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Resumen.

HCV es un flavivirus perteneciente a la familia Flaviviridae, cuyo genoma esta constituido
por una hebra Unica y positiva de ARN. De acuerdo a la organizacion mundial de la salud
(OMS), aproximadamente un 3% de la poblacién mundial, es decir, unas 170 millones de
personas, se encuentran infectadas por el virus de la hepatitis C produciendose entre 3 y 4
millones de infecciones nuevas cada afio y siendo los genotipos 1 y 3 los predominantes en la
peninsula Ibérica. La infeccion por HCV suele estar relacionada con la aparicion alteraciones
metabolicas de caracter cronico como: Esteatosis hepatica, fibrosis, cirrosis hepética y
carcinoma hepatocelular ademas de resistencia a la insulina. EI mecanismo por el cual HCV
es capaz de entrar al higado todavia no se conoce de forma completa y se han propuesto
varios co-receptores como 1L28, SR-B1 y LDLYr, los cuales, parecen ser fundamentales para la
entrada del virus al hepatocito. El objetivo de este trabajo es la amplificacion y purificacion
de las glicoproteinas de la envuelta de cada uno de los genotipos del virus, desde el genotipo 1
al 6, para evaluar posteriormente, in vitro, su capacidad de anclaje a LDLR expresados en
células hepaticas, con el fin de determinar la importancia de LDLR en la entrada de HCV en
el higado y el efecto de los diferentes genotipos del virus en su capacidad o necesidad de
unirse a este receptor. Los resultados de este estudio han sido la amplificacion y clonacion de
las glicoproteinas de la envuelta de el genotipo 3 del virus, sin llegar a la construccion de
HCVpp.

Palabras clave: LDLR, HCV, HCVpp.

Abstract.

HCV is a flavivirus belonging to the Flaviviridae virus family, whose genome is formed by a
only and positive thread of RNA. According to the World Health Organization (OMS),
around the 3% of the global population, meaning 170 million people, are infected by Hepatitis
C virus, happening between 3 and 4 new million of infections every year, been the genotipes
land 3 the predominat genotipes in the Iberian peninsule. HCV infection is usually
associated with the appearance of cronic and metabolic alterations like: Hepatic steatosis,
fibrosis, hepatic cirrhosis, hepatocellular carcinoma and insuline resistance. The mechanism
because of HCV is able to entry in liver is not completely known yet and there was proposed
several co-receptors like, IL28, SR-B1 and LDLR, that seems essentials to the virus entry in

the hepatocite. The objetive of this work is the amplification and isolation of the glicoproteins



of the viral envelope of all virus genotipes, from genotipe 1 to 6, to the afterwards and in
vitro evaluation of the anchoring capacity of this (HCVpp) to LDLR expresed in hepatic
cells, in order to determinate the importance of LDLR in HCV liver entry and determinate the
effect of the different viral genotipes in the capacity and necessity to conenect with this
receptor. The results of this study has been the amplification and the clonation of the viral
envelope glicoproteins of genotipe 3, without become building the (HCVpp).

Key Words: LDLR, HCV, HCVpp.

Estructura del HCV.

El virus de la hepatitis C (HCV) es un virus cuyo genoma esta constituido por una hebra Unica

