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RESuMEN

El Virus de la Hepatitis C (VHC) representa un nueve miembro de la familia Flaviviridae cuya
caracterizacion molecular ha sido llevada a cabo en los siltimos cinco anos. La particula viral consiste de
una envoltura de naturaleza lipoproteica, derivada de la membrana de la célula hospedera, que contiene
los dos principales polipéptidos estructurales designados como El y E2. La envoltura rodea la nucleocdpside,
estructura constitutda principalmente por una proteina bdsica que estd en estrecha interaccidn con el
genoma viral representado por una molécula de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva con una
longitud aproximada de 9.600 nuclestidos. La organizacidn gendmica del VHC es similar a la de
Pestivirus y Flavivirus, ubicdndose las secuencias que codifican para las proteinas estructurales hacia el
extremo 5y las que codifican para las proteinas no estructurales hacia el extremo 3" del genoma. Ambos
tipos de polipéptidos son generados a partir de una poliproteina de 3.000 aa que es procesada proteo-
liticamente por enzimas de origen celular y viral. Dos regiones no codogénicas se identifican hacia los
extremos 3"y 3 del genoma y se carvacterizan por presentar secuencias altamente conservadas gue parecen
ser fundamentales en el proceso replicativo del virus.
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StMMARY

The Hepatitis C Virus (HCV) represents a new member of the Flaviviridae family whose mo-
lecular characterization has been carried out in the last five years. The viral particle consists of a
lipoprotein envelope derived form host cell membranes which contains two structural polypeptides
designated as E1 and E2. The envelope surrounds the nucleocapsid, a structure mainly formed by a
basic protein that is tightly interacting with the viral genome represented by a positive-sence single
stranded RNA molecule of approximately 9,600 nucleotides. The genomic organization of the HCV
resembles that of Pestivirus and Flavivirus with 5" end sequences coding for structural proteins and
3" end sequences coding for non-structural proteins. Both, structural and non-structural polypeptides
are generated from a polyprotein of 3,000 aminoacids which is processed by cellular and viral
proteases. Tweo additional non-coding and highly conserved sequences arve identified towards the 5'
and 3' end regions of the HCV genome. These sequences seems to play an important role in the process
of viral replication.
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INTRODUCCION

En el ano de 1975 se describe por
primera vez un tipo de agente infeccioso
no relacionado con los virus de hepatitis
A vy hepatitis B, el cual era responsable
de un gran nimero de casos de hepatitis
post-transfusionales (Feinstone et al.,
1975). Quince anos después, se logra
identificar el virus causante de la hasta
entonces denominada hepatitis post-
transfusional NoA, NoB siendo desig-
nado dicha entidad biol6gica como virus
de la hepatitis C (VHC). En la actualidad,
esta claramente establecido que el VHC
representa el principal agente etiolégico
responsable de mas del 90 % de los casos
de hepatitis post-transfusionales vy
esporadicas a nivel mundial (Genesca
et al., 1991). Su identificacién,
mediante técnicas de biclogia molecular,
ha permitido no solo su caracterizacién
estructural, sino también el desarrollo de
toda una serie de ensayos inmunolégicos
vy moleculares que actualmente son
utilizados a nivel mundial para el
diagnéstico y estudio de esta infeccién
viral cronica (Choo et al., 1989: Kuo et
al., 1989; Mivamura et al., 1990; Alter,
1992, Schiff et al., 1999).

El presente trabajo tiene como objetivo
revisar aspectos fundamentales de la
biologia molecular del VHC, enfocandose
principalmente sobre las caracteristicas
estructurales del virus v su modo o
estrategia de replicacion.

Clasificacion

El analisis de las secuencias nucleotidicas
de diferentes aislados virales distribuidos
a nivel mundial ha permitido establecer
que el VHC representa una nueva
especie viral que esta relacionada con
los géneros Pestivirus v Flavivirus de la
tamilia Flaviviviridae (Miller y Purcell,
1990),. Este grupo de virus se carac-
teriza por poseer un genoma o material
genético formado por una molécula de
ARN de cadena sencilla v polaridad
positiva la cual es traducida por la
magquinaria ribosomal para generar una
poliproteina que contiene los distintos

polipéptidos estructurales v no estruc-
turales que conforman el virion. El
analisis comparativo de esta serie de
caracteristicas estructurales ha llevado
a proponer una clasificaciébn para el
VHC dentro de un nuevo género, distinto
a Pestivirus v Flavivirus, denominado
Hepacivirus 6 Virus relacionados con el
VHC (Major v Feinstone, 1997, Reed v
Rice, 1999). Por otro lado, el VHC
parece estar mas estrechamente
relacionado con el género Pestivirus en
virtud de las similitudes entre las
secuencias nucleotidicas reportadas para
ambos géneros, compartiendo igual-
mente caracteristicas estructurales vy
funcionales en la region 5 no traducida
del genoma viral. Mas recientemente,
se ha podido establecer una relacion
mucho mas cercana entre el VHC vy el
recientemente identificado grupo de
virus GBV-A, GBV-B v GBV-C/Virus de
hepatitis G, también conocidos como
agentes (GB). Este grupo viral ha sido
igualmente clasificado dentro de la
familia Flaviviridae aunque su carac-
terizacion estructural vy taxonémica no
ha sido ain detinida por completo

(Kivosawa v Tanaka,1999 ).

