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Biologia molecular del virus de la hepatitis C

Molecular biology of hepatitis C virus.

Santiago Duefias-Carrera,* Nelson Acosta-Rivero,* Juan Morales-Grillo,* Waldo O Garcia-Ferrera?

Resumen

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) se distribuye en todo el mundo, fre-
cuentemente se convierte en hepatitis crénica, cirrosis y hepatocarcinoma. El genoma
del VHC es una molécula de ARN monocatenario, de polaridad positiva, de aproxima-
damente 9.6 kb de longitud. Esta revisién resume el conocimiento actual y los avances
recientes en la investigacion de la biologia molecular del VHC.

PALABRAS CLAVE: Virus de la hepatitis C; VHC; hepatitis crénica; cirrosis; hepato-
carcinoma.

Abstract

Infection with hepatitis C virus (HCV), which is distributed worldwide, often becomes
in chronic hepatitis, cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The HCV genome is a
single-stranded RNA molecule of positive polarity approximately 9.6 kb in length. This
review summarizes the current knowledge of recent advances in the investigation of
the molecular biology of HCV.

KEYWORDS: Hepatitis C virus; HCV; Chronic hepatitis; Cirrhosis; Hepatocellular
carcinoma.
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CARACTERISTICAS DEL GENOMA Y DE LAS
PROTEINAS VIRALES

El VHC es un virus de ARN de simple cadena,
de polaridad positiva, que se clasifica dentro del
género Hepacivirus de la familia Flaviviridae." En
el virién, la cadena simple de ARN esta protegi-
da por una capsida proteica que, a su vez, esta
cubierta por una envoltura, como demuestra el
hecho de ser sensible al cloroformo.? La envol-
tura viral estd compuesta por elementos virales
y del hospedero.

Se ha demostrado la existencia de particulas
icosahédricas de 50-75 nm aproximadamente
y otras mas pequenas de 30-35 0 45-55 nm, en
estudios de microscopia electrénica de particulas
deVHC en suero, extracto de higado o en lineas
de células B o T humanas, infectadas de manera
ineficiente con suero de VHC in vitro.** Los ané-
lisis demostraron que la densidad de los viriones
del VHC puede variar considerablemente desde
1.03a1.20 g/mL.*

El genoma del VHC consta de aproximadamen-
te 9.6 kb. Los primeros 341 nucleétidos (nt)
constituyen la regién 5’ no traducida que forma
estructuras secundarias y terciarias estables. Este
fragmento es muy conservado, mostrando mas
de 90% de identidad de secuencia nucleotidica
entre 81 aislamientos diferentes.® Esta regién
contiene multiples codones AUG antes del sitio
de inicio de la traduccién, asi como regiones que
intervienen en la replicacion y en la traduccién.
Tal es el caso de los elementos que funcionan
como sitio interno de entrada al ribosoma'y que,
por tanto, diferencian la traduccién del genoma
viral de la que tiene lugar para los ARNm celu-
lares.” El sitio interno de entrada al ribosoma
elimina la necesidad de una estructura 5'cap o
de un extremo 5’ libre en el mensajero de tra-
duccién. El sitio interno de entrada al ribosoma
comprende los nt del 44 al 354 del genoma
viral, solapandose con los primeros 13 nt de la
region codificante. A continuacién de la regién
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5’ no traducida, el genoma del VHC contiene
un marco abierto de lectura que codifica una
poliproteina de aproximadamente 3000 aminoa-
cidos (aa). Este precursor proteico es procesado
cotraduccionalmente y postraduccionalmente
por una combinacion de proteasas virales y del
hospedero,® rindiendo al menos 10 proteinas
individuales (Figura 1). Del extremo N-terminal
al C-terminal se ubican las proteinas: C, E1, E2,
p7 (proteinas estructurales), NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A, NS5B (proteinas no estructurales).’

