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Resumen E| virus de la hepatitis C (HCV) ha sido caracterizado en
profundidad a nivel molecular en la ultima década. La particu-
la viral envuelta alberga una nucleocapside, estructura constitui-
da principalmente por una proteina basica que esta en estrecha in-
teraccion con el genoma viral representado por una molécula de
ARN de cadena simple con polaridad positiva. La organizacion ge-
nomica del HCV es similar a la de Pestivirus y Flavivirus. Diferentes
receptores celulares se han postulado en su participacion para el
ingreso del virus a la célula blanco. Su estrategia de multiplicacion
deja avizorar los blancos de accion de nuevas drogas para contro-
lar la replicacion. Si bien comparte con el HIV —desde su naturale-
za de ARN virus- entre otras caracteristicas virologicas la magnifica
plasticidad gendmica, otras por el contrario revisten claras diferen-
cias. Ambos virus constituyen un enorme desafio en Salud.
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Introduccion

El virus de hepatitis C (HCV) pertenece taxonémi-
camente a la familia Flaviviridae, género Hepaci-
virus. Alcanza una prevalencia mundial del 2,35%,
con 160 millones de individuos crénicamente infec-
tados en todo el mundo. Causa infecciones de cur-
so agudo que en mas del 80% de los casos evolu-
cionan a la persistencia desarrollando enfermedad
hepatica cronica y, eventualmente cirrosis y/o car-
cinoma hepatico (1).

A la fecha se reconoce la existencia de al menos 6 ge-
notipos de HCV (difieren en su secuencia nucleotidica
entre un 30-35%) que involucran mas de 80 subtipos (di-
vergencia nucleotidica entre 20-25%) (2). La alta tasa de
replicacion del HCV asi como la incapacidad de la po-
limerasa viral para corregir errores durante el proceso

de sintesis de ARN conducen a la génesis de una pobla-
cidnviral heterogéneaintrapaciente o cuasiespecies (3).

Adiferencia del HIV que dispone de la capacidad de inte-
grar su material gendmico al genoma de la célula luego
de la retrotranscripcion, el HCV no posee una forma que
actlie como reservorio estable intracelular lo cual hace
de la erradicacién viral un escenario posible (Tabla 1).
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Tabla 1. Virus de inmunodeficiencia humana (HIV), y virus de hepatitis C (HCV): caracteristicas comparativas de su replicacion.

Virus cg’::g:iigm iﬁ:iir:ﬂﬁ':r Tasa de mutacion® Niveles plasmaticos Recombinacion Cla::?i‘(,iic:atiret;gas
Contribucion
@ importante en la INTR; INNTR, IP,
HIV Retrovirus ADN proviral 10° 10%-10° evolucion viral en Int, IFusion,
individuos y ICCR5
poblaciones
Interferén+ribavirina
@ ARN simple Posible rol en la
HV cadena, No posee 104 -10° 104 - 107 evolucion del virus IP; INucleosidicos;
polaridad+ en individuos INNucleosidicos;

INS5A;ICiclofilina

*La tasa ha sido estimada en una ronda simple de replicacion experimentalmente estimada para HIV; para el caso de HCV la tasa ha sido estimada en

base a modelos matematicos y comparaciones con otros virus.

Estructura viral

HCV es un virus pequeno, envuelto, cuyo genoma es
una cadena unica de ARN con polaridad positiva de
9600 bases nucleotidicas, como Unico marco abierto
de lectura que codifica para una larga poliproteina de
3010 aminoacidos flanqueada en ambos extremos 5’ y
3’ por dos regiones no codificantes (NTR). Dicha poli-
proteina se procesa tanto durante como una vez finali-
zada su sintesis a proteinas maduras de menor tama-
no; en tal proceso participan proteasas propias de la
célula y otras de origen viral. Las proteinas que se ge-
neran son de dos tipos: estructurales (core, envoltura)
y no estructurales 6 “NS” (por ejemplo la NS3 protea-
sa, la NS5B ARN-polimerasa ARN-dependiente, entre
otras) (Figura 1y Tabla 2).