Caracteristicas
estructurales del VHC

Inicialmente, la caracterizacion estructu-
ral del VHC se basé en estudios de
ultrafiltracion realizados a partir de
aislados virales provenientes de chim-
panceés infectados. Estos analisis
establecieron un diametro apréoximado
para el viriobn de 30 a 60 nm (He et al.,
1987; Bradley et al., 1991). Asi mismo,
la inactivacion del virus mediante
tratamiento con cloroformo indica que
el virién esta formado por una cubierta
o envoltura de naturaleza lipidica
(Feinstone et al., 1983, Bradley et al.,
1991). La densidad de la particula viral,
determinada por gradientes de sacarosa,
es bastante baja (1,08 a 1,11 g/ml) v
similar a la reportada para los Pestivirus.
Esta baja densidad se atribuye princi-
palmente al alto grado de glicosilacion
reportado para las glicoproteinas que




conforman la membrana externa de la
envoltura viral (Mivamoto et al., 1992).
El genoma del VHC esta constituido por
un ARN de cadena sencilla, con una
longitud aproximada de 9.600 nucleo-
tidos. Al igual que otras especies virales
relacionadas, el genoma wviral se
mantiene en estrecha interaccién con
proteinas especificas que en conjunto
conforman la llamada nucleocépside
viral. La nucleocapside esta a su vez
rodeada por la envoltura viral formada
por dos polipéptidos de 33 vy 72
kilodaltons (KDa) de peso molecular. Asi
mismo, el viribn contiene una serie de
proteinas no estructurales involucradas
en los procesos replicativos del virus
(Hijikata et al, 1993a). En la figura 1
se presenta un esquema general de las
caracteristicas estructurales del VHC.

Organizacion del Genoma

Como se menciond anteriormente, el
genoma del VHC estd conformado por
una molécula de ARN de cadena sencilla
con un tamano estimado de 9.600
nucle6tidos (Choo et al., 1989; van
Doorn, 1994, Reed and Rice, 1999).
El sentido o polaridad de esta molécula
de ARN es positivo, es decir, el genoma
sirve directamente como ARN mensa-
jero para el proceso de traduccién de
las proteinas virales llevado a cabo por
la maquinaria ribosomal (Choo et al.,
1989; van Doorn, 1994, Reed v Rice,
1999). Estructuralmente, el genoma del
VHC se organiza de manera similar a lo
descrito para los géneros Flavivirus y
Pestivirus, ubicandose las regiones
codificantes para las proteinas estruc-
turales hacia el extremo 5’ del genoma
v las regiones codificantes para las
proteinas no estructurales hacia el
extremo 3’ (Choo et al., 1991, van
Doorn, 1994, Reed v Rice, 1999).
Adicionalmente, el genoma del VHC
presenta hacia sus extremos 5 y 3’
regiones no codificantes cuyas funciones
comienzan a ser dilucidadas soélo
recientemente. El analisis de la se-
cuencia nucleotidica del ARN viral ha
permitido establecer que este contiene
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un sélo marco de lectura abierto que
codifica para una poliproteina de unos
3010 (Choo et al., 1991) a 3033
aminoacidos (Kato et al., 1990;
Takamizawa et al., 1991). Se postula
que dicha poliproteina es digerida
proteoliticamente por enzimas celulares
y virales a través de eventos poco
conocidos, generandose de esta forma
los diferentes polipéptidos estructurales
y no estructurales que conforman el virién
(Houghton et al., 1991; van Doorn,
1994; Reed v Rice, 1999). El modo de
organizacion del VHC asi como los
productos virales codificados por el
mismo se ilustran en la figura 2.

A continuaciéon se discute con mas
detalle los aspectos estructurales y
funcionales para cada una de las
regiones del genoma del VHC.

region 5’ no codificante

Hacia el extremo 5’ del genoma del
VHC vy precediendo la secuencia que
codifica para la poliproteina viral, se
localiza una pequena region de unos 324
a 341 nucleétidos de longitud, desig-
nada como regién 5 no codificante (5
NC). El analisis comparativo de este
segmento nucleotidico entre distintos
aislados virales ha permitido establecer
que esta representa la regién mas
conservada en el genoma del VHC
(Choo et al.,, 1989; Kato et al.,, 1990;
Takamizawa et al., 1991; Okamoto et
al., 1990 a, b; Han et al., 1991). Esta

caracteristica sugiere un importante

Figura 1

Diagrama esqguematico

de la estructura del
Virus de Hepatitis C

n



Acta Cientifica
de la Sociedad

Venezolana

de Bioanalistas
Especialistas

Biologia molecular

del virus

de Hrp.‘n titis O

papel regulatorio para dicha regién en
el ciclo de vida viral, y mas especi-
ficamente en el proceso de traduccién
de proteinas virales (Houghton et al.,
1991, van Doorn, 1994; Smith et al.,
1995). Asi mismo, se localizan en este
segmento de 2 a 5 codones con la
secuencia AUG (codén de iniciacion),
los cuales preceden varios marcos de
lectura abierta de corta secuencia. No
esta claro si estas secuencias son
transducidas por la maquinaria ribosomal
o ejercen alguna funcién regulatoria
como parte del ciclo replicativo natural
del virus. La evidencia acumulada hasta
el presente parece indicar que tales
marcos de lectura no ejercen alguna
funciéon importante en dicho proceso
replicativo (Smith et al.,, 1995).

