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Hepatitis ¢ virus molecular biology

El virus de la hepatitis c (vHc) es un virus de ArRN de cadena simple, de polaridad positiva, que se clasifica dentro del
género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. Los aislamientos del vic pueden separarse en, al menos, seis tipos
principales, subdivididos en més de 50 subtipos. En esta revision se describen las caracteristicas del genoma y de

las proteinas, la heterogeneidad y el ciclo del vHc.
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Abstract

Hev is a simple chain RNA virus, positive polarity, classified within Hepacivirus genus, Flaviviridae family. Isolates of
Hcv can be separated into at least six main types, subdivided into more than 50 subtypes. This review describes the
characteristics of the genome and proteins, heterogeneity and the cycle of Hev.
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Caracteristicas delgenomay de las proteinas

virales

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

Se ha demostrado la presencia de particulas icosahé-
dricas de 50-75 nm, aproximadamente, y otras mas peque-
fias de 30-35 nm o 45-55 nm en estudios de microscopia
electrénica de particulas de vHc en suero, extracto de higado
o en lineas de células B8 o T humanas, infectadas de manera
ineficiente con suero de vHc in vitro.®® Los andlisis demos-
traron que la densidad de los viriones del vHc puede variar
considerablemente desde 1.03 a 1.20 g/mL.*

El genoma del vHc consta de aproximadamente 9.6
kb. Los primeros 341 nucledtidos (nt) constituyen la regiéon 5’
no traducida que forma estructuras secundarias y terciarias
estables. Este fragmento es muy conservado, muestra méas

de 90% de identidad de secuencia nucleotidica entre 81
aislamientos diferentes.® Esta regién contiene multiples co-
dones auG antes del sitio de inicio de la traduccion, asi como
regiones que intervienen en la replicacién 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 celulares.” El sitio interno de entrada al ribosoma eli-
mina la necesidad de una estructura 5'cap o de un extremo 5’
libre en el mensajero de traduccion. 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 regién codificante.
A continuacién de la regién 5 no traducida, el genoma del
VHC contiene un marco abierto de lectura que codifica una
poliproteina de aproximadamente 3 mil aminoécidos (aa).
Este precursor proteico es procesado cotraduccionalmente
y postraduccionalmente por una combinacién 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: ¢, €1, €2, p7 (proteinas estructurales),
NS2, Ns3, Ns4A, NsdB, Nsba, NsbB (proteinas no estructurales).®
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Figura 1
Representacion esquematica de la poliproteina del vic
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La glicoproteina 1 forma parte de la envoltura del virién y
consta de 192 aa (del 192 al 383) con una talla de 32-35 kpa.
Posee un péptido sefal, seguido de una secuencia de corte
en su extremo aminoterminal. Su extremo carboxilico es hi-
drofébico y tiene dos secuencias homodlogas a segmentos
transmembrénicos, dentro de los cuales estan incluidos
cinco motivos de glicosilacion, de los cuales sélo cuatro son
utilizados.*

La segunda glicoproteina (gp72), también llamada 2/
Ns1, parece intervenir en la interaccion inicial del virus con la
célula hospedera. Asimismo, esta proteina ha evidenciado
su capacidad para interactuar con la proteina quinasa depen-
diente del ArRN de doble cadena, por lo cual ha sido asociada
con lo mecanismos de resistencia al interferén. Este anti-
geno viral contiene 10 sitios de glicosilacién y se presenta en
dos formas fundamentales: una variante que abarca desde
el aa 384 al 809, y otra que comprende la regiéon del 384
al 746.% Esto se debe a que la proteina presenta dos tipos
de procesamiento. Puede mantenerse intacta o es posible
que sufra un corte por una peptidasa entre los aa 746 y 747,
que da lugar a una g2 truncada y a una proteina denominada
p7.° El polipéptido p7 tiene una masa molecular aproximada
de 7 kpa y consiste principalmente de aa hidrofébicos. Esta
proteina forma un canal idnico sensible a la amantadina, que
podria jugar un papel importante en la replicacién viral. Al
parecer, la distribucién de esta proteina se regula de forma
compleja, lo cual sugiere que tenga multiples funciones en
el ciclo de vida del vHc, tanto intracelularmente como en el
virién.?

Las proteinas de las envolturas E1 y E2 interactlan de
manera no covalente entre ellas para formar heterodimeros
que se localizan en el reticulo endoplasmatico de la célula
infectada, debido a la presencia de dominios transmembra-
nas en estos antigenos. Ambas proteinas de la envoltura se
caracterizan por una marcada variabilidad, incluso dentro de
un mismo individuo. En la proteina 2 se han descrito dos
regiones hipervariables (rHv-1 y RHv-II). La primera, de 30 aa,
ha sido evidenciada en todos los aislamientos virales y co-
mienza justo con el inicio de la proteina (aa 384). La segunda
RHV, ha sido descrita sélo en los aislamientos de genotipo 1b
y abarca 7 aa (aa 454-460).%7 Adicionalmente, la glicoproteina

E1 posee una regiéon con variabilidad moderada que abarca
los aa 215-255.