y positiva de acido ribonucleico(ARN) [6],que a diferencia del ARNm de los organismos
eucariotas carece de caperuza de metilguanosina en el extremo 5 y de cola de poliadenina en
el extremo 3" [1]. Esta hebra contiene aproximadamente 9400 bases nitrogenadas y un marco
de lectura abierto o0 Open Reading Frame(ORF) que le permite codificar una poliproteina de
entre 3.010-3011 aminoacidos[4]. Esta poliproteina, codificada por el acido ribonucleico que
constituye el virus, presenta una gran homologia con las poliproteinas codificadas por los
flavivirus y pestivirus, los cuales se encuentran clasificados dentro de la familia Flaviviridae.
Sin embargo, la divergencia en la secuencia y la presunta estructura de la proteina sugieren
que el HCV representa un nuevo tipo de virus que debe de constituir un nuevo miembro de
esta familia [4] por lo cual el HCV se encuentra clasificado dentro de la familia Flaviviridae
[5]. Los miembros de la familia Flaviviridae comparten una serie de caracteristicas basicas,
tanto estructurales como viroldgicas[7]. Estos virus se caracterizan por encontrarse rodeados
por una doble membrana lipidica, en la cual, se localiza ancladas dos o mas proteinas de
membrana(E). Esta doble cubierta lipidica rodea a la nucleocapsida, formada por la union de
multiples copias de una pequefia proteina denominada (Core o C). La nucleocépsida a su vez
rodea el genoma del virus(ARNmc positivo) [7]. La regiobn ORF del virus es capaz de
codificar una poliproteina que contiene informacion para la sintesis tanto de proteinas
estructurales, que constituyen la configuracion del virus, como de proteinas no estructurales,

la cuales, desempefian un papel fundamental en la replicacion y el ciclo de vida del virus.

La proteinas estructurales se encuentran codificadas en la region N-Terminal de la region
ORF, mientras que las proteinas no estructurales se encuentran codificadas en la region C-

Terminal. Esta region ORF a su vez se encuentra flanqueada por dos regiones UTR en el
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extremo 5” y 3, las cuales, juegan un importante papel en la traduccién de la poliproteina y en
la replicacion del virus [7]. La region 5° UTR que franquea la region ORF esta constituida por
341 nucleotidos situados aguas arriba del inicio de la transcripcion de dicha region, la region
5 UTR del virus presenta cuatro dominios altamente estructurados numerados desde el | al
IV, los cuales, presentan numerosos bucles y pseudonudos [7]. Ademas esta region presenta
un sitio interno de entrada al ribosoma(IRES), el cual es fundamental para la traduccion de la
poliproteina[1]. La importancia de las IRES en la traduccion de la poliproteina virica radica
en su capacidad de formar un complejo de pre-iniciacion, que directamente se une a la
subunidad pequefia del ribosoma sin la necesidad de que se produzca la intervencion de los
factores iniciadores de la traduccion. La region 3° UTR presenta aproximadamente 225
nucleotidos y se encuentra organizada o dividida en tres regiones, la cuales en direccion 5 -
3’son: Una region variable de aproximadamente 30-40 nucle6tidos, una larga cola de
poliuracilo seguida de una cola poli(U/UC) y una region 3 terminal constituida por 98
nucleétidos denominada (region 3° X), esta presenta tres estructuras con forma de bucle
denominadas SL1, SL2 Y SL3. Esta region interacciona con la regién de la poliproteina que
codifica a la proteina no estructural NS5B [7].Se ha observado que tanto la region 3° X como
los 52 nucleétidos situados aguas arriba de la cola de poli U/C de la region 3" UTR
desempefian un papel fundamental en el proceso de replicacion del ARN virico. Por lo que
esta region parece mejorar la replicacion del genoma viral[7]. De acuerdo a estudios recientes
parece ser que la replicacion del ARN gendmico del HCV se produce en el interior de los
complejos RNP, los cuales se encuentran ensamblados en la superficie de estructuras
membranosas derivadas del reticulo endoplasmatico[1].
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Figura.l: Estructura del genoma del virus, dividida en una regién S (estructural), la cual, codifica proteinas
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estructurales del virus y NS (no estructural), la cual, codifica proteinas no estructurales y proteinas codificadas
por el virus (E1,E2,p7,NS2,NS3,NS4A, NS4B,NS5A,NS5B), y las regiones 3" UTR y 5° UTR, la cual, contiene
la region (IRES) [7].



La regién ORF codifica al menos 11 proteinas conocidas. 3 proteinas estructurales, 6
proteinas no estructurales y una proteina denominada proteina F, que da lugar a un fenémeno
de Frameshift o cambio de marco de lectura en la region codificante de la proteina C o Core
[7]. Una vez que se ha producido la traduccion de la poliproteina esta es procesada por las
peptidasas de la célula huésped y las proteasas virales dando lugar a proteinas
estructurales(proteina C, E1 y E2) y proteinas no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A,NS4B,
NS5A y NS5B). Se ha observado que una vez se han sintetizado las proteinas no

estructurales, estas se asocian rapidamente a la membrana del reticulo endoplasmatico[1].

