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Replicones subgendmicos del virus de la hepatitis C (VHC):
nuevas expectativas para la profilaxis y el tratamiento

de la hepatitis C

F. Puig-Basagoiti y Juan Carlos Saiz

Hepatologia. Institut de Malalties Digestives. IDIBAPS. Hospital Clinic. Barcelona.

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) afecta a
unos 200 millones de personas en todo el mundo. En alre-
dedor del 80% de los casos no se logra superar la infec-
cion, de modo que ésta persiste dando lugar a hepatitis
crénica que, con el transcurrir de los afios, puede llegar a
originar cirrosis y/o hepatocarcinoma en un niimero con-
siderable de pacientes'.

Hasta el afio pasado, el unico farmaco legalmente autori-
zado en nuestro pais para el tratamiento de la hepatitis C
crénica era el interferén (IFN), cuya eficacia es muy infe-
rior a la deseable®. El porcentaje de curacién no sobrepasa
el 20-30% de los pacientes tratados, siendo sensiblemente
inferior en los pacientes infectados con el VHC de genoti-
po 1b* el més frecuente en nuestro pais’. En la actuali-
dad, y a pesar de que las proporciones de curacién han
mejorado ostensiblemente con la introduccién de la tera-
pia combinada con ribavirina, asi como con las nuevas
formulaciones y pautas de administracién del tratamiento,
atin se estd lejos de disponer de una terapia completamen-
te eficaz®. Si a todo ello afiadimos los efectos secundarios
que en algunos casos presentan estas terapias, asi como
sus elevados costes econdmicos, es ficil entender que se
siga poniendo mucho empefio en el disefio de nuevas al-
ternativas terapéuticas mas eficaces y en la determinacion
de posibles factores capaces de predecir el tipo de res-
puesta que se va a obtener en cada uno de los pacientes’.

Durante el proceso de edicién del articulo se han obtenido nuevas construc-
ciones con el genoma completo del VHC (incluyendo los genes correspon-
dientes a las proteinas estructurales) y un marcador de seleccion, que son ca-
paces de replicar in vitro, si bien atn no existen evidencias de la produccién
de virus usando dichas construcciones.
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Desgraciadamente, la falta de un cultivo celular o de mo-
delos animales capaces de mantener la replicacién del
VHC y que, por tanto, permitan el estudio de sus meca-
nismos de infeccidn, replicacién y patogenicidad, dificul-
ta enormemente el desarrollo de nuevas alternativas para
la profilaxis y el tratamiento de la hepatitis C.

El VHC es el tnico componente del género hepacivirus
perteneciente a la familia Flaviviridae®. Su material gené-
tico estd constituido por un 4cido ribonucléico (ARN) de
cadena sencilla y polaridad positiva, de unos 9.600 nu-
cleétidos, que codifica una unica poliproteina de, aproxi-
madamente, 3.000 aminodcidos (fig.1). E1 ARN del VHC
presenta una Unica pauta de lectura abierta (ORF), en cu-
yos extremos 37y 57 se localizan dos regiones que no son
traducidas (NTR). La poliproteina viral es procesada por
proteasas, tanto celulares como del propio virus, obte-
niéndose 10 productos diferentes: el core (C), las protei-
nas El y E2 de la envuelta, el péptido p7 y las proteinas
no estructurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B. (Para una revision sobre la biologia molecular del
VHC véanse los trabajos de Forns y Bukh®’ y Reed y
Rice'?.)

Una de las caracteristicas propias de los virus ARN, de
los que forma parte el VHC, es la ausencia de capacidad
correctora de su ARN polimerasa dependiente de ARN,
lo que origina la produccién continua de variantes virales,
y dota al VHC de la estructura caracteristica de una cua-
siespecie!!. (Domingo'?, Domingo el al'® y Forns et al'*
realizan revisiones sobre la estructura de cuasiespecies y
sus implicaciones en las infecciones virales.) A lo largo
de la historia, la heterogeneidad genética generada duran-
te la replicacién del VHC ha dado lugar a la aparicién de
6 genotipos y numerosos subtipos, los cuales presentan
distintas caracteristicas evolutivas, patogénicas y de res-
puesta al tratamiento’.