La Ns2 es una proteina integral de membrana de 23
kpa, de carécter hidrofébico." Esta proteina contiene un po-
sible dominio de proteasa del tipo cisteina,?® que junto a un
tercio de la Ns3, ubicado hacia la region n-terminal, forma una
proteasa estimulada por zn responsable del corte entre la Ns2
y la Ns3, por lo que se le considera autocatalitica. La Ns3, por
su parte, es una proteina de 70 kpa y codifica tres actividades
enzimaticas, una proteasa del tipo serina?® y una combinacion
NTPasa/helicasa. Se ha demostrado la formacién de complejos
heterodiméricos Ns2/Ns3 /in vivo.*® Ademas de ser una pro-
teina multifuncional, la proteina Ns3 afecta varias funciones
celulares.® El polipéptido hidrofébico nsda, de 8 kpa aproxi-
madamente, es necesario para el corte por parte de Ns3. La
Nsda puede mediar la asociacién de Ns3 con la membrana del
reticulo endoplasmatico, lo que puede ser importante para la
funcion de la proteasa.’® La Ns4B es una proteina de 27 kpa
poco conocida, aunque parece formar parte del complejo de
replicacion viral.™®

En la nsba se ha localizado una regién relacionada
con la sensibilidad del subtipo 1b del vHc al tratamiento con
interferén.3" Por otra parte, esta proteina es capaz de reprimir
a la proteina quinasa inducida por interferén, activada por
ARN de doble cadena, por interaccién directa con el dominio
catalitico. Por estos datos, la proteina Nsba parece intervenir
en el mecanismo que confiere resistencia al efecto antiviral
del interferén en las células infectadas. Se ha encontrado,
ademas, que esta proteina sufre fosforilacién en residuos de
serina en su regiéon central. Esto ocurre cuando la proteina
NsbA es expresada como parte de una poliproteina Ns3-NsB, lo
que sugiere que se produce la formacion de un complejo Ns3-
Nsba responsable de la fosforilacion diferencial de nsba. Este
proceso de fosforilacion es dependiente y dirigido por Ns4a 32
Se ha reportado que cuando se eliminan porciones de la re-
giéon N-terminal de la Nsba, dicha proteina funciona como un
activador transcripcional potente, siendo ésta una actividad
potencial de la proteina NsbA.% La Nsba interactla con varias
proteinas celulares e interviene en la replicacion del vHc.

Por su parte, la Nsbe contiene un motivo caracte-
ristico de las polimerasas que usan moldes de ArN. Esta
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demostrado que esta proteina tiene una localizacion peri-
nuclear.® Su interaccidbn con membranas sugiere que la repli-
cacion debe ocurrir asociada a las membranas del reticulo
endoplasmético alrededor del nucleo.® Los trifosfatos de
ribavirina no tienen efecto sobre su actividad polimerasa,
por lo que el efecto terapéutico observado en los pacientes
no esté relacionado con la inhibicién de la polimerasa viral.*?
Proteinas asociadas a membranas de vesiculas humanas
(vaP-a y vAP-B) parecen ser factores hospederos esenciales
en la replicacion del vHc, mediante la unién tanto de Nsba
como de Nsbe.** Recientemente se ha sugerido que la pro-
teina NsbB podria tener un rol adicional en la patogénesis del
vHc, al relacionarse con un retardo en el progreso del ciclo
celular de hepatocitos a través de la induccién de interferén
beta.®®

Al final de la molécula de ArN del vHC se localiza la re-
gion 3' no codificante que incluye una porcion de 40 nt poco
conservada, una cola de poli u de longitud heterogénea, y
una secuencia altamente conservada de 98 nt que forma
estructuras secundarias vy terciarias estables y que parece
jugar un papel importante en la replicacion viral.%

Heterogeneidad viral
La comparacién de secuencias nucleotidicas de diferentes
aislamientos en todo el mundo indica que el vHC es muy
heterogéneo. Los aislamientos del vic 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 dentro del cual se clasi-
fica, seguido por una letra mindscula en orden segun el des-
cubrimiento (por ejemplo, 1a, 1b, 2a, 2b, etc.). La prevalencia
de estos genotipos varia marcadamente en las diferentes
partes del mundo. Los subtipos 1ay 1b abarcan 70% de los
casos de infeccidn por el vHc. Esta heterogeneidad tiene una
connotacion especial en el desarrollo de vacunas, ya que
dificulta la obtencién de un producto de este tipo que brinde
una proteccion global. La heterogeneidad y la existencia de
diferentes genotipos también complica el tratamiento tera-
péutico y el diagnodstico molecular.®®