En los Gltimos afios se han llevado a cabo una gran cantidad de trabajos y de estudios para
aclarar la funcion de cada una de estas proteinas. Hoy dia se conoce la funcién de la mayoria
de ellas dentro del ciclo vital del virus.

Proteinas estructurales.

Proteina C o proteina Core: La proteina C del HCV es una proteina altamente conservada y

muy basica, la cual es liberada de la poliproteina debido a la presencia de una sefial para
peptidasas en el extremo C-terminal[8]. Se trata de una ligasa de ARN de estructura dimerica
y alfa helicoidal [8] que forma la nucelocépsida del virus. Esta proteina esta constituida por
191 aminoacidos y tres dominios distintos predichos: Un dominio hidrofilico de unos 120
aminoéacidos situado en el extremo N- terminal (dominio D1), un dominio hidrofébico de
unos 20 aminoacidos situado en el extremo C-Terminal (dominio D2) y los 20 ltimos
aminoacidos que sirven de sefial para las peptidasas aguas abajo de la proteina de la envuelta
E1l. Se la ha localizado asociada a gotas lipidicas citoplasmaticas, en células infectadas por
HCV[8]. Ademas de su rol en la formacion de la nucleocapsida, también regula el trafico
entre el RE y la localizacion de formacion de las nucleocapsida mediante una sefial para
peptidasa en su extremo C-Terminal[8]. También se le ha sugerido una participacion en gran
cantidad de rutas proteicas, las cuales pueden ser importantes en el ciclo viral del virus[7].

Glicoproteinas de la envuelta (E1 Y E2): Estas proteinas son componentes fundamentales de

la envuelta de los viriones del HCV|[7] y necesarios para la entrada y fusion del virus [9].
Tanto E1 como E2 son proteinas transmembrana de unos 33-35 y 70-75 kDa respectivamente,
las cuales se organizan como heterodimeros, unidos mediante interacciones no covalentes.
Presentan numerosas funciones, siendo la mas importante su funcion de anclaje a membranas
celulares[8]. E2 presenta una region hipervariable, denominada HVR1, la cual, presenta una

secuencia de aminoacido que difiere en un 80% entre los diferentes genotipos del virus. A



pesar de esta divergencia, esta region presenta una conformacién muy conservada entre 10s
diferentes genotipos del virus, pudendo presentar una funcion fundamental en el ciclo de vida
del virus. También se ha identificado otra region hipervariable en E2 denominada HRV?2, la
cual se postula como un modulador de union a receptor [8]. E2 desempefia un papel
fundamental en las etapas tempranas de la infeccion. Diversos estudios hacen pensar que es
fundamental en el inicio del acoplamiento del virus, mediante su interaccion con receptores de
membrana. HVR1 es una region la cual, se postula cargada de residuos, pudiendo interactuar
con moléculas de membrana pobres en estos residuos, pudiendo jugar un papel imprescindible
en el reconocimiento enddgeno de las células del huésped. De la proteina E1 se tiene mucha
menos informacion, se cree que presenta una funcién en la fusion intracitoplasmatica de la

membrana del virus. [7].

Proteina F 0 ARFP: HCV presenta una zona de solapamiento en la secuencia que codifica a

la proteina Core. En esta zona solapante puede producirse un marco de lectura alternativo
(ARF) el cual suele omitir el coddn inicial AUG, pudiendo tener un determinado efecto en el
proceso de traduccion. La proteina F es generada como resultado de un proceso de frameshift
o cambio del marco de lectura en la region N-Terminal de la region codificante de la proteina
C [7]. La funcion de esta proteina en el ciclo de vida del virus todavia no esta clara. Puede ser
responsable de varios de los efectos atribuidos a la proteina core [8] ya que puede producir
frameshift en la regidn que la codifica, también se ha propuesto su participacion en procesos

de resistencia o persistencia viral.

