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1.1 Història de l’hepatitis A 

Les primeres referències registrades d’icterícia epidèmica, el que avui 
es coneix com hepatitis, daten del segle V abans de Crist. Tal com descriu 
Hipòcrates (460-350 a. C.) en els seus tractats mèdics, les epidèmies 
d’icterícia en la regió mediterrània eren conegudes durant aquesta època. 
La primera referència fiable que es troba d’icterícia epidèmica la recull 

Cleghorn en Epidemic Diseases of Minorca 1744-1749 [1], tot i que des del 
segle XVIII fins a finals del XIX, degut al desconeixement de la seva etiologia, 
l’hepatitis es va relacionar amb una obstrucció mecànica del conducte biliar 
en lloc d’associar-se a inflamació i dany hepàtic. 
 

A finals del segle XIX apareixen les primeres descripcions del que en 
aquell moment s’anomenà hepatitis sèrica, Heilter i Flindt varen publicar 
que la icterícia era conseqüència d’una infecció generalitzada que arribava 
al fetge a través de la sang i que podia tenir lloc tan de forma esporàdica 
com epidèmica [2].  El 1923, a partir de dades de 63 brots que van tenir lloc 

als E.E.U.U entre els anys 1812 i 1922, Blumer va recollir el patró que seguia 
la icterícia epidèmica [3]. En aquesta mateixa època, Willcox ja va relacionar 
l’origen de la malaltia amb una infecció gastrointestinal que es podia 
adquirir per aliments i aigua contaminats. 
 

Amb les dades obtingudes en estudis realitzats amb voluntaris durant 
i després de la Segona Guerra Mundial és va establir la naturalesa vírica dels 
agents infecciosos i es van poder demostrar també les diferents etiologies 
de l’hepatitis sèrica i infecciosa. El 1947 MacCallum va introduir ja el terme 
hepatitis A per l’hepatitis infecciosa i hepatitis B per a la sèrica [4,5]. 
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Al 1967 Krugman va demostrar que ambdós tipus d’hepatitis 
presentaven vies d’infecció i períodes d’incubació diferents i que no 
presentaven immunitat creuada, donat que podien ser transmeses al mateix 
pacient,  aquests fets van confirmar que l’hepatitis sèrica i la infecciosa són 

entitats clíniques i epidemiològiques diferenciades [6]. També a finals de la 
dècada de 1960, Deinhardt va poder estudiar en detall les alteracions 
bioquímiques i histopatològigues que es produeixen com a conseqüència de 
la infecció en aconseguir propagar el virus causant de l’hepatitis A en micos 
titís (Callitrichidae) [7].  

 
El 1973,  gràcies a la microscòpia electrònica de femtes d’individus 

infectats, Feistone va ser el primer en identificar les partícules sense 
embolcall d’uns 28 nm que corresponen als virions del virus de l’hepatitis A 
(HAV) [8]. Aquest fet va facilitar l’estudi de les característiques generals del 

virus i va donar lloc al desenvolupament d’assaigs específics per al 
diagnòstic [9–11]. Molts d’aquests estudis es van dur a terme amb la soca 
HM-175 de l’HAV, la qual va ser aïllada a partir d’un brot que va tenir lloc a 
Melbourne, Austràlia, l’any 1976 [12], i amb les variants d’aquesta soca 
adaptades a replicar en cultiu cel·lular [13,14]. 

 

1.2 El virus de l’hepatitis A 
 

Durant dècades el virus de l’hepatitis A (HAV) ha estat considerat un 
virus no embolcallat i l’únic representant del gènere Hepatovirus (família 
Picornaviridae, ordre Picornavirals) [15]. Recentment s’han descobert 13 
noves especies d’Hepatovirus  en diversos mamífers petits (pertanyents als 
ordres Rodentia, Chiroptera i Eulipotyphla)[16]. Aquests darrers anys també 

s’ha descrit que el virus surt de la cèl·lula embolcallat en membranes de la 
pròpia cèl·lula, aquesta nova via de sortida ha suposat un nou paradigma en 
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la biologia de l’HAV [17]. Les membranes d’aquestes partícules no 
presenten glicoproteïnes codificades pel virus, per aquest motiu se’ls 
anomena partícules pseudoembolcallades (eHAV) [18]. El virus circula per 
la sang aprofitant l’avantatge que li confereixen aquestes membranes en 

front a la neutralització per anticossos. Per altra banda, les partícules  
excretades a femta es troben lliures d’aquesta envolta, són estables a pH 
baix i resistents al calor i la dessecació, aquestes característiques li 
permeten al virus sobreviure a l’ambient [19].  

 

Aquesta dualitat de fenotip, pseudoembolcallat i protegit en front la 
neutralització per anticossos dins de l’hoste i nu però estable en el medi 
ambient, li proporciona unes oportunitats úniques per a la propagació dins i 
entre els hostes [20]. 

 

1.3 Organització genòmica  
 

El genoma del virus de l’hepatitis A consisteix en un RNA de cadena 

senzilla i polaritat positiva amb una longitud d’unes 7,5 kilobases 
aproximadament [9]. No conté cap i es troba unit covalentment a una 
proteïna VPg (codificada a la regió 3B) en el seu extrem 5’. Consta d’una 
regió 5’ no codificant (5’NCR), d’entre 734-740 nucleòtids, que conté l’IRES 
(lloc intern d’entrada del ribosoma), un únic marc de lectura obert (ORF, 

d’entre 2.225-2.227 nucleòtids) i una regió 3’ no codificant (3’NCR, d’entre 
40-80 nucleòtids) que acaba amb una cua de poli-A. L’IRES és determinant 
en l’inici de la traducció.  Dins de la família Picornaviridae, l’IRES de l’HAV 
(de 450 nucleòtids), es considera tan diferent a l’IRES dels altres membres 
de la família com per ser l’únic representant del grup III en la classificació 

d’IRES dels picornavirus [21–23] . Aquest IRES resulta ser molt poc eficient 
dirigint la traducció [24,25] (Figura 1). 
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Figura 1. Organització genòmica i processament proteolític de la poliproteïna de 
l’HAV. El virus de l’hepatitis A posseeix un genoma de RNA de cadena senzilla i polaritat 
positiva que conté un únic marc obert de lectura i codifica per una poliproteïna. S’observa la 
regió 5’ no codificant (5’NCR) que inclou l’IRES (Internal Ribosome Entry Site), les tres 
regions codificants principals (P1, P2 i P3) i la regió no codificant a 3’ (3’NCR) que conté una 
cua de poli-A. La poliproteïna és processada majoritàriament per la proteasa 3Cpro en els 
punts marcats a la figura amb fletxes verdes i per dues proteases cel·lulars desconegudes. 
Una d’aquestes escindiria 2A de la càpsida en un pas més tardà en la morfogènesi (símbol 
diamant) i l’altra produiria el tall entre VP4 i VP2 (símbol estrella) en l’últim pas de 
maduració de la càpsida. Imatge extreta de [26]. 

 
El terç amino terminal de la regió codificant (P1) conté la informació 

per produir les proteïnes de la càpsida, la resta (P2 i P3) codifiquen per 
proteïnes no estructurals, requerides per la replicació del virus: 2B, 2C, 3A, 
3B (la proteïna VPg), 3Cpro (una cisteïna-proteasa responsable de la 
majoria dels talls post-traduccionals de la poliproteïna) i 3Dpol (la RNA 
polimerasa RNA depenent) (Figura 1). 
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1.4 Característiques i estructura de les partícules 

víriques 
 
La càpsida de l’HAV, de simetria icosaèdrica, està formada per 60 

còpies de les proteïnes VP2, VP3 i VP1. La unitat bàsica de la càpsida és el 
protòmer, amb un coeficient de sedimentació de 5S, el qual presenta una 

còpia de cadascuna de les proteïnes (Figura 2). Els protòmers s’uneixen de 
5 en 5 per donar lloc als pentàmers, que presenten un coeficient de 
sedimentació de 14S. La unió de 12 pentàmers dona lloc a la càpsida buida, 
amb un coeficient de sedimentació de 70S. Finalment, la càpsida buida 
incorpora l’àcid nucleic i esdevé un virus infecciós, amb un coeficient de 

sedimentació de 125S prèviament al tall de VP0 en VP2 i VP4 i de 150S 
després del tall. 

 
Fins els darrers anys es dubtava que VP4, extremadament petita en 

l’HAV en comparació amb la resta de picornavirus i essencial per a la 

formació del virió, es trobés en las partícules madures del virus [27]. Però, 
recentment s’ha detectat VP4 en virions madurs mitjançant cristal·lografia 
de rajos X [28]. La determinació estructural mitjançant rajos X també ha 
revelat característiques de la superfície externa de l’HAV diferents a les 
observades en altres picornavirus. La superfície de la càpsida de l’HAV és 

bastant llisa; no presenta ni butxaca hidrofòbica a VP1, ni factor de butxaca 
(una molècula no proteica que es troba en alguns enterovirus i rinovirus, 
que s’uneix a la càpsida donant-li estabilitat). Aquest fet, junt amb l’extrema 
resistència que presenta el virus a la degradació per pH baix i temperatures 
elevades, suggereix que ha adoptat un mecanisme de desencapsidació 

diferent als descrits fins al moment en picornavirus [29]. 
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Figura 2. Estructura de la càpsida de l’HAV. a. Superfície accessible de l’HAV (VP1, blau; 
VP2, verd; VP3, vermell). Les línies negres representen els diferents costats de l’icosaedre. b. 
VP1 es produeix inicialment amb una extensió C-terminal de 8 kDa (coneguda com PX) única 
a l’HAV entre tots els picornavirus. PX és escindit de la partícula completa per una proteasa 
del hoste desconeguda. Predicció de la posició de PX (en fúcsia), si estigués present en els 
virions madurs, a la superfície del virus. Imatges extretes de [28]. 
 

Els darrers anys s’ha observat que l’HAV tant en cultiu cel·lular  com 
en sang presenta dues poblacions de virus infecciosos que es diferencien 
segons la seva densitat en gradients d’iodixanol. Per una banda, una 

població minoritària que correspon a les partícules víriques nues (HAV) 
amb una densitat d’uns 1.22 g/cm3 i un diàmetre d’uns 27nm (Figura 3 e), i 
per l’altra una població majoritària amb una densitat inferior a 1.10 g/cm3  
que correspon a les partícules víriques pseudoembolcallades (eHAV) 
(diàmetre de 50-110nm) (Figura 3 a-d). Moltes d’aquestes partícules 

pseudoembolcallades (eHAV) poden contenir des d’1, 2 i fins a 4 càpsides, 
fet que suggereix que l’embolcall és adquirit amb posterioritat a 
l’ensamblatge de la càpsida [17]. Aquests virions envoltats de membrana 
tenen una infectivitat equivalent a la de les partícules nues. Els eHAV 
presenten a més una particularitat en la proteïna VP1 de la càpsida, la qual 

conserva la extensió a l’extrem carboxil terminal (C-terminal) PX (també 
anomenada 2A) (Figura 2 b). PX té un paper important en l’ensamblatge de 



                                                                                                 Introducció 

9 

la càpsida [17], de la qual s’escindeix en el moment que la partícula perd la 
membrana [30].  

 

 

Figura 3. Partícules del virus de l’HAV (a-d). Forma pseudoembolcallada (eHAV). (e) 
Forma nua (HAV). Imatge extreta de [17]. 
 

El virus per arribar al seu òrgan diana ha de superar condicions 
molt adverses. Durant la fase inicial del cicle infecciós, el virió ha de resistir 
al pH àcid de l’estómac i l’acció de les proteases intestinals i detergents 

(especialment les sals biliars). Durant el seu trànsit a través de la circulació 
portal hepàtica, ha d’escapar dels mecanismes de neteja de l’hoste, com 
l’eliminació per unió a eritròcits [31], la càpsida d’HAV presenta una 
conformació a pH neutre que li permet escapar de la unió a la glicoforina A 
[32], o la neutralització mitjançant anticossos, la qual li resulta més senzilla 

en la seva forma pseudoembolcallada (eHAV) [17,20]. Durant la fase de 
sortida a través de les vies biliars, torna a trobar-se amb proteases i sals 
biliars, el que indica una vegada més que és un virus altament resistent a pH 
baix, detergents i proteases [33]. S’ha proposat que l’elevada resistència de 
l’HAV es deguda a la lenta i controlada cinètica de traducció de les proteïnes 

estructurals, que permeten un plegament precís, donant lloc a una càpsida 
altament estable i cohesiva [34]. 
 

El virus de l’HAV presenta poca variabilitat antigènica, només s’ha 
descrit un únic serotip i uns pocs llocs antigènics [26]. Mitjançant els 
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mutants d’escapament als anticossos i els assajos de competència entre els 
diferents anticossos monoclonals (MAbs) per a la neutralització del virus, 
s’han aconseguit definir diferents determinants antigènics. Alguns residus 
de les proteïnes VP1 i VP3, en la seva conformació nativa, formen un epítop 

immunodominant [35,36]. Aquest esta format per múltiples epítops 
discontinus, definits per diferents anticossos monoclonals. S’ha trobat 
també un altre lloc antigènic independent a VP1, identificat a partir de 
mutants del residu 221 d’aquesta proteïna, que es reconegut per l’anticòs 
H7C27 [35,36]. Tant H7C27 com un anticòs policlonal anti-VP3 (103-121) 

reconeixen el lloc d’unió a la glicoforina A, a través de la qual el virus pot 
hemaglutinar eritròcits [32]. Existeix un altre epítop, al qual s’uneix 
l’anticòs 4E7,  pel qual encara no s’ha trobat cap mutant d’escapament i no 
es coneix la seva localització exacta [36]. Utilitzant pèptids sintètics que 
representen parts de la seqüència primària de les proteïnes de la càpsida es 

va definir un epítop continu a la proteïna VP3, diferent als mencionats 
anteriorment [37].  
 

Tenint en compte que l’HAV replica seguint una dinàmica de 
quasiespècies [38], es probable que la manca de variabilitat antigènica sigui 

deguda a constriccions estructurals de la càpsida [34,39]. La relació entre 
l’impacte de l’ús de codons en el plegament de la càpsida i aquestes 
constriccions estructurals pot contribuir a aquest fenotip antigènicament 
estable [39]. Una anàlisi de les quasiespècies de l’HAV emergents sota la 
pressió d’anticossos monoclonals (MAbs) va revelar que un percentatge 

molt elevat dels canvis d’aminoàcids detectats en VP1 i VP3 eren transicions 
que mantenien els codons rars, de la mateixa manera, un percentatge més 
baix d’aquests canvis eren transversions que mantenien la freqüència 
d’aquests codons. Pel contrari, tan sols percentatges molt baixos d’aquests 
canvis van ser transicions i transversions que van donar lloc a canvis en la 
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freqüència dels codons. Aquestes dades, no tan sols van revelar el 
predomini de les transicions sobre les transversions, sinó que també 
ressalten la importància de la freqüència dels codons. Tan sols el 31% (VP3) 
i el 26% (VP1) de tots els possibles canvis d’aminoàcids que mantenen la 

freqüència de codons rars en els residus específics de la superfície de la 
càpsida van ser induïts per transicions. Això podria explicar la falta de 
coincidència entre els residus codificats per codons rars i aquells en els que 
es van detectar canvis [40].  

 

Els estudis recents de cristal·lografia amb rajos X que han donat a 
conèixer  l’estructura tridimensional de l’HAV han aportat nova informació 
referent a la càpsida del virus. La càpsida madura és notablement diferent a 
la de la resta de picornavirus de mamífers (com  per exemple els poliovirus 
o el virus de la febre aftosa), la proteïna VP2 sembla ser que presenta un  

plegament què fins al moment només s’havia vist en  picornavirus primitius 
d’insectes [28]. Això semblaria concordar amb els últims estudis sobre 
l’origen de l’HAV, on s’han identificat 12 especies diferents d’hepatovirus en 
teixits i excrements de ratpenats, musaranyes, eriçons, rosegadors i fins i 
tot foques [16,41,42]. Els estudis filogenètics indiquen que aquests virus 

haurien anat saltant entre les especies hostes en un passat llunyà, suggerint 
que es probable que l’HAV s’hagi originat finalment en un petit mamífer 
insectívor [16]. 

Tot i la baixa variabilitat antigènica del virus, la seva variabilitat 
nucleotídica és similar a d’altres picornavirus. En base a l’anàlisi filogenètic 

de seqüències de la proteïna VP1, l’HAV es troba dividit actualment en 6 
genotips (I-VI) [43,44]. Els genotips I-III afecten humans mentre que els 
genotips IV-VI afecten a simis. El genotip I es subdivideix en diversos 
subgenotips; a, b i c, i els genotips II i III en a i b [45]. Els genotips I i III són 
els que s’aïllen amb més freqüència de mostres humanes [46].  
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1.5 Cicle biològic de l’HAV 
 

La via principal de transmissió de l’HAV és la via fecal-oral, ja sigui a 
través del contacte persona a persona o per ingestió d’aliments o aigua 
contaminats [47]. Amb molta menys freqüència també s’han descrit casos 
on la infecció ha sigut transmesa mitjançant transfusions de sang o 
hemoderivats procedents de donants que es trobaven en fase de virèmia de 

la infecció, contacte sexual (practiques sexuals oro-anals), l’ús de drogues 
injectables, tatuatges i practiques dentals poc higièniques [45,48,49]. 

 
El cicle biològic en l’hoste s’inicia, habitualment, mitjançant la ingestió 

del virus, un cop en l’aparell digestiu, s’ha suggerit que el virus podria 

replicar a nivell de mucosa estomacal o intestinal per tal d’amplificar 
l’inòcul [50]. Posteriorment, el virus és absorbit a través de la mucosa de 
l’intestí prim fins arribar al torrent sanguini, produint una fase de virèmia. 
El mecanisme pel qual el virus accedeix al torrent sanguini no es coneix 
exactament. Estudis in vitro amb cèl·lules epitelials intestinals polaritzades 

suggereixen que el virus surt per la membrana apical, per tant segons 
aquests resultats un cop ha replicat a intestí els virus serien excretats al 
lumen [51]. Per explicar el pas del virus al torrent sanguini s’han plantejat 
dos models. Un d’ells és la transcitosi del virus a l’intestí a través de les 
cèl·lules M, encarregades de captar antígens a les plaques de Peyer de l’ili 

terminal, com passa amb els poliovirus [51,52]. L’altre mecanisme 
consistiria en la transcitosi de partícules víriques associades a IgA a través 
de l’epiteli intestinal, mitjançant el receptor polimèric d’immunoglobulines 
(pIgR) [53]. Ambdós models varen ser proposats amb anterioritat al 
descobriment de la forma pseudoembolcallada  de l’HAV (eHAV) coneguda 

actualment. Estudis recents amb cèl·lules epitelials intestinals polaritzades 
in vitro confirmen que el virus surt a través de la membrana apical però ho 
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fa en forma de partícula pseudoembolcallada (eHAV), fet que faria 
replantejar els models descrits anteriorment [54]. 

 
Un cop al torrent sanguini, a través de la circulació portal hepàtica 

arriba al seu òrgan diana, el fetge, on després d’infectar les cèl·lules de 
kuppfer (macròfags residents al fetge) penetra als hepatòcits on replica 
massivament [55,56].  
 

 

Figura 4. Cicle enterohepàtic de l’HAV. (A) La replicació de l'HAV es produeix 
principalment en els hepatòcits polaritzats (dreta). El virus surt a través de la membrana 
apical al canalicle biliar, arribant al duodè a través del conducte biliar, per després ser 
excretat en femta (esquerra) o reabsorbit a intestí cap a fetge. En menor mesura, el virus 
també es pot alliberar a través de la membrana basolateral (Espai de Disse) i arribar a sang a 
través dels sinusoides hepàtics (a la dreta). (B) (1) HAV pseudoembolcallat (hexàgons grocs 
dins de cercles blaus) (2) és probable que surti a través de la membrana basolateral i arribi a 
la circulació sistèmica. Els virus que s'extreuen a les femtes no tenen embolcall, per tant, (3) 
podrien sortir dels hepatòcits a través de la membrana apical i perdre l’embolcall per l'acció 
de les sals biliars o be (4) per algun mecanisme independent que donés lloc al transport 
apical de l'HAV no embolcallat. Imatge extreta de [57]. 
 

Encara que el mecanisme que utilitza el virus per arribar fins a fetge 
té molts interrogants, el model acceptat fins al moment es basa en 
l’existència d’un cicle enterohepàtic (Figura 4. A), en el qual la progènie 
vírica és secretada per l’hepatòcit a través dels canalicles biliars des d’on 
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arriba a les vies biliars i novament a l’intestí. Des d’aquí els virus poden ser 
excretats a la femta o bé reabsorbits i transportats de nou cap al fetge, el 
que constitueix un cicle enterohepàtic, que continua fins que els anticossos 
neutralitzants o altres mecanismes l’interrompen [53]. S’ha proposat que 

aquestes reinfeccions del fetge es donen gràcies a la formació d’uns 
complexes HAV/IgA, fins que grans quantitats d’IgG desplacen la IgA dels 
mateixos [53]. En aquest model, les reinfeccions dependrien de com es 
desenvolupi la resposta d’IgG i podrien ser la causa dels casos de recidives i 
d’aquells en els quals la malaltia es perllonga més temps del habitual. En 

aquests casos, les IgA anti-HAV ajudarien al virus a arribar al fetge inclús en 
presencia d’IgG neutralitzants [58]. Això, junt amb el fet que la IgA pugui 
ajudar a l’HAV a entrar als hepatòcits [59] i la possible transcitosi duta a 
terme per IgA a nivell de l’epiteli intestinal [53], ha portat a postular que 
aquest tipus d’immunoglobulina juga un paper de transportador del virus 

en el cicle enterohepàtic, com ja s’ha comentat anteriorment [53].  
 

El canvi de paradigma en la biologia de l’HAV que s’ha produït al 
descriure la forma pseudoembolcallada del virus [17], ha tingut fortes 
implicacions especialment en el cicle biològic del mateix [57]. La forma 

pseudoembolcallada de l’HAV podria afavorir la persistència del virus en 
sang ja que aquestes partícules no són neutralitzades pels anticossos anti-
HAV [17,20,57]. Aquestes partícules pseudoembolcallades presents en sang 
haurien sortit a través de la membrana basolateral de l’hepatòcit fins l’espai 
de Disse, on es troben els sinusoides hepàtics. Segons aquest nou model de 

cicle enterohepàtic, les partícules nues excretades a femta podrien provenir 
de dues vies diferents, d’una banda partícules pseudoembolcallades que 
perdrien l’embolcall al sortir per la membrana apical de l’hepatòcit degut a 
l’acció de les sals biliars, d’altra banda podrien sortir de l’hepatòcit com a 
partícules nues per la membrana apical utilitzant algun mecanisme 
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independent [57] (Figura 4. B). Aquestes partícules pseudoembolcallades 
(eHAV)  facilitarien la propagació del virus entre els hepatòcits; els virus 
sortirien a través de la membrana basolateral fins espai de Disse, on 
podrien entrar als hepatòcits subjacents [57].  

 

1.5.1 Entrada del virus a la cèl·lula  
 

Tal com s’ha comentat anteriorment, el virus de l’hepatitis A replica 
en hepatòcits, tot i que s’han detectat antígens del virus en altres cèl·lules i 
òrgans de primats, com les cèl·lules de kupffer [55], cèl·lules epitelials de les 
criptes intestinals i cèl·lules de la lamina propria de l’intestí prim [50]. Per a 
la interacció del virus amb la superfície de la cèl·lula i l’entrada a la mateixa 

s’han suggerit diferents mecanismes.  
 
D’una banda, s’ha descrit que TIM-1 (T-cell Immunoglobulin and 

Mucin-1) pot actuar com a receptor cel·lular per l’HAV (HAVcr-1, Hepatitis A 

Virus cellular receptor 1). TIM-1 és una glicoproteïna transmembrana que fa 

possible l’entrada de l’HAV en cèl·lules de ronyó de mico (African green 

monkey kidney cells) [60]. La regió N-terminal del domini extracel·lular del 
receptor HAVcr-1, anomenada D1, és rica en cisteïnes i presenta homologia 
amb la superfamília de les immunoglobulines. La segueix la regió TSP-rich, 
que és rica en treonina, serina i prolina, trets que són característics de les 

glicoproteïnes tipus mucines [60,61]. Aquesta molècula s’expressa en una 
gran varietat de teixits, per això es creu que serien necessaris coreceptors 
per a la unió i l’entrada de l’HAV al fetge. La proteïna humana TIM-3 (T-cell 

Immunoglobulin and Mucin-3, que presenta una homologia significativa amb 
l’huHAVcr-1, l’homòleg humà de HAVcr-1 [62]) s’ha suggerit com a possible 

coreceptor ja que promou l’entrada del virus a les cèl·lules diana, però 
sense actuar ell mateix com a receptor del virus [63]. D’altra banda, en un 
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altre mecanisme d’entrada que s’havia proposat, les partícules infeccioses 
de l’HAV recobertes d’IgA s’unirien a l’ASGPR (receptor 
d’asialoglicoproteïna, el qual es troba principalment al fetge), que les 
internalitzaria [59]. En ratolins on s’inocula el virus lligat a IgA  per via 

intravenosa i intraperitoneal, els complexes HAV-IgA arriben al fetge en 
major quantitat  que el virus lliure [58]. Tenint en compte que la IgA és un 
lligand natural de l’HAVcr-1 i que aquesta unió potencia la unió entre el 
virus i el receptor HAVcr-1, ambdós mecanismes podrien explicar com el 
virus entra als hepatòcits envoltat d’IgA [64].  

 
No obstant això, estudis realitzats recentment amb les dues formes 

conegudes actualment del virus, nua (HAV) i pseudoembolcallada (eHAV) 
[17], han demostrat que TIM-1 no és essencial en l’entrada del virus en 
humans, simis i múrids [65]. Esta descrit que TIM-1 gràcies a la seva 

capacitat per interaccionar amb la fosfatidilserina (PtdSer), present a les 
membranes dels virus, facilita l’adherència i la subseqüent entrada a la 
cèl·lula de molts virus embolcallats [66,67]. Estudis in vitro en cèl·lules Vero 
de ronyó de mico, mostren com TIM-1 sí que semblaria facilitar tant 
l’adherència com l’entrada del virus pseudoembolcallat respecte el nu, tot i 

no ser essencial per cap de les dues formes del virus [65]. En canvi, en 
cèl·lules Huh7.5 (cèl·lules hepàtiques humanes), TIM-1 no semblaria 
facilitar l’adherència ni l’entrada del virus pseudoembolcallat respecte el 
nu, i per tant tindria un paper poc important i no seria essencial ni per 
l’adherència ni per l’entrada de cap de les dues formes del virus. Aquesta 

diferència entre ambdós tipus cel·lulars es podria explicar degut a que TIM-
1 s’expressa molt més al ronyó que al fetge [62]. El que sí semblaria ser 
igual entre hepatòcits i cèl·lules de ronyó in vitro seria una significativa 
millor entrada del virus nu respecte l’embolcallat [65]. En múrids tampoc 
semblaria que TIM-1 ni TIM-4 siguin essencials per la replicació ni la 
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patogènesis de l’HAV, no obstant TIM-1 podria promoure la disseminació 
del virus al fetge i les lesions hepàtiques [65].  
 

Contràriament, altres estudis in vitro també recents mostren que en 

cèl·lules AGMK de ronyó de mico el receptor HAVCR1 (TIM-1) és el receptor 
principal tan per la forma pseudoembolcallada (eHAV) com per la nua 
(HAV) del virus de l’HAV. Pel que fa a les cèl·lules Vero de ronyó de mico 
suggereixen que ambdós formes del virus podrien utilitzar el receptor TIM-
1 per igual, però que hi hauria un receptor alternatiu addicional. En canvi, 

en les cèl·lules hepàtiques Huh7, el receptor TIM-1 l’utilitzaria només la 
forma pseudoembolcallada del virus (eHAV) i per la nua (HAV) i hauria un 
receptor addicional [68]. Pel que fa al receptor mHavcr1 dels múrids, 
l’equivalent a l’HAVCR1 en humans, suggereixen que aquest també és el 
receptor funcional tan per la forma pseudoembolcallada com per la nua de 

l’HAV [68]. 
 

Alternativament, la determinació estructural de l’HAV mitjançant 
rajos X ha revelat que la superfície de la càpsida de l’HAV és bastant llisa, tal 
com s’ha comentat anteriorment no presenta la butxaca hidrofòbica a VP1, 

que seria el lloc on encaixa el receptor d’altres picornavirus com per 
exemple enterovirus [28]. Això podria portar a especular que l’HAV podria 
entrar a les cèl·lules per un mecanisme d’entrada completament diferent al 
de la resta de picornavirus [65,69]. 

 

L’entrada a la cèl·lula semblaria ser mitjançant la via endocítica fins 
a l’endosoma tardà o el lisosoma. En el cas dels virus pseudoembolcallats 
(eHAV) l’entrada seria molt més lenta degut a la necessitat d’arribar fins al 
lisosoma perquè es degradi la seva membrana gràcies a l’acidificació i deixi 
la càpsida accessible per al receptor [17,18]. Les partícules nues (HAV) no 
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es veuen afectades per la cloroquina, un inhibidor de l’acidificació del 
lisosoma, aquest fet corrobora que aquestes no requereixen d’aquesta 
acidificació endosomal, per tant semblaria que poden interaccionar amb el 
receptor en els endosomes més temprans [17,18,65,69]. A més a més 

l’exposició del virus a condicions acídiques provoca canvis conformacionals 
en les partícules del HAV, donant lloc a partícules més hidrofòbiques, i ajuda 
al clivatge de VP0, el que converteix els provirions en virions [70]. La 
desencapsidació en l’HAV és un procés molt lent, almenys en estudis in vitro 
amb soques adaptades a cultiu cel·lular, en comparació amb la majoria de 

picornavirus (varies hores en front a 30-60 minuts) [71,72]. A més, la 
cinètica de desencapsidació del virus es asincrònica. Això pot ser degut a 
que normalment en els inòculs existeix una barreja de partícules víriques 
infeccioses (virions i provirions) que presenten diferents temps de 
desencapsidació entre ells [71]. Per altra banda, la proteïna VP4 de la 

càpsida, que a diferència del que passa en altres picornavirus no requereix 
ésser miristilada [73], és capaç de produir porus en els liposomes que 
presenten una composició lipídica similar a la dels endosomes tardans, fet 
pel qual s’ha proposat que aquesta podria ajudar al genoma del virus a 
sortir del endosoma [74].  

 

1.5.2 Traducció i replicació genòmica 
 

Independentment de la via d’entrada que el virus utilitzi, i un cop 
finalitzada la desencapsidació, l’RNA del virus, que es troba en el citoplasma 
de la cèl·lula, ha de ser traduït (Figura 5). El mecanisme de traducció que 
utilitza l’HAV, és cap-independent gràcies a l’IRES (lloc intern d’entrada del 
ribosoma) situat a la regió 5’ no codificant el qual permet reclutar les 

subunitats ribosomals i els factors necessaris per la formació del complex 
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d’iniciació de la traducció. L’HAV presenta un IRES tipus III molt poc eficient 
a l’hora de dirigir la traducció [21,24]. 

 

 

 Figura 5. Esquema del cicle de replicació de l’HAV. Imatge adaptada de [75]. 
 

A diferència dels altres picornavirus, l’HAV no provoca un tall 

proteolític en el factor d’iniciació eucariota 4G (eIF4G) per interferir en la 
síntesi de proteïnes cel·lulars, això fa que tingui que competir amb els 
mRNA cel·lulars a l’hora de traduir el seu genoma [24,34,76,77]. Aquest fet 
podria explicar el pobre i lent creixement de l’HAV en cultiu cel·lular. 
Davant d’aquesta situació de competència entre el virus i la cèl·lula, l’HAV 
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ha adoptat una estratègia de traducció diferent, optant per un ús de codons 
deoptimitzat respecte al de la cèl·lula hoste, per tal de minimitzar aquesta 
competència pels tRNAs i la maquinària traduccional. Fruit d’aquesta 
deoptimització en l’ús de codons, el virus utilitza codons rars, que són 

aquells que s’aparellen amb tRNAs poc abundants. L’HAV utilitza molts 
codons rars ja que utilitza com a rars els que són rars per la cèl·lula i que, 
per tant s’aparellen amb tRNA que es troben en concentracions baixes en la 
cèl·lula, però també els que la cèl·lula utilitza freqüentment, ja que els tRNA 
amb els que s’aparellen aquests últims tampoc estan disponibles per al 

virus [34,40]. 
 

La traducció dona lloc a una única poliproteïna que és processada 
co- i post-traduccionalment. Aquest processament és necessari per alliberar 
les proteïnes estructurals i no estructurals i per a que es pugui donar la 

replicació genòmica i l’ensamblatge de la càpsida. El primer processament 
proteolític té lloc entre les proteïnes 2A i 2B per part de la proteasa 3Cpro, 
donant lloc a P1-2A [78,79]. Seguidament, P1-2A s’ensambla com a 
pentàmer al citoplasma i és processada per la mateixa proteasa viral, 
originant les proteïnes VP0 (el que després serà VP2 i VP4), VP3 i VP1-2A 

[80,81]. Les proteïnes no estructurals també són processades per la 
proteasa 3Cpro. A mesura que avança el procés de morfogènesi, té lloc el 
tall de VP1-2A dut a terme per proteases cel·lulars (s’ha descrit que la 
proteasa lisosomal catepsina L es capaç de tallar VP1-2A in vitro [82]) i 
s’allibera la proteïna VP1 madura. Aquest pas no sembla ser essencial per a 

la formació de les partícules, però sí per a què aquestes siguin altament 
infeccioses [83,84]. Aquest tall genera petites diferències al extrem C-
terminal d’VP1, per aquest motiu semblaria que existeixen una barreja de 
diferents VP1 entre els virions madurs [85]. Actualment, amb el nou 
paradigma en la biologia del virus de l’hepatitis A, s’ha descrit que la 
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proteïna VP1 forma part de la càpsida dels virions nus, mentre que VP1-2A 
es troba en els virus pseudoembolcallats (eHAV), de tal manera que la 
dissociació de VP1 i 2A es produiria un cop el virus hagués perdut la 
pseudomembrana (17,18). El tall d’VP0, que dona lloc a VP4 i VP2, i dona 

lloc als virions madurs incrementant la seva infectivitat, es dona per una 
activitat proteolítica desconeguda fins al moment [86] (Figura 1). 
 