El alto grado de conservacién de la
regiobn 5 NC sugiere que dicha
secuencia debe ejercer un rol importante
en el ciclo de vida replicativo del virus.
Este aspecto funcional ha sido dilucidado
solo recientemente y parecer estar
estrechamente relacionado con la
estructura secundaria descrita para dicha
region genomica. Analisis comparativos
con regiones homologas presentes en el
genero Festivirus asi como estudios de
mapeo de sitios sensibles a la digestién
con ribonucleasas, han llevado a propo-
ner que la region 5’ NC se organiza bajo
la forma de una estructura del tipo tallo
y lazo (“stem loop”) localizada entre los
nucleétidos -208 vy -58 del genoma,
presentando dicha regién igualmente
varias ramas laterales de longitud variable
(Brown et al., 1992: Smith et al., 1995).
Desde el punto de vista funcional, se
postula que dicha estructura de tallo v
lazo representa un sitio de entrada
interno para el ribosoma (“Internal
Ribosome Entry Site, IRES") por lo que
resulta fundamental para la fase inicial
del proceso de traduccién de proteinas
virales (Brown et al., 1992, Wang et
al., 1993, 1994). Este tipo de meca-
nismo presenta caracteristicas similares
al descrito para distintos géneros virales
de la familia Picornaviridae (Pelletier y
Sonenberg, 1988; Jang et al.,, 1989).

De manera mas especifica, se postula
que el proceso de traducciéon de
proteinas se iniciaria en una secuencia
AUG localizada internamente en el
genoma viral, a varios nucleétidos del
extremo 5 terminal, siendo controlado
dicho evento por la secuencia “IRES”
que se localiza en la region 5° NC (Wang
et al.,, 1993. 1994). Dicho mecanismo
tan particular difiere del modelo clasico
de “scanning” o barrido ribosomal en el
cual el proceso de traduccion es iniciado
a partir del primer codén AUG préximo
al extremo 5' terminal del ARN
mensajero.

Un aspecto que alin no esta claro en el
evento inicial de la traduccién de
proteinas del VHC se refiere a la posible
participacién de factores proteicos
especificos que interaccionarian con la
estructura de tallo y lazo de la regién 5’
NC. Algunos estudios senalan la
capacidad de unién de ciertas proteinas
con dicha regiébn gendémica, entre las
que se incluyen, la proteina de unién a
residuos de polipirimidina (PTB), la
proteina heterogenea nuclear L y otra
serie de polipéptidos de 25 KD de peso
molecular ain no caracterizados (revi-
sado en Reed v Rice, 1999). Queda por
establecerse el papel que tales factores
juegan en el control de la traduccién y/
o transcripcién del genoma del VHC.

region 3’ no codificante

Al igual que lo reportado para la region
5’ terminal, hacia el extremo 3’ del
genoma del VHC se localiza una
secuencia no codificante que, depen-
diendo del aislado viral analizado,
presenta una longitud que varia entre
los 27 v 55 nucleétidos (Choo et al.,
1989; Kato et al., 1990; Takamizawa
et al., 1991). Se ha sugerido que dicha
region contiene secuencias repetidas del
nucleésido adenosina (poli rA). Tal
afirmacién se basa en los estudios
iniciales realizados por Choo vy cola-
bordores, los cuales reportaban la
capacidad que tenia el ARN viral de
unirse a columnas de Oligo dT celulosa

(Choo et al., 1989). El analisis detallado




de este primer aislado viral (HCV-1)
permitié identificar un segmento de
polilrA) en posicién posterior («down-
stream») a una secuencia no codificante
de 27 nucleétidos localizada en la region
3’ del genoma (Han et al., 1991). La
presencia de este segmento de poli(rA),
sin embargo, no parece ser una
caracteristica comun entre todos los
aislados virales hasta ahora identificados.
Asi por ejemplo, en aislados prove-
nientes del Japén se identifican hacia
el extremo 3’ secuencias hopoliméricas
de poli U (Kato et al., 1990; Takamiza-
wa et al., 1991). Estudios recientemente
realizados han permitido caracterizar con
mas detalle la regiébn 3" no codificante
del VHC llegandose a proponer,
inclusive, un posible papel funcional
para dicha regién en el ciclo replicativo
viral (Han et al., 1992, Kolykhalov et
al., 1996). Asi, se plantea que este
segmento estaria constituido por tres
elementos principales representados por
a) una secuencia nucleotidica de gran
variabilidad entre los distintos aislados
virales, b) una secuencia polipirimidinica
constituida principalmente por residuos
de Uridina con interposicion de residuos
de citosina v ¢) una secuencia altamente
conservada de apréximadamente 98
bases especifica para el VHC (Han et
al., 1992, Kolykhalov et al., 1996). Se
postula que esta ultima regién genera
una estructura secundaria del tipo tallo
y lazo ("stem loop™) que probablemente
resulta fundamental para el inicio del
proceso de replicacion viral (Kolykhalov

et al.,, 1996).

