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FUNCION DE LA PROTEASA NS3 DEL VIRUS
DE LA HEPATITIS C*

RESUMEN

El virus de Hepatitis C (VHC) es el principal agente causante
de la Hepatitis tipo no-A no-B a nivel mundial. Actualmente
existen 170 millones de personas portadoras del virus en riesgo
de desarrollar cirrosis y cancer hepatico. La proteasa NS3 del
VHC es esencial para la replicacion viral y es por tanto uno de
los principales objetivos para el desarrollo de terapias
especificas contra la infeccion ya que ademas, es codificada
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ABSTRACT

por uno de los genes con menor variabilidad dentro del genoma

del VHC.

Hepatitis C virus (HCV), is the major causative agent of
non-A non-B hepatitis worldwide. There are 170 million
chronic carriers at risk of developing liver cirrhosis and
cancer. NS3 protease is essential for virus replication
and is one of the most promising targets for specific anti-
HCV therapy because the NS3 gene is considered one
of the less variable genes in the HCV genome.
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INFECCION POR EL VIRUS DE
HEPATITIS C

El virus de hepatitis C (VHC) fue
caracterizado molecularmente en 1989
por Choo y cols. cuando se logré
clonar y secuenciar parte del genoma
viral, lo cual permitio el desarrollo de
pruebas especificas que identificaron
a este virus como el agente causante
de lo que hasta entonces era
denominado como Hepatitis no A no
B (Hepatitis NANB) (1).

La infeccién por VHC es la quinta
causa de muerte por afecciones
hepéticas en México y se calcula que
existen 170 millones de personas
infectadas en todo el mundo; este virus
ocasiona aproximadamente 10,000
muertes al afio, ya que en el 60 % de
los pacientes la infeccion se vuelve
crénica y en el 20% de estos casos
degenera en cirrosis y finalmente en
hepatocarcinoma (Fig. 1) (2, 3). Los
procesos Vvirales que causan estas le-

siones no han sido completamente es-
tablecidos, sin embargo parece ser que
el virus por si solo no es citopatico ya
que el dafio hepatico se debe princi-
palmente a factores relacionados como
la respuesta inmune inespecifica, el
consumo de alcohol, obesidad, diabe-
tes e infecciones virales asociadas
(VHB, VIH) (2); asimismo, entre el
40y el 74% de los casos se presenta
una o varias manifestaciones
extrahepaticas (MEH) como los tipos
Il'y Il de crioglobulinemia mixta
(CM), MEHSs de tipo endécrino:
hipotiroidismo y diabetes mellitus,
reumatoldgicas; artritis (que se
presenta durante el proceso inmune
asociado con la crioglobulinemia) y
otros padecimientos como osteoes-
clerosis, cardiomiopatia hipertrofica,
linfoma no Hodgkin y fibrosis
pulmonar. Estas MEHSs son importantes
ya que pueden significar la primera
sefial de infeccién en pacientes de alto
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riesgo que no presentan sintomas
hepaticos, pues los tejidos
relacionados con MEHSs acttiian como
reservorios de particulas virales en
algunos casos (4).

Las diferencias en los casos de
infeccion no solo se deben a las
variantes que existen del VHC de las
cuales se hablard mas adelante, sino
también al polimorfismo del genoma
humano que interviene en la respuesta
inmune y puede explicar los casos en
los que el virus es eliminado
espontaneamente en la fase aguda de
la infeccidn, asi como los reportes de
inmunidad natural al VHC. Uno de los
procesos principales de la respuesta
inmune es la presentacion del antigeno
por parte de células especializadas, las
cuales "presentan™ en su superficie un
fragmento de la particula viral
asociado con el antigeno leucocitario
humano (ALH) para ser reconocido
por receptores especificos de células T
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Figura 1. Proporcion de los padecimientos desencadenados por la infeccion del VHC. (HCC,

Hepatocarcinoma).

(CD4+ o CDB8+); los ALH son glico-
proteinas codificadas por al menos
1000 alelos diferentes del genoma
humano, lo que permite diferencias en
su secuencia de tan solo un amino&cido
que condiciona su capacidad de unién
al antigeno y provoca diferencias en la
respuesta inmune, al afectar el proceso
de presentacién de antigeno (3, 5).
Aungue existen escasas investigaciones
sobre la relacion del polimorfismo del
ALH y larespuesta inmune durante la
infeccién por el VHC, los estudios
realizados en pacientes con hepatitis
C coinciden en la relacion especifica
que existe entre el alelo DQB1*0301
y la recuperacién del individuo asi
como la presencia del alelo
DQB1*0302 en individuos con
progresion lenta de la infeccion y el
predominio de ALH-Cw*04 o
DQB1*0502 en pacientes con
persistencia o progresion rapida de la
infeccién respectivamente. Esta
relacion del polimorfismo humano con
las caracteristicas de la infeccion
también ha sido hallada en infecciones
causadas por otros virus, como la
dependencia de la secuencia genética
para el receptor CCR5 en células
CD4+ y la entrada del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) (3).