La causa de esta heterogeneidad viene dada por la
alta tasa de error de la ARN polimerasa dependiente del ARN Y a
la carencia de mecanismos de correccion durante la sintesis
del ArN viral. El vHc tiene una capacidad de mutar que ha sido
estimada entre 10°y 10 sustituciones por sitio de genoma
por afo.* Este valor es suficientemente alto como para que
en un individuo infectado coexista una poblacion relacionada
de diferentes genomas del virus, de los cuales uno se hace
predominante bajo la presion del sistema inmune. Este fe-
némeno es conocido como dindmica de “cuasiespecies” y
constituye un mecanismo rapido y eficiente para el escape
del virus a la respuesta inmune del organismo.'4 La distri-
bucién de “cuasiespecies” parece fluctuar a lo largo de la
infeccion.®? Existen los denominados “puntos calientes”
0 zonas donde ocurren mutaciones con mayor frecuencia,
principalmente ubicados en la regién n-terminal de la proteina
E2, concentrados en las dos regiones hipervariables descri-
tas antes. Las mutaciones en estas dos regiones provocan
con una alta frecuencia cambios de aminoéacidos,® con la
consiguiente implicacion para el reconocimiento antigénico
por parte del sistema inmune hospedero.
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Ciclo viral
Los hepatocitos son el blanco principal de la infeccién y la
replicacion del vHc. Este virus ademas de infectar los hepa-
tocitos, es capaz de infectar células sanguineas, como las
células mononucleares de sangre periférica y los polimor-
fonucleares.*’ La infeccién de células mononucleares de
sangre periférica y de linfocitos T infiltrados en el higado
parece caracterizar la infeccion crénica, mientras que es rara
en portadores sanos de anticuerpos del virus y en formas
autorresueltas.? La unién del virus a la célula hospedera
requiere la interaccién de la proteina 2 o el complejo E1/e2
con un complejo de receptores que esta presente en la su-
perficie celular. Hasta ahora no se ha identificado el complejo
receptor celular del vHc. Sin embargo, parece que la molécula
cp81 participa en esa interaccion, como lo indica su unién a
particulas virales.*® Alternativamente, la asociacién de parti-
culas del vHc con B-lipoproteinas e inmunoglobulinas podria
indicar que la entrada del vHc a la célula podria estar mediada
por los correspondientes receptores de estas moléculas.*
La fusién de la envoltura viral con la membrana celular
ocurre en el compartimiento endocitico y esté relacionada con
el pH bajo (microambiente acido) que provoca cambios en
las proteinas 1y £2 del vHc, exponiendo el péptido de fusién.
Después de la entrada a la célula, el ArN viral es liberado de la
nucleocapsida en el citoplasma.*® Posteriormente, el genoma
viral es traducido a partir del sitio interno de entrada al ribo-
soma, y la poliproteina viral es procesada proteoliticamente
en las proteinas virales individuales. La mayoria de estas
proteinas, si no todas, forman un complejo multiproteico muy
ordenado y fuertemente asociado con las membranas intrace-
lulares. 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 replicacién lo
constituye la NsbB, la ARN polimerasa ARN dependiente, que pro-
duce la nueva cadena de ARN mediante el mecanismo de sinte-
sis 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, sintetizada por
esta via, puede ser usada tanto para la sintesis de nuevas
cadenas negativas, para la traduccion o para la encapsidacion
en particulas virales.® El autoensamblaje de las proteinas es-
tructurales ocurre en el lumen del reticulo endoplasmatico, del
cual adquiere parte de los componentes de la envoltura del vi-
rién. Durante este proceso ocurre la formacion de multimeros
intermediarios de la capsida y de heterodimeros de la el vy la
E2.% Finalmente, 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 infecta-
dos crénicamente es de alrededor de 3.5 millones de copias/
mL,* independientemente del genotipo viral.® Los niveles
de ARN viral tienen poca fluctuacion y su cinética ha sido re-
lacionada con la cinética de la proteina de la capsida en el
suero de los individuos crénicos no tratados con antivirales.
Los calculos muestran un minimo de produccion viral y cla-
rificacion diaria de aproximadamente 10" a 10" viriones en
individuos crénicos no tratados. El virus libre tiene un tiempo
de vida medio de 1.5 a 4.6 horas, mostrando un recambio de
97 a 99% por dia. En cambio, el virus dentro de la célula tiene
un tiempo de vida media que oscila entre 1.7 y mas de 70
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dias, y muestra un recambio diario de 1 a 33%.% La existencia
de células infectadas en estado de latencia, en las cuales el
periodo no productivo es considerablemente més largo que
el ciclo productivo de la infeccién, es un factor importante en
la infeccion por el vhe.%®
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