Los analisis estructurales de los viriones de HCV son
ciertamente muy limitados dado que durante mucho
tiempo resulté en extremo dificultoso su cultivo en sis-
temas celulares, como requisito importante para su vi-
sualizacion al microscopio electronico. Asimismo, las
particulas virales obtenidas de suero estan asociadas
con lipoproteinas de baja-densidad (4). Los viriones de
HCV aislados de cultivo celular tienen una envoltura es-
férica conteniendo tetrameros (o dimeros de heterodi-
meros) de las glicoproteinas E1y E2 (5, 6, 7). Dentro de
los viriones, se advierte la presencia de una estructura
esférica (6) representado la nucleocapside o core que
protege al genoma viral.

La region 5'NTR del ARN gendmico contiene extensas
estructuras secundarias tales como el conocido “sitio
interno de entrada al ribosoma” (IRES) que dirige la tra-
duccién uniéndose al factor eucariético de iniciacion 3
(elF3) y a la proteina ribosomal S9 (8). Otras secuencias
de la region 5'NTR se requieren para la replicacién del

ARN copia, antisentido (o polaridad negativa). Un mi-
croARN hepatico, miRNA-122, tiene sitios de unién en
el extreme 5'NTR que facilitan la replicacion viral (9).
El extremo 3’ NTR también contiene largas estructuras
secundarias en el ARN que se requieren para la repli-
cacion. Se dispone de evidencia acerca de interaccio-
nes ARN-ARN entre los dos extremos no codificantes
asi como también entre la region 5'NTR y secuencias
del ARN del extremo C-terminal de NS5B. Tales inte-
racciones son esenciales para lareplicacion y refuerzan
fuertemente la traduccion desde el IRES de HCV (10, 11,
12). Los dos extremos no codificantes son también re-
quisito para la encapsidacion pues ambos pueden in-
teractuar con la proteina del core (13).

Replicacion

Entrada viral

La entrada del HCV a la célula blanco es compleja.
Para la infeccion del hepatocito deben sucederse
una serie de interacciones virus-célula, p | me-
canismo preciso de entrada viral no ¢ es a&in com-
pletamente claro. El modelo actual asume que en la
adsorcion viral el HCV esta asociado a lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y bajo pH. El paso de unién
incluye la interaccion con el receptor de LDL (LDL-
R) presente en la membrana de la superficie celular
(14) y lasimultadneainteraccion de las glicoproteinas
virales con los glicosaminoglicanos (GAG) celulares
(15). Este paso inicial es seguido por las interaccio-
nes sucesivas del HCV con el receptor scavenger B
tipo | (SR-BI) (16) y la tetraspanina CD81 (17). Unido
a estos reportes, se han encontrado como posibles
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Figura 1: Proteinas codificadas en el genoma del HCV (Tomado y adaptado de Ashfaq et al. Virology Journal 2011, 8:161)

Tabla 2. Tamaiio y principales funciones de las proteinas del HCV.

Proteina Peso molecular (en kilodalton) Funcion

Proteina formadora de la capside. Funciones de regulacién de la traduccién,

Core 21 replicacion del RNA y ensambilaje de la particula.

Proteina F (frame shift) o ARFP Desconocida. Durante la traduccién de la proteina es el producto del cambio

(alternate reading frame) ey de marco de lectura (frameshifting) en la region codificante del core.
Glicoproteina 1 35 Glicoproteina de trans-membrana en la envoltura viral.
de envoltura (E1) Adsorcion y endocitosis mediada por receptores.
Glicoproteina 2 Glicoproteina de trans-membrana en la envoltura viral. Adsorciéon
70 e b
de envoltura (E2) y endocitosis mediada por receptores.
7 7 Forma canales iénicos en el reticulo endoplasmico.
P Esencial para la formacion de viriones infecciosos.
NS2 21 Porcion de la proteasa NS2-3 que cataliza el clivaje
entre NS2 y NS3 de la poliproteina precursora
NS3 70 Proteasa NS2-NS3, clivaje de las proteinas de la poliproteina.
Actividad de ATPasa/helicasa, unién y desplegamiento del ARN viral.
NS4A 4 Cofactor de la proteasa NS3-NS4A
NS4B 27 Crucial en la replicacion. Induce redes membranosas

en el reticulo endoplasmico durante la replicacion del ARN viral.