Esta claro que las regiones 5" v 3" no
codificantes del genoma del VHC
cumplen un rol importante en el ciclo
replicativo viral. Sin embargo, se requie-
ren de estudios mas detallados para
esclarecer su verdadero paepel en los
procesos de transcripcion v traduccién

del VHC.

region codificante

Al igual que lo descrito para los géneros
Flavivirus v Pestivirus, el genoma del
VHC codifica para una poliproteina de

aproximadamente 3.010 a 3.033
aminoacidos que sirve de precursor a
los distintos polipéptidos estructurales y
no estructurales que conforman el virion.
Esta poliproteina y los polipéptidos que
de ella se derivan son procesados de
manera co-traduccional y post-traduccio-
nal, por la accién combinada de enzimas
celulares y virales. Las proteinas
estructurales se localizan hacia el
extremo N-terminal de la poliproteina
mientras que las no estructurales hacia
el extremo C-terminal (figura 2). Hasta
el presente, ninguno de estos polipépti-
dos ha podido ser identificado v
caracterizado en individuos infectados
por el virus y su estudio a partir de
sistemas de cultivo virales no ha sido
posible. Ello ha motivado a que se
empleen sistemas de expresion o
traduccién «in vitro» de algunos de los
genes del VHC, utilizando para tal fin,
secuencias clonadas del ARN viral.
Mediante esta estrategia no solo se han
podido identificar y caracterizar las
proteinas estructurales v no estructurales
del virus, sino también se han analizado
los mecanismos de generacién vy
procesamiento de tales polipéptidos. Asi
por ejemplo, se sabe que en el
procesamiento de las proteinas estruc-
turales participa una enzima de origen
celular denominada «peptidasa senal» o
«signalasa», mientras que para la gene-
racion de los distintos polipéptidos no
estructurales se requiere de la actividad
combinada de al menos dos proteasas
virales codificadas en la misma region
no estructural del genoma viral (Matsuura
et al., 1994, Reed v Rice, 1999). Asi
mismo, se han identificado claramente
los sitios de corte para cada una de estas
proteasas en la poliproteina viral (figura

2) (Hijikata et al., 1991, 1993 a y b).

El grupo de proteinas estructurales del
VHC esta conformado por un polipép-
tido de aproximadamente 22 KDa de
peso molecular conocido como proteina
de la nucleocapside 6 “core” vy dos
glicoproteinas de la envoltura de 33 KDa

(E1) v 72 KDa (E2) respectivamente
(figura 2). Todos estos polipéptidos son
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procesados a partir de la regién N-
terminal de la poliproteina por la acciéon
de una enzima petidasa residente en el
lumen del reticulo endoplasmico (van
Doorn, 1994; Matsuura et al., 1994,
Reed v Rice, 1999). La proteina de la
nucleocéapside, p22, es un polipéptido
rico en residuos de arginina v lisina los
cuales representan el 23,5% del
contenido total de aminoacidos. Tales
residuos estan localizados principalmente
hacia la regién N-terminal de la proteina.
Esta composicién caracteristica de
aminoacidos confiere a la proteina de
la capside propiedades fisico-quimicas
que permiten su interaccion con el ARN
gendémico, generando asi la nucleo-
capside viral. El extremo C-terminal de
la p22 se caracteriza por la presencia
de dominios aminoacidicos altamente
hidrofébicos que determinan que la
proteina sea expresada en el citoplasma
de células transfectadas con este gen.
La delecién de estos dominios hidro-
fobicos provoca la sintesis de una
proteina truncada que es translocada al
nucleo celular. Se piensa que este
polipéptido truncado, de aproxima-
damente 16 KDa de peso molecular,
podria representar al producto maduro
de la capside a nivel nuclear (Matsuura
et al., 1994). Asi mismo, se han
identificado en dicha proteina un grupo
de aminoéacidos basicos con la secuencia

PRRGPR, que pudieran ejercer un papel
importante en el translocamiento de este
polipéptido desde el citoplasma al nucleo
celular. Este mecanismo de biogénesis
para la proteina de la capside se asemeja
bastante a lo reportado para otro
representante del género Flavivirus
como es el caso del virus del Oeste del
Nilo (*“West Nile Virus”) en donde el
segmento hidrofébico C-terminal de la
proteina es removido por la accion de
una proteasa viral (Matsuura et al.,

1994).

Se han reportado diversos papeles
funcionales para la proteina de la capside
entre los que se incluyen: 1) capacidad
de unién al ARN, 2) formacion de
complejos multiméricos con otras
moléculas de la capside v la proteina de
la envoltura E1 contribuyendo esto al
proceso de ensamblaje del virion, 3)
asociacion con la subunidad ribosomal
60 S, un evento que puede estar
involucrado en el proceso de decap-
sidcacion viral, como ha sido descrito
para el género Alphavirus, 4) asociacion
con complejos lipidicos v apolipo-
proteina Il, lo cual se piensa que pudiera
estar relacionado con el hecho de que
la capside induce esteatosis en ratones
transgénicos y 5) interaccion con el
receptor de linfotoxina-b v el Factor de
Necrosis Tumoral (TNFr), dos miembros
de la familia de receptores de TNF
involucrados en la respuesta inmune vy
cuya actividad pudiera ser modulada por
la infeccién del VHC (Reed v Rice,
1999).