BIOLOGIA MOLECULAR DEL
VHC

El VHC esté clasificado en la familia
Flaviviridae por ser un virus envuelto,
de aproximadamente 50 nm de
diametro, con una sola cadena de ARN
en sentido positivo (5'-3') y en el
género Hepacivirus que se cred para
distinguir las caracteristicas poco
comunes de este virus, como lo es la
enzima multifuncional NS3 (6). El
ARN viral codifica una poliproteina
de 3010 aminoacidos (C(F)-E1-E2-p7-
NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-
NS5B) que genera al menos diez
proteinas maduras al ser procesada por
la sefial peptidasa del reticulo
endoplasmico, la cual libera las
proteinas C, E1, E2 y p7 que forman
la capside o nucleo viral (C), la
envoltura de la particula (E1y E2) y
p7 que se sugiere interviene en la
liberacion del genoma al formar
canales ionicos en la envoltura viral
(2); la regién de las proteinas no
estructurales (NS2-NS5B) que
participan en la replicacion son
procesadas por 2 enzimas virales: NS2
y NS3 que generan un corte
autocatalitico en las regiones NS2-
NS3 y NS3-NS4A respectivamente y
permiten la formacién del complejo
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proteasa de serina NS3/4A que proce-
sa el resto de la poliproteina viral, pro-
vocando la maduracion de las protei-
nas NS4B, NS5A y NS5B con funcion
de polimerasa de ARN dependiente de
ARN (NS5B) y de fosfoproteina
(NS5A), mientras que la funcion de
la proteina NS4B sigue siendo inves-
tigada, asi como la existencia de un
segundo marco de lectura (ORF +1)
gue provoca la sintesis de la proteina
F y una variante de la proteina C (Fig.
2) (6, 7).

VARIANTES DEL VHC

Ya que este virus se trasmite por
contacto directo con sangre infectada,
los grupos de alto riesgo de infeccidn
por VHC se deben a la falta de
infraestructura adecuada (utilizacion de
productos sanguineos contaminados),
riesgos relacionados (personal de salud
como paramédicos), desinformacion
(contacto sexual entre jovenes 0 con
personas asintomaéticas, uso de
narcoticos intravenosos) y personas que
fueron trasfundidas antes de haber sido
estandarizada la determinacion de
hepatitis NANB en los bancos de
sangre (personas hemofilicas),
principalmente (5).

El analisis del genotipo viral aislado
de pacientes infectados ha revelado que
este virus posee un alta variabilidad
genética (~ 1.4 x 10® - 1.9 x 10°®
sustituciones/nucledétido/afio) la cual se
debe principalmente a la sustitucion
nucleotidica que ocurre durante el
proceso replicativo y por la falta de
actividad de exonucleasa de la
polimerasa viral, que impide la
correccion de errores en la secuencia
replicada. Sin embargo, esta
variabilidad no es uniforme, ya que
existen regiones altamente conservadas
como la secuencia que codifica para la
proteina de la céapside viral (C), la
region para la proteasa de serina NS3
y los extremos 5'y 3' no traducibles de
la cadena de ARN, mientras que otras
regiones como las que codifican las
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Figura 2. Proceso de trascripcion - traduccion del VHC. A. Tipos de ARN formados durante
el proceso de replicacion viral. B. Produccion de las proteinas del VHC a partir del procesa-
miento de la poliproteina por enzimas de origen celular y viral. (VHC, virus de Hepatitis C;

RE, reticulo endoplasmico; aa, aminoacidos).