L’RNA genòmic es utilitzat com a motlle per la RNA polimerasa RNA 
dependent vírica (3D), per la producció de còpies complementàries de 

sentit negatiu. La replicació del genoma víric es duu a terme en complexes 
de replicació que consisteixen en membranes cel·lulars reordenades que 
contenen proteïnes víriques i cel·lulars. Aquests complexes s’han descrit 
com xarxes vesícula-tubulars i existeix controvèrsia amb el seu origen, uns 
les situen al reticle endoplasmàtic [87,88] i d’altres suggereixen la 

membrana mitocondrial externa com a possible lloc on es dona la replicació 
[89]. En aquests complexes es dona la transcripció del genoma víric en RNA 
antisentit, que a la vegada fa de motlle per a la producció de nous genomes 
que serviran per començar nous cicles de replicació i/o sintetitzar més 
proteïnes víriques. Aquestes transcripcions, com s’ha descrit anteriorment, 

les du a terme la 3Dpol amb l’ajuda d’altres proteïnes, tan víriques com 
cel·lulars, i l’element cis-regulador (cre, de cis-acting RNA element, una 
petita forquilla de RNA localitzada a prop del extrem 5’ de la seqüència 
codificant 3Dpol, a diferència d’altres picornavirus on es situa a VP1 [90]. La 
replicació comença amb la nucleotidització d’una tirosina de la proteïna VPg 

(3B) per part de la 3Dpol, utilitzant l’element cre com a motlle, fet que 
proporciona un grup hidroxil lliure que pot ser prolongat per la RNA 
polimerasa viral.  
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Per a la formació de la càpsida vírica les dues regions terminals de la 
proteïna precursora P1-2A tenen funcions diferents. Per una banda, 2A 
intervé en l’ensamblatge dels protòmers per formar pentàmers. En molts 
picornavirus la formació de la càpsida semblaria dependre de la N-

miristilació d’VP4 [91,92], en canvi per l’HAV semblaria que aquesta no és 
necessària [73]. Existeixen dos models d’ensamblatge en picornavirus: un 
d’ells proposa que els pentàmers es condensen al voltant del RNA víric 
[93,94], mentre que l’altre suggereix que primer es forma una càpsida buida 
a partir de l’ensamblatge dels pentàmers i després l’RNA penetra dins ella 

[95]. No se sap encara el que passa a l’HAV. Un cop formada, la càpsida de 
l’HAV, com ja s’ha comentat anteriorment, és altament estable i cohesiva. 
Aquestes característiques són degudes molt probablement a la baixa 
velocitat de traducció, deguda a les acumulacions de codons rars que facilita 
el plegament adequat de les proteïnes [77,96].  

 

1.5.3 Sortida del virus fora de la cèl·lula  
 

La via de sortida del virus de l’HAV sembla dependre del tipus de 
cèl·lula infectada. En cèl·lules CaCo-2 diferenciades  (cèl·lules derivades de 
carcinoma de colon, que cultivades en unes condicions específiques es 
diferencien i polaritzen de forma similar a les cèl·lules epitelials del intestí 
prim [97]) els virus surten de la cèl·lula gairebé exclusivament a través de la 

membrana apical [51]. En un altre estudi realitzat amb hepatòcits humans 
polaritzats in vitro, més del 95% de la progènie vírica sortia a través de la 
membrana basolateral, essent minoritària la sortida de virus a través de la 
membrana apical [98]. Estudis més recents realitzats també amb hepatòcits 
humans polaritzats in vitro no concorden amb que el 95% de progènie 

vírica surti per la membrana basolateral, sinó que la sortida seria més 
equilibrada entre les dues membranes [54]. 
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S’ha suggerit que el virus podria utilitzar una via pròpia de la 
cèl·lula per al transport de proteïnes mitjançant vesícules o un mecanisme 
específicament hepatocel·lular de transport de proteïnes que forma part de 
la secreció de bilis. Segons els últims estudis el virus sortiria de la cèl·lula 

embolcallat (eHAV) mitjançant un procés que depèn de proteïnes cel·lulars 
associades al complex ESCRT (Endosomal Sortin Complexes Required for 

Transport) via els cossos multivesiculars (MVB) [17,18,57] (Figura 6) . No 
obstant això, els mecanismes tan de sortida com d’entrada del virus de 
l’HAV continuen essent objecte de controvèrsia i investigació.  

 

Figura 6. Sortida de l’HAV de la cèl·lula. Imatge adaptada de [18]. 
 

1.6 Resposta immune i mecanismes d’evasió 
 
Els virus indueixen la síntesi d’interferó (IFN) per part de la cèl·lula. 

El receptor endosomal tipus Toll 3 (TLR3, Toll-like Receptor 3) i les 
helicases citosòliques tipus RIG-I (Retinoic acid-Inducible Gene I) detecten 

els RNA vírics i activen vies de senyalització que influeixen en la síntesi 
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d’IFN a través de les proteïnes adaptadores especifiques TRIF (TIR domain-

containing adaptor protein inducing interferon beta) i MAVS (Mitochondrial 

Antiviral-Signaling protein), respectivament. En estudis utilitzant com a  
models animals els ximpanzés, s’ha vist que la resposta a IFN tipus I  

intrahepàtica que provoca l’HAV és molt limitada (no hi ha pràcticament 
expressió d’ISG, IFN-Stimulated Genes,)  [99]. Aquesta baixa resposta podria 
ser deguda, almenys en part, a l’habilitat de dos precursors de la proteasa 
viral 3Cpro, 3ABC i 3CD, per amb la seva activitat proteolítica dur a terme el 
clivatge de MAVS i TRIF respectivament. Aquest clivatge interromp 

l’activació de factors reguladors de l’expressió d’IFN de tipus I [89,100]. S’ha 
descrit que la proteasa viral 3Cpro madura també s’encarrega del clivatge de 
NEMO  (NF-kappa-B Essential Modulator), un factor necessari per a 
l’expressió d’IFN-β i l’activació de NF-κB (Nuclear Factor Kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells) [101]. Les cèl·lules dendrítiques 

plasmacitoides (pDC) produeixen grans quantitats d’IFN tipus I quan 
reconeixen virus via els receptors TLR7 (Toll-like Receptor 7) i TLR9 (Toll-

like Receptor 9) [102] o els àcids nucleics vírics en el citoplasma [103]. 
Aquestes produeixen quantitats substancials d’IFN tipus I en co-cultius amb 
cèl·lules infectades per HAV, i són els virions pseudoembolcallats (eHAV) 

els que estimulen aquesta producció d’IFN [104]. No obstant, s’ha observat 
en models animals de ximpanzés, com aquestes cèl·lules (pDC) es troben al 
fetge només al final de la primera setmana de la infecció per l’HAV i després 
desapareixen. No s’han detectat al fetge cèl·lules dendrítiques 
plasmacitoides (pDC) en el moment de la màxima replicació del virus i 

major inflamació aguda [20,104], el qual podria ser una altra causa per 
aquesta baixa producció d’IFN provocada per l’HAV [99].  

 
La resposta immune humoral i cel·lular específica contra l’HAV 

comença al voltant de les 4-5 setmanes després de la infecció.  En el 
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moment que es presenten símptomes, es detecten en sang IgM, IgA i IgG. 
L’aparició d’anticossos contra l’HAV coincideix amb un descens en la 
virèmia i en la quantitat de virus excretats a femta. Els títols d’IgM arriben a 
un màxim durant el primer mes de la malaltia i disminueixen fins a nivells 

indetectables en uns tres mesos, aproximadament [105]. Durant la fase 
aguda de la malaltia es detecten cèl·lules secretores d’anticossos que 
produeixen IgM, tan especifiques com no específiques contra el virus [106]. 
Els nivells d’IgA en sang arriben als seus nivells màxims uns 50 dies després 
de l’exposició al virus i poden durar fins a 5 anys [107]. La major part 

d’aquestes IgA es troben al torrent sanguini i són secretades al tracte 
intestinal mitjançant la ruta del pIgR, però una fracció significativa sí que 
pot passar als intestins via bilis mitjançant el receptor hepatocel·lular 
d’asialoglicoproteïna (ASGPR). El paper neutralitzant de la IgA secretada al 
tracte intestinal sembla ésser limitant [108]. Les IgG tenen un gran paper 

neutralitzant i persisteixen en l’organisme durant molts anys, 
proporcionant-li protecció en front a reinfeccions [109]. L’anàlisi d’IgG anti-
HAV serveix per determinar l’estat immune de l’individu després d’haver 
estat infectat per l’HAV o vacunat vers el mateix.  

 

Les partícules pseudoembolcallades (eHAV) no són reconegudes pels 
anticossos anti-HAV què neutralitzen als virus nus. Sembla que les 
membranes d’aquestes partícules tenen que trencar-se per a que el virus 
pugui ésser neutralitzat. Aquesta neutralització molt probablement es dona 
en els endosomes tardans o lisosomes, on degut a la baixada del pH es 

produeix el trencament de l’envolta del virus, al final del procés d’entrada 
del virus a la cèl·lula [17,20]. 

 
 El dany hepàtic agut i la disminució de la virèmia s’han relacionat 

amb la resposta citotòxica dels limfòcits T CD8+. No obstant, recentment 
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s’ha adjudicat un paper més rellevant als limfòcits T CD4+ en la resposta 
immune de l’HAV, ja que en estudis amb ximpanzés aquestes cèl·lules 
mostren una resposta més precoç, amplia i funcional que la de les cèl·lules 
CD8+ [110]. Al llarg de la fase aguda de la malaltia causada per l’HAV, la 

mort per apoptosi dels limfòcits T reguladors (Treg) augmenta i la seva 
activitat supressora del sistema immune es veu atenuada. Fins al moment la 
severitat del dany hepàtic sempre s’havia relacionat amb la resposta dels 
limfòcits Treg, però estudis recents mostren una correlació inversa entre la 
freqüència i funció dels limfòcits Treg i el dany hepàtic [111]. La inhibició de 

les cèl·lules T reguladores per part de l’HAV contrasta amb el que passa en 
la majoria de patògens, que activen aquestes cèl·lules per minimitzar el 
dany tissular provocat pel sistema immune, prevenint així l’eliminació del 
patogen i facilitant la cronificació de la infecció [112]. S’ha descrit també 
que les interaccions entre la càpsida de l’HAV i el receptor HAV-cr1 podrien 

modular la funció dels limfòcits Treg [112] i possiblement també l’activitat 
citotòxica de les cèl·lules NKT [113], tot i que el rol de les cèl·lules NK 
(Natural Killer) i NKT (Natural Killer T) en la infecció de l’HAV és encara 
molt poc conegut [20,69].  

 

1.7 Manifestacions clíniques 
 
L’hepatitis A, com el seu nom indica, és una inflamació aguda del fetge 

produïda pel virus de l’hepatitis A. L’espectre clínic de la infecció pot anar 
des d’una infecció asimptomàtica fins a una hepatitis fulminant, el virus no 
produeix una infecció crònica i per tant tampoc es dona una cronificació de 
la inflamació hepàtica. La infecció per l’HAV és més freqüent en nens i joves. 
La infecció en nens menors de 6 anys és majoritàriament asimptomàtica, no 

obstant sembla que els nens podrien ser més susceptibles del que es 
pensava a desenvolupar símptomes clínics quan són infectats per soques 
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del genotip IIIA [114]. Les manifestacions clíniques depenen de l’edat del 
pacient, en augmentar l’edat de la persona infectada, els  símptomes 
apareixen amb major freqüència. En menors de 6 anys, el 80-95% de les 
infeccions per HAV són asimptomàtiques, mentre que el 70-95% dels adults 

infectats desenvoluparan els símptomes de la malaltia, que acostumen a 
durar varies setmanes i en alguns casos poden requerir hospitalització 
[115,116]. El fet que la severitat de la malaltia depengui, en part, de l’edat 
de la persona infectada podria estar relacionat amb la resposta dels 
anticossos IgA, que no arriben al seu màxim fins a la pubertat [58].  

 
En la malaltia causada per l’HAV es poden diferenciar quatre fases: 

incubació, prodròmica, aguda i convalescència. El període d’incubació és 
asimptomàtic, tot i haver-hi replicació vírica, i pot variar de 2 fins a 7 
setmanes. La fase prodròmica, és caracteritza per l’aparició de símptomes 

de caràcter inespecífic (febre, malestar, inapetència, cansament, nàusees, 
dolor abdominal, vòmits, diarrea i miàlgia) i té una durada aproximada 
d’entre 5 i 7 dies abans de l’aparició de la icterícia (fase aguda). Aquests 
símptomes, excepte la inapetència i el malestar, tendeixen a disminuir amb 
l’arribada de la icterícia [117]. La fase aguda (ictèrica) es caracteritza per 

una orina fosca degut a la bilirubina, deposicions pàl·lides i esgrogueïment 
de la pell i les membranes mucoses. La icterícia no s’observa en tots els 
casos d’hepatitis A simptomàtics. La durada d’aquest període és d’entre 4 i 
22 dies, durant el qual es pot detectar un increment de les transaminases en 
sang (500-5000 U/L) [117]. Els símptomes clínics solen durar menys de dos 

mesos, només en alguns casos (1.5-15%) la malaltia pot allargar-se i donar 
lloc a recidives fins a 6 mesos després de l’inici dels símptomes. El curs de la 
malaltia depèn de múltiples factors com: les condicions fisiològiques 
pròpies de cada individu, la quantitat de progènie vírica, la quantitat 
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d’anticossos IgA i IgG produïts com a resposta al virus i l’activitat dels 
limfòcits encarregats de controlar la infecció [58]. 
 

 

Figura 7. Evolució dels títols virals i les manifestacions clíniques durant la infecció per 
hepatitis A. Imatge adaptada de [26]. 

 
Es poden detectar virus en sèrum des d’abans de l’aparició dels 

primers símptomes fins una mitja de 6 setmanes després de l’inici dels 
mateixos arribant a valors màxims de 106 còpies genòmiques/ml [118,119]. 
En femta es poden arribar a detectar fins 1011 còpies genòmiques/g just 

abans de l’inici dels primers símptomes, coincidint amb el moment en el 
qual l’individu és més contagiós. El període de contagi de la malaltia 
comença al voltant de 2-3 setmanes abans de l’aparició dels primers 
símptomes i es manté fins 1-2 setmanes després [26] (Figura 7). Tot i que 
la virèmia acaba poc després del desenvolupament de l’hepatitis, el virus es 

segueix excretant en femtes 1 o 2 setmanes més i persisteix en el fetge 
durant mesos, per tant la cinètica d’eliminació del virus en aquest òrgan és 
diferent de la de la sang i l’intestí [99]. L’alanina aminotransferasa (ALT), 
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l’aspartat aminotransferasa (AST), la fosfatasa alcalina i la bilirubina total 
s’acostumen a trobar elevades en pacients simptomàtics, encara que tan 
sols l’ALT és específica per hepatitis [120] (Figura 7). 

 

L’hepatitis fulminant és una complicació poc comuna de l’hepatitis A 
que es dona en menys del 0.5% dels casos [121]. En l’hepatitis fulminant, la 
ràpida necrosi hepàtica porta a l’encefalopatia hepàtica i la coagulopatia. Un 
percentatge molt elevat dels pacients que la pateixen degut a la infecció per 
hepatitis A moren o requereixen un transplantament de fetge urgent, 

considerant-se la taxa de supervivència d’un 60% [122]. L’hepatitis 
fulminant s’ha associat amb nivells significativament alts de bilirubina i 
baixos de RNA víric en sèrum, fets que suggereixen que la insuficiència 
hepàtica relacionada amb el virus de l’hepatitis A és deguda a la forta 
resposta immunològica, responsable de la reducció observada en la càrrega 

viral, més que a un efecte directe del virus [123]. La predisposició a patir 
manifestacions més severes de la malaltia s’ha associat a una inserció de sis 
aminoàcids en el receptor HAVcr-1 [113]. D’altra banda també s’han 
associat com a possibles factors vírics relacionats amb l’hepatitis fulminant, 
mutacions a la regió 5’ no codificant del genoma del virus [124].  

 
No obstant això, el desenvolupament més comú de la malaltia és la 

recuperació i la seroconversió, que ofereix al pacient immunitat de per vida 
enfront una nova infecció per l’HAV. La fase de convalescència té una 
durada d’unes quatre setmanes. 

 
En els casos on sembla augmentar la taxa de mortalitat és en pacients 

que presenten hepatitis B o C cròniques o altres problemes hepàtics. Tot i 
que, estudis realitzats amb pacients que presenten hepatitis C crònica 
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mostren conclusions contradictòries referents al augment del risc 
d’insuficiència hepàtica fulminant i la mort [125,126]. 
 

1.8 Epidemiologia 
 
El virus de l’hepatitis A infecta cada any al voltant de 1.5 milions de 

persones [116].  Aquesta dada està probablement molt subestimada degut 

als casos asimptomàtics d’hepatitis A i a les limitacions en el control 
epidemiològic. Tan sols un percentatge del total d’infeccions 
simptomàtiques són declarades com a hepatitis A degut a diferents motius: 
que els individus malalts no sempre busquen assistència mèdica, que el 
diagnòstic no sempre és el correcte o que la informació no arriba a les 

autoritats sanitàries corresponents [116]. 
 
 La infecció per l’HAV es dona per contacte persona-persona i 

majoritàriament és adquirida per transmissió fecal-oral, com a resultat de 
l’exposició a aigua i aliments contaminats. L’HAV al ser força resistent a 

temperatures extremes, pH baixos i a agents químics i físics, té l’habilitat de 
sobreviure en moltes superfícies ambientals, la pell humana, aliments i 
aigües residuals [19,127–129].  

 
 La prevalença de la infecció per HAV és major en regions 

subdesenvolupades, on el subministrament d’aigua acostuma a ser 
inadequat i les condicions higièniques i sanitàries baixes. En aquestes 
regions la prevalença pot arribar a sobrepassar el 90% a l’edat de 10 anys  
[116,130].  Per tant, el patró epidemiològic d’un país o regió dependrà del 
grau de desenvolupament socioeconòmic, higiènic i sanitari del mateix.  
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En les regions industrialitzades, degut a una millora en les condicions 
higièniques i sanitàries, s’ha produït un desplaçament de la corba de 
seroprevalença cap a edats més avançades (des del 10% a l’adolescència 
mitja fins al 70% en l’edat adulta avançada [116]), de tal manera que 

actualment hi ha un gran nombre d’individus en risc d’infecció durant 
l’adolescència i l’edat adulta (per exemple, al viatjar a països on l’hepatitis A 
és endèmica o mitjançant el consum d’aliments provinents  d’aquestes 
regions). Aquest fet comporta un increment en la morbiditat, mortalitat i els 
costos associats a la malaltia (tractament, personal sanitari i serveis a 

càrrec de les institucions sanitàries, dies laborals perduts, intervencions 
addicionals de les autoritats sanitàries en els casos de brots, etc.) [131]. 
L'augment general dels casos / incidència de l’HAV registrats en els països 
de la EU / EEA des del 2011 [132] indica un nou risc associat als moviments 
de població i la globalització, així com a grups de població potencialment 

vulnerables, com ara homes que tenen relacions sexuals amb homes 
[45,133–136]. 

 
Estudis seroepidemiològics actuals, demostren que la prevalença 

d’anticossos anti-HAV varia geogràficament. Les regions més 

desenvolupades i amb un nivell d’ingressos més elevat (Europa Occidental, 
Austràlia, Nova Zelanda, Canadà, Estats Units, Japó, Corea del Sud i 
Singapur) tenen nivells d’endemicitat de l’HAV molt baixos i una elevada 
proporció d’adults susceptibles d’infecció [137].  En aquestes regions el risc 
d’adquirir hepatitis A és molt baix ja que pràcticament el virus no circula, no 

obstant esporàdicament es produeixen brots d’origen alimentari [116]. Les 
regions subdesenvolupades amb ingressos baixos (Àfrica subsahariana i 
algunes parts d’Àsia del Sud) presenten nivells més elevats d’endemicitat i 
pel contrari gairebé no tenen adolescents i adults amb risc d’infecció. Per 
tant, en aquestes regions la majoria d’infeccions que es produeixen són 
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asimptomàtiques [116,137]. En les regions amb ingressos intermedis 
(algunes regions d’Àsia, Llatinoamèrica, Europa de l’Est i Orient Mitjà) hi ha 
una barreja de nivells d’endemicitat baixos i intermedis [137]. En aquestes 
regions el virus pot circular i existeix una proporció important d’adults 

susceptibles a la infecció [116], és per això que en aquestes regions es 
produeixen brots a escala comunitària de manera regular. 

 

1.9 Estratègies per al control i la prevenció de 

l’hepatitis A 
 
Actualment les estratègies de prevenció contra la infecció estan 

enfocades principalment en tres camps.  
 
En primer lloc, un sanejament i una higiene personal adequats per tal 

de prevenir la transmissió del virus via fecal-oral (aigua o aliments 
contaminats) o per contacte persona-persona.  

 
En segon lloc, la profilaxi pre- i post- exposició amb 

immunoglobulines anti-HAV que s’obtenen a partir de plasma de donants 
processat mitjançant el mètode de fraccionament de Cohn [47,138,139]. La 
injecció intramuscular de la mateixa proporciona protecció pre-exposició en 

front a la malaltia en una alta proporció d’individus. Una dosi de 0.02 ml/kg 
confereix protecció menys de 3 mesos, mentre que una dosi de 0.06 ml/kg 
protegeix de 3 a 5 mesos [47,138]. Pel que fa a la profilaxi post-exposició 
s’acostuma a administrar immunoglobulina durant els 14 dies posteriors a 
l’exposició on presenta una efectivitat del 80-90% [138]. La duració de la 

protecció és curta i dosi depenent. Inclús dosis altes no protegeixen més de 
4-6 mesos [117]. És important remarcar que l’administració 
d’immunoglobulina protegeix enfront els símptomes de l’hepatitis A però 
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no evita la infecció, particularment quan és administrada post-exposició 
[140].  

 
En tercer lloc, el més utilitzat actualment per a la profilaxi pre- o post-

exposició és la immunització activa mitjançant la vacuna per l’HAV. Aquesta 
presenta avantatges respecte l’administració d’immunoglobulina, entre els 
quals el més destacat és la protecció a llarg termini [141]. Tot i així 
l’administració d’immunoglobulina encara es recomana en el cas de nens 
menors de dos anys per la persistència d’anticossos anti-HAV adquirits 

passivament de la mare, els quals podrien interferir amb la 
immunogenicitat de la vacuna. Actualment es troben al mercat diferents 
vacunes efectives en front l’hepatitis A, totes elles obtingudes a partir de 
soques de l’HAV adaptades a cultiu cel·lular. L'adaptació a cultiu cel·lular 
generalment condueix a l'atenuació de la patogenicitat del virus i s'associa 

amb un petit nombre de mutacions en les proteïnes no estructurals del 
mateix [142], especialment a les proteïnes 2B i 2C. Fins al moment es 
comercialitzen dos tipus de vacunes, les inactivades amb formaldehid i les 
vacunes amb virus viu atenuat, desenvolupades a l'hemisferi occidental i la 
Xina, respectivament [143,144]. Ambdós tipus de vacunes cobreixen tots 

els genotips descrits fins al moment, ja que tal com s’ha comentat 
anteriorment, tot i la diversitat genètica del virus, n’existeix un únic serotip 
[26]. A més a més les vacunes inactivades enfront l’HAV indueixen, a més 
d’anticossos, respostes de proliferació de limfòcits T a llarg termini  [145]. 

 

Les estratègies d'immunització per a la prevenció de l'hepatitis A 
depenen de l'epidemiologia de la infecció per HAV en les diferents regions 
geogràfiques del món. S’ha comprovat que les campanyes de vacunació són 
efectives alhora de reduir la incidència de la malaltia mitjançant la 
prevenció de la transmissió [131]. Aproximadament la meitat de les 
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infeccions per hepatitis A es donen en pacients que no presenten factors de 
risc, per tant la vacunació exclusiva per a grups d’alt risc no semblaria una 
bona estratègia per reduir la incidència de la malaltia [146,147].  

 

Els nens tenen majors taxes d’infecció i són el reservori de virus més 
important dins de la comunitat [148]. De fet, la majoria de brots d’hepatitis 
A es donen en nens, adolescents i adults joves que viuen en comunitats 
d’endemicitat intermèdia i s’estenen a altres comunitats [147].  Per això, la 
vacunació infantil de manera rutinària,  no només els protegeix de futures 

infeccions, sinó que és una manera d’eliminar una de les principals fonts 
d’infecció en adults, que tal com s’ha comentat, té conseqüències clíniques 
més greus. L’impacte de les campanyes de vacunació infantil massiva en 
diferents països i regions (Catalunya (Espanya) [149], Puglia (Itàlia) [149], 
Israel [150], varis estats d’Estats Units [151], Belarus (Bielorússia) [152]) 

ha suposat un descens de fins a un 97% en la incidència d'HAV registrada a 
la regió en particular [139]. Els resultats obtinguts pel que fa a 
immunogenicitat i seguretat de les vacunes HAV inactivades, així com la 
relació cost-efectivitat de la intervenció, va conduir a la introducció de la 
vacunació massiva universal (UMV) en nadons de 12 mesos o més en 

diversos països [139,153,154].  
 
L’Organització Mundial de la Salut (OMS) recomana que es vacunin els 

individus amb un risc elevat de contraure la infecció per l’HAV en àrees de 
baixa endemicitat, així com realitzar campanyes de vacunació infantil 

massiva en països d’endemicitat intermèdia [116]. Entre els grups de risc 
de contraure la infecció hi trobem: les persones que viatgen a països amb 
endemicitat elevada (la taxa d’incidència per viatgers  no protegits s’estima 
en 3 casos per cada 1000 viatgers per mes d’estància en països en vies de 
desenvolupament [155]), les que treballen amb contacte amb aigües 
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residuals, els presoners, les persones internades per problemes físics i 
mentals, els drogoaddictes i les persones promiscues i que mantenen 
pràctiques sexuals oro-anals [156]. Tot i no formar part de cap dels grups 
de risc definits, l’ACIP (Advisory Committee on Immunization Practices) 

recomana la vacunació de persones amb hepatopaties cròniques ja que 
presenten un risc més elevat de patir complicacions (fins i tot de morir) 
relacionades amb l’hepatitis A [47,157]. És important també completar els 
programes de vacunació adequats, especialment en la població 
immunocompromesa, per prevenir l’aparició de variants d’escapament a la 

vacuna [158].  
 

A dia d’avui no existeixen recomanacions per part d’organismes 
internacionals en quant a l’administració de dosis de record de la vacuna en 
front l’hepatitis A. Els anticossos anti-HAV persisteixen en l’organisme 

durant més de 17 anys, estimant-se una pervivència dels mateixos superior 
a 25 anys [159].  

 

1.9.1 Antivirals 
 
Encara que la vacuna ha estat i és el millor mètode de prevenció per 

l’HAV, l’estudi de nous antivirals pot adquirir importància en països 
desenvolupats on no existeix un programa de vacunació universal. Tot i la 

manca d’antivirals eficients contra l’HAV, els estudis realitzats fins al 
moment els classifiquen en dues categories: els que actuen contra el virus 
directament (direct-acting antivirals, DAA) i els que tenen com a diana 
l’hoste (host-targeting agents, HTA) [160].  

 

Tot i que els resultats obtinguts amb les campanyes de vacunació 
infantil massiva en diferents països i regions són bons [149–152], en les 
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regions industrialitzades, tal i com s’ha comentat anteriorment, s’ha produït 
un desplaçament de la corba de seroprevalença cap a edats més avançades 
[116], donant lloc a un increment en la morbiditat i mortalitat de la malaltia 
[131]. L’augment de casos registrats en els països de la UE des del 2011 

[45,132–136] i l’escassetat en el subministrament de la vacuna, posen de 
manifest la necessitat de tractaments efectius per la infecció amb l’HAV 
degut al seu impacte creixent sobre la salut humana. 

 
De les dues categories d’antivirals contra l’HAV, els antivirals d’acció 

directa (DAA) dirigits específicament a l’HAV inclouen els inhibidors de la 
proteasa, un inhibidor de la polimerasa i inhibidors de l’IRES [161–172], 
aquests acostumen a presentar resistències però tenen menys efectes 
adversos que els antivirals dirigits al hoste (HTA) [160,173], entre els quals 
destaquen diferents tipus d’interferó, la ribavirina, l’amantadina i varis 

agents que actuen contra enzims o factors cel·lulars [174–186]. Aquests 
últims tenen mecanismes d’acció complementaris als efectes dels DAA i 
acostumen a actuar de forma sinèrgica amb aquests [187], per tant per a 
controlar eficaçment l’HAV és important desenvolupar tant DAA com HTA. 

 

1.10 Estudis i adaptació de l’HAV a cultiu cel·lular 
 
L’adaptació de virus patògens humans a cultiu cel·lular per mitja de 

passatges repetits en línies cel·lulars s’ha utilitzat en virologia des de fa 
dècades. Els passatges del virus en cultius cel·lulars condueixen a la seva 
atenuació, és a dir a reduir el seu potencial per provocar malalties en 
humans [142,188,189]. Aquestes soques adaptades a cultiu cel·lular han 
facilitat l’estudi dels virus i de les malalties que provoquen. A més a més, 

aquestes soques han contribuït al desenvolupament d’algunes de les 
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vacunes amb més èxit produïdes fins al moment (com les de la 
poliomielitis, xarampió, rubèola i galteres) [190].  

 
 El virus salvatge de l’hepatitis A, com passa també amb altres virus 

de l’hepatitis, és substancialment resistent a la seva propagació en cultiu 
cel·lular [191]. A diferència d’altres picornavirus, les soques salvatges del 
virus de l’hepatitis A no multipliquen bé en cap tipus cel·lular durant 
l’aïllament primari [192], i s’han hagut d’adaptar a multiplicar en varies 
cèl·lules de primats i no primats, incloent cèl·lules no hepàtiques, abans 

d’assolir un nivell de replicació vírica adequat per a la producció d’antigen 
víric amb finalitats industrials (com per exemple vacunes i tests 
diagnòstics) [193,194]. 
 
 Entre les cèl·lules de primats on el virus mostra una millor 

adaptació destaca la línia cel·lular AGMK, cèl·lules renals de mono verd 
africà (Chlorocebus aethiops) [195], i la línia cel·lular contínua de ronyó fetal 
de mico Rhesus, FRhK-4 [196]. També s’ha aconseguit multiplicar el virus 
en cèl·lules d’origen humà [197], com per exemple la línia cel·lular MRC-5 
[198], què prové de teixit pulmonar i és la utilitzada per a la producció de 

totes les vacunes inactivades en front l’HAV que es comercialitzen 
actualment [143]. El creixement de l’HAV en cèl·lules de simi com les CV-1, 
les BS-C-1 i les Vero (les tres derivades de ronyó de mono verd africà), les 
FRhK-4 i les FRhK-6 (una altra línia cel·lular obtinguda a partir de ronyó 
fetal de mico Rhesus) ha sigut variable, depenent de la soca i del passatge 

del virus, però generalment subòptim [194]. En comparació amb altres 
picornavirus, el creixement del virus de l’hepatitis A en cultiu cel·lular 
segueix essent lent, fet què fa que la producció d’antigen per al seu ús en 
vacunes o tests diagnòstics resulti un procés molt lent i costós [199]. Molts 
dels passos del cicle de replicació del virus, com la desencapsidació, l’inici 
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de la traducció, la replicació i la maduració de les partícules, contribueixen a 
aquesta multiplicació restringida del HAV en cultiu cel·lular [172]. 
 
 Tal com s’ha comentat anteriorment, s’han associat certes 

mutacions en el genoma de l’HAV a un major creixement en cultiu cel·lular. 
Aquestes mutacions es localitzen principalment a la regió P2 (en concret a 
2B i 2C [200]) i a la regió 5’ no codificant [201,202], tot i que també s’han 
descrit mutacions en altres parts del genoma [203]. Com s’ha observat en 
altres virus, les soques de l’HAV adaptades a cultiu cel·lular són atenuades 

in vivo [14,204]. Algunes d’aquestes soques produeixen efecte citopàtic en 
cultiu cel·lular [13,205,206]. Aquest efecte depèn del tipus de cèl·lula en la 
que repliqui el virus i es dona principalment en les línies cel·lulars FRhK-4 i 
BS-C-1. El cicle replicatiu d’aquestes soques és més curt i produeixen una 
major quantitat de virus respecte les no citopàtiques [13].  

 
 Per altra banda, per tal d’estudiar el cicle biològic del virus de 
l’hepatitis A in vitro és preferible utilitzar un model cel·lular més similar a 
les seves cèl·lules diana, els hepatòcits, com són les línies 
d’hepatocarcinoma humà HepG2 i Huh-7. Les limitacions de creixement de 

la soca salvatge de l’HAV (wt) han portat al desenvolupament de diversos 
clons de la línia cel·lular Huh7 per tal de millorar la replicació del virus en 
cultius cel·lulars d’hepatòcits. Un exemple són les cèl·lules Huh7-AI, una 
sublínia seleccionada a partir de les cèl·lules Huh7 curades d'una infecció 
HAV mitjançant el tractament amb interferó. Aquestes són més permissives 

per a la infecció de l’HAV i tenen una major susceptibilitat en comparació 
amb les cèl·lules Huh7 parentals, produint un major nombre de partícules 
infeccioses [207]. 
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1.11 Aplicacions biotecnològiques de la producció 

d’HAV en cultiu cel·lular 
 
Les dues grans aplicacions de la producció de virus de l’hepatitis A en 

la industria biotecnològica són la producció de vacunes i els tests de 
diagnòstic. Tal com s’ha comentat anteriorment, el virus de l’hepatitis A 

presenta un creixement molt lent i uns rendiments de producció molt 
baixos en sistemes de cultiu cel·lular [192], fet què repercuteix 
negativament a nivell econòmic a la industria biotecnològica. Per tant, un 
canvi en qualsevol dels components que conformen el sistema de producció 
de virus mitjançant cultiu cel·lular (el medi de cultiu, les cèl·lules, el propi 

virus...) podria millorar el seu rendiment i facilitar els llargs i costos 
processos de producció a nivell industrial.  