La regién que codifica para la proteina de la
capsida esta conservada entre los diferentes
aislamientos correspondientes a distintos
genotipos, mostrando una homologia a nivel
nucleotidico de mas de 90%.'° La proteina de
la cdpsida es rica en aminoacidos basicos (ar-
gininay lisina) y residuos de prolina. Diferentes
estudios indican que la forma inmadura de este
antigeno viral es una proteina de 23 kDa (P23),
compuesta de 191 aminodcidos, no glicosilada.
La proteina de la capsida es procesada de la
poliproteina viral por una peptidasa senal de
la célula hospedera. Se puede presentar en dos
formas: una mayoritaria de 21 kDa'" y otra forma
menor de 19 kDa."? El caracter de nucleocapsida
de esta proteina viral se ha comprobado por
estudios de inmunomicroscopia electrénica de
viriones tratados con detergente.* De hecho,
la forma de 21 kDa parece ser el componente
principal de la capsida viral y tanto esta varian-
te,’>'* como otra que abarca los primeros 120
aa de este antigeno,’ han demostrado tener
una capacidad intrinseca de autoensamblaje. La
forma menor es transportada al nicleo debido
a la existencia de sefiales de localizacién nu-
clear como las ubicadas de los aa 5-13, 38-43
y 58-71, asi como a la ausencia del dominio
C-terminal hidrofébico que es el responsable de
la asociacién de la proteina de la capsida a las
membranas del reticulo endoplasmatico (RE) y a
gotas de lipidos.’® La regién que comprende los
aa 38-43 (38-PRRGPR-43) es bien conservada
en los diferentes subtipos del VHC aislados y
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Figura 1. Representacién esquematica de la poliproteina del VHC.

resulta suficiente para la localizacién nuclear de
la proteina de la cdpsida. Ademas, varios grupos
han descrito que la capsida se une a la regién 5’
no traducida del VHC,"”'¢ lo que puede ser im-
portante para la encapsidacién y el ensamblaje
de la particula viral. Se ha demostrado también
la unién inespecifica de la capsida a ARN' y
ADN." Otro paso del ensamblaje del virién que
se ha podido establecer es la multimerizacién de
la capsida.? Por dltimo, la proteina de la capsida
se ha vinculado con la regulacion de diferentes
genes en las células infectadas por el VHC, que
incluyen su implicacién en la inhibicién de la
apoptosis y la transformacién a fenotipo tumo-
rigénico.?'* Sin embargo, estudios adicionales
seran necesarios para aclarar el papel real de
la proteina de la capsida durante la infeccion
por el VHC.

La glicoproteina E1 forma parte de la envoltura
del virién y consta de 192 aa (del 192 al 383) con
peso molecular de 32-35 kDa. Tiene un péptido
sefal, seguido de una secuencia de corte en su
extremo amino terminal. Su extremo carboxilico
es hidrofébico y tiene dos secuencias homélogas
a segmentos transmembranicos, entre los que se
incluyen cinco motivos de glicosilacién, de los
que sélo se utilizan cuatro.*

La segunda glicoproteina (gp72), también llama-
da E2/NS1, parece intervenir en la interaccién
inicial del virus con la célula hospedera. Esta
proteina también ha evidenciado su capacidad
para interactuar con la proteina cinasa depen-
diente de ARN de doble cadena, por lo que se ha
relacionado con los mecanismos de resistencia al
interferén. Este antigeno viral contiene 10 sitios
de glicosilacidn y se presenta en dos formas fun-
damentales: una variante que abarca desde el aa
384 al 809 y otra que comprende la regién del
384 al 746.% Esto se debe a que la proteina tiene
dos tipos de procesamiento. Puede mantenerse
intacta o puede sufrir un corte por una peptidasa
entre los aa 746 y 747, que da lugar a una E2
truncada y a una proteina denominada p7.° El
polipéptido p7 tiene una masa molecular apro-
ximada de 7 kDa y consiste principalmente de
aa hidrofébicos. Esta proteina forma un canal
i6nico sensible a amantadina, que pudiera jugar
un papel importante en la replicacion viral. La
distribucién de esta proteina parece ser regulada
de forma compleja, lo que sugiere que tenga
mdltiples funciones en el ciclo de vida del VHC,
intracelularmente y en el virién.2