proteinas NS4B, NS5A y las regiones
hipervariables 1y 2 (RHV 1y RHV
2) en la proteina de envoltura E2
difieren hasta en mas de 50% (8).
Estas diferencias en el genotipo del
VHC dan origen a las variantes virales
que se clasifican en grupos principales
o Tipos (Tabla 1), cuando la secuencia
nucleotidica difiere entre 31% - 34%
y en Subtipos (a,b,c...) cuando la
diferencia es de 20% - 30% (2, 6), asi
mismo existen bases de datos como
DDJB (http://www.ddbj.nig.ac.jp) y
euHCVDB (http://hepatitis.ibcp.fr)
donde se recopilan las secuencias y
han facilitado encontrar variantes del
VHC caracteristicas a determinada
region del mundo (Tabla 1), también
se ha determinado que el Tipo 1 de
Hepatitis C Subtipo b (variante VHC
1b) es el que se presenta con mas
frecuencia en los pacientes que no
responden al tratamiento antiviral
(70% de los casos en Occidente). Otra
caracteristica del genotipo viral
predictiva de la respuesta al

tratamiento es la secuencia de la re-
gion determinante de sensibilidad al
Interferén (ISDR, por sus siglas en
ingles) que comlUnmente presenta
cambios 0 mutaciones en los pacientes
que responden favorablemente al
tratamiento antiviral (8, 9).
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La infeccion por VHC se trata prin-
cipalmente administrando interferon-
o (INF-o) pegilado, el cual limita la
replicacion viral a través de la
desaminasa de adenosina de ARN de
doble cadena (ADAR1) y causa la
fosforilacion del factor de inicio de la
trascripcion (elF2) que impide la
asociacion elF2-GTP-met-tARN,
procesos que suprimen la trascripcion
y traduccién de ARN; sin embargo,
este tratamiento aln complementado
con el analogo nucleotidico Ribavirina
(INF-o2b [1.5ug/Kg/semana] +
Ribavirina [1 g/dia]) no ha logrado una
respuesta antiviral sostenida en casi la
mitad de los pacientes infectados con
VHC 1b (2, 5, 10). Esto se debe prin-
cipalmente al tratamiento inespecifi-
co con el que actualmente se cuenta,
ya que el INF-a, aunque induce la
trascripcion de mas de 200 genes, solo
unos cuantos participan en la respuesta
antiviral y la Ribavirina, al ser un ana-
logo nucleotidico, también es
inespecifica contra la infeccidn; por
lo que se estan desarrollando diversos
métodos de estudio del VHC enfoca-
dos a procesos fundamentales del ci-
clo replicativo asi como a la caracte-
rizacién de proteinas virales particu-
lares que permitan desarrollar com-

TABLA1
Variante viral Genotipo Region
VHC Tipo Subtipo
1b 1 b América
1a 1 a América
1 1 variable Europa
2 2 variable Europa
3 3 variable Europa
2 2 ¢ hastam Africa
4b 4 b Africa
4C 4 c Africa
de 4 e Africa
am 4 m Africa
2i 2 i Asia
6p 6 P Asia

Variantes del virus de Hepatitis C que predominan en las regiones indicadas.
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puestos que interfieran especi-
ficamente con el proceso infeccioso
del VHC.

MODELOS DE ESTUDIO DEL
VHC

El estudio del VHC ha sido lento, ya
que la replicacion de este virus es
particularmente restrictiva a un tipo
celular diferente de hepatocitos
humanos, lo que ha impedido el
desarrollo de un modelo animal o
celular que genere una tasa replicativa
experimentalmente Gtil. Se han
realizado estudios inmunolégicos en
el modelo de chimpancé; sin embargo,
recientemente se ha cuestionado su
validez ya que parece ser que las
caracteristicas de la respuesta inmune
gue presenta son diferentes de la
humana (2).

Por otra parte, se ha desarrollado
el modelo de replicén subgendmico,
que son moléculas de ARN de
secuencias consenso del VHC 1b que
codifican las proteinas NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B que permiten
la autoreplicacion de la molécula de
ARN viral (1). Este modelo fue
propuesto para realizar estudios del
ciclo replicativo viral ya que se
obtiene un alta tasa replicativa, aunque
esta se debe principalmente a las
mutaciones de tipo adaptativo del
replicon a la linea celular (Huh-7)
utilizada. Otro método también basado
en lalinea (Huh-7) de células hepéticas
humanas fue desarrollado por Wakita
y cols. (5) con la diferencia funda-
mental de que las secuencias utilizadas
para el replicon subgendémico fueron
obtenidas de un paciente con hepatitis
C fulminante y se sugiere que este
origen de la secuencia es la razén por
la que se obtienen particulas virales
gue conservan su capacidad infecciosa
en la linea celular; este avance
permiti6 determinar que la capacidad
infecciosa de las particulas virales
puede ser neutralizada en cultivo
celular por anticuerpos especificos

CD81y muestra la importancia de este
grupo de diferenciacion en el proceso
de entrada viral a la célula.
Recientemente se ha desarrollado un
replicon genémico, que codifica tanto
las proteinas estructurales como las no
estructurales del VHC (1).