Proteinas no estructurales.

p7: El polipéptido que constituye la proteina p7 es pequefio, de unos 63 aminoacidos[7] y se
encuentra en el interior de la poliproteina, mas concretamente en la zona de unién entre las
proteinas estructurales y las no estructurales, es liberada de la poliproteina gracias a la
presencia de una sefial enddgena para peptidasas. La proteina p7 es una pequefia proteina de
membrana constituida por dominios transmembrana cuyos extremos N y C terminales se
encuentran orientados hacia el reticulo endoplasmatico [8]. La morfologia de esta proteina,
con residuos a ambos lados de la membrana sugiere su funcion estructural en membranas.
Estudios recientes han localizado esta proteina no solo en la membrana del reticulo
endoplasmatico sino también en la membrana mitocondrial y un bajo porcentaje en la
membrana plasmatica. Parece ser que esta proteina no es necesaria para la replicacion del

genoma virico y no se sabe con certeza si forma parte de la estructura del virion. Se ha



observado que esta proteina presenta un canal i6nico y que es esencial para la capacidad

infectiva del virus en chimpancés [8].

NS2: Se trata de un proteina de membrana de entre 21-23 kDa, la cual no parece participar en
la formacion del complejo de replicacion de HCV [7]. No se sabe con certeza cudl es el papel
que la forma madura de la proteina desempefia en el ciclo de vida de HCV, sin embargo, antes
de ser liberada de la poliproteina, participa en la rotura de la union NS2-NS3, siendo
necesarios los 180 primeros residuos de la proteina NS3[8]. Esta proteina ha sido localizada
en la membrana del reticulo endoplasmatico. Parece estar implicada en el proceso de
ensamblaje y liberacion del virus[8]. Se ha observado que NS2 puede interactuar con
proteinas celulares como (CIDE-B) y afectar a la expresion de determinados genes
controlados por promotores y potenciadores especificos del higado y no especificos del

mismo [7].

NS3-NS4A: NS3 es una proteina virica multifuncional, la cual presenta en su extremo N-
Terminal un dominio Serina proteasa y en su extremo C-Terminal un dominio
helicasa/NTasa. Parece ser que NS4A es una proteina que actla como cofactor de NS3. El
complejo NS3-4A parece mostrar propiedades adicionales y parece intervenir en rutas
celulares y proteicas, las cuales pueden ser fundamentales en ciclo de vida y la patogénesis de
la infeccién. EI dominio con actividad proteasa también denominado NS3-NS4 proteasa es
fundamental para el desarrollo del ciclo de vida del virus ya que se encarga de la rotura de las
uniones NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/ NS5B de la poliproteina. El papel
de la proteina NS4 es permitir la estabilizacion y la localizacion del complejo proteico en la
membrana del reticulo endoplasmatico, asi como la liberacion dependiente de activacion de la
unién NS4B/NS5A. Por otra parte el dominio helicasa-NTPasa, estd constituido por 442
aminoacidos a partir del extremo C- Terminal y se le ha asociado con otras funciones de vital
importancia para el ciclo vital del virus como su actividad NTPasa, union a ARN y su
capacidad de desenrollar determinadas regiones de la estructura secundaria del ARN previa
hidrolisis de NTP [7].

Esta regién también parece presentar una importante funcién durante la replicacion del ARN
viral. Diversos estudios evidencian que el dominio helicasa-NTPasa de la proteina NS3 podria
producir translocaciones durante la replicacion produciendo cambios en la conformacion de la

proteina [7].



NS4B: Es una proteina de membrana altamente hidrofébica [8] constituida por 261
amino&cidos [7]. Se cree que presenta 4 dominios transmembrana [8] y una alfa hélice
anfipatica [7]. Tanto su extremo N-Terminal como su extremo C-Terminal han sido
encontrados en el citosol, sin embargo, una elevada fraccion también ha sido encontrada en el
lumen del reticulo endopldsmico y en su membrana, por lo cual, se le considera una proteina
asociada a este organulo celular. Su funcion parece estar asociada a su localizacién ya que
parece mediar la comunicacion cruzada entre el reticulo endoplasmatico y el citosol [8]
asimismo, parece ser que también desempefia un papel fundamental en la replicacion del
virus, sirviendo como ancla del complejo de replicacion a la membrana del reticulo

endoplasmatico [7].