El sequndo grupo de proteinas estruc-
turales del VHC corresponden a los
polipéptidos de la envoltura E1 (gp31)
y E2 (gp70), codificados por genes que
se localizan en posiciéon posterior
(“downstream”) a la regién de la capside
(Figura 2). Ambas glicoproteinas estan
glicosiladas en aproximadamente 5 (E1)
v 11 (E2) residuos de asparigina
distribuidos a lo largo de la secuencia
polipetidica. Se piensa que este alto
grado de glicosilacién es la causa del
mayor tamano molecular reportado para
ambos polipéptidos cuando son anali-
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zados electroforéticamente (Major vy
Feinstone, 1997, Reed v Rice, 1999).
El v E2 presentan su extremo carboxilo
terminal insertado en la membrana del
reticulo endoplasmico mientras que el
resto de la cadena polipeptidica esta
traslocada hacia el lumen de dicho
organelo. Ambas polipétidos parecen
formar complejos heterodiméricos E1-
E2 a través de enlaces disulfuro e
interacciones no covalentes (Reed v
Rice, 1999). Estudios recientes senalan
la caracteristica que tiene el extremo
C-terminal de E2 de funcionar como una
sefial de retencién en el reticulo
endoplasmico. Esta senal posiblemente
es enmascarada durante el proceso de
ensamblaje de la particula viral,
permitiéndose asi el egreso del virién a
través de la via secretoria de la célula
(Cocquerel et al, 1998).

La glicoproteina E2 presenta dos
caracteristicas adicionales que han sido
motivo de su estudio exhaustivo. Una
de ellas se refiere al alto grado de
variabilidad que dicho polipéptido exhibe
hacia la regién N-terminal, también
conocida como regiéon hipervariable 1 o
HVR1 v que es responsable de la
generacion de mutantes de escape bajo
la presion selectiva de la respuesta
inmune (Ogata et al., 1991, Kurosaki
et al., 1993),. La otra caracteristica de
E2 se refiere a su capacidad de
interaccionar con CD 81, un polipéptido
perteneciente a la familia de las
tetraspaninas que es expresado en la
membrana plasmatica de diferentes
tipos celulares, incluyendo las células
hepaticas v leucocitarias (Pileri et al.,
1998). Dicha interaccién podria
representar un primer evento en el
proceso de unién del virus con la eventual
infecciébn de la célula blanco. Este
representa un fenémeno poco conocido
hasta el presente que requiere de
estudios adicionales a fin de esclarecer

este importante aspecto en la biologia
del VHC.

Recientemente, se ha identificado hacia
la region gendémica que codifica para
las proteinas estructurales del VHC, un

cuarto polipéptido de 7 KDa de peso
molecular conocido como proteina p7,
el cual estaria localizado especificamente
entre las proteinas EZ2 y NS2 (Lin et al.,
1994a). No se sabe con exactitud si este
polipéptido representa una proteina
estructural del virién o esta relacionado
funcionalmente con alguna proteina no
estructural como NS2 por lo que su papel
es aun desconocido. Por otro lado,
algunas evidencias experimentales
sugieren que el procesamiento proteo-
litico de p7 por proteasas celulares
parece ser incompleto ya que el mismo
ha sido identificado en asociacién con
la proteina E2 bajo la forma de un
complejo E2-p7 (Lin et al., 1994a).

Utilizando la misma estrategia de
expresion «in vitro» de segmentos
clonados del genoma del VHC, se han
podido identificar v estudiar las proteinas
de la region no estructural del virus
(figura 2). Asi, dos polipéptidos de 24 vy
70 KDa han sido identificados en
posicién posterior («downstream») a la
region codogénica de E2 (gp70). Por su
similitud con polipéptidos no estruc-
turales del género Flavivirus, estas
proteinas han sido designadas NS2 vy
NS3 respectivamente (van Doorn, 1994,
Major v Feinstone, 1997, Reed vy Rice,
1999). NS2 representa una proteina
altamente hidrofébica de 24 KDa de
peso molecular, que ha sido localizada
principalmente en la membrana celular
(Choo et al., 1991). Mas recientemente
se ha demostrado que NS2 es en
realidad una proteina transmembranal
con su porcion C-terminal translocada
en el lumen de reticulo endoplasmico v
la region N-terminal localizada en el
citosol (Santolini et al., 1995). La
funcién de esta proteina no es del todo
conocida, pero se piensa que pudiera
funcionar como un “puente estructural”
entre las glicoproteinas que conforman
la envoltura v la nucleocapside viral
durante el proceso de ensamblaje del
virion (Santolini et al., 1995). Por otro
lado, NS2 presenta hacia su extremo
C-terminal un dominio funcional que
comparte con la proteina NS3 v que
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corresponde a una actividad de metalo-
proteinasa dependiente de Zinc (Hijikata
et al., 1993 a v b, Grakoui et al.,
1993b). La estructura conformacional
de este dominio NS2-NS3 parece ser
critica para su actividad catalitica.

