como
in vitro y que dicha invasion estd mediada por una induc-
cion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). La induccién de la
expresién de COX-2 por la HBx tiene lugar en sitios de
unién para NF-AT en su promotor. La induccién de
COX-2 da lugar, a su vez, a la expresion de metaloprotea-
sa asociada a membrana MT1-MMP y a la activacién de
la metaloproteasa de matriz extracelular MMP-2 (fig.
4)%. Otros autores han descrito que la HBx puede inducir
la expresién de otras metaloproteasas como MMP-3 y
MMP-97071,

CONCLUSIONES

Tras la infeccién por HBV, durante la fase aguda de la
enfermedad, se produce una potente respuesta inmunitaria
que da lugar a una muerte masiva de las células infecta-
das y a la eliminacién del virus mediante una serie de me-
diadores inflamatorios que interfieren la replicacién viral.
En muchos casos, la respuesta inmunitaria no es tan efi-
ciente y se produce la cronificacién de la infeccién. Du-
rante la fase crénica de la enfermedad sigue habiendo
muerte celular, pero de forma mucho menos intensa, y se
produce una progresiva sustitucion de las células por ma-
triz extracelular, y esto, con el tiempo, conduce al desa-
rrollo de cirrosis y hepatocarcinoma. En parte, el desarro-
llo del hepatocarcinoma se favorece por el dafio crénico
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Fig. 5. Durante la fase aguda de la hepa-
titis B se produce una potente respuesta
inmunitaria que da lugar a una muerte
masiva de las células infectadas y a la
eliminacion del virus mediante una serie
de mediadores inflamatorios, como el in-
terferon gamma (IFNY) y el factorde ne-
crosis tumoral alfa (TNFay), que interfie-
ren la replicacion viral. Durante la fase
cronica de la enfermedad, sigue habien-
do muerte celular, pero de forma mucho
menos intensa, y se produce una progre-
siva sustitucion de las células por matriz
extracelular, lo que conduce al desarro-
llo de cirrosis y hepatocarcinoma. El
propio virus también puede ser activo en
la génesis de los tumores, gracias a la
accion de la proteina HBx. La expresion
de HBx en tumores ya formados posibili-
ta, a su vez, que esta proteina viral regu-
le procesos como la adhesion intercelu-
lar, la migracion y la invasion que dan
lugar a la metdstasis.
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que produce la respuesta inmunitaria, que se caracteriza
por la aparicién de ciclos de muerte y regeneracién que
favorecen la aparicién de mutaciones y alteraciones cro-
mosoémicas. Ademds, el propio virus puede ser activo en
la génesis de los tumores, gracias a la accién de la protei-
na HBx. De hecho, se ha observado la integracién del
ADN de HBV vy la presencia de HBx en un elevado ni-
mero de hepatocarcinomas asociados a hepatitis B. La ex-
presion de HBx en tumores ya formados posibilita, a su
vez, que esta proteina viral pueda regular procesos como
la adhesidn intercelular, la migracién y la invasién que
tienen lugar en las etapas tardias de la progresién tumoral
y dan lugar a la metastasis (fig. 5).
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