 
Pel que fa a les cèl·lules utilitzades, s’han observat diferències en la 

productivitat, no només entre les diferents línies cel·lulars, sinó també entre 

diferents subclons d’una mateixa línia [194,208]. Existeixen mètodes per 
seleccionar dins d’una població de cèl·lules que pertanyen a una mateixa 
línia, clons que siguin altament productius [209]. 

 
Pel que fa al virus, una manera d’aconseguir que una població vírica 

augmenti el seu fitness (la capacitat d'un virus per produir una progènie 
infecciosa en un entorn determinat [210]), és transferint repetidament 
grans quantitats de virus en cultiu cel·lular en un ambient constant [211]. 
Quan la mida de la població vírica transferida és elevada, té lloc una selecció 
entre les variants que competeixen de tal manera que augmenta el fitness 

mitjà de la població. Això és pel fet que es van seleccionant gradualment 
mutacions les quals resulten adaptatives per a la multiplicació in vitro [212].  
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També s’ha intentat afavorir la traducció de l’RNA víric, la qual com 
s’ha comentat anteriorment es caracteritza per ser força lenta en l’HAV 
[24,213].  S’han utilitzat inhibidors de la transcripció del mRNA cel·lulars, 
com el DRB (5,6 diclor-1-B-D-ribofuranosilbenzimidazol, un inhibidor de la 

RNA polimerasa II), l’ús del qual semblaria augmentar els nivells de 
producció de l’HAV [214], tot i que no tots els investigadors coincideixen en 
aquesta afirmació [215]. Amb aquesta finalitat, s’ha utilitzat també l’AMD 
[96] (actinomicina D, la qual intercalaria al DNA, interferint el progrés de 
les RNA polimerases cel·lulars [216]). 

 
Recentment, s’ha aconseguit seleccionar una població de l’HAV de 

creixement ràpid amb un elevat interès biotecnològic [217]. Mitjançant 
tècniques de seqüenciació massiva ultra-profunda (deep-sequencing) de les 
regions indicatives d’una replicació eficient, s’han identificat variants 

minoritàries amb un fitness elevat dins el conjunt de mutants de la 
quasiespècie. Seguint una estratègia de creuament molecular (molecular 

breeding) de quasiespècies que contenien individus colonitzadors, en 
condicions que permetien més d’un cicle de replicació, es van poder 
seleccionar els individus competidors amb un fitness més elevat d’entre els 

colonitzadors.   
 

1.11.1 Producció de vacunes  
 
Actualment, com ja s’ha comentat anteriorment, es troben 

comercialitzats dos tipus de vacunes, les inactivades amb formaldehid i les 
vives atenuades [144,218–222].  

 

A partir de variants del virus d’alta eficiència s’han produït diferents 
vacunes inactivades: AVAXIM® (Sanofi Pasteur), EPAXAL® (Crucell/Berna 
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Biotech), HAVRIX® (GlaxoSmithKline) i VAQTA® (MerckSD), a partir de les 
soques GBM, RG-SB, HM-175 i CR-326, respectivament. Totes elles utilitzen 
alumini com adjuvant, a excepció d’EPAXAL®, on el virus es troba adsorbit 
a la superfície de virosomes d’influenza reconstituïts (IRIVs) [221]. També 

s’han desenvolupat vacunes combinades: Twinrix® (GlaxoSmithKline), 
basada en la soca HM-175 de l’HAV i l’antigen de superfície del virus de la 
hepatitis B (HBsAg), que serveix per prevenir les hepatitis A i B [223], i 
Vivaxim® (Sanofi Pasteur) la qual protegeix enfront l’hepatitis A i la febre 
tifoide i es basa en la soca GBM de l’HAV i el polisacàrid capsular Vi-AG de 

Salmonella typhi [224]. Aquestes vacunes presenten una elevada eficàcia 
protectora, un excel·lent perfil de seguretat i un alt grau d’immunogenicitat 
enfront l’HAV [225], però són necessàries dues dosis de la vacuna i tenen un 
cost molt elevat. Per a la preparació de totes les vacunes que s’han  
nombrat, el virus es cultiva en cèl·lules diploides humanes MRC-5, ja que 

són les que fins al moment han obtingut la llicència per poder ser utilitzades 
en el procés de producció de virus per a vacunes [198,226]. Per tant, els 
títols vírics baixos que s’obtenen, sumat als prolongats temps de cultiu 
necessaris per a aconseguir una producció màxima d’antigen víric (fins a 
dos setmanes) fan que la producció d’aquestes vacunes resulti molt cara 

[227].  
 
El segon tipus de vacunes, les atenuades, es basen en les soques H2 i 

LA-1 [222] i ofereixen també una elevada eficàcia, duració de la protecció i 
seguretat [228], tot i que les evidències al respecte publicades 

internacionalment són més limitades que en el cas de les vacunes 
inactivades [116]. Dues de les principals avantatges d’aquestes vacunes 
respecte les inactivades són el baix cost i l’administració d’una dosi única 
[144]. 

 



Introducció 

42 

1.11.2 Diagnòstic  
 

El diagnòstic estàndard per a l'hepatitis A es basa en la detecció 
d'anticossos IgM anti-HAV mitjançant immunoassajos (detectable des de 
l’aparició dels primers símptomes fins uns mesos més tard). Tanmateix, tot i 
ser la detecció d’IgM el mètode de referència per confirmar el diagnòstic 
d’infecció aguda per HAV, la detecció de RNA viral pot ser útil en el 

diagnòstic de pacients sense anticossos específics per a l'hepatitis A i per a 
la monitorització de la infecció [229]. Els estudis que utilitzen PCR en temps 
real han demostrat que l'RNA pot ser detectat no només en les femtes sinó 
també en mostres de sèrum i saliva anteriors a la detecció d'anticossos i que 
la virèmia pot estar present durant un període molt més llarg que la fase 

convalescent de l'hepatitis A [120]. 
 
Donat que les immunoglobulines G anti-HAV persisteixen durant 

anys, la combinació de la detecció d’anticossos IgM anti-HAV i anticossos 
anti-HAV totals (IgG, IgM i IgA) permet distingir entre una infecció actual o 

una passada [230]. La detecció d’anticossos anti-HAV totals també es pot 
utilitzar en estudis epidemiològics de prevalença de la infecció per HAV en 
una població, així com per avaluar la resposta a la vacunació [120]. Tant els 
anticossos IgM anti-HAV com els totals, es poden detectar mitjançant 
immunoassajos.  

 
Les proves clíniques i bioquímiques que avaluen la funció hepàtica 

no permeten diferenciar l'hepatitis A d’altres formes d'hepatitis víriques 
agudes [231] per la qual cosa es necessiten aquestes proves serològiques 
per identificar l'agent etiològic causant de la malaltia. Aquests 

immunoassajos (enzimàtics i quimiluminiscents, principalment) s’utilitzen 
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habitualment en els laboratoris clínics en forma de kits comercials basats en 
l’ús d’antigen del virus obtingut a partir de cultiu cel·lular.          
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1. Estudi del procés de sortida de dues poblacions del virus de l’hepatitis 
A que difereixen en la seva capacitat productiva: paper de la proteïna 
cel·lular ALIX. 
 

2. Selecció de drogues multidiana, entrada, inici traducció i sortida, 
funcionals en hepatòcits humans.  
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Històricament els virus s’han classificat en dues categories en funció 
de la presència o absència d’embolcall lipídic [232]. Aquests atributs afecten 
notablement a la seva estabilitat, transmissió i el seu reconeixement per 
part del sistema immunològic. El virus de l’hepatitis A (HAV) 

tradicionalment ha estat classificat com un virus no embolcallat. Els darrers 
anys però, varis estudis entre els quals destaca el de Feng i col·laboradors el 
2013 [17], han demostrat que l’HAV s’allibera de la cèl·lula envoltat de 
membranes derivades de l’hoste, les quals li confereixen protecció en front 
la neutralització per anticossos [18,57]. Es podria dir, doncs, que l’HAV 

existeix en dos fenotips: partícules nues i pseudoembolcallades. 
 
Aquestes partícules amb envolta (eHAV) presenten una gran 

similitud amb els exosomes [233]. Estudis proteòmics realitzats per 
clarificar la biogènesi d’aquestes partícules pseudoembolcallades (eHAV) 

mostren que més d’un 90% de les proteïnes associades amb les partícules 
d’eHAV han estat identificades també en els exosomes [234,235]. A més a 
més, les partícules d’eHAV presenten també un enriquiment amb proteïnes 
que normalment es localitzen al sistema endolisosomal de les cèl·lules 
[235,236]. Aquests resultats confirmen, una vegada més, que l’eHAV i els 

exosomes comparteixen un mecanisme comú de biogènesi el qual implica la 
secreció a través de la via dels cossos multivesiculars (MVB) [17].  

 
Les càpsides virals són reclutades des del lloc de replicació i 

empaquetament de l’RNA fins als endosomes tardans o MVB, mitjançant un 

procés de selecció altament específic. Les càpsides són introduïdes en 
vesícules intraluminals (ILV, o exosomes) a l’interior dels cossos 
multivesiculars (MVB) en un procés en el qual intervé el complex ESCRT 
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport), concretament 
l’ESCRT-III (Figura 8). Les proteïnes del complex ESCRT es troben 
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involucrades en nombrosos processos de remodelació i escissió de 
membranes, entre els quals es troba la biogènesi dels MVB [237]. La funció 
principal de les proteïnes del complex ESCRT consisteix a contreure i tallar 
colls de membrana, però el mecanisme biofísic mitjançant el qual el coll es 

separa de la membrana encara es desconeix [238–241]. Tenen també altres 
funcions addicionals, com la gemmació de membranes i el reclutament de 
proteïnes de membrana per al seu transport. Aquestes funcions addicionals 
les desenvolupen els complexes ESCRT-I i ESCRT-II, i la proteïna ALIX (ALG-

2-interacting protein X) associada a ESCRT. Durant la formació de les 

vesícules intraluminals a l’interior dels MVB, els complexes ESCRT-I / 
ESCRT-II i la proteïna ALIX associada a ESCRT, actuen com a dues branques 
de la via ESCRT que convergeixen en la maquinària d’escissió de membrana 
formada per les proteïnes ESCRT-III i VPS4 (Figura 8). La proteïna VPS4 és 
una ATPasa associada al complex ESCRT, la qual proporciona l’energia per a 

la dissolució dels complexes ESCRT-III en la fissió de la membrana 
[242,243]. Existeix un altre complex anomenat ESCRT-0, que tot i el seu 
nom, no forma part del complex principal ESCRT. Aquest intervé en el 
reclutament de proteïnes ubiquitinades i interacciona posteriorment amb 
ESCRT-I [244]. 

 
Figura 8. Representació de les dues principals branques del complex ESCRT. La imatge 
mostra les branques ESCRT-I / ESCRT-II i ALIX del complex ESCRT en la formació d’una 
vesícula. Imatge adaptada de [243]. 
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Les proteïnes estructurals dels virus embolcallats, interaccionen 
amb les proteïnes associades al complex ESCRT a través de dominis rics en 
prolines (Pro-rich late): PPXY, P(S/T)AP o (L)YPX1/3L [242,245]. S’ha descrit 
que els motius YPX1/3L, anomenats late domains, són els que intervenen en 

les interaccions amb la proteïna ALIX [246]. La poliproteïna de l’HAV 
presenta dos motius YPX3L en tàndem, conservats i separats per 28 residus, 
situats a la proteïna VP2 de la càpsida (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Late domains YPX3L d’interacció amb ALIX. Estructura de l’HAV amb els dominis 
YPHGLL (residus: 144-149) i YPVWEL (residus: 177-182) destacats en boles taronja. Imatge 
adaptada de [28]. 

 
L’estudi realitzat per Feng i col·laboradors [17], mostra com la 

substitució de la Tirosina (Y) per una Alanina (A) en els motius YPX3L, dona 
lloc a una reducció en l’alliberació de l’eHAV fora de la cèl·lula, sense afectar 

a la replicació del RNA viral. A més a més, en el primer motiu (YPHGLL, 
residus: 144-149), aquesta mutació provoca una reducció a nivell 
intracel·lular de l’antigen de la càpsida, suggerint que els canvis en aquest 
domini impedeixen l’ensamblatge de la càpsida del virus. En canvi, en el 
segon motiu (YPVWEL, residus: 177-182), aquesta mutació no provoca la 

reducció de l’antigen de la càpsida. No obstant, la immunoprecipitació amb 
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un anticòs anti-ALIX de lisats de cèl·lules transfectades amb RNA viral amb 
el segon motiu YPVWEL amb la mutació anterior, és negativa. Tot i que 
molts detalls encara estan per resoldre, les dades obtingudes fins al 
moment suggereixen que l’HAV utilitza la proteïna ALIX per facilitar el seu 

embolcallament en les membranes de l’hoste [17]. 
 

 
 

 

 

Figura 10. Motius YPX3L localitzats a la proteïna VP2 de la càpsida l’HAV. Actuen com a 
dominis d’unió a la proteïna ALIX associada a ESCRT i es troben separats per 28 residus. 
Imatge adaptada de [17]. 
 

Per altra banda, el silenciament de les proteïnes HRS i TSG101, 
components principals dels complexes ESCRT-0 i ESCRT-I respectivament, 
no afecta a l’alliberació de l’eHAV [17]. De la mateixa manera, el 
silenciament de la proteïna CHMP4B del complex ESCRT-III, la qual facilita 

l’alliberació del virus de la immunodeficiència humana per mitjà de la seva 
interacció amb ALIX [247], sembla reduir només lleugerament l’alliberació 
de l’eHAV [17]. Per tant l’alliberament de l’eHAV depèn de proteïnes 
associades al complex ESCRT però no de tota la maquinària ESCRT, de 
manera similar al que succeeix en l’alliberació d’altres virus amb envolta 

[242,248].  
 
Les càpsides de l’HAV es recluten com a cargo mitjançant la 

interacció amb la proteïna ALIX a través dels dos dominis d’unió YPX3L (late 

domains) de la proteïna VP2 [17] (Figura 10). Seguidament, aquestes 

càpsides són exportades a l’interior de vesícules a través dels MVB fins 
l’espai extracel·lular [243]. Estudis de proteòmica recents, mostren que tan 

VP2 …LTVYPHGLLNCNINNVVRIKVPFIYTRGAYHFKDPQYPVWELTIR… 

YPHGLL  YPVWEL  

144 177 
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ALIX com VPS4 es troben físicament presents en les partícules d’eHAV [18]. 
Totes dues intervenen en el procés d’alliberament del virus de la cèl·lula, 
però no en la replicació viral, l’ensamblatge de la càpsida ni l’encapsidació 
del RNA [17]. La proteïna ALIX es troba involucrada en diversos processos 

entre els quals destaquen la biogènesi de l’exosoma, la citocinesi i 
l’alliberament dels lentivirus [246,247,249,250].  
 
 Els cossos multivesiculars (MVB) són un tipus d’endosomes tardans 
que es caracteritzen per presentar una acumulació de vesícules 

intraluminals al seu interior. Es troben involucrats en els processos 
d’endocitosi i autofàgia, essent el punt on convergeixen aquestes dues vies i 
un element important en l’homeòstasi cel·lular [251–254]. El destí final dels 
MVB pot ser fusionar-se amb els amfisomes o els lisosomes, donant lloc a la 
degradació del seu contingut, o bé fusionar-se amb la membrana plasmàtica 

per al reciclatge (o secreció) del contingut (Figura 11) [255,256]. S’ha 
suggerit que aquestes dues vies possibles de degradació i secreció dels MVB 
depenen i es troben regulades per l’homeòstasi cel·lular [257]. El virus de 
l’HAV utilitza la via de secreció, en la qual els MVB amb les vesícules 
intraluminals (exosomes) que contenen les càpsides del virus es desplacen 

fins a la membrana plasmàtica. Un cop allí es fusiona la membrana limitant 
del MVB amb la membrana plasmàtica, i dona com a resultat l’alliberament 
a l’exterior de la cèl·lula dels exosomes amb les càpsides de l’HAV al seu 
interior. Aquests exosomes envoltant les càpsides de l’HAV és el que s’ha 
definit com el fenotip pseudoembolcallat de l’HAV [17,69,235,255]. 
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Figura 11. Convergència de les vies d’endocitosi i autofàgia en els cossos 
multivesiculars (MVB). Imatge adaptada de [256]. 

 
La població HM175-HP de l’HAV, obtinguda mitjançant un procés de 

selecció genòmica i molecular breeding [217], es caracteritza  per tenir un 

fenotip de creixement ràpid i rendiments de virus elevats en cultius in vitro. 
Aquests atributs es deuen principalment a que presenta un IRES altament 
eficient combinat amb un ús de codons optimitzat en la regió VP1 de la 
càpsida. Els canvis en l’ús de codons donen lloc per se a canvis en el 
plegament de la càpsida. No obstant, degut a que molts d’ells donen lloc a 

mutacions no sinònimes, no es pot descartar la possibilitat que aquests 
canvis d’aminoàcids juguin un paper en les funcions de la càpsida. Tot i que 
les característiques antigèniques i físiques d’aquesta població són similars a 
les del model parental HM175-L0, la població HP mostra una reducció al 
voltant del  30% en el reconeixement antigènic per part d’anticossos 

monoclonals (MAbs, K34C8 i H7C27).  No obstant, aquesta població no 
mostra alteracions en el reconeixement per part d’anticossos policlonals 
convalescents. Aquests fets suggereixen que els canvis de plegament 
relacionats amb la traducció i / o els canvis d’aminoàcids mencionats 
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anteriorment, amaguen parcialment els dos epítops reconeguts per aquests 
mAbs i deixen més accessibles altres epítops [217]. 
 

 

Figura 12. Mutacions presents a la càpsida de la població HM175-HP. En blau, verd i 
vermell, s’assenyalen les proteïnes estructurals VP1, VP2 i VP3, respectivament. Dominis 
d’unió a ALIX de la proteïna VP2 en taronja. Residu pròxim al lloc d’unió (posició 134 de 
VP2), en groc. Residu de VP1 a la posició 123, en blau. A. Població HM175-L0 o parental, 
presenta una serina en el residu 134 de VP2 i una leucina a la 123 de VP1. B. Població 
HM175-HP, presenta una glicina en el residu 134 de VP2 i una fenilalanina a la 123 de VP1. 

 
La càpsida de la població HM175-HP presenta dos canvis no 

sinònims localitzats en les posicions 123 de VP1 i 134 de VP2 (Figura 12). 
Mentre la posició 123 de VP1 es troba allunyada dels late domains, la 
posició 134 de VP2 es troba molt propera a la tirosina en posició 144 (4.5 Å 
de distància), el primer residu d’un dels recentment descrits dominis d’unió 
(late domains) a ALIX [17]. La mutació dona lloc a un canvi d’aminoàcid no 

conservatiu d’una serina (S) a una glicina (G), el qual li confereix més 
flexibilitat a aquesta regió de la càpsida. Aquesta major flexibilitat podria 
facilitar la interacció de la proteïna ALIX amb la càpsida fent que la seva 
sortida de la cèl·lula a través dels cossos multivesiculars fos més eficient. De 
fet, cal ressaltar que el late domain 144-149 es troba molt enterrat a la 
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superfície de la càpsida (Figura 13). Aquesta hipòtesi i el conjunt de 
característiques d’aquesta població, ens va portar a l’elaboració d’aquest 
estudi. 
 

 
Figura 13. Disposició enterrada dels motius d’unió a ALIX a la càpsida de l’HAV. En 
blau, verd i vermell, s’assenyalen les proteïnes estructurals VP1, VP2 i VP3, respectivament. 
Dominis d’unió a ALIX de la proteïna VP2 en taronja. Residu pròxim al lloc d’unió (posició 
134 de VP2), en groc. A. Població HM175-L0 o parental, presenta una serina en el residu 134 
de VP2.B. Població HM175-HP, presenta una glicina en el residu 134 de VP2. 

 
El descobriment d’aquesta nova via de sortida de la cèl·lula per part 

de l’HAV en forma de partícula pseudoembolcallada (eHAV) té importants 
implicacions especialment en el cicle biològic del virus. Estudis recents 
mostren que les partícules de l’HAV que circulen en sang es troben 

embolcallades [17]. Aquest embolcall no només els hi proporciona 
protecció en front els anticossos neutralitzants sinó que promou la 
propagació del virus dins del fetge (transmissió cèl·lula – cèl·lula). Per altra 
banda, els virus excretats en femta són nus i altament estables, facilitant la 
seva propagació i transmissió a nous hostes (transmissió pacient – pacient).  

Els factors que controlen la biogènesi d’aquests dos fenotips del virus en 
humans infectats encara no estan clars. Tal com s’ha comentat a la 
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introducció, l’HAV podria replicar de forma limitada en el tracte 
gastrointestinal [50], no obstant el seu lloc principal de replicació és el 
fetge. 

 

Els hepatòcits són cèl·lules d’origen epitelial altament polaritzades 
amb dues membranes diferenciades, la basolateral i l’apical, i vies 
d’exportació de proteïnes molt especialitzades [258,259]. La seva 
membrana basolateral es troba en contacte amb l’espai de Disse, el qual es 
comunica amb la sang que circula a través dels sinusoides hepàtics. La 

membrana apical és més petita i es troba en contacte amb el lumen del 
canalicle biliar (Figura 14 A). Els àcids biliars són secretats pels hepatòcits 
a través de la membrana apical cap al canalicle i posteriorment circulen cap 
als conductes biliars més grans per arribar finalment a l’intestí [259]. Les 
unions estretes (tight junctions) que es formen entre els hepatòcits veïns 

separen les membranes apical i basolateral, segellant la llum canalicular. 
D’aquesta manera es forma una barrera entre la sang i la bilis la qual 
impedeix la difusió dels àcids biliars i altres soluts grans. 

 
Actualment, existeixen varies hipòtesis que expliquen perquè els 

virions pseudoembolcallats (eHAV) es troben en la circulació, mentre que 
els que s’eliminen a femta ho fan amb el fenotip nu.  La hipòtesi més simple 
suggereix que les membranes de l’eHAV s’eliminen per l’acció detergent 
dels àcids biliars durant el seu pas a través del tracte biliar (Figura 14 B). 
Fins al moment, els estudis realitzats han demostrat que la membrana de 

l’eHAV és estable quan s’incuba amb bilis porcina durant dues hores a 37ºC 
[17]. No obstant, es creu que com les concentracions d’àcids biliars són 
majors i la seva acció detergent és més forta en el canalicle biliar proximal 
on s’origina la bilis, aquesta podria ser una hipòtesi vàlida [54,259]. Estudis 
amb concentracions molt elevades d’àcid taurocòlic (930mM TCA), un àcid 
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present en les sals biliars, mostren la completa conversió d’eHAV a 
partícules nues (HAV) [54]. No obstant, el fet que la concentració d’àcids 
biliars dins dels aspirats de vesícula biliar humana tant sols arriba a nivells 
de 170-180mM [260], fa que aquesta hipòtesi continuï essent controvertida. 

 

 
 

Figura 14. Microanatomia de l’hepatòcit i les tres possibles explicacions per a la 
presència de les diferents formes de l’HAV en sang (eHAV) i femta (HAV). A. Diagrama 
simplificat on es mostren dos hepatòcits en relació amb l’espai de Disse i el sinusoide hepàtic 
en contacte amb la sang, i el canalicle biliar. El canalicle biliar rodeja els hepatòcits en forma 
de cinturó a través del qual es secreten els virus i la bilis a través de la membrana apical del 
hepatòcit. La bilis circula des del canalicle fins als conductes biliars més grans i finalment 
s’elimina a través de la llum del tracte gastrointestinal. B-D. Hipòtesis competitives que 
podrien explicar la presència d’aquestes dos formes del virus en sang (eHAV) i en femta 
(HAV).  
  

Una hipòtesi alternativa és que les dues formes de sortida del virus 
dels hepatòcits infectats siguin a través de diferents vies d’exportació. 

L’eHAV alliberat a la sang a través de la membrana basolateral via els cossos 
multivesiculars (MVB) i els virions nus a la bilis a través de la membrana 
apical via els lisosomes (Figura 14 C) [261]. Estudis previs mostren com 
l’HAV es secreta de forma vectorial a partir de cultius de cèl·lules epitelials 
polaritzades [51,98], però aquests estudis no diferencien entre virus nus i 
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pseudoembolcallats, deixant oberta la possibilitat d’una alliberació 
diferencial d’eHAV enfront l’HAV.  

 
No obstant, la tercera hipòtesi suggerida recentment per Counihan i 

Anderson [262], proposa que tan els virions pseudoembolcallats com els 
nus s’alliberen a través de la membrana basolateral a l’espai de Disse. 
Aquests virions nus posteriorment tornen a entrar als hepatòcits i per un 
procés de transcitosi arriben fins la membrana apical on seran alliberats al 
tracte biliar (Figura 14 D). Més endavant, durant el curs de la infecció, 

aquesta transcitosi es pot veure potenciada per anticossos IgA que 
s’uneixen a la càpsida de l’HAV [262]. Tot i que, aparentment pot semblar 
complicada, aquesta ruta d’exportació apical proposada imita alguns 
aspectes de la ruta utilitzada pels hepatòcits per al transport de proteïnes 
apicals [258,259]. 

 
La població de creixement ràpid HM175-HP obtinguda pel grup de 

Virus Entèrics [217], tal com s’ha comentat anteriorment, presenta uns 
nivells de replicació més elevats que el model parental HM175-L0. Aquesta 
característica i el fet que semblaria que pot presentar una millor eficiència 

de sortida de la cèl·lula, poden ser de gran ajuda per estudiar la biogènesi 
del virus durant el seu cicle biològic. Un millor coneixement sobre el cicle 
biològic de l’HAV, aportaria informació important per a clarificar les 
nombroses controvèrsies encara existents al voltant dels mecanismes 
utilitzats per aquest virus al llarg del seu cicle de vida. Nous descobriments 

en aquest camp poden ajudar al desenvolupament de noves teràpies 
antivirals i vacunes per a la prevenció i tractament de l’hepatitis A. 
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4.1 Naturalesa de les partícules víriques alliberades a 

sobrenedants de cultiu cel·lular en els models cel·lulars 

FRhK-4 i Huh7-AI 
 

Degut al canvi de paradigma en la biologia de l’HAV descrit aquests 
darrers anys, vam decidir estudiar la naturalesa de les partícules víriques 
produïdes per les poblacions HM175-L0 i HM175-HP en els sobrenedants 
de cultiu cel·lular en la línia cel·lular FRhK-4. Aquest model cel·lular és el 
que s’utilitza tradicionalment per a la replicació de l’HAV in vitro, i al qual es 

troben adaptades aquestes dues poblacions [72,217]. 
 
Per tal d’estudiar la biologia del virus en un model molt més similar al 

del seu cicle biològic in vivo, es va realitzar el mateix estudi amb la línia 
cel·lular Huh7-AI. Aquesta línia cel·lular és derivada d’hepatòcits humans i 

es caracteritza per mostrar una major permissivitat a la infecció amb l’HAV 
que el seu model parental Huh7 [207]. 

 
Es van sembrar cèl·lules en flascons de 80 cm2 de superfície, i un cop 

assolida la confluència es van infectar amb les dues poblacions del virus de 

l’HAV amb una MOI d’1. Als 10 dies post infecció, els 30 mL de sobrenedant 
es van concentrar per ultracentrifugació per tal d’analitzar els fenotips 
presents entre les partícules alliberades. 

 
Per a l’anàlisi del fenotip es van separar les partícules per densitat 

mitjançant gradients isopícnics d’iodixanol-sacarosa tal i com es detalla en 
l’apartat 7.2 de material i mètodes. Un cop obtingudes les fraccions, 
s’analitzava la seva densitat, i es quantificava el virus per RT-qPCR en 
cadascuna d’elles. Per tal que els resultats fossin representatius, es van 
realitzar un mínim de tres infeccions independents en flascons de 80 cm2 de 
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superfície amb cadascuna de les poblacions de l’HAV i per cadascun dels 
models cel·lulars.  

 
En aquests gradients d’iodixanol sacarosa, les partícules nues de 

l’HAV es troben en el rang de densitat entre 1.20 - 1.25 g / cm3, mentre que 
les embolcallades es troben entre 1.06 - 1.12 g / cm3 (Figura 15). Els 
resultats obtinguts mostren que el fenotip predominant entre les partícules 
alliberades en els sobrenedants de cultiu, en ambdues línies cel·lulars i per 
a les dues poblacions virals, és el pseudoembolcallat (eHAV). Aquest fenotip 

representa un 98.07% ± 0.38 de les partícules alliberades en els 
sobrenedants dels dos models cel·lulars amb les dos poblacions de l’HAV 
estudiades. 

 
Per tal de confirmar aquests resultats, es van agrupar les fraccions 

corresponents a cadascun dels fenotips del virus, procedents dels diferents 
gradients d’iodixanol sacarosa, per a les dues línies cel·lulars i per 
cadascuna de les poblacions de l’HAV. Un cop dialitzades i concentrades, es 
van sotmetre a tinció negativa per a la seva observació al microscopi 
electrònic de transmissió (TEM) tal i com es detalla en l’apartat 7.4 de 

material i mètodes.  
 
L’observació mitjançant microscòpia electrònica confirma la 

presència d’aquests dos fenotips del virus en els sobrenedants de cultiu de 
les nostres poblacions de l’HAV en els models cel·lulars FRhK-4 i Huh7-AI 

(Figura 15). 
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Figura 15. El fenotip pseudoembolcallat de l’HAV (eHAV) és la forma dominant en els 
sobrenedants de les poblacions HM175-L0 i HM175-HP en les línies cel·lulars FRhK-4 i 
Huh7-AI. Gradients d’iodixanol sacarosa que mostren els pics de partícules 
pseudoembolcallades (eHAV) en el rang de menor densitat 1.06-1.12g/cm3, i les partícules 
nues (HAV) en el rang de major densitat 1.20-1.25g/cm3 (↓). A i B Sobrenedant obtingut en 
cèl·lules FRhK-4. C i D Sobrenedant obtingut en cèl·lules Huh7-AI. Es mostren les copies 
gènomiques totals en 30 mL de sobrenedant. Imatges de microscòpia electrònica de tinció 
negativa de la forma pseudoembolcallada (eHAV) i nua (HAV) de l’HAV en les poblacions 
HM175-L0 i HM175-HP en les corresponents línies cel·lulars. Resultats representatius d’un 
mínim de tres experiments independents per línia cel·lular i per població del virus.  
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Per últim, es va quantificar l’abundància dels dos fenotips del virus 
individualment per a cadascuna de les poblacions de l’HAV, en els 
sobrenedants de cultiu a 10 dies post infecció dels dos models cel·lulars per 
separat. Els resultats mostren un percentatge significativament superior 

(p<0.05) de partícules pseudoembolcallades (eHAV) en els sobrenedants de 
la població HM175-HP respecte la parental L0 en la línia cel·lular Huh7-AI. 
Aquesta població també mostra un percentatge d’eHAV significativament 
més alt (p<0.05) en cèl·lules Huh7-AI respecte les cèl·lules FRhK-4. No 
obstant, no s’observen diferències significatives en el percentatge d’eHAV 

entre les dues poblacions de l’HAV obtingudes en els sobrenedants de les 
cèl·lules FRhK-4 (Taula 1).  

 

  HM175-L0 HM175-HP 

FRhK-4 
eHAV 96.64 ± 0.73a,A 97.39 ± 0.70a,A 
HAV 3.06 ± 0.73a,A 2.61 ± 0.70a,A  

Huh7-AI 
eHAV 97.45 ± 0.40a,A 99.82 ± 0.06b,B 
HAV 2.55 ± 0.40a,A 0.18 ± 0.06b,B 

Taula 1. Percentatges de partícules pseudoembolcallades (eHAV) i nues (HAV) 
alliberades a sobrenedant de cultiu cel·lular de les poblacions HM175-L0 i HM175-HP 
en les línies cel·lulars FRhK-4 i Huh7-AI. Es mostra la mitjana de tres experiments 
independents  per a cadascuna de les poblacions i línies cel·lulars ± l’error estàndard.  Les 
diferències estadísticament significatives (p<0.05) entre poblacions en una mateixa línia 
cel·lular s’assenyalen utilitzant el criteri de lletres a≠b en minúscula. Les diferències 
estadísticament significatives (p<0.05) d’una mateixa població en les diferents línies 
cel·lulars s’assenyalen utilitzant el criteri de lletres A≠B en majúscules. 

 
El conjunt de resultats suggereix una millor eficiència de sortida en 

forma de partícula pseudoembolcallada (eHAV) per part de la població HP 
respecte la L0 en el model cel·lular Huh7-AI. A més a més, les diferències 
observades entre les dues línies cel·lulars, mostren com aquests 

percentatges no només depenen de la població de l’HAV sinó que la línia 
cel·lular hi juga un paper important.  
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4.2 Microscòpia confocal quantitativa de les 

poblacions HM175-L0 i HM175-HP de l’HAV amb la 

proteïna cel·lular ALIX en el model cel·lular Huh7-AI 
 

Com s’ha comentat en els antecedents, la formació d’aquestes 
partícules pseudoembolcallades a través del complex ESCRT-III es dona 
mitjançant la proteïna accessòria ALIX, la qual s’encarrega de classificar el 
cargo que s’introdueix dins les vesícules [17,243,255]. Amb les diferències 
observades entre les dues poblacions del virus en el model cel·lular Huh7-

AI, i el major percentatge de partícules pseudoembolcallades mostrat pel 
mutant HP en aquest model cel·lular respecte el FRhK-4, es va decidir 
estudiar en profunditat la relació d’aquestes poblacions de l’HAV amb la 
proteïna cel·lular ALIX utilitzant el model cel·lular Huh7-AI.  