Fosfoproteina multifunctional. Contiene las regiones determinante de sensibilidad
NS5A 56 al interferén (ISDR) y unién a la proteina-quinasa (PKRBD) que podria interferir
en los mecanismos antivirales desencadenados por el IFN-a

ARN-polimerasa ARN-dependiente (por carecer de lectura de prueba incorpora ribonucleé-

NS58 66 tidos erroneamente a una tasa aproximada de 10-3 por nucleétido por generacion).
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candidatos las lectinas de tipo C: L-SIGN(CD 209L)
(delinglés, lectin-specific intercellular adhesion mo-
lecule 3 grabbing-nonintegrin) y DC-SIGN(CD 209)
(del inglés, dendritic cell-specific intercellular adhe-
sion molecule 3 grabbing-nonintegrin) (18), ambas
expresadas en las células endoteliales hepaticas y
las células dendriticas, respectivamente.

La glicoproteina E2 interactiia con el loop extracelu-
lar de CD81; varios estudios ofrecen evidencia que el
rol de esta molécula en el ingreso viral es posterior
a la union mencionada pues empleando anticuerpos
contra CD81 o SR-BI se inhibe la infeccion tras la ad-
herencia viral (19,20).

La unién E2-CD81 activa las Rho GTPasas y desde alli
se estimula la relocalizacién viral en modo actina-de-
pendiente hacia las regiones intercelulares ponien-
do al virusen c cto con los correceptores Claudi-
na-1y Ocludinagji residen como un complejo pro-
teico entre hepatocitos adyacentes (20, 21). Sin em-
bargo, aunque el mecanismo preciso de ingreso a los
hepatocitos no ha sido aun completamente clarifica-
do, estos componentes celulares puede representar
el conjunto de factores necesarios para la entrada del
HCV. Las interacciones del virus con CLDN1 y OCLN
podrian inducir la internalizacion del virién por en-
docitosis en fosas cubiertas de clatrina (22) seguido
de la acidificacion de la vesicula. La subsecuente me-
diacién de las glicoproteinas E1-E2 fusiona la envol-
tura viral con la membrana endosomal (23).

Procesos traduccionales y postraduccionales

Como resultado de la fusion de la envoltura viral y
la membrana endosomal se produce el “desnuda-
miento” de la particula viral, y el ARN gendmico vi-
ral es liberado en el citoplasma celular. Como se
menciond anteriormente, en el extremo 5’ del ge-
noma viral se encu una regién no codificante
de proteinas (6'NC li se identifica una secuen-
cia con una estructura tridimensional particular co-
nocida como “sitio interno de entrada al ribosoma
o IRES” que le permite al genoma viral interactuar
directamente con los ribosomas para iniciar el pro-
ceso traduccional —sintesis de proteinas— (24). La
poliproteina precursora es subsecuentemente pro-
cesada por al menos 4 proteasas diferentes. La pro-
teasa senal celular (SP) cliva la proteina inmadura
en la region amino (N) terminal generando las pro-
teinas de core, E1,E2, y p7 (25), mientras que la pro-
teasa celular del péptido senal (SPP) es la respon-
sable del clivado en la secuencia senal de E1 en la
region carboxi (C) terminal de la proteina inmadura

del core, generando la forma madura del core (26).
Las proteinas E1 y E2 permanecen dentro de la luz
del RE donde son N-glicosiladas pues disponen de
5y 11 residuos disponibles para tal fin (27). Las pro-
teinas de HCV remanentes son procesadas luego de
la sintesis de la poliproteina (postraduccionalmen-
te) por hidrdlisis en manos de las proteasas virales
NS2-NS3 y NS3-NS4A.

Replicacion del ARN del HCV

El complejo proceso de la replicacion del ARN gené-
mico es aun pobremente comprendido. Durante dicha
replicacion juega un rol clave la enzima viral NS5B,
ARN-polimerasa ARN-dependiente. Cuando ésta se
une al templado o molde gendmico, la helicasa NS3
desenrolla estructuras secundarias de dicho ARN (es
decir plegamientos de la simple cadena sobre si mis-
ma generando tramos bicatenarios del genoma) de
modo tal de facilitar la sintesis de la cadena copia de
ARN con polaridad negativa o “antisentido” (28, 29).
Esta cadena neosintetizada sirve como molde para la
sintesis de numerosas copias de ARN polaridad po-
sitiva, que puede destinarse tanto para formar geno-
mas de las progenie viral como para ser traducido a
la poliproteina. Otro de los factores importantes para
la formacion del complejo de replicacion es la protei-
na NS4B, capaz de inducir la génesis de una red de
cisternas membranosas derivadas del reticulo endo-
plasmico (RE) albergando la mayoria de las proteinas
no-estructurales del HCV incluida NS5B (30).