La proteina NS3 (p70) representa uno
de los polipéptidos mas importantes
desde el punto de vista funcional para
el VHC, en virtud de la serie de
actividades enzimaticas que se han
descrito para la misma. En primer
término, esta proteina presenta la
actividad de enlazadora de nucleétidos
trifosfatos (NTPasa) v de ARN helicasa
que se presumen estan involucradas en
el desenrollamiento del ARN genémico
viral para su replicacién y de las
estructuras de ARN de doble cadena que
resultan de la sintesis de la cadena
complementaria al ARN genémico (van
Doorn, 1994, Major v Feinstone, 1997,
Reed v Rice, 1999). Asi mismo, NS3
representa una proteasa serinica que
estd involucrada en el procesamiento de
las proteinas no estructurales a partir
del precursor poliproteico del virus (Choo
et al., 1991, Hijikata et al., 1993a).
En este sentido, dos actividades de
proteasas claramente distinguibles desde
el punto de vista estructural v funcional
han sido caracterizadas para este
polipéptido. La primera de ellas
corresponde a la proteasa serinica
localizada hacia la region N-terminal de
NS3 que actiia desde el extremo C-
terminal cortando en los sitios de unién
para las proteinas no estructurales
definidos como NS3-NS4a, NS4a-NS4b,
NS4b-NSb5a, NS5a-NS5b (Grakoui et
al., 1993a; Bartenschlager et al., 1994;
Lin etal, 1994b). La otra actividad de
proteasa comprende parte del extremo
C-terminal de NS2 vy se expande hasta
la region que contiene el dominio
catalitico ubicado en la misma proteina
NS3. Como se mencioné anteriormente,
esta actividad catalitica parece depender
de Zinc v es responsable del desdobla-
miento de la porcion N-terminal de NS3
(Grakoui et al., 1993b; Hijikata et al.,
1993). Recientemente se ha sugerido
que NS3 pudiera igualmente ejercer una

funcion regulatoria de la actividad de la
proteina cinasa dependentiente de AMP
ciclico (PKA), modulando de esta forma
ciertos eventos de transduccion de
senales intracelulares. Mas especi-
ficamente, dicha proteina podria actuar
como un factor inhibidor de la actividad
de PKA controlando los procesos de
proliferacién celular (Borowski et al.,
1996). Se requiere, sin embargo, de un
mayor numero de estudios para con-
firmar dicho papel funcional. En
resumen, se describen para la proteina
NS3 tres actividades enzimaticas:
proteasa serinica dependiente de Zinc,
enzima enlazadora de nucledtidos
trifosfatos (NTPasa) v ARN helicasa. Una
descripcion de los sitios de corte para
esta enzima en la poliproteina viral se
senalan en la figura 2.

La regiébn NS4 del genoma del VHC se
divide en dos subregiones designadas
NS4A y NS4B cuyos productos presen-
tan un tamano molecular de 4 v 30 KDa
respectivamente. Poco es conocido
acerca de las funciones de estos dos
polipéptidos. NS4A es una proteina
hidrofébica de 54 aminoacidos que
parece actuar como co-factor proteico
para la actividad de proteasa serinica
asociada a NS3, facilitando el anclaje
de esta proteina a la membrana del
reticulo endoplasmatico (Hijikata et al.,
1993b). A su vez, NS4A estabiliza el
producto del polipéptido NS3 e incre-
menta la eficiencia de corte de la enzima
en los sitios N5S4b/NS5a (Satoh et al.,
1995). Adicionalmente, se postula que
NS4A interacciona con NS5A regulando
el proceso de fosforilaciéon de esta
proteina (Tanji et al. 1995). En lo que
respecta al polipéptido NS4B, poco es
conocido en relaciéon a sus caracteristicas
funcionales pero se piensa que es una
proteina hidrofébica asociada a la
membrana plasmatica que pudiera

formar parte del complejo de la replicasa
viral (Hijikata et al., 1993b).

La regién NS5 del genoma del VHC
contiene la actividad de ARN polimerasa
dependiente de ARN necesaria para la
replicacién viral. Esta regién también ha




sido subdividida en las subregiones
NS5A y NS5B, las cuales codifican para
productos de 58 y 68 KDa de peso
molecular respectivamente. Para la
region NS5A se han identificado dos
tosfoproteinas, p56 v p58, que muestran
distinto grado de fosforilacién, siendo
p58 mavormente fosforilada que p56.
Analisis detallados de estos productos
han permitido establecer que ambas
fosfoproteinas corresponden a un mismo
polipéptido de 49 KDa de peso
molecular, el cual es fosforilado de
manera diferencial durante eventos post-
traduccionales (Kaneko et al., 1994). Asi
mismo, la hiperfosforilaciéon de p58
parece ser dependiente de la presencia

de la proteina NS4A.