 

Aquest estudi es va fer mitjançant un anàlisi quantitatiu de 
colocalització per microscòpia confocal, del virus i la proteïna cel·lular ALIX. 
Es va posar a punt una immunofluorescència indirecta de doble marcatge 
per a la càpsida del virus i la proteïna ALIX, en els cultius de cèl·lules Huh7-
AI a diferents temps post infecció. Els temps post infecció es van establir 

tenint en compte que la proteïna ALIX intervé en les fases finals del cicle del 
virus de l’HAV, i valorant la capacitat de replicació d’aquestes poblacions de 
l’HAV en la línia cel·lular Huh7-AI. Estudis previs, mostraven que tan la 
població parental L0 com la mutant HP, tenen un nivell de replicació 
significativament menor en el model cel·lular Huh7-AI  respecte el model de 

FRhK-4, al qual es troben adaptades (p<0.01) (Figura 16). Es van establir 
les 48 i 72 hores com a temps post infecció, amb la finalitat de tenir uns 
nivells d’antigen viral suficients per ser detectats per immunofluorescència 
indirecta, i per tal que el virus es trobés en la fase de sortida de la cèl·lula. 
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Figura 16. Nivell de replicació de les poblacions HM175-L0 (L0) i HM175-HP (HP) en 
les línies cel·lulars FRhK-4 i Huh7-AI. Es mostren els títols infecciosos en els sobrenedants 
de cèl·lules infectades amb una MOI de 0.1 als 7 dies post infecció. Els box plot mostren la 
distribució de valors del títol infecciós, mesurat per TCID50 per mil·lilitre, d’un mínim de 3 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun, per cadascuna de les poblacions de 
l’HAV i línia cel·lular. El límit inferior de la caixa mostra el percentil 25, dins de la caixa la 
línia discontínua en punts mostra la mitjana aritmètica i la línia contínua la mediana del 
grup, el límit superior de la caixa mostra el  percentil 75. Les diferències estadísticament 
significatives (p<0.05) entre poblacions de virus en una mateixa línia cel·lular s’assenyalen 
utilitzant el criteri de lletres a≠b en minúscula. Les diferències estadísticament significatives 
(p<0.05) d’una mateixa població de virus en les diferents línies cel·lulars s’assenyalen 
utilitzant el criteri de lletres A≠B en majúscules. 
 

Per a l’estudi de colocalització, es van infectar monocapes de 
cèl·lules Huh7-AI, un cop havien assolit la confluència, amb les dues 
poblacions del virus amb una MOI de 5. Posteriorment es va realitzar el 
protocol, detallat a l’apartat 7.5.2 de material i mètodes, 

d’immunofluorescència indirecta de doble marcatge per a cadascuna d’elles. 
Per l’anàlisi quantitatiu de la colocalització, es van realitzar tres 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun d’ells i per 
cadascun dels temps post infecció, escanejant tot el camp microscòpic. Es 
van establir uns paràmetres fixes per a la presa d’imatges i per al seu 
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posterior anàlisi quantitatiu mitjançant microscòpia confocal (Veure 
apartat 7.5 de material i mètodes). 

 
Com a control negatiu de la colocalització es va marcar la proteïna 

LC3b, característica de les membranes dels autofagosomes. Altres 
picornavirus, com els poliovirus i alguns enterovirus, s’ha descrit que 
utilitzen aquestes vesícules per sortir de la cèl·lula [263–268], en canvi,  fins 
el moment, no s’ha trobat LC3b associat a les membranes del fenotip 
pseudoembolcallat de l’HAV [235].  

 
L’observació de les imatges, de caràcter qualitatiu, ens permet 

afirmar que hi ha colocalització entre la proteïna cel·lular ALIX i la càpsida 
de l’HAV tant a 48 com a 72 hores post infecció i per a les dues poblacions 
de l’HAV. Aquests resultats confirmen que aquestes poblacions de l’HAV 

utilitzen la via de sortida a través dels cossos multivessiculars (MVB) on 
ALIX actua com a proteïna accessòria. Destaca especialment com els nivells 
de replicació de la població L0 a 48 hores post infecció són pràcticament 
indetectables i es necessari esperar a fases més avançades de la infecció, per 
poder observar el comportament d’aquesta població (Figura 17 A i C). En 

canvi, la població HP mostra nivells molt més elevats de replicació ja des de 
les 48 hores post infecció (Figura 17 B i D). 

 
A les 72 hores post infecció ja s’observa un augment important 

d’antigen viral per part de la població L0 respecte les 48 hores (Figura 17 

C). L’increment d’antigen viral entre les 48 i les 72 dues hores post infecció 
per a la població HP no es tan marcat com per la L0, confirmant-se una 
vegada més que és una població de creixement ràpid capaç de produir 
majors quantitats d’antigen viral a temps curts post infecció (Figura 17 B i 

D). 
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Figura 17. Colocalització del virus de l’HAV amb la proteïna ALIX en cèl·lules Huh7-AI.  
ALIX, en verd; HAV, en vermell; Nucli, en blau. Les zones de colocalització corresponen als 
punts entre groc i taronja, degut a la coincidència en l’espai del marcatge verd i vermell. A. 
Cèl·lules infectades amb la població L0 a 48 hores post infecció. B. Cèl·lules infectades amb la 
població HP a 48 hores post infecció. C. Cèl·lules infectades amb la població L0 a 72 hores 
post infecció. D. Cèl·lules infectades amb la població HP a 72 hores post infecció. E, F. 
Control negatiu de colocalització. LC3b, en verd; HAV, en vermell; Nucli, en blau. E. 
Cèl·lules infectades amb la població L0 a 72 hores post infecció. F. Cèl·lules infectades amb la 
població HP a 72 hores post infecció. Seccions horitzontals XY. Barra d’escala, 10 µm. Talls 
presos a una distància de 0.12 µm entre ells. Imatges representatives d’un mínim de tres 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun, per població viral i temps post 
infecció. 
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El marcatge de la proteïna ALIX mostra un augment entre les 48 i les 
72 hores, tan en les cèl·lules infectades amb la població L0 com en les 
infectades amb la població HP. No obstant, aquest augment sembla més 
marcat per a la població L0, on a 48 hores post infecció el marcatge és molt 

baix (Figura 17 A-D).  

Les imatges del marcatge de la proteïna LC3b i el virus de l’HAV, les 
quals es van utilitzar com a control negatiu de la colocalització, no mostren 
coincidència en l’espai de marcatge entre el virus i la proteïna. Aquests 
resultats evidencien que la proteïna LC3b, característica de la membrana 

dels autofagosomes,  a més de ser un bon control negatiu de colocalització 
per aquest estudi, no es troba involucrada en la via de sortida del virus de 
l’HAV (Figura 17 E i F). 

 

4.2.1 Anàlisi quantitatiu de la colocalització de les 

poblacions HM175-L0 i HM175-HP en la línia cel·lular 

Huh7-AI 
 
Per poder quantificar les diferències observades amb l’anàlisi 

qualitatiu de les imatges de microscòpia confocal, es va realitzar la 

deconvolució de les imatges amb el software Hyugens Essential tal i com es 
detalla al apartat 7.5.1 de material i mètodes. Per quantificar la 
colocalització es van escollir els coeficients de colocalització de Manders, 
perquè permeten determinar el grau de colocalització encara que els dos 
antígens tinguin unes intensitats de senyal molt diferents [269]. 

Seguidament, amb el mateix software, es van calcular els coeficients de 
colocalització de Manders, M1 (grau de colocalització relatiu del primer 
marcador respecte el segon marcador) i M2 (grau de colocalització relatiu 
del segon marcador respecte el primer marcador), i els coeficients 
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d’overlap, k1 (grau de contribució del primer marcador en la colocalització) 
i k2 (grau de contribució del segon marcador en la colocalització) [269,270]. 
En el nostre estudi el primer marcador era la càpsida del virus, i el segon la 
proteïna cel·lular ALIX. 

 
Per al control negatiu de la colocalització, realitzat com s’ha 

comentat anteriorment, marcant la càpsida del virus de l’HAV i la proteïna 
cel·lular LC3b, també es van calcular els mateixos coeficients de 
colocalització. En aquest cas el primer marcador era la càpsida del virus i el 

segon la proteïna cel·lular LC3b. L’anàlisi quantitatiu del control negatiu de 
colocalització, ens permet verificar que els valors obtinguts en l’anàlisi 
quantitatiu de colocalització entre la càpsida del virus i la proteïna ALIX, són 
reals i no el resultat de la coincidència aleatòria dels punts de llum en la 
colocalització. Els valors dels coeficients per al control negatiu no poden 

arribar al 50% del valor mitjà dels obtinguts en el nostre anàlisi de 
colocalització, i han de ser significativament molt menors als mateixos 
(p<0.01). 

 
Amb els resultats obtinguts a les 48 hores post infecció, tot i 

confirmar-se la colocalització, no s’observen diferències significatives entre 
les poblacions L0 i HP. Les mitjanes del coeficient de Manders M1 de la 
població L0 i HP, tenen valors de 0.49 ± 0.03 i 0.52 ± 0.03, respectivament, 
els quals no mostren diferències significatives entre ells (Figura 18). 
Segons el coeficient de Manders M1, el qual mostra el grau de colocalització 

relatiu del virus amb ALIX respecte el total de virus de la imatge, o dit d’una 
altra manera el percentatge de virus que colocalitza amb ALIX, L0 i HP 
presenten el mateix grau de colocalització amb la proteïna ALIX a les 48 
hores post infecció. Tot i que HP produeix molt més antigen víric.  
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Figura 18. Coeficients de Manders M1 i M2 i d’overlap k1 i k2 a 48 i 72 hores post 
infecció. Els box plots mostren la distribució dels valors dels coeficients corresponents a 
l’anàlisi dels 3 experiments independents amb dues rèpliques cadascun per població viral i 
temps post infecció. El límit inferior de la caixa mostra el percentil 25, dins de la caixa la línia 
discontínua en punts mostra la mitjana aritmètica i la línia contínua la mediana del grup, el 
límit superior de la caixa mostra el percentil 75. Els bigotis per sota i per sobre de la caixa 
mostren els percentils 10 i 90, respectivament. Les diferències estadísticament significatives 
(p<0.05) entre poblacions de virus en un mateix temps post infecció s’assenyalen utilitzant el 
criteri de lletres a≠b en minúscula. Les diferències estadísticament significatives (p<0.05) 
d’una mateixa població de virus en els diferents temps post infecció s’assenyalen utilitzant el 
criteri de lletres A≠B en majúscules. 



Resultats 

76 

En l’anàlisi a les 72 hores post infecció, el coeficient M1 mostra que 
les càpsides de la població HP, amb una mitjana de 0.53 ± 0.07, presenten 
un grau de colocalització amb la proteïna ALIX significativament major que 
les de la població L0, la qual mostra una mitjana de 0.35 ± 0.03 (p<0.05) 

(Figura 18). Aquests resultats indiquen que en la població HP hi ha una 
major proporció de virus colocalitzant amb ALIX que en la població L0.  

 
Si observem les diferències entre temps post infecció veiem com la 

població L0 presenta una disminució significativa del coeficient M1 a les 72 

hores post infecció (p<0.05), mentre que per a la població HP és manté. Es a 
dir, la proporció de càpsides que colocalitzen amb ALIX per a la població L0 
cau a 72 hores, mentre que per a la població HP es manté constant. Aquesta 
diferència pot ser deguda a l’augment d’antigen, tal i com s’observa en les 
imatges d’immunofluorescència, en el nombre de càpsides a les 72 hores. 

Mentre a 48 hores per a la població L0 hi ha poc virus i poca proteïna ALIX, 
per a la població HP aquestes quantitats són més grans. Quan la població L0 
incrementa la quantitat d’antigen, el coeficient M1 cau, degut a que la 
proporció que colocalitza amb ALIX és menor. Aquesta disminució en la 
proporció pot ser deguda a que la quantitat de proteïna ALIX disponible 

sigui encara insuficient per interaccionar amb tots els virus, o bé a que la 
població L0 interaccioni pitjor amb la proteïna ALIX, ja que per a la població 
HP el coeficient es manté.  

 

Quan ens fixem en el coeficient M2, el qual mostra el grau de 

colocalització relatiu d’ALIX amb el virus respecte el total d’ALIX de la 
imatge, és a dir el percentatge d’ALIX que colocalitza amb el virus, veiem 
que les mitjanes de cada població, 0.30 ± 0.05 per a L0 i 0.33 ± 0.06 per a 
HP, tampoc mostren diferències significatives entre elles a 48 hores post 
infecció. En canvi el coeficient M2 a 72 hores post infecció mostra una 
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mitjana de 0.30 ± 0.03 per a la població HP i de 0.42 ± 0.03 per a la població 
L0, la qual és significativament superior a la de la població HP (p<0.05). 
Això ens indica que hi ha una major proporció d’ALIX que es troba 
colocalitzant amb el virus en la població L0, respecte la població HP. Aquest 

coeficient, sorprenentment més baix per a la població HP, es podria 
interpretar si en les cèl·lules infectades amb HP hi hagués una major 
quantitat d’ALIX. El coeficient M2 no mostra diferències significatives entre 
els temps post infecció, però sí que s’observa una tendència a augmentar en 
el cas de la població L0. Es a dir, la proporció d’ALIX que colocalitza amb el 

virus respecte el total d’ALIX, augmenta amb el temps per a la població L0. 
En canvi, per a la població HP, aquesta proporció es manté més estable. 
Aquests resultats suggereixen que hi podria haver una quantitat major 
d’ALIX en les cèl·lules infectades amb la població HP respecte les infectades 
amb L0.  

 
Per analitzar la contribució del virus i de la proteïna ALIX en la 

colocalització, es van utilitzar els coeficients d’overlap k1 i k2 [269], que ens 
mostren la contribució en la colocalització del virus i d’ALIX, 
respectivament. 

 
L’anàlisi a 48 hores post infecció no va mostrar diferències 

significatives en la contribució del virus en la colocalització, tal i com 
mostren les mitjanes de les poblacions, 0.42 ± 0.06 per la L0 i 0.44 ± 0.09 
per l’HP, del coeficient d’overlap k1. Per tant, a les 48 hores hi ha la mateixa 

quantitat de càpsides de L0 i HP per punt de colocalització. A les 72 hores, 
aquesta contribució del virus en la colocalització, tampoc mostra diferències 
significatives entre les mitjanes de les poblacions HP i L0. Tot i mostrar una 
mitjana de 0.28 ± 0.02 per a la població L0 i 0.31 ± 0.05 per a la població HP, 
la distribució del 50% dels valors en les dues poblacions es troba al mateix 
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nivell. Per tant el nombre de càpsides per unitat de colocalització seguiria 
essent el mateix per a les dues poblacions de l’HAV. Pel que fa a les 
diferències del coeficient k1 entre els dos temps post infecció, s’observa una 
disminució de la contribució en la colocalització per part de les dos 

poblacions dels virus, tot i que només és significativa per a la població L0 
(p<0.05). 

 
Per valorar el grau de contribució d’ALIX en la colocalització vam 

utilitzar el coeficient d’overlap k2. A les 48 hores post infecció aquest 

coeficient mostra unes mitjanes de 0.15 ± 0.02 per a la població L0 i 0.16 ± 
0.03 per HP. Aquestes mitjanes no mostren diferències significatives entre 
les dues poblacions, tot i que s’observa una tendència d’alguns dels valors 
d’HP a estar per sobre de la mitjana de L0, mostrant així que, almenys en 
aquests casos, hi hauria més ALIX per punt de colocalització respecte la 

població L0 (Figura 18). Per tant a 48 hores post infecció HP semblaria que 
té una major capacitat de captar ALIX. A les 72 hores post infecció, la 
mitjana de la població HP és significativament superior a la de la població 
L0 (p<0.05), essent d’un valor de 0.28 ± 0.02 i 0.19 ± 0.01, respectivament. 
Això ens confirma que hi hauria més ALIX per punt de colocalització en la 

població HP que en L0, confirmant-se així que HP té una major capacitat de 
captar ALIX. Si observem les diferències entre els temps post infecció, veiem 
com la contribució d’ALIX en la colocalització augmenta per a les dues 
poblacions, tot i que només és significatiu en el cas d’HP (p<0.05).  

 

Valorant els dos coeficients d’overlap al llarg del temps, s’observa 
com a mesura que disminueix la contribució del virus en la colocalització, 
augmenta la contribució d’ALIX (Figura 18).  
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Finalment, els resultats obtinguts amb al control negatiu de 
colocalització mostren per als coeficients de Manders M1 i M2 un valor de 
mitjana de 0.18 ± 0.06 i 0.11 ± 0.04 per a L0, i 0.17 ± 0.03 i 0.12 ± 0.03 per 
HP, respectivament. En el cas dels coeficient d’overlap k1 i k2 els valors de 

les mitjanes són 0.04 ± 0.01 i 0.04 ± 0.01 per a L0, i 0.07 ± 0.01 i 0.05 ± 0.01 
per HP, respectivament. Aquests valors es troben per sota del 50% del valor 
mitjà dels obtinguts en el nostre anàlisi de colocalització entre la càpsida del 
virus i la proteïna ALIX, i són significativament molt menors als mateixos 
(p<0.01). Amb aquests resultats podem afirmar que la colocalització entre 

la càpsida del virus de l’HAV i la proteïna cel·lular ALIX és real, és a dir, que 
no es tracta de la coincidència aleatòria dels punts de llum en la 
colocalització. 

 
El conjunt de tots aquests resultats suggereix que la cèl·lula podria 

estar expressant més ALIX durant la infecció amb HP respecte L0. A més a 
més, el fet que en els punts de colocalització de la població HP hi hagi una 
major quantitat d’ALIX, podria indicar una millor capacitat d’interacció amb 
aquesta proteïna cel·lular per part de la població HP. Per altra banda, en les 
cèl·lules infectades amb la població L0 sembla que l’augment del virus a les 

72 hores porta també associat un increment d’ALIX. No obstant, la quantitat 
total d’ALIX i la seva contribució en la colocalització sembla que són menors 
que per la població HP. 
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4.3 Expressió relativa d’ALIX durant la infecció 

amb les poblacions HM175-L0 i HM175-HP de l’HAV 

en el model cel·lular Huh7-AI  
 

Amb els resultats obtinguts en l’estudi quantitatiu de microscòpia 
confocal, els quals suggerien que hi podria haver una major quantitat d’ALIX 
en les cèl·lules infectades amb la població HP i un augment d’ALIX associat a 
l’augment del virus en la població L0, es va decidir quantificar el mRNA 
d’ALIX en aquestes condicions. La quantificació relativa d’ALIX en el model 

cel·lular Huh7-AI es va realitzar mitjançant RT-qPCR del mRNA d’ALIX a 48 
i 72 hores post infecció en cèl·lules infectades amb les poblacions L0 i HP 
amb una MOI de 5. Es va quantificar també el mRNA d’ALIX de cèl·lules 
Huh7-AI no infectades als mateixos temps post infecció. Per altra banda, es 
va quantificar el virus de l’HAV per RT-qPCR en els mateixos lisats cel·lulars, 

per poder analitzar la relació entre el títol viral i la quantitat d’ALIX present 
en les cèl·lules, per a les dos poblacions del virus. Es van realitzar un mínim 
de 3 experiments independents amb dues rèpliques cadascun i per 
cadascuna de les condicions. 

 

La mitjana dels valors d’expressió relativa d’ALIX de les poblacions, 
mostra uns valors de 0.70 ± 0.10 i 1.24 ± 0.14 per a L0 i HP, respectivament, 
a 48 hores post infecció. A les 72 hores post infecció aquests valors 
augmenten fins a 0.99 ± 0.13 per a la població L0 i 1.52 ± 0.21 en el cas de la 
població HP. Aquests resultats mostren una significativa major expressió 

relativa d’ALIX en les cèl·lules infectades amb la població HP respecte les 
infectades amb L0, tan a les 48 com a les 72 hores post infecció (p<0.05) 
(Figura 19). S’observa també un augment de l’expressió d’ALIX en les 
cèl·lules infectades amb les dos poblacions del virus al llarg del temps, tot i 
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que només és significatiu en les cèl·lules infectades amb la població L0 
(p<0.05) (Figura 19). 
 

 
Figura 19. Expressió relativa d’ALIX en cèl·lules Huh7-AI infectades amb les 
poblacions L0 i HP de l’HAV. Es mostra l’increment de l’expressió relativa d’ALIX 
normalitzada amb el control endogen GAPDH en cèl·lules Huh7-AI infectades amb el virus 
respecte la de les cèl·lules no infectades. Els box plots mostren la distribució dels valors d’un 
mínim de 3 experiments independents amb dues rèpliques cadascun. El límit inferior de la 
caixa mostra el percentil 25, dins de la caixa la línia discontínua en punts mostra la mitjana 
aritmètica i la línia contínua la mediana del grup, el límit superior de la caixa mostra el  
percentil 75. Els bigotis per sota i per sobre de la caixa mostren els percentils 10 i 90, 
respectivament. Els punts inferior i superior als bigotis mostren el percentil 5 i 95, 
respectivament. Les diferències estadísticament significatives (p<0.05) entre poblacions de 
virus en un mateix temps post infecció s’assenyalen utilitzant el criteri de lletres a≠b en 
minúscula. Les diferències estadísticament significatives (p<0.05) d’una mateixa població de 
virus en els diferents temps post infecció s’assenyalen utilitzant el criteri de lletres A≠B en 
majúscules. 

 
Si analitzem l’increment d’ALIX en les cèl·lules infectades amb les 

dues poblacions del virus a les 72 hores post infecció, la població L0 mostra 
un increment major que el de la població HP, amb unes mitjanes de 3.26 ± 
0.33 i 2.65 ± 0.18, respectivament (Figura 20 A). Pel que fa al increment del 
títol viral, la població L0 també mostra un increment significativament 
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superior al de la població HP (p<0.05), amb uns valors de mitjana de 4.74 ± 
0.42 i 1.54 ± 0.10, respectivament (Figura 20 B). 
 

 

Figura 20. Increment de l’expressió d’ALIX i de les poblacions de L’HAV a 72 hores post 
infecció respecte 48 hores post infecció. A. Es mostra l’increment de l’expressió relativa 
d’ALIX normalitzada amb el control endògen GAPDH en cèl·lules Huh7-AI infectades amb 
cadascuna de les poblacions del virus a 72 hores post infecció, respecte la de les cèl·lules 
infectades amb cadascuna de les poblacions del virus a 48 hores post infecció. B. Es mostra 
l’increment del títol viral mesurat per RT-qPCR en cèl·lules Huh7-AI infectades amb 
cadascuna de les poblacions del virus a 72 hores post infecció, respecte el títol viral en les 
cèl·lules infectades amb cadascuna de les poblacions del virus a 48 hores post infecció. Els 
box plots mostren la distribució dels valors d’un mínim de 3 experiments independents amb 
dues rèpliques cadascun. El límit inferior de la caixa mostra el percentil 25, dins de la caixa la 
línia discontínua en punts mostra la mitjana aritmètica i la línia contínua la mediana del 
grup, el límit superior de la caixa mostra el  percentil 75. Els bigotis per sota i per sobre de la 
caixa mostren els percentils 10 i 90, respectivament. Els punts inferior i superior als bigotis 
mostren el percentil 5 i 95, respectivament. El símbol * indica que hi ha significació 
estadística, p<0.05. 

 
Amb el conjunt d’aquests resultats, podem afirmar que hi ha una 

major quantitat d’ALIX en les cèl·lules infectades amb la població HP 
respecte les infectades amb L0 en els dos temps post infecció. No obstant, 
l’increment d’ALIX a les 72 hores és major per a la població L0, tal i com 

mostra també el títol viral d’aquesta població.  
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Amb els resultats obtinguts fins al moment amb l’estudi de 
microscòpia confocal i la quantificació de l’expressió cel·lular d’ALIX, es va 
decidir aplicar un model de regressió lineal simple per estudiar si 
l’expressió d’ALIX mostrava una relació directa amb el títol de genomes 

vírics de cadascuna de les poblacions de l’HAV. Els resultats mostren una 
excel·lent correlació positiva entre l’expressió d’ALIX i el títol viral per a les 
dues poblacions de l’HAV (R>0.80) (Figura 21 A i B). Tot i que el coeficient 
de correlació és lleugerament més alt per a la població L0 (R=0.89) que per 
a la població HP (R=0.83), la pendent de la recta de regressió és major en 

HP (pendent: 0.72).  La inclinació de la recta ens indica l’increment de 
l’expressió d’ALIX quan el títol viral augmenta. Es a dir, l’increment d’ALIX 
per unitat de virus seria major en la població HP que en la L0. Si tenim en 
compte la infectivitat específica de cada població (número de partícules 
infeccioses / número de genomes), la qual és de 0.02 ± 0.01 (1/50)  per a la 

L0 i 0.06 ± 0.01 (1/16) per a l’HP (entre parèntesis són el nombre mitjà de 
partícules infeccioses pel nombre de partícules físiques), obtenim una 
aproximació de la relació entre el nombre de càpsides i l’expressió d’ALIX 
(Figura 21 C i D). Els valors de la recta de regressió es mantenen iguals.  
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Figura 21. Relació entre l’expressió relativa d’ALIX i el títol viral de les poblacions 
HM175-L0 i HM175-HP en cèl·lules Huh7-AI.  (A, B) Es mostra el logaritme de l’expressió 
relativa d’ALIX normalitzada amb el control endogen GAPDH en funció del logaritme del títol 
viral mesurat per RT-qPCR per mil·lilitre. (C, D) Es mostra el logaritme de l’expressió relativa 
d’ALIX normalitzada amb el control endogen GAPDH en funció del logaritme del títol viral 
mesurat per RT-qPCR corregit per la infectivitat específica de cada població, per mil·lilitre. 
La línia correspon a la recta de regressió lineal simple. R2: coeficient de determinació. R: 
coeficient de correlació de Pearson. 
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4.4 Implicacions del silenciament gènic d’ALIX en 

les cèl·lules Huh7-AI en l’alliberament de les 

partícules víriques de les poblacions HM175-L0 i 

HM175-HP a sobrenedant cel·lular  
 
Un cop analitzat el comportament d’ALIX en els hepatòcits infectats amb 

les poblacions parental L0 i el mutant de creixement ràpid HP de l’HAV, es 
va decidir estudiar quines serien les conseqüències del silenciament gènic 

d’ALIX en la sortida d’ambdues poblacions. 
 

El silenciament gènic es va realitzar mitjançant un sistema 
d’interferència de RNA. Concretament a través de la transfecció d’un 
conjunt de 4 siRNA (small interfering RNA) diana per al gen ALIX (també 

anomenat PDCD6IP en humans). Com a control és va utilitzar un conjunt de 
4 siRNA no diana (NT-siRNA, non-targeting siRNA), que permet distingir els 
efectes específics del silenciament del nostre gen d’altres efectes no 
específics del nostre gen que es poden produir quan s’utilitzen aquests 
sistemes d’interferència de RNA. Els resultats obtinguts de 6 experiments 

independents amb dues rèpliques cadascun, mostren una mitjana de totes 
les repliques de 85.35% ± 2.69 de silenciament d’ALIX (siALIX) respecte els 
controls no silenciats (NT-siRNA) (p<0.01) (Figura 22).  
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Figura 22. Abundància d’ALIX en cèl·lules Huh7-AI silenciades. Quantitat relativa 
d’mRNA d’ALIX present en cèl·lules Huh7-AI 48 hores després de ser transfectades amb 
100nM de siALIX. El càlcul relatiu es fa respecte el control de cèl·lules transfectades amb 
100nM de NT-siRNA. Es mostra la mitjana de 6 experiments independents amb dues 
rèpliques cadascun mesurats per triplicat per RT-qPCR ± l’error estàndard. El símbol * indica 
que hi ha significació estadística, p<0.01. 

 

Les cèl·lules es van transfectar amb els siRNA corresponents i 24 
hores després es van infectar a una MOI de 5 amb les poblacions L0 i HP de 
l’HAV. A les 24 hores post infecció es van quantificar els virus en el 
sobrenedant de cultiu cel·lular per poder comparar la quantitat de 
partícules alliberades en les cèl·lules on ALIX estava silenciat respecte les 

cèl·lules on no ho estava (Figura 23 A). Els resultats obtinguts de 3 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun d’ells i per a 
cadascuna de les poblacions de l’HAV, mostren una caiguda significativa de 
0.45 ± 0.11 Log10 del títol infecciós en els sobrenedants de cultiu de la 
població L0 (p<0.05). En canvi, per al mutant de replicació ràpida HP 

aquesta caiguda és molt menor, tan sols de 0.11 ± 0.07 Log10 (Figura 23 B). 
Per a la població L0 i la mutant HP, aquestes caigudes correspondrien a un 
64.5% i 22.4%, respectivament.  
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Figura 23. Efecte del silenciament gènic d’ALIX en l’alliberament de les partícules en 
cèl·lules Huh7-AI. A. Títols infecciosos a sobrenedant de cultiu. Els resultats mostren la 
mitjana del Log10 del títol infecciós a 24 hores post infecció, mesurat per duplicat per 
TCID50/ml, d’un total de 3 experiments independents amb dues rèpliques cadascun i per a 
cadascuna de les poblacions de l’HAV ± l’error estàndard. B. Caiguda del títol infecciós a 
sobrenedant de cultiu. Els resultats mostren la caiguda del titol infecciós en el sobrenedant 
a 24 hores post infecció, de cèl·lules silenciades (siALIX) respecte el de les cèl·lules control 
no silenciades (NT-siRNA). El símbol * indica que hi ha significació estadística, p<0.05. 

 
Per tal de comprovar que aquesta caiguda del títol no era deguda a 

un problema en la replicació del virus, es va quantificar l’RNA del virus en 

els lisats cel·lulars al mateix temps post infecció. Els resultats d’un total de 3 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun i per cadascuna de 
les poblacions de l’HAV, mostren que la quantitat de RNA de l’HAV en els 
lisats cel·lulars no és menor en les cèl·lules silenciades per cap de les dues 
poblacions. A més a més, per a la població L0 s’observa augment significatiu 

d’aquest RNA intracel·lular (p<0.05), fet que demostra una vegada més que, 
el silenciament d’ALIX només faria disminuir la sortida del virus de la 
cèl·lula i no la seva replicació. En la població HP, també s’observa un lleuger 
augment del RNA viral en els lisats cel·lulars però sense arribar a ser 
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significatiu, fet que concorda amb la tampoc significativa caiguda d’aquesta 
població en el sobrenedant de cultiu (Figura 24).  

 

 

Figura 24. Efecte del silenciament gènic a nivell intracel·lular 24 hores post infecció en 
cèl·lules Huh7-AI. Els resultats mostren la mitjana del Log10 de les còpies genòmiques, 
mesurades per duplicat per RT-qPCR, d’un total de 3 experiments independents amb dues 
rèpliques cadascun i per  cadascuna de les poblacions de l’HAV ± l’error estàndard. El símbol 
* indica que hi ha significació estadística, p<0.05. 
  

Finalment es va estudiar la naturalesa de les partícules virals 
alliberades en el sobrenedant de cultiu de les cèl·lules on ALIX es trobava 
silenciat, per comparar-la amb la dels seus controls no silenciats (NT-

siRNA). Per dur a terme aquest objectiu es van concentrar els sobrenedants 
procedents de les cèl·lules silenciades per cadascuna de les dues poblacions 
i es va realitzar un gradient isopícnic d’iodixanol sacarosa (veure apartat 
7.2 de material i mètodes) per a cadascuna d’elles. Paral·lelament, es va 
seguir el mateix protocol amb els sobrenedants procedents de les cèl·lules 

control no silenciades infectades amb les dues poblacions. 
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Figura 25. Efecte del silenciament en la naturalesa de les partícules alliberades en el 
sobrenedant de cultiu cel·lular en cèl·lules Huh7-AI. A, B. Gradients d’iodixanol-sacarosa 
obtinguts concentrant els sobrenedants procedents de tots els experiments i rèpliques 
independents del silenciament. Els gràfics mostren els pics de partícules 
pseudoembolcallades (eHAV) en el rang de menor densitat 1.06-1.12g/cm3, i les partícules 
nues (HAV) en el rang de major densitat 1.20-1.25g/cm3. C, D. Fraccions corresponents al pic  
de les partícules nues (1.20-1.25g/cm3). 
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Els gradients de densitat confirmen una vegada més el que ja 
havíem observat en les quantificacions de partícules virals infeccioses 
d’aquests sobrenedants. La població L0 mostra una caiguda significativa 
respecte la quantitat de partícules alliberades en sobrenedants de cèl·lules 

no silenciades (p<0.05), mentre que per a la població HP aquesta caiguda és 
significativament menor que en L0 (p<0.05) (Figura 25 A i B). 

 
Amb els resultats d’aquests gradients, es van analitzar 

individualment les fraccions corresponents als dos fenotips del virus. Es va 

calcular la caiguda de les partícules nues (HAV) i les pseudoembolcallades 
(eHAV) alliberades a sobrenedant en les condicions de silenciament d’ALIX, 
respecte les de cèl·lules control no silenciades (NT-siRNA). Els resultats 
observats mostren que per a la població L0 el percentatge de caiguda de les 
partícules eHAV en cèl·lules silenciades respecte les no silenciades és de 

55.3% (Figura 25 A), i per a les nues aquest percentatge és de 58.1% 
(Figura 25 C). Si fem el mateix per a la població HP, veiem una caiguda de 
les partícules eHAV del 13.3% (Figura 25 B) i de les partícules nues del 
2.6% (Figura 25 D), ambdós molt menors que en la població L0 (Taula 2).  
 

 HM175-L0 HM175-HP 

eHAV 55.3 % 13.3 % 

HAV 58.1 % 2.6 % 

Taula 2. Percentatges de caiguda a sobrenedant de les partícules 
pseudoembolcallades (eHAV) i nues (HAV) en cèl·lules Huh7-AI amb ALIX silenciat. Es 
mostra el percentatge de caiguda a sobrenedant de cèl·lules amb ALIX silenciat respecte 
cèl·lules control, dels dos fenotips del virus per separat provinents dels gradients d’iodixanol 
sacarosa obtinguts concentrant els sobrenedants de tots els experiments i rèpliques 
independents del silenciament. 
 