Como ya se ha esbozado anteriormente, uno de los princi-
pales inconvenientes para el estudio y control de las in-
fecciones producidas por el VHC es la falta de un sistema
in vitro o in vivo capaz de mantener la replicacion del vi-
rus. Aunque se ha descrito la deteccién de replicacion del
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VHC en varios sistemas celulares, tanto de origen huma-
no como no humano, en ningin caso dicha replicacién ha
sido suficiente como para poder llevar a cabo estudios
concluyentes'>. Como consecuencia de ello, la mayoria
del ciclo biolégico del VHC sigue siendo completamente
desconocida.

Dada la larga duracién que normalmente presentan las
enfermedades causadas por la infeccién con el VHC, asi
como el desconocimiento que se suele tener sobre el mo-
mento exacto de la infeccidn, y a pesar de los numerosos
estudios realizados con muestras obtenidas de pacientes
con hepatitis C, pocos son los conocimientos que se tie-
nen en la actualidad sobre los mecanismos propios del vi-
rus y/o del hospedador implicados en la patogenia y el
tratamiento de dichas infecciones.

Hasta la fecha, el chimpancé es el tnico modelo animal
capaz de ser infectado por el VHC y desarrollar infeccio-
nes persistentes, aun en presencia de una respuesta inmu-
ne humoral y celular parecida a la desarrollada en huma-
nos. Ademds, los chimpancés presentan manifestaciones
clinicas e histopatolégicas que también se asemejan a las
que aparecen en humanos. Sin embargo, a pesar de su
enorme utilidad, este modelo animal presenta varios in-
convenientes, como su elevado coste econdémico y la es-
casez de laboratorios acondicionados para su manteni-
miento y manipulacién, que hacen que la bisqueda de
nuevos modelos alternativos para el estudio de las infec-
ciones originadas por el VHC sea una prioridad absoluta
en este campo.

Con la excepcién de los chimpancés, la infeccién con el
VHC no se ha podido establecer en ningtin otro primate,
y los resultados obtenidos con otros modelos animales
distintos al ya citado han sido contradictorios, sin que
hasta la fecha existan evidencias claras de que puedan ser
infectados con el VHC'®. Obviamente, uno de los mode-
los animales ideales seria el murino; sin embargo, el
VHC no infecta a los ratones. De cualquier modo, durante
los tdltimos afios se han llevado a cabo diversos intentos
tanto para obtener ratones transgénicos, como modelos
murinos en los que se realiza un xenotrasplante de células
hepdticas humanas o de chimpancé, que permitirian el es-
tudio de los efectos patogénicos de algunas de las protei-
nas virales, pero, de nuevo, los resultados obtenidos por
los distintos grupos de investigacién han sido contradic-
torios 0 son muy preliminares como para aventurar el fu-
turo de estas técnicas'.

La obtencién de clones infecciosos del VHC por parte de
dos grupos de investigacién abri6 grandes expectati-
vas!”!8, Los clones infecciosos consisten en copias de 4ci-
do desoxirribonucléico complementario (ADNc) del
ARN completo del virus. Estos ADNc, al ser transcritos
in vitro, dan lugar a moléculas completas del ARN del
VHC que, cuando se inoculan directamente en el higado
de chimpancés, provocan una infeccién similar a la obte-
nida cuando se inyecta directamente el virus. La disponi-
bilidad de estos clones infecciosos ha permitido mejorar
nuestros conocimientos sobre algunos de los mecanismos
moleculares implicados en la infeccién con el VHC. Sin
embargo, la necesidad de inocular chimpancés representa

una gran limitacion, tal y como se ha expuesto anterior-
mente. Los intentos fallidos para lograr una replicacién
capaz de producir virus infecciosos in vitro, utilizando es-
tos clones, pueden haberse debido tanto a una posible to-
xicidad de las proteinas estructurales del virus, cuando és-
tas son producidas en cantidades elevadas, como a algin
problema especifico de las lineas celulares en las que se
han intentado dichos experimentos'>.