NS5A: Esta proteina no estructural parece ser fundamental para la replicacion del virus. Se
trata de una proteina de unos 56-58 kDa [7] que presenta una hélice alfa en su extremo N-
terminal, la cual parece ser fundamental para su anclaje a las membranas, ya que al igual que
otras proteinas no estructurales del virus se trata de una proteina transmembrana asociada en
gran medida al reticulo endoplasmaético[8]. Presenta tres dominios, I, I1'y 11 [7]. Los dos
primeros dominios se encuentran separados por secuencias de baja complejidad, también
conocidas como Low Complexity Sequiences (LCs) [8]. El dominio | a su vez se encuentra
dividido en dos subdominios, un subdominio 1A, el cual se encuentra en el extremo N-
Terminal y un subdominio IB, el cual se encuentra en el extremo C-Terminal, parece ser que
la principal funcion del dominio | de esta proteina transmembrana es la formacion de
homodimeros, a través de su extremo N-Terminal[8]. Parece ser que la finalidad de la
formacion de estos homodimeros es la formacion de una muesca 0 marca de caracter basico
que se cree proporciona un dominio de unién a ARN que puede estar involucrado en la
regulacion del genoma virico, regulando la formacién del complejo de replicacion. La funcion
del dominio Il no esta totalmente determinada, siendo necesario un estudio en mayor
profundidad para determinarla, sin embargo, diversos estudios sugieren su implicacion en la
resistencia al interferon [8] mediante su union e inhibicion de la PKR inducida por el mismo
interferon [7]. Tanto la estructura como la funcion del dominio 111 son altamente desconocidas
hasta ahora. Se ha observado la union de la proteina NS5A al ARN de HCV, presentando
preferencia en su unién por la region 3" del mismo.[8] Se sabe que esta proteina es
fundamental para la replicacion del genoma viral, ya que mutaciones en ella suponen una
inhibicion parcial o incluso total del genoma viral [7]. También se ha observado que su

fosforilacion es fundamental para el paso de replicacion viral a ensamblaje [7] y que



interacciona con la proteina NS5B aunque todavia no se tiene informacion sobre el
mecanismo por el cual ambas proteinas interaccionan ni cudl es la funcion de esta interaccion

en el ciclo vital del virus [8].

NS5B: Se trata de una proteina transmembrana, que al igual que otras proteinas virales se
encuentra asociada a la membrana del reticulo endoplasmico. En cuanto a su estructura, su
region C-Terminal presenta una alfa hélice transmembrana constituida por 21 residuos de
aminoécidos cuya funcion parece ser mediar la direccion post-translacional hacia cara
citosélica del reticulo endoplasmico[7]. En cuanto a su funcion, se trata de una polimerasa de
ARN dependiente de ARN, la cual se encarga de replicar el genoma viral, siendo un
componente fundamental en el proceso de replicacion virica.[8] Presenta una estructura
similar a la de otras polimerasas virales con la peculiaridad de que la enzima experimenta o da
lugar a una estructura redondeada siento en su totalidad un centro activo, esto presenta la
finalidad de potenciar la interaccion entre sus distintas subunidades creando una especie de
““tanel”” por el cual la molécula de ARNmc es guiada hasta en centro activo. Su actividad
polimerasa parece estar modulada por su interaccién con otras proteinas viricas no
estructurales como NS3 y NS5B [7].Debido a la importancia que presentan tanto NS5A como
NS5B en la replicacion del genoma de HCV como en la formacion del complejo de
replicacion ambas proteinas estan siendo propuestas y utilizadas como diana de antivirales,
con la finalidad de tratar las infecciones ocasionadas con dicho virus [7]. El virus de la
hepatitis C (HCV) presenta 6 genotipos diferentes (1A,1B,2,3,4 y 5) [7] y mas de 50
subtipos, lo cual muestra su enorme variedad y su capacidad de mutacion y adaptacion que

han hecho que se haya distribuido por todo el mundo.