Amb el conjunt dels resultats observats podem afirmar que el 
silenciament d’ALIX afecta molt més i de manera significativa a la població 
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L0 que a l’HP (p<0.05). A més a més, el silenciament d’ALIX semblaria 
afectar tan a la via de sortida de les partícules nues (HAV) com a la de les 
pseudoembolcallades (eHAV) en la població L0, mentre que per a la 
població HP semblaria que la poca caiguda que s’observa es major en el pic 

de les partícules eHAV que en el de les HAV. Es a dir la inhibició d’ALIX 
afecta a la sortida dels dos fenotips del virus per igual en la població L0, 
mentre que en la població HP sembla que tot i afectar-li poc, aquesta 
inhibició afecta més al fenotip pseudoembolcallat que al nu. 

 

4.5 Biogènesi de les partícules 

pseudoembolcallades (eHAV) i nues (HAV) durant el 

cicle biològic del virus de l’Hepatitis A in vitro en el 

model cel·lular hepàtic Huh7-AI polaritzat 
 

Amb els resultats obtinguts fins al moment, els quals semblarien 
indicar una millor eficiència de sortida del mutant HM175-HP en la línia 
cel·lular Huh7-AI, es va decidir desenvolupar un protocol de polarització in 

vitro d’aquesta línia cel·lular hepàtica per tal de poder aprofitar les 

avantatges que ens proporciona aquest mutant per a estudiar la biogènesi 
d’aquestes partícules pseudoembolcallades (eHAV) i nues (HAV) durant el 
cicle biològic de l’HAV. 

 
La polarització de la línia cel·lular d’hepatocarcinoma Huh7-AI va 

resultar complicada degut al fet que la gran majoria de substàncies 
comercials que s’utilitzen per induir la polarització de les cèl·lules 
hepàtiques, donen lloc a una polarització en 3D formant boles similars a un 
òrgan in vitro. En el nostre cas l’objectiu era aconseguir un grau de 
polarització suficient per observar les dues membranes diferenciades, però 
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mantenint una polarització simple columnar. Finalment aquesta 
polarització del model cel·lular Huh7-AI es va aconseguir mitjançant una 
combinació de diferents factors. Aquests factors inclouen, la sembra d’una 
quantitat específica de cèl·lules, 5 x 105 cèl·lules / 1.12 cm2, suplementar els 

medis de creixement amb un 15% de sèrum fetal boví (FBS), i renovar 
aquest medi cada 48 hores un cop les cèl·lules han arribat a la confluència 
suplementant-lo amb un 1% de DMSO durant 14 dies. 

 
El seguiment de la polarització es va fer mitjançant un estudi de 

microscòpia confocal amb anticossos contra marcadors específics de les 
membranes apical i basolateral de les cèl·lules, la ZO-1 (zonula occludens 

protein-1) de les unions estretes i l’ATPasa de sodi-potassi (Na+K+-ATPasa), 
respectivament. En els hepatòcits les unions estretes (tight junctions) 
mantenen la polaritat cel·lular i segellen els canalicles biliars formant una 

barrera intercel·lular entre la bilis i la sang [271]. En les línies cel·lulars 
humanes derivades d’hepatòcits com les Huh7-AI, les proteïnes associades a 
les unions estretes (tight junctions) com la ZO-1, formen cinturons al pol 
apical de la cèl·lula com passa amb les cèl·lules simples polaritzades, i fins i 
tot en ocasions s’observen els canalicles biliars [272,273]. La Na+K+-ATPasa 

és una bomba de sodi potassi localitzada a la membrana basolateral de les 
cèl·lules epitelials polaritzades cultivades en cultius 2D (cultius simples, en 
monocapa, no tridimensionals), que s’encarrega de bombejar sodi i potassi 
cap a la cèl·lula [274]. 

 

La distribució d’aquests marcadors en els nostres hepatòcits 
polaritzats és l’adequada, mostrant poca o nul·la colocalització entre ells en 
les monocapes de cèl·lules polaritzades Huh7-AI. En les imatges de 
microscòpia confocal, l’Na+K+-ATPasa mostra una distribució basolateral i la 
ZO-1 es localitza principalment en el domini apical dels hepatòcits, similar 
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al que passaria en un epiteli simple columnar (Figura 26 i Figura 27). 
Aquestes dades, suggereixen que els cultius d’Huh7-AI polaritzades in vitro 
sota aquestes condicions, presenten una polarització simple en monocapa, 
funcional i suficient per a l’estudi de la biogènesi de les partícules de l’HAV.  

 
La polarització simple columnar de la majoria de les cèl·lules 

epitelials cultivables, com les Caco-2, s’avalua mitjançant la mesura de la 
resistència transepitelial (TER) de les monocapes cel·lulars cultivades en 
membranes [275,276]. Els hepatòcits no presenten aquesta característica ja 

que són epitelis relativament permeables, nombrosos estudis demostren 
que les molècules de fins 50 kDa poden passar a la bilis (i fins a 270kDa en 
els casos de colèstasis degut a la lligadura del conducte biliar) [277]. Això 
implica que els mètodes convencionals per a la determinació de la polaritat 
cel·lular, com és la mesura de la TER, són poc fiables com a indicadors de la 

polaritat dels hepatòcits.  
 
En aquest estudi per tal de comprovar que la infecció amb el virus no 

alterava la permeabilitat de la monocapa, és va utilitzar el marcador FITC-
dextrà de 4 kDa, per mesurar si la infecció amb el virus provocava un 

increment d’aquesta permeabilitat. El dextrà conjugat amb una molècula 
fluorescent (com el FITC)  dona lloc a un derivat de gran utilitat com a 
marcador en estudis de permeabilitat vascular i cel·lular [278–280]. 
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Figura 26. Polarització de cèl·lules Huh7-AI. Immunofluorescència de doble marcatge i anàlisi per microscòpia confocal. Na+K+-ATPasa 
(marcador basolateral), en vermell; ZO-1 (marcador apical), en verd; DAPI (nucli), en blau. A. Seccions horitzontals XY. Barra d’escala, 25 µm. B. 
Seccions verticals XZ. Barra d’escala, 10 µm. Seccions agafades a distància de 0.5 µm entre elles. Imatges representatives d’un mínim de tres 
experiments independents. 
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Figura 27. Imatge d’alta resolució d’una reconstrucció volumètrica tridimensional 
(3D) de la monocapa de cèl·lules Huh7-AI polaritzades. Na+K+-ATPasa (marcador 
basolateral), en vermell; ZO-1 (marcador apical), en verd; DAPI (nucli), en blau. 
Reconstrucció feta amb el sofware Imaris v.7.2.1. Barra d’escala, 10 µm.  
 

Per mesurar si la infecció amb el virus alterava la permeabilitat 
cel·lular es van polaritzar cèl·lules Huh7-AI sobre membranes 
semipermeables (0.4 μm porus) d’un sistema de transwell de 12 pous 

(Corning™ Transwell™ Multiple Well Plate with Permeable Polycarbonate 

Membrane Inserts). Seguidament es van infectar amb el virus parental L0 
amb una MOI de 5 a través dels compartiments apical i basolateral per 
separat. Per tenir un control de la permeabilitat en condicions normals, es 
van mantenir cèl·lules sense infectar sota les mateixes condicions per poder 

quantificar la quantitat de FITC-Dextrà que travessa la monocapa en 
aquestes condicions. El dia 6 post infecció es va afegir a través del 
compartiment apical una quantitat coneguda de FITC-Dextrà, i passades 24 
hores es van recollir els sobrenedants dels dos compartiments del 
transwell. Es va quantificar la quantitat de FITC-Dextrà en cada 

compartiment mesurant la fluorescència emesa per aquesta molècula  i 
extrapolant-ho a través d’una recta patró. El càlcul del percentatge de 
permeabilitat es va fer en funció de la quantitat de FITC-Dextrà que havia 
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passat al compartiment basolateral respecte la quantitat total present en els 
dos compartiments.  

 
Els resultats després de 7 dies d’infecció de dos experiments 

independents per a cada condició mostren, que tan si la infecció es realitza a 
través del compartiment apical com a través del basolateral, no hi ha 
diferències significatives en la permeabilitat respecte les cèl·lules no 
infectades (Figura 28). Es a dir, la infecció amb el virus no altera la 
permeabilitat de la monocapa d’aquestes cèl·lules Huh7-AI amb polarització 

simple columnar. 
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Figura 28. Permeabilitat de les cèl·lules Huh7-AI polaritzades a 7 dies post infecció. 
Percentatge de permeabilitat calculat mitjançant la concentració de FITC-Dextrà al 
compartiment basolateral respecte el total inoculat. Es mostra la mitjana de dos experiments 
independents  per a cadascuna de les condicions ± l’error estàndard.  

 

Per estudiar la biogènesi de les partícules de l’HAV en els hepatòcits 
in vitro, es van cultivar monocapes de cèl·lules Huh7-AI sobre membranes 
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d’inserts de transwell i es van deixar polaritzar durant 14 dies, sota les 
condicions explicades anteriorment (veure apartat 7.8 de material i 
mètodes). Un cop polaritzades, es van infectar amb les dos poblacions de 
l’HAV,  la parental L0 i el mutant de replicació ràpida HP, amb una MOI de 5 

a través de la membrana basolateral tal i com succeeix de manera natural en 
la infecció in vivo. Posteriorment, es van recollir les partícules produïdes en 
els sobrenedants d’ambdós compartiments del transwell, basolateral i 
apical, a temps 0, 5 i 7 dies després de la infecció (p.i) (Figura 29). El títol a 
temps 0 correspon al títol després d’una hora i mitja d’adsorció i dos 

rentats, el qual es va sostreure per observar l’augment de títol als 5 i 7 dies. 
 
Seguint el curs natural de la infecció, quan s’infecta amb el virus a 

través de la membrana basolateral, els resultats mostren que la sortida de 
l’HAV dels hepatòcits polaritzats in vitro es dona a través dels dos dominis 

de la membrana, tan el basolateral com l’apical. Per a la població L0 la 
sortida és significativament major a través de la membrana apical (p<0.05), 
mentre que per la població HP aquesta sortida és igual per la membrana 
apical que per la basolateral (Figura 29 A i B, Figura 30 A). A més a més, la 
sortida de la població HP a través de la membrana basolateral és 

significativament major respecte la de la població L0 (p<0.05) (Figura 29 
A). Tal i com s’ha comentat en la introducció, els darrers anys s’ha descrit 
un nou model de cicle enterohepàtic de l’HAV que contempla, a més de la 
coneguda sortida a través de la membrana apical, la sortida a través de la 
membrana basolateral [57]. Aquestes partícules alliberades a través de la 

membrana basolateral fins l’espai de Disse, s’ha descrit que podrien entrar 
als hepatòcits subjacents i facilitar així la propagació del virus en el fetge 
[57]. 
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Figura 29. Biogènesi del virus de l’HAV en hepatòcits polaritzats in vitro. Huh7-AI 
polaritzades infectades a través de la membrana basolateral (BL) i apical (AP) utilitzant un 
sistema de transwell. A. BL-BL: infecció per basolateral sortida per basolateral. B. BL-AP: 
infecció per basolateral sortida per apical. C. AP-BL: infecció per apical sortida per 
basolateral. D. AP-AP: infecció per apical sortida per apical. L’anàlisi inclou la població 
parental HM175-L0 (negre) i el mutant HM175-HP (vermell). Els resultats mostren la 
mitjana del Log10 del títol infecciós, mesurat per TCID50, d’un total de 3 experiments 
independents amb 3 rèpliques cadascun i per cadascuna de les poblacions de l’HAV ±  l’error 
estàndard.  
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Després de confirmar aquesta sortida a través dels dos dominis de 
l’hepatòcit per part de les nostres poblacions de l’HAV, vam decidir intentar 
infectar amb el virus a través de la membrana apical. La finalitat d’aquest 
assaig era estudiar si aquesta infecció a hepatòcits subjacents també es 

podria donar quan el virus surt pel canalicle biliar a través de la membrana 
apical, infectant els hepatòcits subjacents a través d’aquesta membrana.  

 
Els resultats mostren una sorprenent eficiència d’entrada del virus 

per la membrana apical de l’hepatòcit. Veiem que un cop ha entrat per 

aquesta membrana la sortida per a les dues poblacions de l’HAV és major a 
través de la mateixa membrana apical (p<0.05), tot i sortir també a través 
del domini basolateral (Figura 29 C i D, Figura 30 B). 
 

 
Figura 30. Sortida del virus de l’HAV en hepatòcits polaritzats in vitro. Els resultats 
mostren el Log10 de la mitjana del títol infecciós total a sobrenedant a 7 dies post infecció, 
mesurat per TCID50, d’un total de 3 experiments independents amb 3 rèpliques cadascun i 
per cadascuna de les poblacions ± l’error estàndard. A. Infecció a través de la membrana 
basolateral. B. Infecció a través de la membrana apical. El símbol * indica que hi ha 
significació estadística, p<0.05. 
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Si anem a observar el percentatge de virus que surten per cadascuna 
de les vies, apical o basolateral, per cadascuna de les vies d’entrada, 
l’eficiència de sortida del les dues poblacions és significativament superior a 
través de la membrana apical, independentment de la via d’entrada (Figura 

31). 
 

 
Figura 31. Eficiència de sortida del virus de l’HAV en hepatòcits polaritzats in vitro. Els 
resultats mostren el percentatge del Log10 de la mitjana del títol infecciós total a sobrenedant 
a 7 dies post infecció, mesurat per TCID50, d’un total de 3 experiments independents amb 3 
rèpliques cadascun i per cadascuna de les poblacions ± l’error estàndard. A. Infecció a través 
de la membrana basolateral. B. Infecció a través de la membrana apical. El símbol * indica 
que hi ha significació estadística, p<0.05. 

 
Amb el conjunt de resultats, podem afirmar que, tot i que en el cas de 

la població HP quan la entrada es dona per la membrana basolateral, la 
sortida per la membrana basolateral semblava igual a través dels dos 

dominis de l’hepatòcit, l’eficiència de sortida per a les dues poblacions del 
virus és major a través de la membrana apical (Figura 31 A). Aquests 
resultats indiquen que la sortida a través del domini basolateral és força 
ineficient i es donaria en condicions on la replicació del virus és molt 
elevada, tal i com observem amb la població HP. A més a més, la infecció 
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d’hepatòcits subjacents es podria donar tant per la membrana basolateral 
com per l’apical i facilitar així la propagació del virus en el fetge (Figura 29 
C i D). 

 

Per últim, es va decidir estudiar quina era la naturalesa d’aquestes 
partícules alliberades a sobrenedant en aquests sistemes de cultiu in vitro 
d’hepatòcits polaritzats. Tot i agrupar i concentrar les quantitats restants de 
sobrenedant després de la seva titulació per TCID50 dels 3 experiments 
independents i les seves rèpliques, degut a les dificultats i les limitacions de 

la tècnica, només es va poder determinar el fenotip de les partícules 
provinents de la via més eficient (Figura 29 D). Es van realitzar els 
gradients d’iodixanol sacarosa amb els sobrenedants obtinguts al 
compartiment apical del transwell provinents de la infecció a través de la 
membrana apical, per cadascuna de les poblacions de l’HAV. 

 

 

Figura 32. Naturalesa de les partícules alliberades a través de la membrana apical en 
hepatòcits polaritzats. Gradients d’iodixanol-sacarosa obtinguts concentrant els 
sobrenedants procedents de les rèpliques independents del transwell. S’observen els pics de 
partícules pseudoembolcallades (eHAV) en el rang de menor densitat 1.06-1.12g/cm3, i les 
partícules nues (HAV) en el rang de major densitat 1.20-1.25g/cm3 (↓). 
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Els gradients mostren que el fenotip majoritari continua essent el 
pseudoembolcallat (eHAV) per a les dues poblacions de l’HAV (Figura 32, 
Taula 3). No obstant,  el percentatge de partícules nues és més elevat que 
en els gradients realitzats inicialment (Taula 1). Aquest percentatge, que 

continua essent lleugerament més elevat per a la població HP respecte la 
població L0, podria ser degut a la presencia de sals biliars en aquests 
hepatòcits polaritzats in vitro. En assajos realitzats recentment amb 
hepatòcits polaritzats in vitro, s’ha descrit que aquestes sals podrien ser les 
causants de l’alteració de l’embolcall i la consegüent presència de partícules 

nues [54].  
 

  HM175-L0 HM175-HP 

AP-AP 
eHAV 95.1 % 96.8 % 
HAV 4.9 % 3.2 % 

Taula 3. Percentatges de partícules pseudoembolcallades (eHAV) i nues (HAV) 
alliberades a sobrenedant de cultiu cel·lular de les poblacions HM175-L0 i HM175-HP. 
Es mostra el percentatge dels dos fenotips del virus obtinguts dels gradients d’iodixanol 
sacarosa provinents de concentrar els sobrenedants de tots els experiments i rèpliques 
independents dels assajos amb transwell. 
 

4.6 Alteració molecular de la via de sortida del 

virus de l’HAV com a base per a l’obtenció de 

potencials drogues antivirals multidiana 
 
Els resultats obtinguts fins al moment sobre la via de sortida de la 

cèl·lula d’aquestes dues poblacions de l’HAV, ens va portar a pensar que la 
via de sortida del virus podria ser una bona diana per una teràpia antiviral. 
A més a més, la major eficiència de sortida de la cèl·lula per part de la 

població HM175-HP, ens donaria una prova rigorosa en l’estudi de l’eficàcia 
d’aquesta potencial teràpia antiviral.  
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Donat que amb el silenciament d’ALIX mitjançant siRNAs, els 
percentatges d’inhibició de la sortida del virus que es van obtenir no 
arribaven al 65% per a la població parental L0 i al 25% per l’HP, no el vam 
considerar una bona opció com a teràpia antiviral i vam decidir provar si 

obteníem una efectivitat major utilitzant agents químics. Es van escollir 
diferents drogues que poguessin alterar la via de sortida que segueix l’HAV 
en cèl·lules hepàtiques amb la finalitat d’obtenir un potencial antiviral basat 
principalment en la inhibició d’aquesta via de sortida.  

 

Es va decidir seleccionar dues drogues que actuen a diferents nivells 
sobre la generació de vesícules del sistema d’endocitosi que el virus utilitza 
per sortir de la cèl·lula amb els seu fenotip pseudoembolcallat [17]. Per 
altra banda, és va seleccionar una tercera droga que actua a nivell dels 
lisosomes, donat que amb els resultats obtinguts no podem descartar la 

hipòtesi que les formes de sortida del virus dels hepatòcits infectats siguin a 
través de vies diferents d’exportació, amb l’eHAV alliberat via els cossos 
multivesiculars (MVB), i els virions nus via els lisosomes [261]. Encara que 
aquesta última via sigui minoritària, si la droga era efectiva, combinant-la 
amb la que ens funciones per la via dels MVB podríem cobrir les dues vies 

de sortida possibles del virus.  
 
En primer lloc, vam escollir una droga que actuava directament 

sobre els cossos multivesiculars (MVB), la wortmanina, un inhibidor de la 
PI3K (fosfoinositol 3-quinasa). Aquesta quinasa és necessària durant la 

biogènesis dels MVB. Es conegut que aquesta droga inhibeix la PI3K amb la 
consegüent inhibició de la formació de les vesícules intraluminals del MVB, i 
com a resultat d’això es produeix la vacuolització d’aquests endosomes 
tardans i disminueix la secreció d’exosomes [281–284].  
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En segon lloc, vam decidir utilitzar la monensina, una droga que 
actua sobre el balanç osmòtic de les vesícules endolisosomals, el que es 
coneix com un ionòfor. El seu mecanisme d’acció es basa en alterar 
l’intercanvi de ions de sodi per hidrogen a través de les membranes 

vesiculars, el que provoca un ambient hiperosmòtic dins les vesícules i la 
seva posterior vacuolització (inflament). Les membranes d’aquestes 
vesícules alterades, ràpidament es conjuguen amb LC3 (Microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3) induint-se la via d’autofàgia no 
canònica, una via alternativa a l’autofàgia clàssica.  Aquesta via, afavoreix el 

trànsit de vesícules endolisosomals com els MVB cap a la degradació per 
autofàgia, evitant així el seu trànsit cap a la membrana plasmàtica i la 
secreció d’exosomes al espai extracel·lular [285–287]. 

 
Per últim vam escollir la bafilomicina A1, una droga que actua sobre 

la V-ATPasa lisosomal, la bomba de protons que s’encarrega de mantenir 
l’acidificació del lisosoma, el que es coneix com un agent lisosomotròpic. 
Aquesta droga actua inhibint aquesta bomba i com a conseqüència provoca 
un augment del pH del lisosoma que dona a lloc a la pèrdua de la seva 
capacitat enzimàtica i les seves funcions [288]. 

 
La concentració utilitzada de cada inhibidor es va determinar 

analitzant la viabilitat cel·lular d’un rang de 4 concentracions. El criteri 
establert per dur a terme els assajos d’inhibició de la sortida del virus, va 
ser utilitzar la major concentració d’inhibidor possible dins d’una viabilitat 

d’un mínim del 80% per tal d’assegurar-nos el major efecte possible en la 
nostra línia cel·lular Huh7-AI (Figura 33).  

 
L’inhibidor es va afegir a les 24 hores post infecció per assegurar-

nos que encara no s’ha produït la sortida de moltes de les partícules virals, 
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ja que si prenem com a referència els resultats obtinguts en la quantificació 
de l’expressió relativa d’ALIX (veure apartat 4.3, Figura 19), aquests ens 
indiquen que a 48 hores ja s’està produint un augment del mRNA d’aquesta 
proteïna implicada en la sortida del virus, el que es pot interpretar com que 

ja hi ha un nombre important de partícules virals sortint de la cèl·lula. 
 

 

Figura 33. Citotoxicitat de les drogues en cèl·lules Huh7-AI. Cèl·lules amb medi de cultiu 
MEM al 2% FBS suplementat amb la concentració especificada de cadascuna de les drogues 
durant 24 hores. Els resultats mostren la mitjana del percentatge de cèl·lules viables, 
mesurat per duplicat, com s’indica a l’apartat 7.1.7, d’un total de 2 experiments 
independents amb dues rèpliques cadascun, per a cadascuna de les drogues i concentracions 
± l’error estàndard. La línia de punts vermella mostra el 80% de viabilitat establert com a 
criteri mínim per a la realització dels assajos d’inhibició de sortida. 
 
 Les concentracions escollides per cadascuna de les drogues van ser, 
50 nM per la wortmanina, 8 µM per la monensina i 60 nM per la 
bafilomicina A1, ja que per sobre d’aquests valors la viabilitat cel·lular ja no 

arribava al 80% establert (Figura 33). Tal i com es descriu més 
detalladament en l’apartat 7.10 de material i mètodes,  es va infectar amb 
les dues poblacions del virus amb una MOI d’1 afegint la droga a les 24 
hores post infecció, es va deixar replicar el virus amb presència de la droga 
un total de 24 hores més i es van quantificar les partícules infeccioses en el 

sobrenedant de cultiu cel·lular en cèl·lules amb presència i absència de la 
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droga, per tal de poder calcular el percentatge d’inhibició de la sortida del 
virus de la cèl·lula degut a l’acció de cadascuna de les drogues (Figura 34). 
 

 

Figura 34. Percentatge d’inhibició de les drogues sobre la via de sortida de la cèl·lula 
de les poblacions L0 i HP del virus de l’HAV en cèl·lules hepàtiques. W, wortmanina 
50nM; M, monensina 8µM; B, bafilomicina A1 60nM. Els box plots mostren la distribució dels 
valors dels percentatges d’inhibició corresponents a un mínim de 3 experiments 
independents amb dues rèpliques cadascun per droga i població de l’HAV. El límit inferior de 
la caixa mostra el percentil 25, dins de la caixa la línia discontínua en punts mostra la mitjana 
aritmètica i la línia contínua la mediana del grup, el límit superior de la caixa mostra el  
percentil 75. Els bigotis per sota i per sobre de la caixa mostren els percentils 10 i 90, 
respectivament. 
 
 Els resultats obtinguts amb la wortmanina, l’inhibidor de la PI3K, 
mostren un augment sorprenent del virus a sobrenedant de cultiu tant per 
la població L0 com per la població HP, tot i que per aquesta última 
l’augment és major. La hipòtesi inicial plantejada sobre la PI3K per alterar la 

biogènesi dels cossos multivesiculars (MVB) i evitar així l’alliberament dels 
exosomes no és una bona estratègia per inhibir la sortida del virus de la 
cèl·lula, sinó tot el contrari, veiem com hi ha un augment sorprenentment 
elevat de virus a sobrenedant de cultiu (Figura 34). 
 

 En el cas de la monensina, el ionòfor que indueix l’autofàgia no 
canònica mitjançant l’alteració osmòtica dels cossos multivesiculars (MVB), 
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si que mostra un percentatge d’inhibició de la via de sortida del virus de la 
cèl·lula. El percentatge d’inhibició de les poblacions de l’HAV  mostra un 
valor de mitjana de 49.57 ± 4.11 per a la població L0, i de 56.22 ± 3.24 per a 
la població HP (Figura 34 i Figura 35). Tot i que la inhibició és parcial, 

veiem com la degradació dels cossos multivesiculars (MVB), induïda per la 
monensina en activar l’autofàgia no canònica, afecta més a la població HP 
que a la L0, però sense arribar a ser significatiu. 

 

Figura 35. Percentatge d’inhibició de la monensina en la sortida de les poblacions L0 i 
HP de l’HAV en cèl·lules hepàtiques. Els box plots mostren la distribució dels valors dels 
percentatges d’inhibició corresponents a un mínim de 3 experiments independents amb 
dues rèpliques cadascun per droga i població de l’HAV. El límit inferior de la caixa mostra el 
percentil 25, dins de la caixa la línia discontínua en punts mostra la mitjana aritmètica i la 
línia contínua la mediana del grup, el límit superior de la caixa mostra el  percentil 75. Els 
bigotis per sota i per sobre de la caixa mostren els percentils 10 i 90, respectivament.  

 

Pel que fa a la bafilomicina A1, l’inhibidor de la bomba de protons 
dels lisosomes, tampoc mostra inhibició sobre la via de sortida per a cap de 
les dues poblacions de l’HAV. Sorprenentment, tornem a observar un 
augment de virus en el sobrenedant de cultiu, tot i que no és tant elevat com 
en el cas de la wortmanina, i els valors tenen una distribució molt més 
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variable, arribant en alguns casos a inhibir la sortida (Figura 34). Tot i que 
alterant la funció dels lisosomes ja no esperàvem inhibir la via majoritària 
de sortida del virus de la cèl·lula, si esperàvem observar una caiguda 
minoritària representativa d’aquesta possible via de sortida de les 

partícules nues.  
 
En resum, de les tres drogues escollides amb la idea de seguir 

diferents estratègies per alterar aquesta via de sortida de l’HAV de la 
cèl·lula, tan sols la monensina ens dona uns percentatges d’inhibició 

acceptables tan per a la població L0 com per la població HP.  
 

4.6.1 Efecte de les potencials drogues antivirals sobre les 

fases inicials del cicle del virus de l’HAV 

Donat que les drogues que actuen sobre les vesícules del sistema 
d’endocitosi poden alterar des de les vesícules més tempranes d’entrada a 
la cèl·lula fins a les més tardanes, incloent l’alliberament dels exosomes, 

vam voler aprofitar aquesta característica per testar aquestes drogues, 
basades principalment en la inhibició de la via de sortida, en les fases més 
inicials del cicle de l’HAV, amb la idea de trobar una droga que ens inhibís 
diferents etapes del cicle del virus per poder-la proposar com un potencial 
antiviral multidiana per a l’HAV. 

 
Les concentracions a les que es van utilitzar les drogues van ser les 

mateixes que en els assajos de sortida,  50 nM per la wortmanina, 8 µM per 
la monensina i 60 nM per la bafilomicina A1, amb la diferència que en 
aquest cas és van pre-incubar les cèl·lules abans de la infecció durant 2 

hores amb les drogues corresponents. Tal i com es descriu més 
detalladament en l’apartat 7.10 de material i mètodes,  és va infectar amb 
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les dues poblacions del virus a una MOI d’1 i es va suplementar el medi post 
infecció amb la droga corresponent durant 21 hores més, un cop retirat el 
medi amb la droga, es va afegir medi fresc deixant replicar el virus durant 
24 hores abans de quantificar les partícules infeccioses després de tres 

cicles de congelació – descongelació de les cèl·lules. Igual que en els assajos 
de sortida, es va realitzar el mateix protocol en paral·lel amb cèl·lules sense 
la presència de la droga per tal de poder calcular posteriorment el 
percentatge d’inhibició de les fases inicials del cicle de l’HAV degut a l’acció 
de cadascuna de les drogues (Figura 36). 

 

 

Figura 36. Percentatge d’inhibició de les drogues sobre les fases inicials del cicle de 
l’HAV de les poblacions L0 i HP en cèl·lules hepàtiques. W, wortmanina 50nM; M, 
monensina 8µM; B, bafilomicina A1 60nM. Els box plots mostren la distribució dels valors 
dels percentatges d’inhibició corresponents a un mínim de 3 experiments independents amb 
dues rèpliques cadascun per droga i població de l’HAV. El límit inferior de la caixa mostra el 
percentil 25, dins de la caixa la línia discontínua en punts mostra la mitjana aritmètica i la 
línia contínua la mediana del grup, el límit superior de la caixa mostra el  percentil 75. Els 
bigotis per sota i per sobre de la caixa mostren els percentils 10 i 90, respectivament. Els 
punts inferior i superior als bigotis mostren el percentil 5 i 95, respectivament. 
 
 Observant els resultats obtinguts amb la wortmanina, l’inhibidor de 
la PI3K veiem, una vegada més, un augment de virus infecciosos, tant per la 

població L0 com per la població HP (Figura 36). 
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Figura 37. Percentatge d’inhibició de la monensina i la bafilomicina A1 en l’entrada de 
les poblacions L0 i HP de l’HAV en cèl·lules hepàtiques. Els box plots mostren la 
distribució dels valors dels percentatges d’inhibició corresponents a un mínim de 3 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun per droga i població de l’HAV. El 
límit inferior de la caixa mostra el percentil 25, dins de la caixa la línia discontínua en punts 
mostra la mitjana aritmètica i la línia contínua la mediana del grup, el límit superior de la 
caixa mostra el  percentil 75. Els bigotis per sota i per sobre de la caixa mostren els percentils 
10 i 90, respectivament. Els punts inferior i superior als bigotis mostren el percentil 5 i 95, 
respectivament. Les diferències estadísticament significatives (p<0.05) entre poblacions de 
virus per un mateix inhibidor s’assenyalen utilitzant el criteri de lletres a≠b en minúscula. 
Les diferències estadísticament significatives (p<0.05) d’una mateixa població de virus entre 
inhibidors diferents s’assenyalen utilitzant el criteri de lletres A≠B en majúscules. 

 
Pel que fa a la monensina, aquesta droga mostra un percentatge 

d’inhibició de les fases d’entrada significativament superior en la població 
L0 respecte la HP, amb valors de 93.10 ± 0.64 i 66.69 ± 2.26, respectivament 
(p<0.01). En canvi, la bafilomicina A1 mostra un percentatge d’inhibició de 

les fases d’entrada del cicle de l’HAV significativament major per a la 
població HP respecte la L0, amb valors de 91.89 ± 0.65 i 74.30 ± 2.30, 
respectivament (p<0.01) (Figura 37). Dit d’una altra manera, la monensina 
mostra un percentatge d’inhibició en les fases d’entrada significativament 
superior al de la bafilomicina per a la població L0, i per tant seria un millor 

inhibidor en aquesta etapa del cicle del virus per a aquesta població de 
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l’HAV (p<0.05) (Figura 37). Per a la població HP, en canvi, és la 
bacilomicina A1 la que mostra un percentatge d’inhibició en les fases 
d’entrada significativament superior respecte la monensina, i per tant seria 
un millor inhibidor en aquesta etapa del cicle del virus per a aquesta 

població de l’HAV (p<0.05) (Figura 37). 

 Amb el conjunt de resultats obtinguts amb els assajos de la sortida i 
els de les fases d’entrada, semblaria que la monensina és el millor candidat 
com a potencial antiviral multidiana del virus de l’HAV en hepatòcits 
humans. 

 

4.6.2 Efecte de les potencials drogues antivirals sobre 

l’IRES del virus de l’HAV 
 
Per últim, donat que moltes de les estratègies antivirals que s’han 

intentat fins al moment contra el virus de l’HAV anaven dirigides a inhibir 
l’activitat del seu IRES, i ja que aquest és un factor essencial en el cicle de 

replicació del virus [178,184,289,290], vam decidir estudiar si aquestes 
drogues podien tenir algun efecte sobre l’activitat del IRES de les poblacions 
L0 i HP de l’HAV. 

 
Al laboratori es disposava de plasmidis bicistrònics que contenen 

l’IRES de les poblacions L0 i HP, anomenats G1RL0 i G1Rφ16, 
respectivament [217]. Aquests plasmidis, porten una còpia del gen que 
codifica per la luciferasa de Photinus pyralis (FLuc) i una altra del gen de la 
luciferasa de Renilla reniformis (RLuc). El gen FLuc és traduït a partir de 
l’IRES de l’HAV, mentre que la traducció del gen RLuc és cap depenent. 

D’aquesta manera, la relació FLuc/RLuc representa l’activitat de l’IRES 
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normalitzada amb respecte a la quantitat de RNA transcrit a partir del 
plasmidi present a la cèl·lula. 

 
Per avaluar l’efecte sobre l’activitat de l’IRES de l’HAV es van 

transfectar de manera transitòria cèl·lules Huh7-AI amb els dos plasmidis, 
tal i com es detalla en l’apartat 7.11.4 de material i mètodes. La 
concentració de les drogues wortmanina, monensina i bafilomicina 
utilitzada va ser la mateixa que ens els assajos anteriors de la sortida i les 
fases inicials del cicle del virus de l’HAV. Les drogues es van afegir 6 hores 

després de la transfecció i es van deixar fins al moment de la mesura de 
l’activitat biolominescent, 24 hores després de la transfecció. L’activitat 
bioluminescent de la FLuc i la RLuc es va mesurar en els lisats de cèl·lules 
Huh7-AI amb presència i absència de les drogues, per tal de poder calcular 
posteriorment el percentatge d’inhibició de l’activitat de l’IRES degut a 

l’acció de cadascuna de les drogues. Es van realitzar 5 experiments 
independents per a cada plasmidi amb dues repliques cadascun i en 
cadascuna de les condicions. 