Los resultados relativamente insatisfactorios alcanzados
hasta la fecha con los clones infecciosos han llevado al
desarrollo de estrategias alternativas, incluyendo la obten-
cién de replicones subgenémicos. Estos son fragmentos
del genoma que, aun careciendo de parte de la informa-
cion contenida en el ARN del virus, mantienen todos los
genes necesarios para autorreplicarse, es decir, los de las
proteinas y los de los elementos genémicos propios del
virus que son necesarios para la replicaciéon y traduccion.
De este modo, son capaces de producir nuevas moléculas
subgenémicas que, a su vez, pueden continuar replican-
dose, aunque no son capaces de originar virus completos
infecciosos.

Los replicones subgenémicos del VHC que se han obteni-
do de forma reciente'** son capaces de replicarse en line-
as celulares de hepatoma humano (HuH7) de uso habitual
en los laboratorios, lo que abre grandes expectativas para
la obtencién de un sistema in vitro de replicacién comple-
ta del VHC. Ademas, este tipo de ARN subgenémico
puede generarse en cantidades practicamente ilimitadas y
en él se pueden introducir modificaciones para el andlisis
genético de diversas funciones esenciales del ciclo biol6-
gico del virus.

Para la obtencién del primer replicon subgendmico del
VHC, el grupo de R. Barstenchlager (Institute for Viro-
logy, Johannes-Gutenberg University Mainz, Alemania)
utiliz6 como material de partida el ARN total obtenido
del explante de un paciente con hepatitis C crénica some-
tido a trasplante hepdtico'. La estrategia seguida consis-
tié en la obtencién, mediante retrotranscripcién (RT) del
ARN y posterior reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), de 2 clones moleculares de ADNc que se solapa-
ban, y que contenian la secuencia consenso completa del
ORF del VHC. Estos dos clones fueron posteriormente
ensamblados en una tnica molécula a la que se afiadie-
ron, por separado, las dos regiones no codificantes de los
extremos 5° y 3°. E1 ADNc obtenido se introdujo en un
vector de expresion (,CR2.1) que contenia el promotor de
T7 para, tras su linearizacion, poder ser transcrito in vitro.
A pesar de esta compleja estrategia, tras realizar los pri-
meros experimentos no se logrd detectar replicacion viral
en las lineas celulares transfectadas en las que se habian
introducido los replicones. Estos resultados desalentado-
res se achacaron a diversas causas, tales como: a) errores
en la secuencia del replicon, de manera que durante el
proceso de clonacion se hubieran introducido mutaciones
que lo hacfan inviable; b) baja efectividad de transfec-
cidn; ¢) citopatogenicidad propia de los productos viricos
sobre las células empleadas, y d) baja permisividad o baja
capacidad de replicacién en las lineas celulares utilizadas.
En vista de los resultados obtenidos, se decidié manipular
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Fig. 1. Representacion esquemdtica del ge-
noma del virus de la hepatitis C (VHC) y
del diseiio de los replicones subgendmicos
en los que se ha sustituido la region co-
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rrespondiente a las proteinas estructurales
por un gen de resistencia a antibidticos y

por el IRES (sitio interno de entrada del
ribosoma) del virus de la encefalomiocar-
ditis (EMCV).