Ademas de las aportaciones de
estos experimentos, recientemente se
reportd que la apolipoproteina B (apo
B) y la transferasa de triacilgliceroles
microsomales (MTP), que se ubican
caracteristicamente en las vesiculas
membranales de células hepaticas
participando en la sintesis de
lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL, por sus siglas en ingles),
también intervienen en la produccién
de particulas virales, ya que al inhibir
la sintesis de apo B y MTP la
produccion de particulas virales
disminuye y se propone como una de
las causas del alta especificidad
replicativa de este virus a células
hepéticas (11). Este hallazgo coincide
con los experimentos de ultracen-
trifugacion de muestras sanguineas de
pacientes con VHC, en donde las
particulas virales que conservan su
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capacidad infecciosa se detectan en el
gradiente ~1.06 g/ml, donde estan
asociadas mayoritariamente las VLDL
(2, 12).

Asi mismo, existen modelos de
estudio sobre proteinas especificas de
VHC que realizan procesos clave en
el ciclo replicativo y pueden servir
como puntos de control de la infeccion
al inhibir o modificar su actividad
(Fig. 3). Las proteinas virales mas
estudiadas molecularmente son NS3
y NS5B, ya que NS5B actlia como
polimerasa viral y NS3 provoca la
maduracion de las proteinas que
intervienen en el proceso replicativo
incluyendo NS5B; asi también el alto
grado de conservacion de la secuencia
para la proteasa de serina NS3 hace
que el desarrollo de compuestos
inhibidores de esta actividad sea un
importante campo de investigacién
antiviral (5, 6).

LA PROTEASA DE SERINA NS3
DEL VHC

La proteina NS3 del VHC es una
enzima multifuncional ya que
presenta, en el primer tercio (N-

Figura 3. Representacion esquematica de los principales procesos del ciclo replicativo viral
que pueden servir como punto de control de la infeccion. (A, nucleo celular; B, citoplasma

celular).

1. Unio6n de la particula viral a la membrana celular. (proteina E2)

2. Liberacion del material genético del HCV (proteina p7)

3. Replicacion del ARN viral (polimerasa viral NS5B, fosfoproteina NS5A)
4. Procesamiento de la poliproteina viral (complejo serin-proteasa NS3/4A)
5. Localizacion / Ensamble de nuevas particulas virales (E1, E2)
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terminal) de su estructura, actividad
de proteasa de serina y en el resto,
funcion de ARN helicasa DexH/D que
revierte el enrollamiento de cadenas
dobles de ARN formadas durante la
replicacion viral (Fig. 2 A) (6, 7).

El extremo N-terminal de NS3
presenta un plegamiento tipico de la
familia de las quimiotripsinas,
compuesto por dos dominios tipo
beta-barril con actividad de proteasa
de serina que es optimizada por la
asociacion de la proteina NS4A.

NS4A es una proteina anfipatica de
54 aminoécidos, tipo beta-plegada,
que se asocia no covalentemente con
las cadenas A0 y Al de NS3y provoca
una reorganizacién en su estructura al
reorientar el aminoéacido D 81 de la
triada catalitica (H 57, D 81, S 139),
optimizando asi la actividad de
proteasa de NS3; ademas NS4A
promueve la localizacion del complejo
NS3/4A a la membrana del reticulo
endoplasmico donde es procesada la
poliproteina viral (6, 7). Aunque la
region de proteasa de NS3 posee
caracteristicas similares a otras
enzimas con plegamientos tipo
quimiotripsinas, los analisis de
cristalizacion de NS3 han revelado
que posee diferencias importantes con
respecto a este tipo de enzimas y son
la causa de que los inhibidores
comunes de quimiotripsinas no tengan
efecto sobre la actividad de NS3. De
hecho, una de las diferencias
principales de esta proteina son las
estructuras tipo asa que en las
quimiotripsinas se intercalan entre las
hoja beta-plegada que forman la
estructura principal de la enzimay en
NS3 estas asas no existen o son mas
cortas de lo normal, lo que impide el
efecto de los inhibidores (6).

Aungue se han desarrollado una
gran variedad de métodos para estudiar
la actividad de proteasa de NS3 y
compuestos inhibidores, por razones de
espacio solo se hara referencia de
algunos que han trascendido en el area

y al mismo tiempo representan una
muestra de la variedad de estrategias y
tipos de compuestos utilizados en el
estudio de NS3.