 
Malauradament, cap de les drogues utilitzades en els assajos 

d’inhibició de la sortida i les fases inicials del cicle del virus, mostren un 
percentatge d’inhibició clar de l’activitat de l’IRES, per cap de les dues 
poblacions de l’HAV (Figura 38 A).  
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Figura 38. Efecte de les drogues sobre l’IRES de les poblacions L0 i HP de l’HAV en 
cèl·lules hepàtiques. A. Percentatge d’inhibició de les drogues sobre l’activitat de 
l’IRES. W, wortmanina 50nM; M, monensina 8µM; B, bafilomicina A1 60nM. Els box plots 
mostren la distribució dels valors dels percentatges d’inhibició corresponents a 5 
experiments independents amb dues rèpliques cadascun. El límit inferior de la caixa mostra 
el percentil 25, dins de la caixa la línia discontínua en punts mostra la mitjana aritmètica i la 
línia contínua la mediana del grup, el límit superior de la caixa mostra el  percentil 75. Els 
bigotis per sota i per sobre de la caixa mostren els percentils 10 i 90, respectivament. Els 
punts inferior i superior als bigotis mostren el percentil 5 i 95, respectivament. B. Activitat 
relativa de l’IRES sota l’efecte de les drogues.  C, Control sense droga; W, wortmanina 
50nM; M, monensina 8µM; B, bafilomicina A1 60nM. Es mostra el valor de la mitjana ± l’error 
estàndard. El càlcul de l’activitat relativa de l’IRES sota l’efecte de les drogues es va obtenir 
dividint cada valor FLuc/RLuc per la mitjana dels valors de FLuc/RLuc del plasmidi sense 
droga, i es va expressar com a unitats arbitràries (UA) [25]. Es van realitzar 5 experiments 
independents per a cada plasmidi amb dues repliques en cadascun i amb cadascuna de les 
condicions. El símbol * indica que hi ha significació estadística, p<0.05. 
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No obstant, la bafilomicina A1 és la droga que mostra un major 
percentatge d’inhibició de l’IRES i una menor activitat relativa de l’IRES en 
la població HP (Figura 38). En canvi, en la població L0 la bafilomicina A1 
mostra un augment significatiu de l’activitat relativa de l’IRES respecte el 

control sense droga (p<0.05) (Figura 38 B). El conjunt d’aquests resultats 
ens explica perquè la bafilomicina A1 funciona com un millor inhibidor de 
les fases inicials del cicle del virus per a la població HP respecte la L0 
(Figura 36), ja que la traducció dirigida per l’IRES es dona dins d’aquestes 
fases inicials del cicle del virus de l’HAV (Figura 5).  

 
De la mateixa manera, la monensina mostra un increment 

significatiu de l’activitat relativa de l’IRES en les dues poblacions de l’HAV 
(p<0.05) (Figura 38 B). Aquest increment en l’activitat relativa de l’IRES, es 
tradueix en un percentatge d’inhibició de l’IRES, per part d’aquesta droga, 

negatiu. Aquesta increment és major en la població HP que en la L0, i el 
consegüent percentatge d’inhibició és més negatiu per HP que per L0. 
Aquests resultats ens expliquen perquè la monensina mostra un 
percentatge d’inhibició de les fases inicials del cicle del virus menor per a la 
població HP respecte la L0 (Figura 36). 

 
 Amb el conjunt dels resultats de les tres drogues sobre les diferents 
dianes, degut a la seva efectivitat en la inhibició tan de la sortida com de les 
fases inicials del cicle del virus, tot i la inesperada activació de l’IRES, podem 
afirmar que el millor candidat com a potencial antiviral multidiana per al 

virus de l’HAV és la monensina. 
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4.6.3 Estudi de la capacitat d’inducció d’autofàgia no 

canònica de la monensina mitjançant microscòpia confocal 

de la proteïna cel·lular LC3b en el model cel·lular Huh7-AI 
 

Finalment es va comprovar la capacitat d’inducció d’autofàgia no 
canònica per part de la monensina, la droga seleccionada com a potencial 
antiviral multidiana del virus de l’HAV. La monensina, tal com s’ha comentat 
anteriorment provoca un desequilibri en el balanç osmòtic de les vesícules 
endolisosomals (MVB), alterant l’intercanvi de ions de sodi per hidrogen a 

través de les membranes vesiculars. Aquest desequilibri provoca un 
ambient hiperosmòtic dins les vesícules que dona lloc a la seva 
vacuolització (inflament). Les membranes d’aquestes vesícules alterades, 
ràpidament son conjugades amb LC3 (Microtubule-associated protein 

1A/1B-light chain 3) induint la via d’autofàgia no canònica, la qual afavoreix 

el trànsit de vesícules endolisosomals com els MVB cap a la degradació per 
autofàgia [285–287]. 
 
 Per observar la capacitat de la monensina d’induir aquest tipus 
d’autofàgia no canònica que dona lloc a la degradació del virus, es va 

utilitzar una immunofluorescència de doble marcatge analitzada per 
microscòpia confocal del marcador d’autofàgia LC3b i del virus de l’HAV, en 
les cèl·lules Huh7-AI tractades amb la droga. Es van infectar monocapes de 
cèl·lules Huh7-AI un cop havien assolit la confluència, amb les dues 
poblacions del virus amb una MOI de 5. A les 24 hores post infecció és va 

afegir la mateixa concentració de monensina utilitzada en els assajos 
anteriors d’inhibició de la sortida i es va deixar replicar el virus durant 48 
hores més. Posteriorment es va realitzar el protocol d’immunofluorescència 
indirecta de doble marcatge, detallat a l’apartat 7.12 de material i mètodes. 
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Com a controls de l’experiment i per tal de valorar el grau d’inducció 
d’autofàgia no canònica degut a l’efecte de la droga, es va realitzar el mateix 
protocol d’immunofluorescència en cèl·lules Huh7-AI sense infectar amb 
absència (Figura 39 A) i presència (Figura 39 B) de la droga, i en cèl·lules 

infectades amb cadascuna de les poblacions del virus sense la droga. 
 

 
 

Figura 39. Inducció de l’autofàgia no canònica amb monensina en cèl·lules Huh7-AI.  
LC3b, en verd; HAV, en vermell; Nucli, en blau. Vesícules endolisosomals (↓). A. Cèl·lules 
sense monensina. B. Cèl·lules amb 8µM de monensina. Seccions horitzontals XY. Barra 
d’escala, 25 µm. Talls presos a una distància de 0.12 µm entre ells. Imatges representatives 
d’un mínim de dos experiments independents. 

 

Les imatges de microscòpia confocal mostren un clar augment del 
marcatge de LC3b en presència de la droga en les cèl·lules Huh7-AI no 
infectades.  A més a més, el marcatge presenta un canvi de distribució 
mostrant àrees on LC3b es troba molt més localitzat marcant les 
membranes del que podrien ser vesícules endolisosomals (↓) [285–287].  
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Figura 40. Inducció de l’autofàgia no canònica amb monensina i efecte sobre el virus 
de l’HAV en cèl·lules Huh7-AI.  LC3b, en verd; HAV, en vermell; Nucli, en blau. Vesícules 
endolisosomals (↓). A Cèl·lules infectades amb la població L0 a 72 hores post infecció sense 
monensina. B. Cèl·lules infectades amb la població L0 a 72 hores post infecció amb 8µM de 
monensina. C. Cèl·lules infectades amb la població HP a 72 hores post infecció sense 
monensina. D. Cèl·lules infectades amb la població HP a 72 hores post infecció amb 8µM de 
monensina. Seccions horitzontals XY. Barra d’escala, 25 µm. Talls presos a una distància de 
0.12 µm entre ells. Imatges representatives d’un mínim de dos experiments independents. 
 

Les imatges de les cèl·lules Huh7-AI infectades amb l’HAV mostren 
com la presència del virus disminueix notablement en presència de la droga, 
tan per la població L0 (Figura 40 A i B) com per l’HP (Figura 40 C i D). El 
marcatge de LC3b en les cèl·lules infectades també mostra aquest canvi de 

distribució amb presència de monensina, concentrant-se al voltant de les 
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vesícules endolisosomals (↓). No s’observa colocalització directa del la 
proteïna LC3b amb la càpsida viral degut a que el virus no interacciona 
directament amb aquesta proteïna. Amb el conjunt d’aquests resultats 
podem afirmar que la monensina indueix l’autofàgia no canònica que dona 

lloc a la degradació d’aquestes dues poblacions de l’HAV i la consegüent 
disminució del seu títol viral en els sobrenedants de cultiu (Figura 35). 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 



5. DISCUSSIÓ
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En els darrers anys, la via de sortida del virus de l’HAV ha generat 
nombroses controvèrsies sobre el seu cicle. Arrel del descobriment per part 
del grup d’Stanley Lemon l’any 2013 de l’existència de partícules de l’HAV 
embolcallades per membranes derivades de la cèl·lula [17], s’ha produït un 

canvi de paradigma molt important en l’estudi de l’HAV. La biogènesi 
d’aquestes partícules pseudoembolcallades depèn, entre d’altres, de la 
proteïna ALIX associada al complex ESCRT. El nostre estudi aporta novetats 
importants sobre el paper que desenvolupa la proteïna cel·lular ALIX 
durant la sortida de la cèl·lula d’aquestes partícules pseudoembolcallades 

de l’HAV.  
 
Estudis in vitro amb les línies de cultiu cel·lular Huh-7.5, HepG2, 

MRC-5 i BSC-1, han demostrat que el fenotip pseudoembolcallat de l’HAV és 
el majoritari en els sobrenedants de cultiu cel·lular obtinguts infectant tan 

amb la soca citopatogènica, HM175/18f, com amb la no citopatogènica 
HM175/p16 de l’HAV [17]. Les nostres dades corroboren que aquest 
fenotip pseudoembolcallat, anomenat amb les sigles eHAV, també és el 
majoritari en el sobrenedants d’assajos in vitro realitzats amb cèl·lules 
FRhK-4 i Huh7-AI infectades amb dues poblacions de l’HAV derivades de la 

soca citopatogènica HM-175/43c, la HM175-L0 i la HM175-HP [72,96,217].  
 

La població de fitness alt HM175-HP, mostra a més, un major 
percentatge d’aquestes partícules pseudoembolcallades (eHAV) respecte la 
població parental HM175-L0, en el model cel·lular Huh7-AI. Una mutació en 

la posició 134 de VP2, molt propera als residus 144-149 (4.5 Å de distància) 
del primer dels dominis d’unió (late domains) a ALIX [17], dona lloc a un 
canvi d’aminoàcid no conservatiu d’una serina (S) per una glicina (G). 
Aquest canvi li confereix més flexibilitat i podria facilitar la interacció de la 
proteïna ALIX amb la càpsida de la població HP, facilitant així la seva sortida 
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de la cèl·lula a través dels cossos multivesiculars. D’altra banda, aquesta 
població també mostra un major percentatge d’eHAV en el model cel·lular 
Huh7-AI respecte el model FRhK-4, el que fa pensar que no seria només la 
potencial mutació en la càpsida del virus el que fa que aquest percentatge 

de partícules pseudoembolcallades (eHAV) sigui més elevat, sinó que el 
model cel·lular hi juga un paper important. Les cèl·lules hepàtiques es 
caracteritzen per tenir una gran capacitat secretora, això sumat al fet que el 
model cel·lular Huh7-AI està format per cèl·lules tumorals, les quals 
sintetitzen una major quantitat d’exosomes, podria explicar perquè aquest 

major percentatge de partícules pseudoembolcallades per part de la 
població HP només l’observem en el model cel·lular Huh7-AI [291–293]. 

 
L’estudi d’immunofluorescència confocal utilitzat per analitzar el 

paper d’ALIX durant les fases finals del cicle del virus de l’HAV en cèl·lules 

Huh7-AI infectades amb les poblacions L0 i HP, mostra com la proteïna ALIX 
i la càpsida del virus colocalitzen en les dues poblacions de l’HAV. Aquests 
resultats posen en evidència una vegada més la participació de la proteïna 
ALIX en la via de sortida de la cèl·lula de l’HAV [17]. 

 

Per altra banda, d’aquest estudi destaca també, la ràpida i elevada 
replicació de la població HP respecte la L0 en cèl·lules Huh7-AI, indicant 
que aquest augment en la velocitat de replicació de la població HP no és 
exclusiu de la línia cel·lular FRhK-4, a la qual es troba adaptada [217]. 
 

La dinàmica que segueix la proteïna ALIX in vitro en cèl·lules Huh7-
AI infectades amb aquestes dues poblacions de l’HAV guarda relació amb el 
nivell i la velocitat de replicació característics de cadascuna d’elles. La 
població HP mostra una proporció de càpsides colocalitzant amb la proteïna 
ALIX que es manté constant en els dos temps post infecció, en canvi per a la 
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població L0 aquesta proporció cau a les 72 hores post infecció, coincidint 
amb l’augment del títol viral d’aquesta població. Aquesta caiguda fa que la 
proporció de càpsides de la població HP colocalitzant amb ALIX a 72 hores 
post infecció sigui major que per a la població L0. En condicions on les dues 

poblacions mostren un nivell elevat de replicació viral, les càpsides de la 
població HP semblen tenir més afinitat per la proteïna ALIX que les de la L0.  

 
La proporció de proteïna ALIX que colocalitza amb la càpsida de la 

població HP és manté constant en els dos temps post infecció, en canvi per a 

la població L0 aquesta tendeix a augmentar a les 72 hores post infecció, 
coincidint amb l’augment en l’expressió d’ALIX en cèl·lules infectades amb 
aquesta població. Aquest augment fa que la proporció d’ALIX que colocalitza 
amb la càpsida de la població HP sigui menor que per L0, posant de 
manifest la major quantitat total d’ALIX en cèl·lules infectades amb la 

població HP respecte L0 en els dos temps post infecció. 
 
Els nivells d’expressió d’ALIX mostren una relació directa amb el 

nivell de replicació de cadascuna de les poblacions de l’HAV. ALIX és la 
proteïna associada al sistema ESCRT que interacciona i s’encarrega de 

classificar el cargo per introduir-lo dins les vesícules intraluminals 
(exosomes) dels cossos multivesiculars (MVB) [249,250,294,295], que en el 
cas de l’HAV són les càpsides virals [17,245]. Amb els resultats observats, 
sembla que la cèl·lula respon expressant una major quantitat d’ALIX per 
poder carregar dins les vesícules intraluminals totes les càpsides produïdes 

pel virus, les quals posteriorment seran alliberades al espai extracel·lular a 
través de la fusió dels cossos multivesiculars (MVB) amb la membrana 
plasmàtica. La població HP, degut a que té un nivell de replicació major, 
produeix una major quantitat de càpsides per cèl·lula respecte la població 
parental L0 [217]. Aquesta major replicació coincideix amb uns nivells 



Discussió 

124 

d’expressió d’ALIX en cèl·lules Huh7-AI infectades amb la població HP més 
elevats que quan es troben infectades amb L0. Fins al moment, exceptuant 
alguns estudis que relacionen una major expressió d’ALIX amb la mort 
cel·lular en neurones in vivo [296,297], la regulació de la síntesi de la 

proteïna ALIX és encara un terreny força desconegut. No obstant, s’ha 
demostrat que hi ha una autoregulació de la conformació i l’activitat d’ALIX 
per part del seu domini ric en prolines (PRR) [298,299]. ALIX està formada 
per tres dominis; el domini Bro1 mitjançant el qual interacciona amb la 
proteïna CHMP4 del complex ESCRT-III, el domini V mitjançant el qual 

interacciona amb els late domains YPX1/3L, i el domini PRR implicat en la 
regulació d’ALIX i lloc d’unió amb ESCRT-I i amb múltiples late domains. 
L’autoinhibició d’ALIX es dona per la interacció entre el domini PRR amb el 
Bro1, la qual dona lloc a un tancament en la conformació que impedeix la 
interacció amb CHMP4 i amb els late domains YPX1/3L [245,300–302]. En 

condicions normals ALIX es troba present al citosol en forma de monòmer 
amb la seva conformació tancada. Quan ALIX dimeritza a través del seus 
dominis V i PRR  adquireix la seva conformació activa [303,304] (Figura 

41). El procés mitjançant el qual es produeix aquesta dimerització encara 
no es coneix [245]. ALIX intervé en molts processos d’escissió de les 

membranes entre els quals destaquen la citocinesi, l’alliberament dels 
retrovirus i el trànsit endolisosomal de receptors [294,305]. La regulació de 
l’activació d’ALIX en els processos de citocinesi i alliberament de retrovirus 
es dona mitjançant un mecanisme de fosforilació dels residus S718-S721 
del domini PRR que dona lloc a la configuració oberta d’ALIX i n’evita la 

autoinhibició [299]. Per al trànsit endolisosomal de receptors que es dona 
mitjançant la formació de vesícules intraluminals en els MVB, la regulació 
de l’activació d’ALIX es dona mitjançant la interacció de la proteïna ALG-2 
(apoptosis-linked gene 2 product) amb el domini PRR en un procés depenent 
de calci [298]. 
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Figura 41. Organització dels dominis i conformacions de la proteïna ALIX. Domini Bro1 
amb marró, domini V amb (blau; braç 1 i verd; braç 2) i domini PRR amb rosa. A l’esquerra 
representació esquemàtica de la conformació tancada en forma de monòmer. A la dreta 
representació esquemàtica de la conformació activa en forma de dímer. Imatge adaptada de 
[245].  

 

Per altra banda en estudis recents s’ha descrit que en absència de 
cargo la formació de les vesícules intraluminals disminueix, es a dir, els 
exosomes no es formen si no hi ha alguna cosa per transportar [249]. Una 
de les moltes funcions de la proteïna ALIX, és actuar com a factor de 
classificació de proteïnes vacuolars de classe E, aquests factors s’ha descrit 

que són necessaris per la formació de vesícules intraluminals dins els MVB 
[306–309]. Els motius d’unió a ALIX, YPX1/3L i la ubiqüitina són fins al 
moment els únics senyals coneguts que activarien la formació d’aquestes 
vesícules intraluminals [249,295]. La càpsida del virus de l’HAV presenta 
aquests motius d’unió YPX3L en la proteïna VP2, els quals promourien la 

formació d’exosomes a través del sistema ESCRT-III mitjançant la seva unió 
amb el domini V d’ALIX. A mesura que augmenta el nombre de càpsides 
generades pel virus hi haurà una major demanda d’ALIX per part de la 
cèl·lula, i aquesta podria respondre augmentant-ne la seva síntesi. La 
població HP genera un major nombre de càpsides que poden fer que aquest 

augment sigui superior.  
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La contribució del virus en la colocalització és la mateixa per part de 
les dues poblacions de l’HAV i mostra una tendència a disminuir a mesura 
que augmenta el nivell d’expressió d’ALIX, especialment en les cèl·lules 
infectades amb la població L0, on l’augment d’ALIX és major que en les 

infectades amb HP. La contribució d’ALIX en canvi, tendeix a augmentar a 
mesura que augmenta l’expressió d’ALIX per a les dues poblacions del virus. 
No obstant, en la població HP aquest augment posa de manifest una major 
contribució d’ALIX en la colocalització respecte L0, indicant una millor 
capacitat d’interacció amb ALIX per part d’aquesta població. La correlació 

entre l’expressió d’ALIX i el títol viral de la població HP també mostra una 
major expressió per unitat de virus d’aquesta població respecte la L0. 
Aquestes diferències confirmen que els canvis en la conformació de la 
càpsida de la població HP, especialment la mutació propera a la tirosina del 
domini YPHGLL d’unió amb ALIX (4,5 Å), li confereixen una major 

flexibilitat i faciliten la interacció amb aquesta proteïna intracel·lular. 
Estudis amb els virus de l’ebola (EbVP40) i el virus de la immunodeficiència 
humana (HIV-1) mostren com la seqüencia YPXnL dels late domains és 
l’element que reconeix el domini V d’ALIX, però l’afinitat de la interacció es 
troba modulada pel context on es presenta aquesta seqüència [310,311]. 

 
Molts virus embolcallats, incloent els retrovirus [312–318], alguns 

rhabdovirus [319], filovirus [320–323], arenavirus [324] i alguns 
ortomixovirus [325], presenten late domains mitjançant els quals segresten 
la maquinària cel·lular ESCRT per facilitar el seu alliberament de la cèl·lula. 

El mecanisme que utilitza el virus de l’HAV és similar a l’utilitzat pels virus 
embolcallats però la seva sortida es dona a través dels MVB dins les 
vesícules intraluminals. Quantes més vesícules és formin, major serà la 
quantitat d’exosomes que els MVB alliberaran al espai extracel·lular quan es 
fusionin amb la membrana plasmàtica. Aquest és el mecanisme mitjançant 



                                                                                                      Discussió 

127 

el qual semblaria que la població HP aconsegueix aquesta major eficiència 
de sortida de la cèl·lula en forma de virus pseudoembolcallat (eHAV). 

 
En condicions de silenciament gènic d’ALIX la quantitat de virus 

alliberats a l’espai extracel·lular disminueix notablement per a la població 
parental L0, en canvi per a la població de HP aquesta disminució és molt 
menor. Els nivells de silenciament que s’aconsegueixen mitjançant siRNA no 
permeten inhibir completament la traducció [326–328]. En el cas de la 
població HP, la qual mostra una major afinitat amb la proteïna ALIX, això 

pot fer que tot hi haver-hi poca quantitat de proteïna ALIX, el virus pugui 
aprofitar-la millor i no mostri una disminució tant accentuada de partícules 
al espai extracel·lular. 

 
Per a la població parental L0, sota condicions de silenciament 

d’ALIX, es veu afectat l’alliberament dels dos fenotips del virus, tal i com 
s’ha descrit amb la soca HM175/p16 de l’HAV [17]. Aquests resultats 
suggereixen que ALIX podria estar implicada en la via de sortida dels dos 
fenotips del virus de l’HAV per a la població L0, reforçant la hipòtesi que el 
virus sortiria per una única via com a fenotip pseudoembolcallat, el qual 

perdria per l’acció de les sals biliars [17,54]. No obstant, per a la població 
HP, la poca caiguda que s’observa és major en el pic de les partícules 
pseudoembolcallades que en el de les nues. Per tant, en el cas d’aquesta 
població no es pot assegurar que aquesta sigui la única via que utilitza el 
virus per sortir de la cèl·lula. En aquest cas, cobra força la hipòtesi sobre la 

possible sortida del virus a través de dues vies diferents en funció del seu 
fenotip, l’eHAV alliberat a la sang a través de la membrana basolateral via 
ALIX i els MVB, i els virions nus a la bilis a través de la membrana apical via 
els lisosomes [57,261]. 
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La biogènesis d’aquests dos fenotips de l’HAV durant el seu cicle 
enterohepàtic es troba envoltada d’importants incògnites. Tot i que el 
mecanisme que utilitza el virus per arribar fins a fetge té encara molts 
interrogants, el model més acceptat fins al moment es basa en l’existència 

d’un cicle enterohepàtic [231], en el qual la progènie vírica es secretada per 
l’hepatòcit a través de la membrana apical cap als canalicles biliars des d’on 
arriba a les vies biliars i novament a l’intestí. Des d’aquí els virus poden ser 
excretats a la femta o bé reabsorbits i transportats de nou cap al fetge, el 
que constitueix un cicle enterohepàtic, que continua fins que els anticossos 

neutralitzants o altres mecanismes l’interrompen [53]. Recentment, aquest 
model de cicle enterohepàtic ha sofert algunes modificacions degut al 
descobriment del fenotip pseudoembolcallat del virus de l’HAV [57], 
considerant també la sortida de partícules pseudoembolcallades a través de 
la membrana basolateral fins a l’espai de Disse, on es troben els sinusoides 

hepàtics  [17,54,57]. Aquesta nova via de sortida facilitaria la propagació del 
virus entre els hepatòcits ja que un cop al espai de Disse, el virus podria 
infectar els hepatòcits subjacents [18,57]. 

  
Fins els darrers anys, el paper de la polaritat dels hepatòcits en la 

patogènesi i la transmissió de virus hepatotròpics, com l’HAV o l’HCV, no 
s’havia estudiat ampliament, en gran part degut a la falta de models de 
cultiu d’hepatòcits amb una polarització funcionalment rellevant. Com a 
conseqüència, històricament l’estudi de l’entrada i la sortida de virus en 
línies cel·lulars derivades d’hepatòcits s’ha dut a terme sota moltes 

limitacions. No obstant, gràcies als avenços recents en el desenvolupament 
de models de cultiu cel·lular d’hepatòcits polaritzats, especialment en el 
camp de l’HCV [274,329,330], actualment s’ha convertit en un camp 
d’estudi important. El desenvolupament d’un model de cèl·lules Huh7-AI 
polaritzades en un sistema de transwell al llarg d’aquest estudi, ens ha 
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permès estudiar l’entrada i sortida de l’HAV d’hepatòcits amb un bon nivell 
de polarització.  

 
Seguint el curs natural de la infecció, un cop el virus ha entrat a 

l’hepatòcit a través de la membrana basolateral, en el nostre estudi la 
sortida a través de la membrana apical és la majoritària per a les dues 
poblacions de l’HAV. Estudis anteriors, han descrit una sortida de l’HAV a 
través del domini basolateral major al 95%, suggerint que el virus podria 
sortir prèviament per la membrana basolateral, tornaria a entrar als 

hepatòcits i posteriorment per un procés de transcitosi arribaria fins la 
membrana apical on seria alliberat [98,262]. D’altra banda, estudis 
posteriors, descriuen que la sortida a través dels dominis basolateral i 
apical és més balancejada, suggerint els dos dominis, basolateral i apical, 
com a possibles vies de sortida de l’HAV dels hepatòcits polaritzats [54,69]. 

No obstant, en el nostre estudi, la sortida a través del domini basolateral és 
minoritària i només s’observa quan la replicació viral és molt elevada, tal i 
com és el cas de la població HP. La ràpida i elevada replicació d’aquesta 
població, deguda a la major activitat del seu IRES, el seu ús de codons, i la 
seva eficiència en la sortida de la cèl·lula descrita al llarg d’aquest estudi, li 

confereixen un avantatge alhora de sortir a través d’aquest domini dels 
hepatòcits. 
 

La propagació del virus entre els hepatòcits a través de la membrana 
apical mostra una entrada i sortida molt eficient a través d’aquest domini de 

l’hepatòcit, obrint una nova hipòtesi sobre el model de cicle enterohepàtic. 
El virus es podria propagar entre els hepatòcits entrant a través de la 
membrana apical quan es troba en el canalicle biliar per ser excretat a la 
femta. En el domini apical dels hepatòcits, tot i estar especialitzat en 
diverses funcions exocrines, s’hi han descrit processos d’endocitosi 
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involucrats en el reciclatge i en el transport intracel·lular mitjançant 
vesícules, als quals es troba involucrada l'annexina VI, una proteïna 
estructural utilitzada com a marcador d’endosomes hepàtics del 
compartiment apical [331]. La polarització dels hepatòcits que es va 

aconseguir in vitro mitjançant l’addició de DMSO durant 14 dies, ha estat 
descrita també per altres autors per a l’estudi de la persistència del virus de 
l’hepatitis C [332]. Cal tenir en compte que aquesta polarització és en forma 
de monocapa, com la d’un epiteli simple columnar, en canvi al fetge els 
hepatòcits in vivo mostren una polarització complexa amb una distribució 

tridimensional que dona lloc als canalicles biliars, la qual podria fer variar 
aquests darrers resultats [274,330,333]. D’altra banda, són necessaris nous 
estudis per determinar, quin és i on es troba, el receptor responsable de la 
infecció de l’HAV en els hepatòcits, la qual a dia d’avui continua essent una 
incògnita [65,68], i seria de gran ajuda per a l’estudi del seu cicle biològic.  

 
Amb el conjunt de l’estudi podem afirmar que la població HP 

produeix un major percentatge de partícules pseudoembolcallades respecte 
la LO. Aquesta característica es deguda a que la càpsida d’aquesta població 
té més afinitat per la proteïna ALIX, el qual li confereix una major eficiència 

de sortida de la cèl·lula en respecte al model parental L0. La població HP, 
semblaria que s’ha adaptat a aquesta sortida en forma de partícules 
pseudoembolcallades, per mantenir el seu alt fitness. Aquest fet sumat a la 
major eficiència del seu IRES i l’ús de codons, contribueixen a la rapidesa en 
la replicació característica d’aquesta població. D’altra banda, cal destacar 

també, que el rol d’ALIX en la formació d’exosomes sembla ser cèl·lula 
depenent, jugant papers diferents en funció de la línia cel·lular estudiada 
[249,305,334–336]. Són necessaris més estudis amb diferents línies 
cel·lulars i soques de l’HAV per poder confirmar si el virus utilitza només 
aquesta via de sortida, en forma de virus pseudoembolcallat, o si la sortida 
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és molt depenent del tipus de cèl·lula a la qual infecta i de la soca del virus 
utilitzada. 

 
Nombrosos estudis suggereixen la utilització de siRNA per silenciar 

factors requerits per l’activitat de l’IRES com a teràpia antiviral contra l’HAV 
[163,164,176,337]. En aquest estudi, amb els resultats obtinguts amb el 
silenciament d’ALIX, no es pot considerar la utilització d’aquests siRNAs 
com a potencial teràpia antiviral basada en la via de sortida del virus.  

 

 

Figura 42. Efecte dels potencials antivirals sobre la sortida del virus de l’HAV de la 
cèl·lula. Convergència de les vies d’endocitosi i autofàgia en els cossos multivesiculars 
(MVB). WOR; wortmanina, MON; monensina i BAF; bafilomicina A1. Imatge adaptada de 
[256]. 
 

La major inhibició de la monensina en la sortida de la població HP, 
deguda a la degradació dels MVB induïda per l’activació de l’autofàgia no 
canònica [285,287], és una evidència més de la major eficiència de sortida a 
través dels MVB per part d’aquesta població. La millor interacció de la 

càpsida de la població HP amb la proteïna ALIX, pot donar lloc a MVB amb 
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una major quantitat de vesícules intraluminals amb partícules víriques al 
seu interior. 

 
L’augment inesperat de partícules a sobrenedant per les dos 

poblacions del virus observat amb la bafilomicina A1,  pot ser degut a 
l’efecte d’aquesta droga sobre el procés d’autofàgia [256,257,338]. Els 
processos d’autofàgia i reciclatge comparteixen la maquinària de trànsit 
vesicular ESCRT i s’encarreguen de mantenir l’homeòstasi cel·lular [257]. 
Quan la via de degradació per autofàgia es troba inhibida per efecte de la 

bafilomicina A1, la maquinària ESCRT es troba disponible per als processos 
de reciclatge i la cèl·lula augmenta la secreció d’exosomes utilitzada pel 
virus de l’HAV per sortir de al cèl·lula [256,257,339].  

 
La hipòtesi plantejada d’inhibir la PI3K per alterar la biogènesi dels 

cossos multivesiculars (MVB) i evitar així l’alliberament dels exosomes no 
va resultar ser una bona estratègia per inhibir la sortida del virus de l’HAV 
de la cèl·lula. La inhibició de la PI3K, a més d’actuar sobre els MVB, inhibeix 
l’autofàgia i provoca també la inhibició de la via de senyalització PI3K-Akt-

mTOR involucrada en la traducció cap depenent i la supervivència cel·lular. 

La inhibició de la PI3K dona lloc a condicions de shut-off cel·lular, les quals 
s’ha descrit que virus com el de l'encefalomiocarditis (EMCV), l’hepatitis C 
(HCV) i l’hepatitis B (HBV), entre d’altres,  poden aprofitar per incrementar 
els seus nivells de replicació [340–343]. Probablement el major augment de 
partícules virals mostrat per la població HP respecte la L0, ve donat per la 

seva ràpida i elevada replicació en condicions de shut-off cel·lular descrita 
en estudis anteriors [217], sumat a la major eficiència de sortida a l’interior 
d’exosomes que es veu potenciada per la inhibició de l’autofàgia provocada 
per la wortmanina [256,257,344].  
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La monensina i la bafilomicina A1 juguen un paper important en 
l’intercanvi iònic a nivell de la membrana vesicular, que té com a 
conseqüència alteracions en el pH intravesicular [288,345,346]. Aquesta 
inhibició de la baixada de pH interrompria la maduració de les vesícules 

d’endocitosi, afectant així la desencapsidació del RNA víric, suggerint com a 
potencials antivirals drogues que bloquegin aquesta baixada de pH en les 
vesícules d’endocitosi. Per altra banda, l’enzim PI3K intervé en un gran 
nombre de processos cel·lulars, a més de l’autofàgia, els MVB i la via de 
senyalització  PI3K-Akt-mTOR, també te una funció important en la fusió de 

vesícules de transport intracel·lular [347]. Resulta difícil, discernir a quin 
d’aquests processos és deguda la variabilitat observada amb la wortmanina 
en les fases inicials del cicle del virus. 

 
Es desconeix el mecanisme mitjançant el qual aquestes drogues 

provoquen una activació de l’activitat de l’IRES de l’HAV, però tot i així es 
podria considerar segur l’ús de la monensina com a potencial antiviral 
multidiana per al virus de l’HAV, donat que inhibeix l’entrada tot i a pesar 
d’activar l’IRES i inhibeix també la sortida. Les propietats antivirals de la 
monensina s’han avaluat en nombrosos estudis, mostrant una bona activitat 

antiviral contra alguns virus com el citomegalovirus humà (HCMV) i el 
poliomavirus murí (MPyV) [348,349]. Estudis anteriors també havien 
proposat la monensina com potencial antiviral degut al seu efecte inhibidor 
sobre la desencapsidació de l’HAV [350]. Actualment, l’ús terapèutic 
d’agents ionòfors es dona en el camp dels antipalúdics, on un dels 

tractaments orals més comunament utilitzats és la cloroquina, una droga 
amb activitat similar a la monensina [351–353]. 