los replicones para introducir en ellos un gen de resisten-
cia a un farmaco (en este caso la neomicina, G418) y eli-
minar la regién que codifica los genes estructurales. De
esta manera, tras transfectar células HuH7 con estos repli-
cones subgendmicos, y en presencia del farmaco en el
medio de cultivo, sélo crecerian aquellas células en las
que el replicén del VHC se estuviera replicando de forma
eficaz y, por tanto, estuviera dotando a las células de re-
sistencia al antibidtico. Sin embargo, esta estrategia expe-
rimental implicaba la obtencién de construcciones bicis-
trénicas en las que, tras la regién 5’ no codificante del
VHC (que incluye el sitio interno de entrada al ribosoma,
IRES?)), se situara el gen de resistencia a la neomicina vy,
a continuacion, para poder dirigir la transcripcién de las
proteinas no estructurales del replicén, la region del IRES
del virus de la encefalomiocarditis, EMCV (fig. 1).

Los IRES son segmentos de ARN con una estructura se-
cundaria compleja y relativamente poco flexible, que diri-
gen la traduccién de los ARN que carecen de «cap» en su
extremo 5°, como ocurre en el caso del VHC?*2. Mediante
esta estrategia, es posible favorecer la traduccién del
ARN del virus en situaciones en las que el proceso de tra-
duccién mediado por las estructuras «cap» que se encuen-
tran en la mayoria de los ARN mensajeros celulares estd
disminuido o inhibido.

El desarrollo de este tipo de construcciones bicistrénicas
subgendémicas permitié obtener lineas celulares en las que
la replicacion de los replicones se mantenia a niveles ele-
vados, si bien el rendimiento del proceso de obtencién de
este tipo de lineas celulares era muy bajo'. El andlisis pos-
terior de las secuencias de los replicones obtenidos a partir
de células transfectadas en presencia de neomicina permi-
tieron detectar la apariciéon de mutaciones que les conferfan
una eficacia de replicacién claramente superior®.

En la actualidad, también se han obtenido construcciones
monocistrénicas en las que se ha eliminado la presencia
del IRES del EMCYV, y se ha sustituido el gen de resisten-
cia a la neomicina por el de resistencia a la higromicina®.
Tras la optimizacién de los replicones subgendmicos del
VHC, los grupos de investigacion se aprestan a desarro-
llar diversas lineas de investigaciéon que permitan aden-
trarse en los mecanismos de patogenicidad del VHC y de
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su resistencia a las terapias, asi como en el disefio de nue-
vos farmacos y estrategias de vacunacion.

En la actualidad, ya se han logrado lineas celulares que
son capaces de mantener la replicacion in vitro de los re-
plicones subgenémicos del VHC durante més de un afio*.
Gracias a ello, ha sido posible deducir que los replicones
del VHC no inducen ningin efecto citopatico visible en
las células en las que replican, ni alteran las propiedades
de crecimiento de las mismas. Estos datos apoyan la teo-
ria de que la mayoria del dafio celular que se produce en
una infeccién natural por VHC se debe a la accién directa
del sistema inmune del propio individuo infectado. El
mismo grupo ha relacionado el grado de replicacién y/o
traduccion del replicén del VHC con el crecimiento de la
célula huésped, sugiriendo que la replicacién viral depen-
de de uno o varios factores celulares que pueden variar en
concentracién y/o actividad a lo largo del ciclo de creci-
miento celular. Asimismo, mediante inmunomicroscopia
electrénica, también han observado que la mayoria de las
proteinas del VHC se localizan junto con las membranas
del reticulo endopldsmico, lo que indica que muy proba-
blemente éste es el lugar donde ocurre la replicacién del
genoma viral.

Otro de los aspectos claves de los estudios realizados has-
ta la fecha con los replicones del VHC ha sido la bisque-
da de mutaciones adaptativas que confieran ventajas a los
replicones. En este aspecto, se ha observado que, tras la
adaptacion de los replicones al cultivo celular, se detecta-
ban mutaciones puntuales en practicamente todas las pro-
tefnas no estructurales, pero no asi en las regiones 5’ y 3’
no codificantes®. En el mismo estudio se describe que la
presencia de una tnica mutacioén en la region de la ARN
polimerasa (NS5B) logra aumentar mds de 1.000 veces el
rendimiento en la obtencién de colonias capaces de man-
tener la replicacion de los replicones. Del mismo modo,
la presencia de dos mutaciones en la regiéon NS3 parece
tener un efecto sinérgico con una mutacién localizada en
la regiéon NS5A, de modo que también se observan valo-
res superiores de replicaciéon?.