Epidemiologia de HCV.

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud (OMS) aproximadamente un 3% de la

poblacién mundial, es decir, unas 170 millones de personas, se encuentran infectadas por el
virus de la hepatitis C produciendose entre 3 y 4 millones de infecciones nuevas cada afio
[11]. La infeccion causada por HCV o Hepatitis C es una enfermedad que puede llegar a ser
cronica y dar lugar a una gran cantidad de alteraciones graves como esteatosis, fibrosis,
cirrosis y carcinoma hepatocelular [1]. La Hepatitis C es uno de los principales problemas que
afecta a salud publica de una gran cantidad de paises a lo largo del mundo [13]. La
distribucion y la prevalencia de HCV ha sido descrita detalladamente en [10] y [11]. Los

genotipos predominantes en Espafia asi como su prevalencia en Espafia han sido estudiados
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en [13], [10] y [12], siendo los genotipos 1b y 3 los genotipos de HCV predominantes en
Espana.

Efectos patologicos del HCV. Efectos metabolicos.

Como vya se ha reflejado anteriormente el virus de la hepatitis C(HCV) es un patégeno que ha
desarrollado mecanismos los cuales les permite infectar el organismo de manera exitosa[16].
Su gran éxito como patdgeno radica en la capacidad que presenta el virus de utilizar el
metabolismo interno del huésped para producir nuevas particulas virales, de esta manera el
virus favorece su supervivencia. La capacidad que tiene el virus de utilizar y modificar el
metabolismo del huésped induce a que se produzcan enfermedades de caracter crénico y el
desarrollo de determinados cambios estructurales o anatomicos en el organismo infectado[5].
Estos cambios anatomicos son principalmente: Esteatosis hepatica, fibrosis, cirrosis hepatica

y carcinoma hepatocelular [1].

El virus de la hepatitis C(HCV) lleva a cabo una marcada modificacion del metabolismo
lipidico del organismo huésped o infectado, la cual le permite formar nuevas particulas virales
y por tanto su perduracién en el organismo. HCV influencia el metabolismo lipidico del
huésped en tres niveles. 1-Aumenta la sintesis de novo de lipoproteinas, sobre todo a nivel
hepatico, 2- Disminuye la degradacion lipidica y 3- Perjudica el mecanismo de exportacion de
lipidos. Estos tres niveles de modificacion en el metabolismo lipidico del individuo van a
favorecer la acumulacion de lipidos, sobre todo a nivel hepéatico, fendbmeno de caracter
fundamental para el desarrollo del ciclo de vida del virus [1]. Estas alteraciones en el
metabolismo lipidico, se producen durante la infeccion de HCV, considerandose los
fundamentos patoldgicos de una gran cantidad de enfermedades causadas por HCV. Como ya
se ha mencionado, las manifestaciones mas comunes, las cuales son producidas por una
modificacion del metabolismo lipidico de huésped son esteatosis y carcinoma hepatocelular
ademas de resistencia a la insulina y obesidad. También se puede observar una modificacion
de los perfiles séricos de lipidos en individuos afectados. Todas estas modificaciones
producen una alteracion de la homeostasis lipidica de organismo, la cual perjudica en gran

medida al paciente, en contra del virus el cual se ve beneficiado [1].

Sindrome dismetabdélico asociado a hepatitis C.

La infeccidn por hepatitis C esta asociada con una gran cantidad de desajustes metabdlicos y

esteatosis. De forma colectiva, a este conjunto de efectos o sintomas se les denomina
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sindrome dismetabdlico asociado a hepatitis C, cuyas siglas en inglés son (HCADS). Estos
desequilibrios metabdlicos son la resistencia a insulina ademas de muchos otros como,
hipocolesterolemia y una alteracion de la distribucion corporal del deposito de lipidos. Se
necesitan mas datos para determinar el impacto de estos desajustes en el ciclo de vida del
virus, sin embargo se ha observado que en pacientes con estos sintomas, la capacidad de

supervivencia del virus es mayor [15].