Las proteinas de la envoltura E1 y E2 interactdan
de manera no covalente entre ellas para formar
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heterodimeros que se localizan en el reticulo
endoplasmético de la célula infectada, debido
a la existencia de dominios transmembranas en
estos antigenos. Ambas proteinas de la envoltu-
ra se distinguen por una marcada variabilidad,
incluso dentro de un mismo individuo. En la
proteina E2 se han descrito dos regiones hiperva-
riables (RHV-1'y RHV-II). La primera, de 30 aa, se
ha evidenciado en todos los aislamientos virales
y comienza justo con el inicio de la proteina
(aa 384). La segunda RHV se ha descrito sélo
en los aislamientos de genotipo 1b y abarca 7
aa (aa 454-460).>” Ademas, la glicoproteina E1
tiene una regién con variabilidad moderada que
abarca los aa 215-255.

La NS2 es una proteina integral de membrana de
23 kDa, de caracter hidrofébico." Esta proteina
contiene un posible dominio de proteasa del
tipo cisteina?® que, junto a un tercio de la NS3,
ubicado hacia la regién N-terminal, forma una
proteasa estimulada por Zn responsable del corte
entre la NS2 y [a NS3, por lo que se le conside-
ra autocatalitica. La NS3, por su parte, es una
proteina de 70 kDa y codifica tres actividades
enzimaticas, una proteasa del tipo serina?® y una
combinacién NTPasa/helicasa. Se ha demostra-
do la formacién de complejos heterodiméricos
NS2/NS3 in vivo.*® Ademas de ser una proteina
multifuncional, la proteina NS3 afecta varias
funciones celulares.? El polipéptido hidrofébico
NS4A, de 8 kDa aproximadamente, es necesario
para el corte por parte de NS3. La NS4A puede
mediar la asociacién de NS3 con la membrana
del reticulo endoplasmatico, lo que puede ser
importante para la funcién de la proteasa.' La
NS4B es una proteina de 27 kDa poco conocida,
aunque parece formar parte del complejo de
replicacion viral.'®

En la NS5A se ha localizado una regién rela-
cionada con la sensibilidad del subtipo 1b del
VHC al tratamiento con interferon.>' Asimismo,
esta proteina es capaz de reprimir a la proteina
cinasa inducida por interferén, activada por ARN
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de doble cadena, por interaccién directa con el
dominio catalitico. Por estos datos, la proteina
NS5A parece intervenir en el mecanismo que
confiere resistencia al efecto antiviral del interfe-
ron en las células infectadas. Se ha encontrado,
ademas, que esta proteina sufre fosforilacién
en residuos de serina en su region central. Esto
ocurre cuando la proteina NS5A es expresada
como parte de una poliproteina NS3-NS5, lo que
sugiere que se produce la formacién de un com-
plejo NS3-NS5A responsable de la fosforilacion
diferencial de NS5A. Este proceso de fosforila-
cién es dependiente y dirigido por NS4A.3* Se
ha reportado que cuando se eliminan porciones
de la region N-terminal de la NS5A, esta protei-
na funciona como un activador transcripcional
potente, ésta es una actividad potencial de la
proteina NS5A.2° La NS5A interactda con varias
proteinas celulares e interviene en la replicacién
del VHC.