 



 

134 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 



6.CONCLUSIONS





                                                                                                      Conclusions 

137 

! El fenotip pseudoembolcallat de l’HAV és el majoritari en 
sobrenedants de cultiu cel·lular dels models cel·lulars FRhK-4 i 
Huh7-AI infectats amb les poblacions L0 i HP. 
 

! La població HP mostra uns nivells de replicació més elevats i és més 
ràpida que la parental L0 en cèl·lules Huh7-AI. 

 
! La mutació S134G de la proteïna VP2 de la càpsida de la població HP 

li confereix una major afinitat amb la proteïna ALIX.  
 

! L’expressió d’ALIX mostra una relació directa amb el nivell de 
replicació de cadascuna de les poblacions de l’HAV. 
 

! El silenciament d’ALIX en cèl·lules Huh7-AI provoca un efecte 
menor en la sortida de la població HP que en la de L0. 
 

! La sortida de l’HAV a través del domini basolateral dels hepatòcits 
polaritzats in vitro és minoritària i només es dona amb nivells de 
replicació viral molt elevats. 

 
! La població HP és més eficient que la parental L0 sortint de la 

cèl·lula a través dels cossos multivesiculars (MVB) en forma de 

partícula pseudoembolcallada. 
 

! La major eficiència de sortida de la població HP juntament amb la 

seva millor traducció contribueixen a l’alt fitness d’aquesta població. 
 

! El ionòfor monensina és una bon candidat com a possible antiviral 

mutidiana per a l’HAV. 
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7.1 Cèl·lules i virus 
 

7.1.1 Poblacions víriques 
 

 

Figura 43. Esquema del flux de treball realitzat en el grup de Virus Entèrics per a 
l’obtenció de poblacions de l’HAV adaptades a diferents nivells de silenciament 
cel·lular. Imatge adaptada de [72]. 
 

En aquest estudi es van utilitzar dues de les poblacions víriques 
derivades de la soca citopatogènica HM175/43c del HAV (número d’accés 
GenBank: M59809) [205], obtingudes al grup de Virus Entèrics [96,217]. 
Aquestes poblacions havien estat prèviament obtingudes a partir de 

passatges seriats, a intervals de 7 dies, en cèl·lules FRhK-4.  Es va fer 
multiplicar el virus en absència d’actinomicina D (AMD, Sigma) o en 
presència de 0.05 µg/ml o 0.2 µg/ml d’AMD. D’una banda tenim la població 
parental o HM175-L0, que prové de la soca HM-175/43c després de replicar 
5 passatges en absència d’AMD. D’altra banda es va utilitzar la població de 
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creixement ràpid HM175-HP, la qual és el resultat d’un procés de molecular 

breeding entre dues poblacions adaptades a diferents condicions de 
silenciament cel·lular, F0.05LA (120 passatges en 0.05 µg/ml d’AMD) i 
F0.2LA (65 passatges en 0.05 µg/ml d’AMD + 70 passatges en 0.2 µg/ml 

d’AMD) [217]. 
 

7.1.2 Línies cel·lulars 
 
La població parental HM175-L0 i la de creixement ràpid HM175-HP 

es feien replicar a les cèl·lules FRhK-4 (ATCC CRL 1688), línia cel·lular 
epiteloide i contínua derivada de cèl·lules embrionàries de ronyó de mono 
rhesus (Macaca mulatta). 

 
La línia cel·lular FRhK-4 es cultivava a 37ºC en medi essencial 

mínim (MEM) suplementat amb un 15% de sèrum fetal boví  inactivat (fetal 
bovine serum, FBSi), aminoàcids no essencials (NEAA), antibiòtics i 
solucions tamponadores. Aquestes cèl·lules es subcultivaven cada 7-8 dies 

amb una relació de multiplicació 1:3, obtenint una monocapa confluent 
després de la incubació durant 2-3 dies a 37ºC.  

 
SOLUCIONS NECESSÀRIES: 
 

MEM 15 % FBSi:  

 

MEM 1X amb sals Eagle autoclavat 20 minuts i suplementat en condicions 
d’esterilitat amb: 

NaHCO3   ……………………………….    2 % (v/v) 

HEPES   ………………………………...    15 mM 
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L-Glutamina   ……………………......    2 mM 
NEAA   .…………………………………    1X 
FBSi   ……………………………………    15 % (v/v) 
Penicilina – Estreptomicina   …    100 UI/ml – 100 µg/ml 

Tampó PBS: 

 

NaCl   ……………………………………    8 g/l 
KCl   ……………………………………...    0.2 g/l 
Na2HPO4   ……………………………..    1.15 g/l 

KH2PO4   ……………………………….    0.2 g/l 
 

En H2O bidestil·lada 
Ajustar el pH a 7.1-7.2 si cal 
Esterilitzar per autoclau 20 min 

Conservar a 4 °C 
 
Tripsina-EDTA: 

 

Tripsina   ……………………………...    2.5 g/l 

EDTA   ………………………………….    0.2 g/l 
Penicilina – Estreptomicina   …    100 UI/ml – 100 µg/ml 
 

En tampó PBS 
Esterilitzar per filtració 

Conservar a -20ºC 
 

Pel desenvolupament de la tesi, exceptuant la producció de stocks 
virals i comptats experiments, es van utilitzar cèl·lules Huh7-AI [207] 
cedides per G.Kaplan, del Center for Biologics Evaluation and Research 
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(Maryland, Estats Units). Aquestes cèl·lules deriven de la línia parental 
Huh7 (Human hepatocarcioma). La sublínia Huh7-AI mostra una major 
permissivitat a la infecció per l’HAV que el model parental Huh7. Aquesta 
línia cel·lular es cultivava a 37ºC en medi essencial mínim (MEM) 

suplementat amb un 10% de sèrum fetal boví  (fetal bovine serum, FBS), 
aminoàcids no essencials (NEAA), antibiòtics i solucions tamponadores. 
Aquestes cèl·lules es subcultivaven cada 7-8 dies amb una relació de 
multiplicació 1:6, obtenint una monocapa confluent després de la incubació 
durant 2-3 dies a 37ºC. 

 
Solucions necessàries: 

 

MEM 10 % FBS:  

 

MEM 1X amb sals Eagle autoclavat 20 minuts i suplementat en condicions 
d’esterilitat amb: 
 

NaHCO3   ……………………………….    2 % (v/v) 
HEPES   ………………………………...    15 mM 

L-Glutamina   ……………………......    2 mM 
NEAA   .…………………………………    1X 
FBS    ……………………………………     10 % (v/v) 
Penicilina – Estreptomicina   …    100 UI/ml – 100 µg/ml 
 

Tampó PBS: 

NaCl   ……………………………………    8 g/l 
KCl   ……………………………………...    0.2 g/l 
Na2HPO4   ……………………………..    1.15 g/l 
KH2PO4   ……………………………….    0.2 g/l 
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En H2O bidestil·lada 
Ajustar el pH a 7.1-7.2 si cal 
Esterilitzar per autoclau 20 min 
Conservar a 4 °C 

Tripsina-EDTA: 

 

Tripsina   ……………………………...    0.5 g/l 
EDTA   ………………………………….    0.2 g/l 
Penicilina – Estreptomicina   …    100 UI/ml – 100 µg/ml 

 
En tampó PBS 
Esterilitzar per filtració  
Conservar a -20ºC 
 

7.1.3 Obtenció de suspensions víriques de la soca parental 

HM175-L0 i la soca HM175-HP 
 
Les suspensions víriques (stocks virals) emprades en els diferents 

assajos s’obtenien infectant amb la soca parental HM175-L0 o amb la soca 
HM175-HP cèl·lules FRhK-4, les quals formaven monocapes en flascons de 
cultiu T-175 cm2 seguint el següent protocol: 

 

- Decantar el medi de creixement dels flascons de cultiu i infectar la 
monocapa cel·lular amb una multiplicitat d’infecció (MOI) d’un virus 
infecciós per cada cèl·lula 

- Incubar els flascons infectats a 37ºC durant 60 minuts per a 
permetre l’adsorció del virus a les cèl·lules 



Material i mètodes 

146 

- Incorporar el medi post-infecció, de composició idèntica al medi de 
creixement però amb un 2% de FBSi. En el cas de la soca, aquest 
medi era suplementat també amb 0.05 µg/ml d’AMD 

- Incubar a 37ºC fins tenir un efecte citopàtic (CPE) generalitzat (7 -

10 dies després de la infecció) 

- Lisar les cèl·lules mitjançant tres cicles de congelació-descongelació 
a -80ºC. En els casos on el que volem obtenir és el sobrenedant 
aquest pas es pot ometre 

- Centrifugar el cultiu lisat a 3,000 x g durant 20 minuts per tal 
d’obtenir una suspensió vírica lliure de restes cel·lulars. Per als 
sobrenedants centrifugar a 1,500 x g durant 10 minuts  

- Guardar la suspensió vírica a -80ºC 

 

7.1.4 Replicació del virus parental HM175-L0 i del mutant 

HM175-HP en cèl·lules Huh7-AI 
 

Les suspensions víriques de la població HM175-L0 i HM175-HP 
obtingudes a la línia cel·lular FRhK-4, es van utilitzar per infectar cèl·lules 
Huh7-AI al llarg de tota la tesi. El protocol que es va seguir és similar a 

l’utilitzat en FRhk-4 per a la producció de suspensions virals, però presenta 
petites variacions.  
 

- Decantar el medi de creixement del cultiu i infectar la monocapa 
cel·lular amb la multiplicitat d’infecció (MOI) necessària i 

determinada per cada experiment 

- Incubar a 37ºC durant 60 minuts per a permetre l’adsorció del virus 
a les cèl·lules 

- Incorporar el medi post-infecció, de composició idèntica al medi de 

creixement però amb un 2% de FBS 
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- Incubar a 37ºC el temps post infecció que requereixi l’assaig 

- Lisar les cèl·lules mitjançant tres cicles de congelació-descongelació 
a -80ºC. En els casos on el que volem obtenir és el sobrenedant 

aquest pas es pot ometre 

- Centrifugar el cultiu lisat a 3,000 x g durant 20 minuts per tal 
d’obtenir una suspensió vírica lliure de restes cel·lulars. Per als 
sobrenedants centrifugar a 1,500 x g durant 10 minuts  

- Si no s’ha d’utilitzar el mateix dia, guardar la suspensió vírica a  

-80ºC 
 

7.1.5 Obtenció de suspensions concentrades de partícules 

virals 
 

Un cop obtingudes les suspensions víriques es segueix el següent 
protocol: 

 

- Centrifugar a 10,000 x g durant 30 minuts a 4°C dos cops per 
eliminar impureses 

- Ultra-centrifugar a 100,000 x g 1 hora a 4°C 

- Resuspendre el pellet en 1ml de PBS  

- Guardar la suspensió vírica a 4°C si és per a ús immediat o a -80ºC 
per a usos posterior 

 

7.1.6 Quantificació del títol infecciós de les suspensions 

d’HAV: càlcul de la TCID50/ml 
 

La quantificació del títol víric infecciós de les suspensions d’HAV es 
realitzava segons el càlcul de la TCID50, que es defineix com la dosi vírica 
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que provoca efecte citopàtic (CPE) en el 50% de les monocapes cel·lulars 
infectades. Per a dur a terme aquesta titulació, s’infecten monocapes de 
cèl·lules FRhK-4 en plaques de 96 pous. Breument, el protocol que se seguia 
era: 

 

- Descartar el medi de creixement de les plaques de 96 pous amb 
monocapes confluents de FRhK-4 

- Inocular a la placa dilucions seriades 1:10 en medi essencial mínim 

(MEM) 0% FBS de la suspensió vírica a titular. Concretament, 
s’inoculava una columna (8 pous) per cada dilució, afegint 20 µl a 
cada pou. Com a control negatiu s’afegia el mateix volum de MEM 
0% FBS als 8 pous d’una columna de la placa 

- Incubar la placa a 37ºC durant 60 minuts en una atmosfera 

enriquida amb un 5% en CO2 

- Afegir el medi post-infecció, d’igual composició al medi de 
creixement però amb un 2% de FBSi 

- Incubar a 37ºC en una atmosfera enriquida amb un 5% en CO2 

durant 13 dies 

- Realitzar les lectures de presència/absència d’efecte citopàtic (CPE) 
per cada pou inoculat de la placa als 10-11 dies i efectuar una 
lectura addicional i definitiva als 13 dies 

- Calcular la TCID50 segons la fórmula descrita en el mètode de 

Behrens i Kärber [14] i que es detalla a continuació: 
 

LogTCID50 = lr + 1/2d – 1 Σ (pi+1) 

on: 
lr és el logaritme en base 10 de la dilució més alta que dona el 100% 

d’efecte citopàtic (CPE) 
d és el logaritme de la sèrie dilucional 
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pi és la proporció de resposta positiva en les dilucions amb CPE en 
menys de les 8 rèpliques 
 
D’aquesta manera, i tenint en compte que el volum de l’inòcul era de 

20 µl, s’obtenia la quantificació del títol víric de les suspensions expressat 
com la dosi infecciosa que provoca efecte citopàtic en el 50% de les 
monocapes cel·lulars per mil·lilitre (TCID50/ml). 

 

7.1.7 Recompte de la viabilitat cel·lular 
 
Preparació de la suspensió cel·lular 

 

- Tripsinitzar les cèl·lules 

- Afegir MEM 10-15% FBS per inactivar la tripsina 

- Agafar 90µl de la suspensió cel·lular i afegir-li 10µl de blau tripà. 
Idealment el número de cèl·lules a comptar en cadascun dels 

quadrants de la cambra de Neubauer hauria de ser entre 10 i 100 
cèl·lules. En cas que el número sigui superior a 100 s’hauria de fer 
una dilució de la suspensió cel·lular i tenir-ho en compte a l’hora de 
realitzar els càlculs de la concentració cel·lular 

- Barrejar bé i introduir 10µl de la suspensió cel·lular amb blau tripà 

la cambra de Neubauer coberta amb un cobreobjectes 
 

Comptatge de cèl·lules 

 

Comptar les cèl·lules en cadascun dels quatre quadrants de la 

cambra. En el  cas que quedin cèl·lules just a la vora dels quadrants, 
comptar les que quedin en dos d’ells (Ex: vora inferior i esquerra),  sempre 
seguint el mateix criteri en cadascun dels quatre quadrants. El blau tripà 
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penetra únicament en les cèl·lules no viables de tal forma que sota el 
microscopi les cèl·lules no viables es veuen blaves i les viables refringents. 
 

Càlcul de la concentració 

 

Fórmula per al recompte a la cambra de Neubauer 

Concentració en la suspensió (cèl/mL) = [(cèl·lules contades/4)x10,000]xFDa 

a En el cas que haguem tingut que aplicar una dilució, haurem de transformar la 

concentració obtinguda durant el recompte cel·lular en la concentració de la mostra 

multiplicant pel factor de dilució. 

 

7.2 Gradients isopícnics de densitat d’iodixanol-

sacarosa 
 
Els gradients isopícnics d’iodixanol sacarosa es van utilitzar per 

estudiar la naturalesa de les partícules víriques produïdes per les 
poblacions HM175-L0 i HM175-HP al llarg de tota la tesi en diferents 

sobrenedants de cultiu cel·lular. Els sobrenedants a analitzar es concentren 
prèviament en un volum final de 1 mL seguint el protocol descrit a l’apartat 
7.1.5. Es segueix el següent protocol: 

 

- Netejar el formador de gradients amb aigua amb lleixiu i aclarir amb 

aigua destil·lada  

- Preparar les dues solucions: (Volum necessari per a un gradient) 
 

o Solució 50% Iodixanol: 1ml 0.50M Sacarosa en buffer TN + 

4ml Iodixanol (OptiPrep Density Gradient Medium, Axis-

Shield) 
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o Solució Tampó: 5 ml 0.50M Sacarosa en buffer TN 
 (Buffer TN: 50mM Tris, 100mM NaCl; pH 7.4) 

 

- Posem 4.5 ml de cadascuna de les solucions a la columna 
corresponent del formador de gradients (vigilant que la clau estigui 

tancada). Afegir una barra magnètica a la columna amb major 
concentració i mantenir el formador de gradients a sobre de 
l’agitador magnètic activat perquè estigui en agitació  

- Obrir la clau que comunica les dos columnes i preformar el gradient 
amb la bomba peristàltica en un tub per a ultracentrífuga Beckman 

Ultra-Clear  

- Afegim, gota a gota per evitar desfer el gradient, 1 ml de virus a 
sobre (el tub amb el ml de virus, abans el posem 2 minuts al bany 
d’ultrasons perquè els virus no estiguin agregats entre ells o al 
plàstic del tub) 

- Ultra-centrifuguem el gradient amb un rotor basculant a 200,000 x g 
durant 2 hores i 45 minuts a 4ºC (important activar l’opció “slow 

deceleration” de la ultracentrífuga per evitar que ens alteri el 
gradient al frenar) 

- Recollim les fraccions utilitzant la bomba peristàltica 
(aproximadament 20 fraccions de 0,5 ml) 

- Netejar acuradament el formador de gradients amb aigua destil·lada 
i lleixiu, seguidament aclarir amb aigua destil·lada 

- Llegir l’índex de refracció de cadascuna de les fraccions utilitzant el 

refractòmetre, per calcular la seva densitat d’acord amb les 
equivalències facilitades pel fabricant del la solució d’iodixanol 
OptiPrep™ (Axis-Shield) 

- Extreure l’RNA de cadascuna de les fraccions seguint el protocol del 

kit comercial Nucleospin RNA Virus Extraction (Macherey-Nagel), 
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per al seu posterior anàlisi mitjançant RT-qPCR (detallada en el 
següent apartat 7.3) 
 

7.3 RT-PCR a temps real del virus de l’HAV 
 
El protocol de la RT-PCR a temps real (RT-qPCR) de la regió 5’NCR 

utilitzat en aquesta tesi doctoral és el descrit per Costafreda i col·laboradors 

el 2006 [118]. Per a quantificar l’RNA del virus de l’HAV es va utilitzar el kit 
RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR (Invitrogen™, Life 

Technologies™) i els primers i la sonda descrits en la Taula 4. Es segueixen 
els següents passos: 

 

- Preparació de la barreja de reacció per a la RT-qPCR: 
 
 

Reactiu Volum Concentració final 

5X Buffer Reaction mix 5 µl 1X 

100 μM primer HAV 68 (Sigma Aldrich) 0.125 µl 0.5 µM 

100 μM primer HAV 240 (Sigma Aldrich) 0.225 µl 0.9 µM 

50 µM sonda 150(-) HAV TaqMan® marcada 

amb FAM™ 

0.125µl 0.25 µM 

Ultrasense Enzim mix 1.25 µl  

H2O desionitzada lliure de DNAses i RNAses 

(Gibco®, Life Technologies™) 

13.275µl  

Extracte d’àcids nucleics (RNA) 5 µl  

Volum total 25 µl  

 
 
 

 



                                                                                                      Material i mètodes 

153 

- Posar la placa a l’aparell de RT-qPCR i seguir el següent programa: 
 

FASES DE LA RT-qPCR TEMPERATURA TEMPS CICLES 

Transcripció reversa 55ºC 60’ 1X 

Desnaturalització inicial/ 

activació polimerasa 
95ºC 5’ 1X 

Desnaturalització 

Hibridació 

Extensió 

95ºC 

60ºC 

65ºC 

15’’ 

1’ 

1’  

 

45X 

La fluorescència es mesurava al final de cada cicle 

 
L’aparell de RT-qPCR utilitzat per aquesta tesi era el Mx3000P 

(Stratagene) i els resultats de les quantificacions s’analitzaven amb el 
programa MxPro proporcionat per la mateixa casa comercial de l’aparell. 

 
Oligonucleòtid Seqüència 

HAV 68 5’ TCACCGCCGTTTGCCTAG 3’ 

HAV 240 5’ GGAGAGCCCTGGAAGAAAG 3’ 

HAV 150 (-) 5’ [6FAM]TTAATTCCTGCAGGTTCAGG[MGBNFQ] 3’ 

Taula 4. Primers i sonda utilitzats per la realització de la RT-qPCR de la regió 5’NCR. 
 

7.4 Microscòpia electrònica de transmissió (TEM) 
 

Les fraccions obtingudes en els gradients d’iodixanol sacarosa 
corresponents a les partícules pseudoembolcallades (eHAV) i nues (HAV), 
tan de les cèl·lules FRhK-4 com de les Huh7-AI, van ser agrupades en pools.  
Seguidament es van dialitzar utilitzant membranes de cel·lulosa (Dialysis 

tubing cellulose membrane, avg. flat width 10 mm (0.4 in.), Sigma-Aldrich®), 

per tal d’eliminar la solució d’iodixanol sacarosa ja que interferia a la 
observació dels virus al microscopi electrònic. La diàlisis es va dur a terme 
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durant tres dies amb una solució salina de TN (50mM Tris, 100mM NaCl), 
renovant-la cada 12 hores. Un cop dialitzats, els pools de cada fenotip de 
l’HAV es van ultracentrifugar a 100,000 x g durant 3 hores a 4°C, per tal de 
concentrar els virus en un volum final de 25 μl de PBS. 

 
Les mostres van ser observades als Centres Científics i Tecnològics 

de la Universitat de Barcelona (CCiTUB), amb el microscopi electrònic de 
transmissió JEM 1010 (Jeol) a 80 kV. Les imatges es van agafar amb la 
càmera digital Megaview charge-coupled device (CCD) a 1000 x 1000 píxels i 

es van analitzar amb el software AnalySIS versió 3.2 (Olympus Soft Imaging 

Solutions). 
 

7.4.1 Tinció negativa 
 
Material necessari  
 

- Reixetes only carbon de 400 mesh (proporcionades pels Centres 

Científics i Tecnològics de la Universitat de Barcelona, CCiTUB) 

- Paper de filtre 

- Càpsules de petri petites 

- Pinces nº 4 

- Parafilm 

- Reactius:  
o PTA al 2% (Àcid fosfotúngstic), pH 7.3 
o Aigua mil·li-Q 
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Procediment de la gota 

 

- Irradiar les reixetes durant 5’ amb llum ultraviolada, amb la finalitat 
que hi hagi una millor extensió de la mostra sobre la reixeta 

- Posar una gota de 5 μl de la mostra en la cara neta del parafilm. 
Contactar la reixeta amb la mostra per la part on es troba la 
membrana durant 1 minut 

- Rentar la reixeta amb aigua mi·li-Q 3 cops durant 1 minut 

- Posar la reixeta en contacte amb la gota de 50 μl de l’agent de tinció 
PTA durant 1 minut 

- Extreure l’excés de líquid amb ajut d’un paper de filtre tallat 
prèviament 

- Posar la reixeta sobre un paper de filtre dins d’una càpsula de petri i 
deixar que s’eixugui, mínim 2 hores abans d’ésser observada al 
microscopi electrònic 
 

Netejar les pinces, abans i després de la seva utilització, amb la finalitat 

d’evitar errors deguts a la barreja de diferents mostres. 
 

7.5 Microscòpia de colocalització confocal  
 

L’estudi de microscòpia confocal de colocalització quantitativa de les 
poblacions HM175-L0 i HM175-HP del virus de l’HAV amb la proteïna ALIX 
es va realitzar mitjançant l’anàlisi d’imatges d’immunofluorescència 
indirecta. La presa d’imatges es va dur a terme amb el microscopi confocal 
LEICA TCS SP2 (Leica Microsystems)  dels Centres Científics i Tecnològics de 

la Universitat de Barcelona (CCiTUB) utilitzant un objectiu HCXPL APOCS 
63.0x1.40 OIL a una resolució de 1024 x 1024 i zoom 4. La distància entre 

talls va ser de 0.12µm (25-30 talls per imatge). Els làsers utilitzats van ésser 
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els de 488nm, 568nm i 405nm. Durant tot l’anàlisi es va mantenir un 
Threshold de 5 per a totes les imatges. 

 

7.5.1 Ús del software d’anàlisi 
 
Les imatges del microscopi confocal s’obtenen dividides per canals, 

cadascun d’ells correspon a un làser.  Amb el software Hyugens Essential v. 

3.7.1 p4 es preparen les imatges per al seu anàlisi realitzant prèviament una 
deconvolució d’aquestes. Aquesta deconvolució consisteix en la restauració 
de les imatges obtingudes per microscòpia amb l’estimació i eliminació del 
soroll produït per l’energia despresa del flux de fotons dels làsers. També 
s’encarrega de tornar a la ubicació original la llum dispersa, definint els 

objectes de les imatges. Un cop obtingudes les imatges deconvolucionades 
es procedeix al càlcul de la colocalització amb el mateix software. 

 
La colocalització es descriu com la coincidència en l’espai, amb les 

mateixes coordenades, de dues senyals de fluorescència generades per dos 

fluorocroms que marquen dos antígens. La colocalització quantitativa ens 
permet examinar els antígens d’interès en imatges d’immunofluorescència 
obtingudes per microscòpia confocal gràcies al càlcul de determinats 
coeficients [270]. 

 

Degut a l’interès en el comportament del virus de l’HAV i de la 
proteïna ALIX de manera independent, i degut també a la diferència 
d’abundància en el marcatge de cada antigen,  es va decidir utilitzar els 
coeficients M1, M2 i k1, k2. Aquests coeficients proporcionen un valor 
independent per a cada canal, fet el qual aporta més informació. 
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El programa informàtic d’anàlisi emprat, Hyugens Essential, ens 
proporciona aquests coeficients. El coeficients de Manders M1 i M2 ens 
indiquen el grau o percentatge de colocalització dels píxels d’interès per a 
cada canal. Aquest càlcul no es veu influenciat per les intensitats dels dos 

canals però sí pel soroll de la imatge i el Threshold establert [270], per això 
és important la deconvolució de les imatges i mantenir sempre el mateix 
nivell de Threshold.  

 
El coeficient de Manders M1 correspon al canal 1, el làser 568 (HAV, 

vermell), i és el resultat del sumatori de la intensitat dels píxels vermells 
que colocalitzen (es troben en les mateixes coordenades) amb el canal 2, el 
làser 488 (ALIX, verd), dividit entre el sumatori de les intensitats dels píxels 
del canal 1. 

M1	= 	 ∑ $%&,()*)(&
∑ $%&&

 

S1: Intensitat de la senyal dels píxels del canal 1 
 

El coeficient de Manders M2 correspon al canal 2, el làser 488 (ALIX, 

verd), i és el resultat del sumatori de la intensitat dels píxels verds que 
colocalitzen (es troben en les mateixes coordenades) amb el canal 1, el làser 
568 (HAV, vermell), dividit entre el sumatori de les intensitats dels píxels 
del canal 2. 

M2= ∑ $+&,()*)(&
∑ $+&&

 

S2: Intensitat de la senyal dels píxels del canal 2 
 

Els coeficients de solapament k1 i k2, indiquen la contribució de 

cada canal en el grau de colocalització, ja que aquest es veu influenciat per 
la intensitat dels dos canals. 
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El coeficient k1 correspon al canal 1, el làser 568 (HAV, vermell), i és 
el resultat del sumatori de la intensitat dels píxels del canal 1 multiplicat 
per la intensitat dels píxels del canal 2, el làser 488 (ALIX, verd), que es 
trobin en les mateixes coordenades i dividit per la intensitat total al quadrat 

del canal 1. 

k1 = ∑ $%&	& ·	$+&	
∑ ($%&&	 )/  

 
El coeficient k2 correspon al canal 2, el làser 488 (ALIX, verd),  i és el 

resultat del sumatori de la intensitat dels píxels del canal 2 multiplicat per 
la intensitat dels píxels del canal 1, el làser 568 (HAV, vermell), que es 

trobin en les mateixes coordenades i dividit per la intensitat total al quadrat 
del canal 2. 

k2 = ∑ $%&	& ·	$+&	
∑ ($+&&	 )/  

 
 

7.5.2 Immunofluorescència indirecta de doble marcatge 

per al virus de l’HAV i la proteïna cel·lular ALIX 
 

Per a dur a terme l’estudi de microscòpia confocal del virus de l’HAV 
amb la proteïna ALIX es va posar a punt un protocol d’immunofluorescència 
indirecta sobre el cultius de cèl·lules Huh7-AI infectades amb el virus. Es 
van fer créixer cèl·lules sembrades a una densitat de 7 x 104 cèl·lules/pou 
en un cobreobjectes Lab-Tek® Chambered #1.0 Borosilicate Coverglass 

System (8 chamber) NuncTM, Thermo ScientificTM. Un cop confluents (48 
hores després aproximadament) es van infectar a una MOI de 5. Les 
infeccions del virus es van parar a les 48 i les 72 hores post infecció i se’ls va 
realitzar el següent protocol: 
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Reactius 

 

- PBS 100mM 

- Solució de fixació: paraformaldehid 4% en PBS i sacarosa 60mM 

- Solució de rentat: PBS amb Glicina 20mM 

- Solució de permeabilització: PBS amb Glicina 20mM i 0.5% 
TritóX100 

- Solució de bloqueig: PBS amb Glicina 20mM i 1% BSA 

- Solució d’incubació: PBS amb Glicina 20mM,  1% BSA i 0.025% 
TritóX100 

 
Procediment 

 

- Retirar el medi de cultiu 

- Rentar amb PBS  

- 15’ solució de fixació 

- 2 x 5’ PBS 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 10’ solució de permeabilització 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 30’ solució de bloqueig 

- 60’ solució d’incubació amb els anticossos primaris a 37ºC amb 
humitat controlada 

o 1/800 Anti-HAV Mouse monoclonal isotype IgG2a 7E7(M40) 

(Mediagnost) 

o 1/50 Anti-ALIX Rabbit polycolonal isotype H-270 (Santa Cruz 

Biotechnology) 

- 2 x 5’ solució de rentat 
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- 60’ solució d’incubació amb els anticossos secundaris a 37ºC amb 
humitat controlada 

o 1/2000 Goat Anti-Mouse polyclonal IgG Cy3 (Abcam) 
o 1/1000 Goat Anti-Rabbit polyclonal IgG H&L Alexa Fluor 488 

(Abcam) 
*A partir d’aquest pas cal protegir les immunofluorescències de la llum 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 15’ solució d’incubació amb DAPI (Cell biology Boehringer 

MannheimTM ) a 1 µg/ml 

- 2 x 5’ PBS 

- Addicionar PBS i guardar a 4ºC 

- Observar les immunofluorescències al microscopi confocal 
 

Controls: anticossos primaris sols, anticossos secundaris sols, un primari 
amb el segon secundari, una mostra sense anticossos (auto fluorescència). 

 

7.5.3 Immunofluorescència indirecta de doble marcatge 

per al virus de l’HAV i la proteïna cel·lular LC3b  
Per comprovar que la colocalització observada en l’estudi de 

microscòpia confocal no es tractava d’una coincidència dels punts en l’espai 
deguda a l’atzar, es va realitzar un control negatiu de colocalització. Per dur 
a terme aquest control es va utilitzar el marcador LC3b, característic de la 

membrana de l’autofagosoma. El protocol d’immunofluorescència indirecta 
utilitzat va ser el mateix que en l’apartat anterior 7.5.2, però canviant 
l’anticòs primari anti-ALIX per Anti-LC3b Rabbit polycolonal (Sigma-

Aldrich), a una dilució 1/300. Es van fer créixer cèl·lules sembrades a una 
densitat de 7 x 104 cèl·lules/pou en un cobreobjectes Lab-Tek® Chambered 

#1.0 Borosilicate Coverglass System (8 chamber) NuncTM, Thermo ScientificTM. 
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Un cop confluents (48 hores després aproximadament) es van infectar a una 
MOI de 5 amb les dos poblacions de l’HAV per separat. Les infeccions del 
virus es van aturar a les 72 hores post infecció.  
 

7.6 Quantificació relativa de l’expressió d’ALIX en 

cèl·lules Huh7-AI 
 
Per quantificar l’expressió relativa d’ALIX en les cèl·lules Huh7-AI 

infectades amb les poblacions L0 i HP de l’HAV, es va posar a punt una RT-
qRCR per al mRNA del gen ALIX obtingut dels lisats cel·lulars.  

 

Les cèl·lules Huh7-AI es van sembrar a un Split ratio de 1:6 en 
flascons de 25cm2 de superfície. Un cop confluents (48 hores després 
aproximadament) es van infectar amb les dos poblacions de l’HAV amb una 
MOI de 5.  Les infeccions es van aturar a les 48 i 72 hores post infecció per a 
cadascuna de les poblacions.  Paral·lelament es van mantenir flascons sota 

les mateixes condicions, però sense infectar-los amb el virus, com a control 
per cada temps post infecció. Es van realitzar un mínim de 3 experiments 
independents amb dues rèpliques cadascun per a cada població i temps 
post infecció. Seguidament es va extreure l’RNA total de les cèl·lules seguint 
les instruccions del kit comercial GenEluteTM Mammalian Total RNA 

Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).  
 