Esteatosis: La esteatosis es una modificacion estructural que se produce durante la infeccidn
por HCV. Esta modificacion anatomica consiste en la acumulacion hepatocelular de gotas
lipidicas. Puede observarse tanto en desordenes hepaticos como extra-hepaticos, como la
obesidad o el sindrome metabdlico. La prevalencia de esteatosis en pacientes con hepatitis C
cronica es bastante elevada. Es uno de los sintomas histoldgicos més notorio de la infeccion
causada por hepatitis C [1]. Se produce en un 73% de los pacientes infectados por el genotipo
3 del virus y en 50% de los pacientes infectados por los genotipos restantes de virus, siendo el
genotipo 3 del virus el méas patogénico. Esta modificacion estructural parece producirse como
consecuencia de la expresion de la proteina viral o proteina C en infecciones causadas por el
genotipo 3, sin embargo parece estar asociado con desordenes metabdlicos cuando la
infeccion es causada por uno de los genotipos restantes[3]. Se ha observado que la proteina C

de genotipo 3 produce una reduccion de la regulacion ejercida por PTEN.

Resistencia a Insulina: Diversos estudios evidencian la relacién entre la infeccidn causada por

HCV vy el desarrollo de resistencia a la insulina. Estudios llevados a cabo en ratones
transgénicos han demostrado que la proteina C o Core del HCV induce el desarrollo de
resistencia a la accion de la insulina y que esté a su vez induce la aparicion de esteatosis. Por
ello HCV es actualmente considerado como un virus diabetogénico en individuos que
presentan predisposicion. La presencia d HCV parece aumentar en gran medida el riesgo de
padecer diabetes tipo 2. Parece ser que este aumento del riesgo de padecer diabetes tipo 2 se
debe a la infeccion en si, independientemente de que se produzca un dafio hepatico de caracter
cronico [15]. Otros estudios han determinado que pacientes coinfectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) y el virus de la hepatitis C (HIV-HCV) presentan un mayor
riesgo de padecer diabetes tipo dos que pacientes, los cuales Unicamente se encuentran
infectados por HIV, ratificando el efecto inductivo que presenta el virus sobre la aparicion de

resistencia a la Insulina [15].
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Hipocolesterolemia vy hipertension arterial: Diversos estudios han encontrado menores niveles

séricos de colesterol en pacientes con hepatitis C cronica que en pacientes con NAFLD y
individuos sanos. También se ha observado que pacientes, con hepatitis C crénica que
presentan una respuesta adecuada al tratamiento con interferon, se produce una normalizacion
de los niveles de colesterol en sangre. Estos descubrimientos sugieren que HCV es capaz de
modificar determinadas rutas metabodlicas implicadas en la biosintesis de colesterol [16].
Parece ser que esta modificacidn presenta una gran importancia para el ciclo de vida del virus,
ya que los lipidos y en concreto el colesterol son un componente fundamental de la estructura
del virién. Esta hipocolesterolemia asociada al virus, parece estar causada por la inhibicion de
la secrecion de apoB100 [15].

Distribucion lipidica alterada: Parece ser que HCV no solo es capaz de replicarse en el tejido

hepatico, sino que también es capaz de hacerlo en otros tejidos. Estudios recientes sugieren
que el virus podria interaccionar ademas de con el tejido hepatico, con el tejido adiposo,
pudiéndose producir también replicacion del virus en él. Existen varios fendmenos que
evidencian la posible interaccion entre el tejido adiposo y el virus. Se ha observado que
pacientes infectados de HCV presentan una grasa mesentérica, es decir, peritoneal mas densa
que la de individuos sanos que nunca han sufrido infeccién, aunque no se ha probado la
colonizacion de este mesenquima por parte del virus, parece ser que hay una interaccion de

este con el tejido adiposo peritoneal.