Por su parte, la NS5B contiene un motivo carac-
teristico de las polimerasas que usan moldes de
ARN. Estd demostrado que esta proteina tiene
una localizacion perinuclear.®® Su interaccién
con membranas sugiere que la replicacion
debe ocurrir asociada con las membranas del
reticulo endoplasmatico alrededor del nicleo.?*
Los trifosfatos de ribavirina no tienen efecto en
su actividad polimerasa, por lo que el efecto
terapéutico observado en los pacientes no esta
relacionado con la inhibicién de la polimerasa
viral.?? Las proteinas asociadas con membranas
de vesiculas humanas (VAP-A y VAP-B) parecen
ser factores hospederos esenciales en la replica-
cion del VHC, mediante la unién de NS5A y de
NS5B.3 Hace poco se sugirié que la proteina
NS5B pudiera tener un papel adicional en la pa-
togénesis del VHC, al relacionarse con el retardo
en la progresion del ciclo celular de hepatocitos
a través de la induccién de interfer6n beta.®

Al final de la molécula de ARN del VHC se
localiza la regién 3’ no codificante que incluye
una porciéon de 40 nt poco conservada, una
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cola de poli U de longitud heterogénea, y una
secuencia altamente conservada de 98 nt que
forma estructuras secundarias y terciarias esta-
bles y parece jugar un papel importante en la
replicacion viral .2

Heterogeneidad viral

La comparacién de secuencias nucleotidicas
de diferentes aislamientos en todo el mundo
indica que el VHC es muy heterogéneo. Los
aislamientos del VHC pueden separarse en, al
menos, seis tipos principales, subdivididos en
mas de 50 subtipos.®” Los subtipos se designan
por un nimero arabigo que corresponde al del
tipo principal en el que se clasifica, seguido
por una letra mindscula en orden segin el des-
cubrimiento (por ejemplo: 1a, 1b, 2a, 2b...).
La prevalencia de estos genotipos varia mar-
cadamente en las diferentes partes del mundo.
Los subtipos Ta 'y 1b abarcan 70% de los casos
de infeccién por el VHC. Esta heterogeneidad
tiene una connotacién especial en el desarrollo
de vacunas porque dificulta la obtencién de un
producto de este tipo que dé proteccién global.
La heterogeneidad y la existencia de diferentes
genotipos también complica el tratamiento tera-
péutico y el diagnéstico molecular.®®

La causa de esta heterogeneidad es la alta tasa
de error de la ARN polimerasa dependiente de
ARNy la carencia de mecanismos de correccién
durante la sintesis del ARN viral. El VHC tiene
capacidad de mutar estimada entre 103y 10+
sustituciones por sitio de genoma por ano.*
Este valor es suficientemente alto como para
que coexista en un individuo infectado una
poblacién relacionada de diferentes genomas
del virus, de los que uno se hace predominante
bajo la presién del sistema inmunitario. Este
fenémeno es conocido como dindmica de “cua-
siespecies” y constituye un mecanismo rapido y
eficiente para el escape del virus a la respuesta
inmunitaria del organismo.’*° La distribucion
de “cuasiespecies” parece fluctuar a lo largo

c
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de la infeccién.* Existen denominados “puntos
calientes” o zonas donde ocurren mutaciones
con mayor frecuencia, principalmente ubica-
dos en la region N-terminal de la proteina E2,
concentrados en las dos regiones hipervariables
descritas. Las mutaciones en estas dos regiones
provocan con alta frecuencia cambios de ami-
noacidos,** con la consiguiente implicacién
para el reconocimiento antigénico por parte del
sistema inmunitario hospedero.