La actividad de proteasa de NS3
se caracterizo en células E. coli
transformadas simultaneamente con
plasmidos de expresién para la
proteasay para proteinas con regiones
de corte de la poliproteina viral que
actlan como sustrato de la reaccion.
Este sistema permite determinar la
eficiencia de NS3 en el procesamiento
de la -proteina sustrato- la cual se
expresa fusionada entre dos proteinas
especificas (MBP - proteina sustrato -
DHFR) que permiten su recuperacion
y analisis del extremo N-terminal; esta
metodologia también permite
manipular la secuencia de la proteina
sustrato y expresar diferentes regiones
de corte de la poliproteina viral,
analizar los requerimientos de la
enzima NS3 para reconocerlo y/o
procesarlo y determinar la eficiencia
del proceso catalitico en presencia de
compuestos antivirales (13).

Por otra parte, existen sistemas
basados en células eucariotas en los
que se utiliza el virus vaccinia con
modificaciones genéticas que
permiten expresar la proteina de
estudio en el citoplasma de células de
mamifero, fundamentos que se
utilizan en el sistema de replicon-
ELISA en el que ademas se expresa
en una sola proteina tanto la region de
proteasa de NS3 como varios sitio de
corte de la poliproteina viral (NS3-
NS4A-NS4B-NS5), lo cual representa
un entorno mas similar a lo que sucede
in vivo durante el procesamiento de la
poliproteina del VHC. Inicialmente,
este sistema fue construido para
analizar el efecto de compuestos
previamente reportados como
inhibidores de la actividad de proteasa
de NS3 ya que permite estudiar la
capacidad del compuesto para
penetrar en la célula asi como su
actividad en el medio intracelular; sin
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embargo, debido a su gran utilidad ha
sido modificado y actualmente
permite la determinacion cuantitativa
de los resultados en el formato ELISA
y utiliza el sistema de replicon
subgenomico de VHC en lugar de
virus vaccinia, por lo que este sistema
es uno de los més relevantes en la
determinacién de compuestos
inhibidores de NS3 (14).

También se han desarrollado
sistemas basados en estructuras
secundarias de ARN que reconocen
especificamente la proteasa NS3
(aptameros de ARN), como el sistema
de expresion del aptdmero G9 en células
HelLa en el que las células son
transformadas con plasmidos de
expresion para el complejo proteasa de
serina NS3/4A, para una region de la
poliproteina viral (sustrato) y para un
conjugado aptamero-ribozima HDV
(inhibidor) en el que la secuencia del
aptamero se inserta en el brazo IV no
funcional de la ribozima HDV, lo cual
permite obtener estructuras de ARN
estable de las que se seleccionan
aquellas que interfieren especificamente
la actividad enzimética de NS3 (15).

Actualmente existen algunos
compuestos con propiedades inhi-
bidoras de NS3 en diferentes fases de
prueba, tanto in vitro como in vivo
(BILN 2061, VX-950, SCH 503034,
SCH 6) (8), que podrian funcionar
como antivirales especificos. Sin
embargo, en el desarrollo de nuevos
tratamientos debe tomarse en cuenta
la alta tasa de variabilidad genética
que caracteriza a este virus y que
recientemente se ha remarcado por las
diferencias halladas en el dominio de
proteasa de NS3 que hasta hace poco
se consideraba invariable (16); este
hecho es importante ya que la
presencia de particulas virales
genéticamente distintas pueden escapar
al efecto del inhibidor y generar
resistencia al tratamiento. La resistencia
al tratamiento por variabilidad genética
se ha observado en virus como el de
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inmunodeficiencia humanay es de pre-
Verse en virus con mayor tasa de varia-
bilidad como el VHC.

CONCLUSION

A casi dos décadas de haber sido
caracterizado el VHC, la variedad y
complejidad de investigaciones
realizadas sobre este virus han
permitido conocer parte de su biologia
molecular, la persistencia que

establece y la amplia gama de proce-
sos celulares que interfiere, limita o
mimetiza en el individuo, pero no ha
sido posible establecer un modelo
experimental que permita desarrollar
un tratamiento especifico y menos
toxico que reemplace las costosas y
prolongadas alternativas actuales. Las
investigaciones realizadas sobre la
proteasa de serina NS3 del VHC han
permitido acumular informacién
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importante sobre esta proteina a la que
inicialmente se le atribuia la funcion
Unica de procesar la poliproteina viral
y que actualmente se sabe que también
presenta actividad autoproteolitica
(17), conocimientos que manifiestan
la complejidad de esta proteina pero
al mismo tiempo representan nuevas
alternativas en el desarrollo de
estrategias antivirales contra la
infeccion por VHC.
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