Ensamblaje y liberacion

Una vez que las proteinas virales, las glicoproteinas
y los genomas ARN del HCV han sido sintetizados,
resta su ensamblaje para la generacién de la proge-
nie viral. Tal proceso involucra multiples pasos en
los que componentes virales interactian con diver-
sos factores celulares. Recientemente ha sido su-
gerido que tales eventos tienen lugar en el reticu-
lo endoplasmico (31) y que las gotas lipidicas (for-
ma de almacenamiento de lipidos neutros intrace-
lulares) estan involucradas en la formacion de las
particulas virales (32, 33). No obstante, permanecen
aun sin dilucidarse en modo definitivo los mecanis-
mos de formacién y liberacion de particulas infec-
ciosas del HCV.

Las gotas lipidicas se forman en el reticulo endoplas-
mico por acumulacion de lipidos neutros en la bicapa
lipica de la membrana del RE conduciendo a la pérdi-
da de continuidad de la bicapa (Figura 2).
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Figura 2: Modelo del ciclo de multiplicacion del HCV (Tomado y modificado de Pawlotsky et al. Gastroenterology 2007;132:1979-98).

Conjuntamente con el cambio de la estructura del RE y
delalocalizacion deloscomponentes endosomales de
la célula, el HCV aumenta el nUmero de gotas lipidicas
y las re-localiza en la zona proximal al RE (32). La pro-
teina del core es responsable y también recluta otras
proteinas no estructurales y ARN en las gotas lipidi-
cas. Empleando sistemas experimentales de cultivo
viral, la transfeccion del genoma completo del HCV
con el gen del core mutado de modo tal que no pu-
diera ser clivado por la proteasa y consecuentemen-
te no puede localizarse en las gotas lipidicas, se ad-
virtio que no pudieron localizarse en tales gotas ni el
ARN viral ni las otras proteinas no estructurales (32).
Por microscopia confocal y electronica se ha indica-
do que el core esta directamente asociado con las go-
tas lipidicas en tanto que NS5A se encontraba perifé-
rica, probablemente en el RE. Consistente con dicha
asociacion vy la observacién clinica que los pacientes
infectados con el genotipo 3a de HCV resultan mas
proclives a desarrollar esteatosis hepatica, cuando el
core del HCV-3afuetransfectado en células, éstas pro-
dujeron mayor cantidad de gotas lipidicas y de ma-
yor tamano comparado con las que se generaban ante

la transfeccion de core del HCV-1. Ademas las mutantes
de NS5A gue no se asocian con las gotas lipidicas y
no reclutan ARN viral y proteinas no estructurales y
las particulas que se liberan con esta mutante exhi-
bieron alta densidad y menor infectividad que aque-
Ilas con la NS5A no mutada. De estos datos surge la
idea que la proteina del core recluta el ARN viral y la
proteina NS5HA, la cual a su vez recluta a otras protei-
nas no estructurales en las gotas lipidicas, resultan-
do esenciales para la produccion de virus infeccio-
so. El contenido lipidico de las gotas sale de los he-
patocitos como VLDL, y esto puede ser aprovechado
por el HCV para salir. Ya se mencion6 anteriormen-
te que las particulas infecciosas del HCV tienen baja
densidad y contienen ApoB y ApoE. La ApoB 100, es
un componente clave de las VLDL que se sintetiza en
el RE donde adquiere un complemento lipidico cata-
lizado por la proteina de microsomal de transferen-
cia de triglicéridos (MTP) para formar las particulas
denominadas pre-VLDL. La maduracién de las VLDL
ocurre por adquisicion de lipidos desde las gotas li-
pidicas en la luz del RE o, en el Golgi (34) (Figura 3).
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Figura 3: Formacion de los complejos de replicacion en la red de membranas formada en las cisternas del RE donde el virus se ensambla y emerge
desde la luz del RE, probablemente en asociacion con VLDL (Tomado y modificado de Joyce & Tyrrell, Microbes and Infection 12 (2010) 263-271).