Ciclo viral

Los hepatocitos son el blanco principal de la
infeccion y la replicacion del VHC. Este virus,
ademas de infectar los hepatocitos, es capaz
de infectar células sanguineas, como las célu-
las mononucleares de sangre periférica y los
polimorfonucleares.*' La infeccién de células
mononucleares de sangre periférica y de linfoci-
tos T infiltrados en el higado parece caracterizar
la infeccion crénica, mientras que es rara en
portadores sanos de anticuerpos del virus y en
formas aliviadas espontineamente.*? La unién
del virus a la célula hospedera requiere la inte-
raccion de la proteina E2 o el complejo E1/E2
con un complejo de receptores que esta presente
en la superficie celular. Hasta el momento, el
complejo receptor celular del VHC no se ha
identificado. Sin embargo, parece ser que la
molécula CD81 participa en esa interaccion,
como lo indica su unién a particulas virales.* De
manera alternativa, la asociacién de particulas
del VHC con B-lipoproteinas e inmunoglobulinas
pudiera indicar que la entrada del VHC a la célu-
la podria estar mediada por los correspondientes
receptores de estas moléculas.* La fusion de la
envoltura viral con la membrana celular ocurre
en el compartimiento endocitico y esta rela-
cionada con el pH bajo (microambiente acido)
que provoca cambios en las proteinas ET y E2
del VHC, exponiéndose el péptido de fusion.
Después de la entrada a la célula, el ARN viral es
liberado de la nucleocépsida en el citoplasma.*
Posteriormente, el genoma viral es traducido a
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partir del sitio interno de entrada al ribosoma y la
poliproteina viral es procesada proteoliticamente
en las proteinas virales individuales. La mayor
parte de estas proteinas, si no todas, forman un
complejo multiproteico altamente ordenado y
fuertemente asociado con las membranas intra-
celulares. Dentro de este complejo, la cadena
positiva de ARN es copiada a un intermediario
de cadena negativa, que a su vez sirve de molde
para la sintesis de un exceso de la progenie de
cadena positiva. El principal componente en
la replicacion lo constituye la NS5B, la ARN
polimerasa ARN dependiente, que produce la
nueva cadena de ARN mediante el mecanis-
mo de sintesis de novo, o sea, sin necesidad
de un cebador inicial, aunque las regiones no
codificantes pudieran funcionar también para
proporcionar el cebador. La cadena positiva, sin-
tetizada por esta via, puede usarse para la sintesis
de nuevas cadenas negativas, para la traduccion
o para la encapsidacion en particulas virales.>
El autoensamblaje de las proteinas estructurales
ocurre en el lumen del reticulo endoplasmatico,
del que adquiere parte de los componentes de la
envoltura del virién. Durante este proceso ocurre
la formacion de multimeros intermediarios de la
capsida y de heterodimeros de la E1 y la E2.%
Por dltimo, el virus parece ser exportado de la
célula por la via secretora constitutiva a través
del complejo de Golgi.*®

El nivel de viremia promedio en los pacientes
infectados crénicamente es de alrededor de
3.5 millones de copias/mL,* independientemen-
te del genotipo viral.?® Las concentraciones de
ARN viral tienen poca fluctuacién y su cinética
se ha relacionado con la cinética de la proteina
de la c4psida en el suero de los individuos cr6-
nicos no tratados con antivirales. Los calculos
muestran un minimo de produccién viral y
clarificacién diaria de aproximadamente 10" a
10" viriones en individuos crénicos no tratados.
El virus libre tiene un tiempo de vida medio de
1.5a4.6 h, mostrando un recambio de 97 a 99%
por dia. En cambio, el virus dentro de la célula
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tiene un tiempo de vida media que varia entre
1.7 y més de 70 dias, con recambio diario de
1 a 33%.%® La existencia de células infectadas
en estado de latencia, en las que el periodo no
productivo es considerablemente mas largo que
el ciclo productivo de la infeccién, es un factor
importante en la infeccién por el VHC.?®

CONCLUSIONES

El virus de la hepatitis C establece una compleja
interaccién con el organismo hospedero a través
de las proteinas virales. La heterogeneidad viral,
la modificacién de funciones celulares por parte
de las proteinas virales, incluida la accién sobre
células del sistema inmunitario, constituyen los
principales mecanismos empleados por el virus
de la hepatitis C para lograr su persistencia en
el organismo hospedero.
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