Aunque la funcion del producto de
la region NS5A no es del todo
conocida, se postula que su acti-
vidad pudiera estar modulada por
eventos de hipo o hiper fosforilacion
de dicha proteina catalizados por
una cinasa de origen celular
(Kaneko et al., 1994). Adicional-
mente, se ha sugerido que esta
actividad de proteina cinasa pudiera
estar asociada a la misma proteina
NS5A aunque las evidencias que se
tienen hasta el presente no son
concluyentes (Reed y Rice, 1999).
La proteina NS5B contiene la activi-
dad de ARN polimerasa dependiente
de ARN como queda evidenciado por
la presencia de la secuencia motivo
Gly-Asp-Asp en este polipéptido que
es caracteristica de muchas polime-
rasas (Grakoui et al., 1993; Argos,
1988). Otras secuencias motivo de
importancia funcional para este tipo
de replicasas han sido tambien
identificados en la proteina NS5B
(Argos, 1988; Beach y Bradley,
1990; Grakoui et al., 1993). Se
piensa que el proceso de replicacion
del VHC esta gobernado por un
complejo proteico en el que partici-
parian de manera coordinada los
polipéptidos NS4B, NSSA y NSS5B. A
su vez, la asociacion entre estos
tres polipéptidos estaria mediada
por la interaccion con las proteinas

NS3 y NS4A (Hijikata et al., 1993Db).
Estos representan aspectos funcio-
nales que actualmente se encuen-
tran en etapa de investigacion.

Replicacion del VHC

Hasta el presente poco es conocido en
relacién al mecanismo de replicacién del
VHC. En wvirtud de que dicho virus es
considerado un miembro de la familia
Flaviviridae, se piensa que su replica-
cion es llevada a cabo a través de eventos
que involucran la generaciéon de
moléculas intermediarias de ARN con
polaridad inversa al ARN gendomico,
siendo critico en dicho proceso de
replicacién la actividad de la ARN
polimerasa viral dependiente de ARN
(Fong et al., 1991; van Doorn, 1994,
Reed v Rice, 1999). El abordaje
experimental de este aspecto de la
biologia moelecular del VHC se ha visto
parcialmente limitado, debido a la falta
de sistemas de cultivo celulares que
soporten de manera eficiente la
replicacion del virus y a los bajos niveles
de ARN viral identificados tanto en el
tejido hepatico como en muestras de
suero. Con la incorporaciéon de meto-
dologias altamente sensibles como la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) asi como variantes de la técnica
de hibridacién in situ, este problema
ha sido parcialmente subsanado permi-
tiendose asi identificar cantidades
verdaderamente infimas de ARN viral
en cualquier tipo de tejido. De esta
manera, diversos estudios han reportado
secuencias de ARN del VHC con
polaridad inversa al ARN genémico
tanto en tejido hepatico como en células
leucocitarias humanas sugiriendo ello la
presencia de intermediarios replicativos
del virus en dichos compartimientos
celulares (Fong et al.,, 1991, Takehara
et al., 1992, Muller et al., 1993, Lanford
et al., 1994, Cribier et al., 1995,
Corado et al., 1997, Toro et al., 1998).

Como se menciond anteriormente, por
analogia con otros miembros de la
familia Flaviviridae, se cree que la
replicaciéon del VHC es llevada a cabo
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en el citoplasma de la célula hospedera.
El primer evento en el proceso de
infeccién es la interaccién del virus con
la membrana plasmatica, un mecanismo
poco conocido hasta el presente en el
que se cree participan receptores
celulares que interaccionan de manera
directa o indirecta con el virus. La
evidencia experimental sugiere que tales
receptores podrian estar representados
por la molécula CD81 (Pileri et al., 1998)
y el receptor de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) (Agnello et al., 1999),
Una vez que el virus penetra a la célula
a través de un proceso de endocitosis,
el virion es decapsidado en el citoplasma
liberando el ARN viral, el cual es
posteriormente desenrollado por la
accion de la NTPasa/helicasa vy transcrito
por la actividad de la replicasa viral (ARN
polimerasa dependiente de ARN). Este
proceso genera el ARN viral de polaridad
inversa (intermediario replicativo) el cual
sirve de molde para la generacion de
miultiples copias del ARN genémico, de
nuevo, a través de la actividad de la
replicasa viral. Finalmente se lleva a cabo
el proceso de ensamblaje de las nuevas
copias del ARN viral con las proteinas
estructurales v no estructurales recien
sintetizadas a nivel del reticulo endoplas-
mico rugoso. Este proceso de sintesis,
ensamblaje v secrecion del viridon se
realiza a través de la via secretora del
célula hospedera (Major v Feinstone,
1997, Reed v Rice, 1999). El mismo
se representa esquematicamente en la
figura 3.