7.6.1 RT-qPCR ALIX i GAPDH 
 

Per a la RT-qPCR es va utilitzar el kit KiCqStart® One-Step Probe RT-

qPCR ReadyMix™ (Sigma-Aldrich) amb els primers i les sondes KiCqStart® 

Probe Assays (Sigma-Aldrich) pre-dissenyats per l’anàlisi de l’expressió 
gènica (Taula 5). Com a  gen de referència endogen es va utilitzar GAPDH. 
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Ambdós gens es van quantificar per triplicat en cada mostra. Es segueixen 
els següents passos: 

 

- Preparació de les dues barreges de reacció per a la RT-qPCR: 

 
o Barreja per a la quantificació del gen ALIX (PDCD6IP): 
 

Reactiu Volum Concentració final 

KiCqStart One-Step Probe RT-qPCR (2X) 10 µl 1X 

10 μM primer FH2_PDCD6IP (Sigma Aldrich) 0.9 µl 0.45 µM 

10 μM primer RH2_ PDCD6IP (Sigma Aldrich) 0.9 µl 0.45 µM 

10 µM sonda PH2_PDCD6IP (Sigma Aldrich) 0.3µl 0.15 µM 

H2O desionitzada lliure de DNAses i RNAses 

(Gibco®, Life Technologies™) 

2.9µl  

Extracte d’àcids nucleics (RNA) 5 µl  

Volum total 20 µl  

 
o Barreja per a la quantificació del gen de referència GAPDH: 

 
Reactiu Volum Concentració final 

KiCqStart One-Step Probe RT-qPCR (2X) 10 µl 1X 

10 μM primer FH1_GAPDH (Sigma Aldrich) 0.9 µl 0.45 µM 

10 μM primer RH1_ GAPDH (Sigma Aldrich) 0.9 µl 0.45 µM 

10 µM sonda PH1_ GAPDH (Sigma Aldrich) 0.3µl 0.15 µM 

H2O desionitzada lliure de DNAses i RNAses 

(Gibco®, Life Technologies™) 

2.9µl  

Extracte d’àcids nucleics (RNA) 5 µl  

Volum total 20 µl  
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- Posar la  placa a l’aparell de RT-qPCR i seguir el següent programa:  
 

FASES DE LA RT-qPCR TEMPERATURA TEMPS CICLES 

Síntesi cDNA  50ºC 20’ 1X 

Desnaturalització 95ºC 1’ 1X 

Cicle PCR 
95ºC 

60ºC 

5’’ 

35’’ 
40X 

La fluorescència es mesurava al final de cada cicle 

 
L’aparell de RT-qPCR utilitzat per aquesta tesi era el Mx3000P 

(Stratagene) i els resultats de les quantificacions s’analitzaven amb el 
programa MxPro proporcionat per la mateixa casa comercial de l’aparell. 

 
Oligonucleòtid Seqüència 

FH2_PDCD6IP 

RH2_ PDCD6IP 

5’ CTCAGATGAGAGAAGCCACC 3’ 

5’ ACATCTTCAATTGCTGCTGG 3’ 

PH2_PDCD6IP 5’ [6FAM]TGGCAAATGGGGTGCTAGCTTCCCT[OQA] 3’ 

FH1_GAPDH 

RH1_GAPDH 

5’ GAAGGAAATGAATGGGCAGC 3’ 

5’ TCTAGGAAAAGCATCACCCG 3’ 

PH1_GAPDH 5’ [6FAM]ACTAACCCTGCGCTCCTGCCTCGAT[OQA] 3’ 

Taula 5. Primers i sondes utilitzats per a la quantificació relativa d’ALIX en cèl·lules 
Huh7-AI. KiCqStart® Probe Assays (Sigma-Aldrich) pre-dissenyats per l’anàlisi de l’expressió 
gènica. 

 
L’anàlisi de l’expressió relativa un cop obtinguts els valors de Ct de 

les RT-qPCR es va fer mitjançant el mètode de comparació de Ct de Josh 

Haimes i Melissa Kelley, Dharmacon, Lafayette, CO, USA [354]. 
 
En primer lloc, els valors de Ct dels triplicats de cada mostra es van 

normalitzar individualment utilitzant el nivell d’expressió del gen endogen 

GAPDH de la mateixa mostra. Donat que les Ct són una mesura proporcional 
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al logaritme negatiu de la concentració de la seqüència diana, per 
aconseguir un valor d’expressió va ser necessari transformar les dades. Un 
cop fet això, les dades es van normalitzar respecte els resultats obtinguts de 
les mostres control establertes en cada cas, per aconseguir el valor de 

l’increment de cada mostra ( fold change). 
 
Els càlculs realitzats van ser: 

 

1. Normalitzar amb el gen de referència endogen  

∆Ct = Ct (gen diana) – Ct(gen referència endogen) 
2. Transformació exponencial de l’expressió 

∆Ct Expressió = 2–∆Ct 
3. Mitjana de les rèpliques i desviació estàndard 
4. Normalitzar respecte el tractament control 

Increment (∆∆Ct) = 2–∆Ct (mostra problema) / 2–∆Ct (mostra 
control) 

 

7.7 Silenciament gènic d’ALIX 
 
El silenciament del gen ALIX en cèl·lules Huh7-AI es va dur a terme 

mitjançant la transfecció de siRNA amb el sistema SMART pool ON-

TARGETplus PDCD6IP siRNA (Dharmacon, GE Healthcare). Per al control 

amb les cèl·lules Huh7-AI no silenciades es va utilitzar com a control  un 
SMART pool ON-TARGETplus Non-targeting siRNA (Dharmacon, GE 

Healthcare). Es van sembrar les cèl·lules a una densitat de 6.7 x 104 
cèl·lules/pou en plaques de 48 pous utilitzant sempre medis de cultiu sense 
antibiòtics i 24 hores després es va realitzar el protocol de transfecció 

detallat a continuació. La concentració final dels dos pools de siRNA utilitats 
va ésser de 100nM.  
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Procediment de transfecció 

 

Aquest protocol es fa paral·lelament amb els dos pools de siRNA 
inclosos en l’experiment, tan els dirigits al gen d’interès com els utilitzats 

com a control negatiu. 
 

- Diluir els siRNA a 10 µM en H2O desionitzada lliure de RNAses 
(Gibco®, Life Technologies™) 

- En tubs separats diluir els siRNA i el reactiu de transfecció 

DharmaFECT 4 amb medi de cultiu lliure de sèrum 
o Tub 1: preparar 50 µl / pou de siRNA, afegint 5 µl de la 

solució 10 µM de siRNA i 45 µl de medi de cultiu lliure de 
sèrum  

o Tub 2: preparar 50 µl / pou del reactiu de transfecció 
DharmaFECT 4, afegint 0.25 µl del reactiu i 49.75 µl de medi 
de cultiu lliure de sèrum 

- Barrejar acuradament les dues solucions amb la pipeta i incubar 5’ a 
temperatura ambient (RT) 

- Afegir el contingut del tub 1 al tub 2 per un volum final de 100 µl 
(1:1) 

- Barrejar acuradament amb la pipeta i incubar 20’ a RT 

- Afegir 400 µl / pou de medi de cultiu al 2% FBS sense antibiòtic, per 

obtenir un volum final de solució de transfecció de 500 µl / pou a 
una concentració final de 100nM de siRNA  

- Treure el medi de cultiu dels pous de la placa de 24 i afegir 500 µl / 
pou de la solució de transfecció 

- Incubar les cèl·lules a 37ºC en una atmosfera enriquida amb un 5% 

en CO2 durant 48 hores 



Material i mètodes 

166 

- Quantificar el mRNA d’ALIX seguint el protocol detallat en l’apartat 
7.6 

 
Per a l’anàlisi de l’expressió gènica es va seguir el mateix mètode de 

comparació de Ct detallat a l’apartat 7.6.  
 

Gen Seqüència 

ALIX (PDCD6IP) 

5’ CAGAUCUGCUUGACAUUUA 3’  

5’ UCGAGACGCUCCUGAGAUA 3’  

5’ GCGUAUGGCCAGUAUAAUA 3’  

5’ GUACCUCAGUCUAUAUUGA 3’  

Non-targeting 

5’ UGGUUUACAUGUCGACUAA 3’ 

5’ UGGUUUACAUGUUGUGUGA 3’ 

5’ UGGUUUACAUGUUUUCUGA 3’ 

5’ UGGUUUACAUGUUUUCCUA 3’ 
Figura 44. Seqüencies SMARTpool siRNA (Dharmacon, GE Healthcare). 

 

7.8 Polarització de cèl·lules Huh7-AI in vitro 
 
La polarització de la línia cel·lular d’hepatocarcinoma humà Huh7-AI 

es va dur a terme sembrant una quantitat de 5 x 105 cèl·lules en 1.12cm2 de 
superfície, i suplementant el medi de creixement amb un 15% de sèrum 

fetal boví (FBS). Aquest medi es renovava cada 48 hores un cop les cèl·lules 
havien arribat a la confluència suplementant-lo amb un 1% de DMSO. 
Aquest protocol es duia a terme un total de 14 dies mantenint les cèl·lules a 
37ºC en una atmosfera enriquida amb un 5% en CO2. 
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7.8.1 Immunofluorescència indirecta de doble marcatge 

per cèl·lules Huh7-AI polaritzades 
 
Per tal d’avaluar la polarització es va posar a punt una 

immunofluorescència indirecta de doble marcatge de les unions estretes 
(tight junctions) de la membrana apical, concretament per la proteïna ZO-1 

(zonula occludens protein-1), i de l’ATPasa de sodi-potassi (Na+K+-ATPasa) 
de la membrana basolateral dels hepatòcits. Es van polaritzar cèl·lules 
seguint el protocol descrit en l’apartat anterior 7.8 sobre un cobreobjectes 
Lab-Tek® Chambered #1.0 Borosilicate Coverglass System (2 chamber) 

(NuncTM, Thermo ScientificTM). Un cop polaritzades se’ls va realitzar el 

següent protocol: 
 

Reactius 

 

- PBS 100mM 

- Solució de fixació: paraformaldehid 4% en PBS i sacarosa 60mM 

- Solució de rentat: PBS amb Glicina 20mM 

- Solució de permeabilització: PBS amb Glicina 20mM i 0.05% 
TritóX100 

- Solució de bloqueig: PBS amb Glicina 20mM i 1% BSA 

- Solució d’incubació: PBS amb Glicina 20mM,  1% BSA i 0.025% 
TritóX100 
 

Procediment 

 

- Retirar el medi de cultiu 

- Rentar amb PBS  
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- 15’ solució de fixació 

- 2 x 5’ PBS 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 10’ solució de permeabilització 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 30’ solució de bloqueig 

- 60’ solució d’incubació amb els anticossos primaris a 37ºC amb 

humitat controlada 
o 1/250 Anti-ZO-1 rabbit polyclonal (Santa Cruz 

Biotechnology) 

o 1/100 Anti- Na+K+-ATPasa Mouse monoclonal (Abcam) 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 60’ solució d’incubació amb els anticossos secundaris a 37ºC amb 
humitat controlada 

o 1/500 Goat Anti-Rabbit polyclonal IgG H&L Alexa Fluor 488 
(Abcam) 

o 1/200 Goat Anti-Mouse polyclonal IgG Cy3 (Abcam) 
*A partir d’aquest pas cal protegir les immunofluorescències de la llum 

- 2 x 5’ solució de rentat 

- 15’ solució d’incubació amb DAPI (Cell biology Boehringer 

MannheimTM ) a 1 µg/ml 

- 2 x 5’ PBS 

- Addicionar PBS i guardar a 4ºC 

- Observar les immunofluorescències al microscopi confocal 
 

Controls: anticossos primaris sols, anticossos secundaris sols, un primari 
amb el segon secundari, una mostra sense anticossos (auto fluorescència).  
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Les imatges d’immunofluorescència indirecta van ser agafades amb 
el microscopi confocal LEICA TCS SP2 (Leica Microsystems)  dels Centres 
Científics i Tecnològics de la Universitat de Barcelona (CCiTUB). La presa 
d’imatges es va dur a terme amb un objectiu HCXPL APOCS 40.0x1.25 OIL a 

una resolució de 512 x 512 i HCPL APOCS  20.0x0.70 IMM/COR a 1024 x 

1024, amb  una distància entre talls de 0.5 µm. Els làsers utilitzats van ésser 

els de 488nm, 568nm i 405nm. La reconstrucció volumètrica tridimensional 
(3D) es va fer amb el software Imaris v.7.2.1. 

 

7.8.2 Infecció de monocapes polaritzades de cèl·lules 

Huh7-AI en sistemes de transwell 
 
Es van sembrar cèl·lules Huh7-AI a densitat 5 x 105 cèlules/pou en 

inserts de membrana semipermeables (0.4 μm porus) d’un sistema de 
transwell de 12 pous (Corning™ Transwell™ Multiple Well Plate with 

Permeable Polycarbonate Membrane Inserts). Es van polaritzar les cèl·lules 
seguint el protocol detallat en l’apartat anterior 7.8. Un cop polaritzades, es 
van infectar amb les dos poblacions de l’HAV,  la parental L0 i la mutant de 

replicació ràpida HP, a una MOI de 5 a través dels compartiments apical i 
basolateral del sistema de transwell. Passat el temps d’adsorció del virus (1 
hora 30 minuts) es va retirar l’inòcul, es va netejar la monocapa i es va 
deixar incubar amb medi al 2% de FBS a 37ºC en una atmosfera enriquida 
amb un 5% en CO2. Es van recollir les partícules produïdes en els 

sobrenedants d’ambdós compartiments a temps 0, 5 i 7 dies després de la 
infecció. El títol a temps 0 correspon al títol després d’una hora i mitja 
d’adsorció i dos rentats, el qual es va sostreure per observar l’augment de 
títol als 5 i 7 dies. Es van realitzar un mínim de 3 experiments independents 
amb 3 rèpliques cadascun i per cadascuna de les poblacions del virus. 
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7.8.3 Mesura de la permeabilitat amb FITC-Dextrà 
 

Per mesurar si la infecció amb el virus alterava la permeabilitat de la 
monocapa de cèl·lules Huh7-AI polaritzades, es va utilitzar el marcador 
FITC-Dextrà de 4 kDa. Es va dur a terme el protocol descrit en l’apartat 
anterior 7.8.2, amb algunes modificacions que es detallen a continuació:  

 

- Es fan duplicats per cadascuna de les condicions 

- Es deixen dos pous sense infectar per poder-los utilitzar com a 
control de la permeabilitat en condicions normals 

- Un cop retirem el sobrenedant d’ambdós compartiments (apical i 

basolateral) a temps 5 dies, el medi que s’afegeix és medi sense roig 
fenol i sense sèrum 

- A dia 6 post infecció afegim 10 µl / pou del stock de FITC-Dextrà a 

5mM a través del compartiment apical del transwell. (a partir 
d’aquest pas, ell inclòs, es fa la resta de l’experiment sense llum a la 
cabina) 

- Es tapa la placa amb paper d’alumini i es deixa incubant a 37ºC en 
una atmosfera enriquida amb un 5% en CO2 24 hores 

- Recollir en eppendorf totes les mostres del transwell i protegir-les de 
la llum 

 

Quantificació del FITC-Dextrà 

 

Tant per a les mostres com per a la recta patró cal tenir la precaució de 
treballar sense llum. Sempre es mantindran els eppendorf en gel i protegits 
de la llum amb paper d’alumini. 
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Recta patró 

 

2,5 µM = 10 µL solució FITC-Dextrà 125 µM + 490 µl Medi * 

400 nM = 240 µL solució FITC-Dextrà 2,5 µM + 1260 µl Medi* 

200 nM = 700 µL solució FITC-Dextrà 400 nM + 700 µl Medi* 

100 nM = 700 µL solució FITC-Dextrà 200 nM + 700 µl Medi* 

50 nM = 700 µL solució FITC-Dextrà 100 nM + 700 µl Medi* 

25 nM = 700 µL solució FITC-Dextrà 50 nM + 700 µl Medi* 

12,5 nM = 700 µL solució FITC-Dextrà 25 nM + 700 µl Medi* 

6,125 nM = 700 µL solució FITC-Dextrà 12,5 nM + 700 µl Medi* 

Blanc = 700 µl Medi* 

*Medi sense roig fenol. El que es va utilitzar per dur a terme l’experiment. 

 

- Carregar  la placa ELISA afegint 175 µL / pou de l’estàndard o la 
mostra. Cal evitar la formació de bombolles i d’esquitxades que 
poden sortir de la pipeta.  

La fluorescència va ser determinada amb un espectrofluorímetre 

(Victor3; Perkin Elmer, Waltham, MN, EUA). Els valors obtinguts es van 
interpolar amb la recta patró. 

Es van realitzar un mínim de dos experiments independents per a 
cadascuna de les condicions. 
 

7.9 Mesura de la citotoxicitat de les drogues en 

cèl·lules Huh7-AI 
 
Per mesurar la citotoxicitat de les drogues en la línia cel·lular Huh7-

AI, es va fer un recompte de la viabilitat cel·lular tal i com s’indica en 
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l’apartat 7.1.7 del rang de les 4 concentracions esmentades en l’apartat 4.6 
per cadascuna de les drogues. 

Es van incubar durant 24 hores les cèl·lules Huh7-AI confluents amb 
medi MEM al 2% FBS suplementat amb cadascuna de les drogues i 

concentracions, i com a controls cèl·lules Huh7-AI confluents amb medi 
MEM al 2% FBS sense drogues. Es van realitzar dos experiments 
independents amb dues rèpliques cadascun per a cada condició. Un cop 
realitzat el recompte de la viabilitat cel·lular per duplicat en cadascuna de 
les condicions dels experiments i les rèpliques, es va calcular el percentatge 

de viabilitat cel·lular respecte dels controls de cèl·lules sota les mateixes 
condicions però sense la droga. 

 

7.10 Assaig d’alteració molecular de la via de sortida 

del virus de l’HAV com a base per a l’obtenció de 

potencials drogues antivirals multidiana 
 

Els experiments amb les drogues durant la fase de sortida de cicle 
del virus de l’HAV es van realitzar amb cèl·lules Huh7-AI cultivades sota les 
condicions descrites a l’apartat 7.1.2 en flascons de 25 cm2 de superfície, un 

cop assolida la confluència cel·lular es va seguir el següent protocol. 
 

- Retirar el medi de cultiu 

- Rentar dos cops amb PBS 

- Infectar amb la població del virus corresponent a una MOI d’1 

- Incubar a 37 ºC durant 1 hora  

- Afegir medi post infecció MEM 2% FBS  

- Incubar 24 hores a 37 ºC 

- Retirar el medi 
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- Rentar dos cops amb PBS 

- Afegir MEM 2% FBS suplementat, o no (per als controls), amb la 
concentració de la droga corresponent 

- Incubar a 37 ºC durant 24 hores 

- Recollir el sobrenedant cel·lular  

- Quantificar els virus infecciosos dels sobrenedants cel·lulars (veure 
apartat 7.1.6) 

Drogues testades: 

- Wortmanina (Sigma-Aldrich) a 50 nM 

- Monensina (Sigma-Aldrich) a 8 μM 

- Bafilomicina A1 (Sigma-Aldrich) a 40 nM 

 

7.10.1 Assaig d’inhibició de les fases inicials del cicle 

de l’HAV en cèl·lules Huh7-AI  
 

Els experiments amb les drogues durant les fases inicials de cicle del 
virus de l’HAV es van realitzar amb cèl·lules Huh7-AI cultivades amb les 

mateixes condicions descrites en l’apartat anterior 7.10 modificant el 
moment d’addició de les drogues sota el següent protocol. 

 

- Retirar el medi de cultiu 

- Rentar dos cops amb PBS 

- Afegir MEM 2% FBS suplementat, o no (per als controls), amb la 
concentració de la droga corresponent 

- Incubar a 37 ºC durant 2 hores 

- Infectar amb la població del virus corresponent a una MOI d’1 

- Incubar a 37 ºC durant 1 hora 
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- Afegir medi post infecció MEM 2% FBS suplementat amb la droga, o 
sense suplementar en el cas dels control 

- Incubar a 37 ºC durant 21 hores  

- Retirar el medi 

- Rentar dos cops amb PBS 

- Afegir medi fresc MEM 2% FBS 

- Incubar a 37 ºC durant 24 hores  

- Lisar les cèl·lules amb tres cicles de congelació – descongelació 

- Quantificar els virus infecciosos dels lisats cel·lulars (veure apartat 
7.1.6) 

 
Drogues testades: 

- Wortmanina (Sigma-Aldrich) a 50 nM 

- Monensina (Sigma-Aldrich) a 8 μM 

- Bafilomicina A1 (Sigma-Aldrich) a 40 nM 

 

7.11 Anàlisi de l’activitat de l’IRES mitjançant l’ús de 

vectors bicistrònics 
 
Per observar l’efecte de les potencials drogues antivirals sobre la 

capacitat per promoure l’inici de la traducció dependent de l’IRES que 
presenten les dues poblacions del virus de l’hepatitis A utilitzades en aquest 
estudi, es va fer ús d’un vector bicistrònic, el qual va ser amablement cedit 

al nostre laboratori per la Dra. Anne Marie Roque-Afonso (Laboratoire de 

Virologie, Hôpital Paul Brousse, Villejuif, França) (Figura 45). Aquest vector 
bicistrònic presenta un sistema dual de luciferases, és a dir, conté un gen 
que codifica per la luciferasa de Photinus pyralis (Fluc, de Firefly luciferase), 
el qual actua com a gen reporter i un altre gen que codifica per la luciferasa 
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Renilla reniformis (Rluc, de Renilla luciferase), que serveix com a control 
intern de l’eficiència de transfecció. L’IRES de les poblacions de l’HAV es 
troba als dos plasmidis, localitzat després del gen de la Rluc i abans del gen 
de la Fluc. Mentre que la transcripció és dirigida pel promotor de 

citomegalovirus, la traducció de Fluc depèn de l’IRES de l’HAV i la de la Rluc 
de cap (Figura 45). El vector també conté un gen de resistència a 
ampicil·lina [25].  

 

 

Figura 45. Esquema del vector bicistrònic G1RC. FLuc és el gen que codifica per la 
luciferasa de Photinus pyralis, i actua com a gen reporter; RLuc és el gen que codifica per la 
luciferasa de Renilla reniformis, i actua com a control de l’eficiència de la transfecció; HAV 
IRES és l’IRES de l’HAV de la soca adaptada a cultiu cel·lular HM-175/18f; P CMV és el 
promotor de citomegalovirus; ampR és un gen de resistència a ampicil·lina. Imatge adaptada 
de [217]. 
 

La seqüència corresponent a l’IRES del HAV en el plasmidi G1RC va 
ser modificada en el nostre laboratori, mitjançant mutagènesis dirigida per 
crear una sèrie de plasmidis que continguessin un IRES igual al de les 

poblacions HM175-L0 i HM175-HP, anomenats G1RL0 i G1Rφ16, 
respectivament [217]. El vector G1Rφ16 es diferencia del G1RL0 per la 



Material i mètodes 

176 

presència de tres mutacions, T590C, T726C i T359C, que li confereixen un 
canvi estructural a l’IRES proporcionant-li una major activitat dirigint la 
traducció respecte a G1RL0, en cèl·lules FRhK-4 [217]. Per tal d’utilitzar els 
dos plasmidis bicistrònics per a la transfecció transitòria de cèl·lules Huh7-

AI es va transformar E. coli amb ells amb la finalitat d’obtenir-ne grans 
quantitats a concentracions elevades. L’ús d’aquests vectors bicistrònics ens 
va permetre obtenir una estimació de l’activitat de l’IRES en cèl·lules Huh7-
AI i avaluar l’efecte de les potencials drogues antivirals sobre el mateix. El 
coeficient FLuc/RLuc permet normalitzar l’activitat de l’IRES amb respecte 

a l’eficiència de transfecció. Es va mesurar l’activitat bioluminescent de la 
FLuc i la RLuc en els lisats de cèl·lules Huh7-AI amb presència i absència de 
les drogues, per tal de poder calcular posteriorment el percentatge 
d’inhibició de l’IRES degut a l’acció de cadascuna de les drogues. Per 
calcular l’activitat relativa de l’IRES sota l’efecte de les drogues, cada valor 

FLuc/RLuc es va dividir per la mitjana dels valors de FLuc/RLuc del plásmid 
sense droga i es va expressar com a unitats arbitràries (UA) [25].Aquest 
anàlisi es va realitzar per a cada plasmidi 5 cops de manera independent 
amb dues rèpliques en cada cas.  

 

7.11.1 Transformació d’E. coli DH5α competents 
 
Realitzar els següents passos en condicions d’esterilitat: 

 

- Descongelar les cèl·lules competents en gel (Library Efficiency®  

DH5α™ Competent Cells, Invitrogen™). Posar en gel un tub de 
polipropilè 

- Barrejar suaument les cèl·lules i afegir 50 μl de les mateixes en el 

tub de polipropilè fred 
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- Afegir 1 μl de cadascun dels plasmidis a les cèl·lules barrejant amb 
moviments suaus de la pipeta mentre es dispensa 

- Incubar en gel durant 30 minuts 

- Introduir el tub en un bany d’aigua a 42 ºC durant 45 segons 

- Posar el tub en gel durant 2 minuts 

- Afegir 450 μl de medi S.O.C a temperatura ambient 

- Agitar durant 1 hora a 225rpm i 37 ºC 

- Sembrar 100 μl de cèl·lules transformades en plaques de Petri amb 
medi LB agar i 100 μg / ml d’Ampicil·lina  

- Incubar les plaques sembrades durant tota la nit a 37 ºC 
 

Solucions necessàries 

 

Medi LB-Agar amb ampicil·lina (100 μg / ml):  

Triptona   ……………………………… 10 g/l 
Extracte de llevadura   …………… 5 g/l 
NaCl   ……………………...................... 10 g/l 

Agar   .………………………………….. 15 g/l 
En aigua Milli-Q 
 

7.11.2 Preparació de plasmidis a concentracions 

elevades 
 

- Transferir una colònia procedent del pas anterior a 100 ml de medi 
LB amb ampicil·lina en un matràs de 1,000 ml. Mantenir en agitació 
a 37 °C durant tota la nit 

- Centrifugar el cultiu bacterià a 4,000 g durant 15 minuts a 
temperatura ambient. 
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- Descartar el sobrenedant 

- Realitzar l’extracció plasmídica segons les instruccions del fabricant 
amb el kit PowerPrep™ HP Plasmid Midiprep System (Origene) 

- Guardar la midiprep a -20 ºC 
 

7.11.3 Seqüenciació de Sanger 
 
Per comprovar la seqüència dels plasmidis produïts es va utilitzar el 

kit BigDye® Terminator v3.1. Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). El 
protocol que es va seguir es descriu a continuació. 
 

 
Preparar la barreja de reacció 

 

 
Reactiu Volum 

BigDye® Terminator v3.1 Ready 
Reaction Mix (Applied Biosystems) 

1 µl 

5 µM Primer específic 0.64 µl 

Tampó de dilució 5x (Applied Biosystems) 2 µl 

Extracte d’àcids nucleics (DNA)  1-50 ng 

H2O desionitzada lliure de DNAses i RNAses 

(Gibco®, Life Technologies™) 

 

Volum total 10 µl 
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Realitzar el següent programa amb el termociclador 

 
FASES  TEMPERATURA TEMPS CICLES 

Desnaturalització 96ºC 2’ 1X 

Amplificació 

96ºC 

50ºC 

60ºC 

10’’ 

5’’ 

4’ 

25X 

 

- Guardar el producte a 4 °C 

- Afegir 10 µl d’aigua desionitzada lliure de DNAses i RNAses (Gibco®, 
Life Technologies™) al producte resultant 

 

La purificació dels productes d’extensió i la electroforesi en un 
seqüenciador automàtic es realitzaven als Centres Científics i Tecnològics 
de la UB (CCiTUB). La seqüenciació es va dur a terme amb un seqüenciador 
automàtic de DNA, ABI Prism 377. Els cromatogrames generats pel 
seqüenciador, emmagatzemats en arxius “ab.1”, es van analitzar amb el 

programa Chromas (http://technelysium.com.au/?page_id=13). 
 

Oligonucleòtid Seqüència 

MUT IRES + 5’ TTCTGTCTTCTTTCTTCCAGG 3’ 

MUT G1RL0 -  5’ CCTTATGCAGTTGCTGTCC 3’ 

Taula 6. Oligonucleòtids utilitzats per la seqüenciació dels plasmidis G1RL0 i G1Rφ16. 
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7.11.4 Transfecció transitòria de cèl·lules Huh7-AI 

amb plasmidis bicistrònics 
 
Las cèl·lules Huh7-AI es van transfectar utilitzant el X-tremeGENE HP 

DNA Trans-fection Reagent (Roche Applied Science), seguint el següent 
protocol. 

 

- 24 hores abans de la transfecció, subcultivar cèl·lules Huh7-AI i 
sembrar-les en plaques de 96 pous amb un Split ratio de 1:3 
utilitzant medi de cultiu MEM al 10% FBS sense antibiòtics 

- Quantificar la concentració dels plasmidis a transfectar amb 
l’aparell NanoDrop® ND-1000 

- Posar a temperatura ambient el vector a transfectar, el medi sense 
sèrum Opti-MEM® I (Thermo Fisher Scientific) i el reactiu de 
transfecció X-treme GENE™ HP DNA Transfection Reagent (Roche) 

- Diluir el DNA plasmidic en medi Opti-MEM® I fins una concentració 
final de DNA de 0.01 µg / µl 

- Afegir 3 µl de X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche 
Applied Science) (reactiu de transfecció) per cada 100 µl de la 

barreja anterior. Barrejar suaument i incubar durant 30 minuts a 
temperatura ambient 

- Retirar el medi de cultiu de la placa de 96 pous 

- Afegir gota a gota el complex DNA plasmídic - Opti-MEM® I – reactiu 
de transfecció a cada pou de la placa que es vulgui transfectar (25 µl 

/ pou), remenant la placa suaument. 

- Incubar durant 30 minuts a temperatura ambient 

- Afegir 60 µl d’Opti-MEM® I a cada pou transfectat 
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- Incubar la multiplaca amb les cèl·lules transfectades en un 
incubador de CO2 a 37 ºC durant 24 hores 

 
Incloure controls negatius: cèl·lules no transfectades, cèl·lules només amb 

DNA (sense reactiu de transfecció) i cèl·lules amb el reactiu de transfecció 
(sense DNA). 
 

7.11.5 Addició de les potencials drogues antivirals 
 

Per estudiar l’efecte de les potencials drogues antivirals sobre 
l’activitat de l’IRES, es van addicionar les drogues, a les concentracions 
determinades no citotòxiques (veure apartat 7.10), passades sis hores de la 

transfecció cel·lular fins la lectura de l’activitat bioluminiscent.  
 

Drogues testades sobre l’activitat de l’IRES en cèl·lules Huh7-AI 

 

- Wortmanina (Sigma-Aldrich) a 50 nM 

- Monensina (Sigma-Aldrich) a 8 μM 

- Bafilomicina A1 (Sigma-Aldrich) a 40 nM 
 

7.11.6 Mesura de l’activitat bioluminescent 
 

L’activitat bioluminescent de les luciferases Fluc i Rluc dels cultius de 
cèl·lules transfectades amb els plasmidis bicistrònics es va mesurar 24 
hores després de la transfecció, utilitzant el kit Dual-Glo® Luciferase Assay 

System (Promega) i un luminòmetre Lumat LB 9507 (Berthold 
Technologies), seguint el protocol que es detalla a continuació. 
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- Posar els recatius del kit a temperatura ambient 

- Afegir 85 µl del reactiu Dual-Glo® Luciferase (el substrat específic 
de la luciferasa FLuc) a cada pou amb cèl·lules transfectades de la 

placa de 96 pous, barrejar i transferir 160 µl a un tub transparent de 
dimensions entre 11.5 i 12.1 mm de diàmetre i de 75 a 76 mm de 
longitud 

- Esperar 10 minuts i mesurar l’emissió de llum amb el luminòmetre 
seleccionant un temps de mesura de 10 segons 

- Preparar el reactiu Dual-Glo® Stop & Glo (que conté el substrat 
específic de la luciferasa RLuc i disminueix la luminescència de FLuc 
almenys 10,000 vegades), afegir 80 µl del mateix a cada pou i 
barrejar 

- Esperar 10 minuts i mesurar l’emissió de llum amb el luminòmetre 

seleccionant un temps de mesura de 10 segons 

- Calcular la relació FLuc / RLuc per a cada valor 
 

Per obtenir la màxima precisió del resultats, les mesures de 

luminescència de la Firefly i la Renilla es van restar de les luminescències de 
les mostres, és a dir, es va sostreure el background. Cap dels dos gens 
reporters s’expressa de manera endògena a les cèl·lules de mamífer. 
Consegüentment, la quantitat de luminescència que va generar el 
background era característica del luminòmetre i del substrat de la 

luminescència. La mesura del background de la Firefly luciferase es va 
realitzar en cèl·lules sense transfectar i només amb l’addició del Dual-Glo® 

Luciferase Reagent. En canvi, el càlcul del background de la Renilla luciferase 
es va mesurar en cèl·lules sense transfectar però, amb l’addició del dos 
reactius: el Dual-Glo® Luciferase Reagent seguit del Dual-Glo® Stop & Glo® 

Reagent. 
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7.12 Immunofluorescència indirecta de doble 

marcatge per l’estudi de l’efecte de la monensina en 

cèl·lules Huh7-AI 
 

Per estudiar la capacitat d’inducció d’autofàgia no canònica per part 
de la monensina en cèl·lules Huh7-AI i el seu efecte sobre el virus de l’HAV 
es va utilitzar el protocol d’immunofluorescència indirecta del virus de 
l’HAV amb la proteïna LC3b, descrit en l’apartat 7.5.3 de material i mètodes. 
Es van fer créixer cèl·lules sembrades a una densitat de 7 x 104 

cèl·lules/pou en un cobreobjectes Lab-Tek® Chambered #1.0 Borosilicate 

Coverglass System (8 chamber) (NuncTM, Thermo ScientificTM). Un cop 
confluents (48 hores després aproximadament) es van infectar amb una 
MOI de 5. A les 24 hores post infecció es va afegir la monensina a una 
concentració de 8 μM i es va deixar replicar el virus 48 hores més. Les 

infeccions es van aturar a un total de 72 hores post infecció i se’ls va 
realitzar el protocol d’immunofluorescència.  Es van realitzar 2 experiments 
independents.  

Les imatges es van analitzar per microscòpia confocal amb el 
microscopi confocal LEICA TCS SP2 (Leica Microsystems)  dels Centres 

Científics i Tecnològics de la Universitat de Barcelona (CCiTUB) utilitzant un 
objectiu HCXPL APOCS 63.0x1.40 OIL a una resolució de 512 x 512. La 

distància entre talls va ser de 0.12µm. Els làsers utilitzats van ésser els de 

488nm, 568nm i 405nm. 
 

7.13 Anàlisi estadístic 
 

L’anàlisi dels resultats es va realitzar amb el programa SigmaPlot. Es 
va determinar si hi havia diferències estadísticament significatives entre el 
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virus parental HM175-L0 i el mutant HM175-HP per als diferents 
paràmetres avaluats, utilitzant el test t-Student i comprovant paràmetres 
com l’homoscedasticitat i la normalitat dels residus. SigmaPlot es va 
utilitzar també per l’edició de les gràfiques. Els resultats es van expressar 

com la mitjana ± l’error estàndard. 
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