Evolucion del HCV en el hospedador

La evoluciéon dentro de un hospedador infectado esta
determinada por el nUmero de ciclos de replicacién, la
frecuencia de incorporacion errénea de nucleétidos, la
capacidad de recombinar genomas, asi como por las
presiones desde el hospedador y los antivirales. La di-
versidad genética viral dentro del hospedador también
depende del tiempo transcurrido desde la infeccidn ini-
cialalmomento de latoma de la muestra a analizar; asi-
mismo influira si la infeccién inicial fue clonal o, com-
puesta por multiples clones heterogéneos.

Lasinfecciones agudas por HIV han dado evidencia de ser
clonales en la mayoria de los pacientes infectados, y oli-
goclonales en los restantes (35, 36). Es aun desconocido

si ello ocurre en HCV. En modo semejante, ha sido exten-
samente reportada la transmisién de la resistencia a dro-
gas siendo ello extremadamente raro en HCV. No obs-
tante, ante el advenimiento de las nuevas drogas capaces
de interferir con el ciclo de replicacién viral, este escena-
rio podria cambiar. Son incipientes los reportes que dan
cuenta de la aparicion de mutaciones de resistencia a los
inhibidores de proteasa y polimerasa en pacientes infec-
tados en etapa aguda y virgenes de tratamiento.

Ladiversidad genéticaviralintrahospedador difiere acor-
de la region gendmica considerada tal que aquellos ge-
nes que codifican para las proteinas de la envoltura ex-
hiben una mayor diversidad comparada con otros ge-
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nes relacionados a otras proteinas estructurales o
enzimas. Sin embargo, la tasa de mutaciones sino-
nimas (cambios nucleotidicos que no acarrean un
cambio aminoacidico consecuente) son usualmen-
te mayores que los cambios no-sindnimos (aque-
llos cambios que siimplican un cambio aminoacidi-
co). Estas ultimas no deberian ser asumidas como
“neutrales” teniendo en cuenta que los virus ARN
contienen muchos elementos con estructura secun-
daria que desempenan un rol funcional como por
ejemplo en el ensamblaje de la progenie viral. Tal
es el caso de las regiones no codificantes ubicadas
en los extremos gendmicos 5y 3",ambas capaces
de reclutar en “rulos” (loops) que hace el ARN vi-
ral por plegado sobre si mismo del material geno-
mico, diversos cofactores celulares necesarios para
la replicacion (37, 38).

HIV y HCV se comportan usualmente como las llama-
das cuasiespecies porque existen dentro de los indivi-
duos como una poblacién viral altamente heterogénea
con la capacidad de diversificarse durante el curso de
la infeccion (39, 40).

Como virus ARN, el virus de la hepatitis C exhibe un
alto nivel de diversidad nucleotidica. Laacumulacién de
sustituciones que conllevan a la mencionada distribu-
cién de cuasiespecies ha dado lugar ademas a la clasi-
ficacién jerarquica en 6 genotipos mayores (del 1 al 6)
que difieren entre si entre un 30-35% al comparar sus
secuencias nucleotidicas completas, los que a su vez
pueden ser subdivididos en subtipos (nominados con
letras minusculas: a, b, ¢, d, etc.), cuya divergencia al-
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Summary The hepatitis C virus (HCV) has been deeply characteri-

zed at molecular level during the last decade. The enveloped vi-
ral particle protects the nucleocapsid that is essentially consti-
tuted by a basic protein that interacts with the viral genome, a
single strand RNA with positive polarity. The genomic organiza-
tion of the HCV is similar to the Pestivirus and Flavivirus. Diffe-
rent cellular receptors have been postulated to play a role to the
virus entry in the cellular target. The replication strategy exhibit
the different plausible target of antiviral action with new drugs in
order to control the replication. The HCV shares with the HIV the
vast genomic plasticity because both are RNA viruses but other
characteristics are different between them. Both viruses are an
enormous trial for human health.
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