Variabilidad genética del VHC

Desde su aislamiento v caracterizacion
inicial, el VHC ha sido extensamente
estudiado a nivel molecular, lograndose
identificar, hasta el presente diferentes
aislados virales provenientes principal-
mente de las regiones de Norte Ameéri-
ca, Japon y Europa (Houghton et al.,
1991, van Doorn, 1994, Dusheiko v
Simmonds, 1994; Simmonds, 1995).
La caracterizacion detallada de estos
aislados virales, en base a ensayos de

neutralizaciébn o las propiedades
citopaticas del virus, se ha visto un tanto
limitada debido a la falta de un sistema
de cultivo celular capaz de mantener la
replicaciéon viral. Es asi como actual-
mente se propone un sistema de
clasificacién para el VHC basado en las
caracteristicas estructurales del virus vy
especificamente, en las diferencias que,
a nivel de las secuencias nucleotidicas,
existen entre los distintos aislados
virales. Diversas estrategias metodo-
légicas se han desarrollado para la
caracterizacion v clasificacién de estos
genotipos virales. Estos procedimientos
comprenden las técnicas de doble PCR,
empleando oligonucleétidos tipo espe-
cificos, PCR combinada con analisis de
polimorfismo en los fragmentos de
restriccién o RFLP ("Restriction Frag-
ment Lentgh Polymorfism”) v secuen-
ciaciobn directa del genoma viral
(Okamoto et al., 1992 b: Simmonds,
1993, Dusheiko v Simmonds, 1994).
Con la aplicacién de esta serie de
estrategias metodolégicas se han
propuesto distintos sistemas de clasi-
ficacion para los genotipos del VHC. A
fin de establecer un consenso se ha
llegado a proponer un sistema Unico de
clasificaciébn que agrupa a todas las
variantes virales en 6 genotipos
principales con 12 subtipos o subge-
notipos (Dusheiko v Simmonds, 1994).
Los tipos o genotipos principales son
designados con nimeros arabigos del 1
al 6 vy los subtipos o subgenotipos con
letras mintisculas, a, b, ¢, etc. en orden
de descubrimiento. Se piensa que este
representa un sistema de clasificacion
mas coherente y uniforme, el cual se
ird definiendo con mayor precisién en
la medida que se obtenga mayor
informacion sobre las secuencias
nucleotidicas de los aislados virales hasta
ahora identificados, asi como de los que

estan por identificarse (Dusheiko v
Simmonds, 1994).

Algunas de las variantes del VHC hasta
ahora identificadas muestran un amplio
patrén de distribucion geografica, como
es el caso del genotipo 1, mientras que




ofras se circunscriben exclusivamente a
ciertas regiones del mundo. Asi por
ejemplo, en algunas regiones de Estados
Unidos v Europa Occidental se reporta
el predominio de los genotipos la, 1b,
2a, 2b y 3a; en Japon de los genotipos
b, 2a v 2b, mientras que en la regién
de Africa del Sur el genotipo 5a parece
ser el predominante (Dusheiko vy
Simmonds, 1994)

En la actualidad, la identificacion de
genotipos virales y su relacion con las
caracteristicas clinico-patolégicas del
individuo infectado representa una de
las areas de investigacidbn mas intere-
santes en la infecciéon por el VHC.
Algunos estudios sugieren la existencia
de una relaciéon entre el genotipo viral y
el grado de severidad de la enfermedad
hepatica, asi como su respuesta a
tratamientos antivirales (Dusheiko vy
Simmonds, 1994). Asi por ejemplo, un
mayor numero de casos de cirrosis
parece asociado a la infeccién por el
genotipo viral 1 v mas especificamente
el subtipo 1b. Estos hallazgos, sin
embargo, deben ser considerados con
precaucién ya que el genotipo 1 es
igualmente el que se encuentra mayor-
mente distribuido a nivel mundial
(Okamoto vy Mishiro, 1994). Otro
aspecto en este modelo de infeccién que
parece estar relacionado con las
caracteristicas del genotipo viral se
refiere a la respuesta diferencial que
muestran individuos infectados frente a
drogas anti-virales como el interferon
alfa. Al parecer, esta respuesta no sélo
es dependiente del grado de viremia del
paciente sino también del genotipo viral
predominante en la infeccion (Yoshioka
et al., 1992 Gerolami et al., 1993). En
los pacientes infectados con el genotipo
1 existe una respuesta al interferén alfa
de corta duracién, comparada con la
respuesta de pacientes infectados con
los genotipos 2 v 3 la cual es mas
prolongada (Yoshioka et al., 1992;
Okamoto y Mishiro, 1994; lino et al.,
1994). Esto parece indicar que entre
estas tres variantes virales, el genotipo
1 resulta ser el menos sensible al
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de observaciones representan aspectos Diagrama que
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que requieren de mayor investigacion, propone para el VHC.
lo cual sera fundamental para el mejor

entendimiento de la fisiopatologia de la

infeccién, asi como para el estable-

cimiento de estrategias terapetticas mas

efectivas vy seguras para el tratamiento

y prevencion de esta infeccion viral.

Consideraciones finales

Actualmente, el establecimiento de
sistemas de cultivo celulares que
soporten adecuadamente la replicacién
del VHC representa uno de los princi-
pales objetivos en el estudio de la
biologia molecular de este virus. Tales
sistemas permitirdn no solo evaluar en
detalle las caracteristicas funcionales de
los distintos productos virales sino
también analizar los mecanismos v
procesos moleculares que regulan la
actividad replicativa del virus. Asi
mismo, se podra estudiar el efecto y
mecanismo de accién de diferentes
agentes anti-virales v se permitira
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evaluar, mediante ensayos de neutra-
lizacion in vitro, la efectividad de
posibles candidatos a vacunas como
estrategia de prevencion.
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