Finalmente, cabe destacar que todos los laboratorios im-
plicados en estos estudios han detectado mutaciones
adaptativas en la regién NS5A2%2526 Aunque la funcién
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de la proteina NS5A in vivo atin no se ha desvelado por
completo, parece claro que desempefia un papel impor-
tante en la regulacion de la replicacién y que interacciona
con diversas funciones celulares (Pawlotsky y Germani-
dis* realizan una revisién mas completa sobre las funcio-
nes de la NS5A).

En 1996, Enomoto et al?® describieron la presencia en la
NSS5A de una region, a la que denominaron regién de sen-
sibilidad al IFN (ISDR), que parecia estar directamente
relacionada con la respuesta al tratamiento con IFN ob-
servada en los pacientes infectados por el VHC de genoti-
po 1b. Esta relacién era dependiente de la secuencia de
aminodcidos de dicha regién. Aunque los numerosos es-
tudios realizados hasta la fecha han dado lugar a resulta-
dos contradictorios”?’, los datos obtenidos en nuestro la-
boratorio®* reprodujeron los resultados originales del
grupo japonés. Ademds, también cabe destacar que un par
de estudios recientes, en los que se han analizado de for-
ma combinada la mayoria de los datos publicados hasta la
fecha, confirman la relacion entre la heterogeneidad ge-
nética de la NS5A y el tipo de respuesta obtenido en los
tratamientos antivirales'2.

Al parecer, el mecanismo de resistencia al IFN mediado
por la NS5A estd relacionado, al menos parcialmente,
con la inhibicién de una proteincinasa celular (PKR)
que interviene en la traduccién de los ARN celulares™.
Ademads, muy recientemente, nuestro grupo ha observa-
do que la presencia de mutaciones en la regién de la
NS5A que se une a la PKR celular es mayor en las cepas
viricas obtenidas de pacientes con carcinoma hepatoce-
lular que en las de los pacientes cirréticos que no han
desarrollado tumor®. La combinacién de todos estos da-
tos ha hecho que el estudio de los mecanismos de accién
de esta proteina haya pasado a ser uno de los principales
puntos de interés en nuestro campo. De cualquier modo,
los datos obtenidos hasta la fecha sobre la importancia
de la presencia de mutaciones en la NS5A de los repli-
cones del VHC también han dado lugar a resultados
contradictorios. Se ha descrito que replicones que care-
cen de la regién ISDR de la NS5A contindan siendo
sensibles a la accién del IFN? pero, también, que la ob-
tencién de lineas celulares resistentes a la accién de éste
farmaco implica la aparicién de mutaciones adaptativas
que se localizan en la NS5A2,

Por todo lo expuesto anteriormente, es de esperar que en los
proximos afios la manipulacién de los replicones mediante
la introduccién de mutaciones especificas en sus secuen-
cias, asi como el andlisis de las mutaciones adaptativas que
adquieran los replicones en diversas condiciones de cultivo,
permitan aumentar de forma considerable nuestros conoci-
mientos sobre los mecanismos de accién del VHC.

Asfi pues, hasta que se obtenga un sistema con capacidad
para mantener la replicacién de los genomas completos
del virus, la disponibilidad de replicones subgendmicos
del VHC se presenta como una nueva alternativa para
avanzar tanto en el estudio de diferentes aspectos del ci-
clo biolégico del VHC, como en la bisqueda de farmacos
terapéuticos especificos y de nuevas opciones para el de-
sarrollo de vacunas.
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