Hiperuricemia: La hiperuricemia se define como una concentracion de acido drico en sangre
superior a 7 mg/dL en hombres y 6mg/dL en mujeres respectivamente. Un estudio llevado a
cabo con 496 pacientes con hepatitis C cronica determind que un 7.5% de estos presentaban

hiperuricemia.

Hipertensién: Estudios han determinado también una relacidn entre la presencia del virus y la

presencia de hipertension.

Alteraciones del metabolismo lipidico.

HCV parece modular la homeostasis lipidica mediante un aumento de la lipogénesis y una

reduccion de la exportacion y la oxidacion lipidica[15].

Aumento de la de novo lipogeénesis: Es conocido que la infeccion producida por HCV produce

un aumento de la sintesis lipidica. Parece ser que este aumento se produce debido a que el

virus es capaz de sobreexpresar determinados genes, los cuales participan en la sintesis de
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novo de acidos grasos y en su absorcion[16]. Esta sobreexpresion causada por HCV parece
estar mediada por SRBEP, un factor de transcripcién, que se encuentra localizado
fundamentalmente en la membrana del reticulo endoplasmatico, a la cual se encuentra
asociada. SRBEP presenta 3 isoformas, SRBEP-1a, SRBEP-1c y SRBEP-2. SRBEP-1a se
encarga de la regulacion de aquellos genes regulados de forma habitual por SRBEP, SRBEP-
1c y SRBEP-2 se encargan de activar genes implicados en el metabolismo de &cidos grasos y
de colesterol. También se ha observado que (FAS), una enzima encargada de sintetizar acidos

grasos, se encuentra sobreactivada durante la infeccién de HCV[1].

Reduccién de la oxidacién lipidica o B-oxidacion: Se ha observado que esta reduccion es

producida por la proteina C o proteina Core de la proteina, la cual perturba la funcién
mitocondrial. Parece ser que la proteina C también produce un aumento de las especies
reactivas del oxigeno (ROS), esto ha sido demostrado tanto in vitro como in vivo. Esta
disminucion de la actividad oxidativa también ha sido reportada por estudios, los cuales se
han centrado en determinar cambios en la concentracion total de cuerpos cetdnicos (una
medida indirecta de la reduccion de la oxidacion de sustratos lipidicos), siendo
significativamente menor en pacientes con hepatitis C con respecto a individuos sanos[15]. La
base molecular de esta disminucidn parece encontrarse en un receptor nuclear presente en
células hepéaticas PPAR-alfa. Este receptor estimula la oxidacién de 4&cidos grasos,
estimulando su entrada en la mitocondria. Parece ser que HCV produce una disminucion de
su actividad, favoreciendo la deposicion de acumulos de grasa y perturbando la entrada de
acidos grasos a la mitocondria[9]. El genotipo 3 del virus parece ejercer una accion mas

contundente sobre PPAR-alfa que el genotipo 1.

Reduccion de la exportacidn de sustratos lipidicos desde los hepatocitos al torrente sanguineo:

HCV es capaz de llevar a cabo este proceso gracias a una de sus proteinas no estructurales, la
proteina 5A, la cual es capaz de interaccionar con la apo B-100 sintetizada en el higado e
inhibir su secrecidn, inhibiendo asi la secrecion de de aquellas lipoproteinas que presenten
apo B-100 como HDL y VLDL[15].

Alteraciones en el metabolismo de Lipoproteinas.

Existen evidencias de que la infeccién por HCV no solo produce una perturbacion del
metabolismo lipidico en los hepatocitos del individuo infectado sino que también produce una
alteracion en el metabolismo de las lipoproteinas [4]. HCV puede secuestrar elementos

implicados en la ruta de secrecién de las VLDL para la formacion de particulas lipovirales
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(LVP) que pueden circular por el individuo afectado. Sin embargo, las particulas viricas no
solamente se encuentran asociadas a lipoproteinas hepaticas dotadas de apo B-100 ,sino que
también se les ha asociado con lipoproteinas de localizacion exclusivamente intestinal, los
quilomicrones, los cuales presentan una Isoforma exclusiva de apoproteina, la apo B-48. La
presencia de esta subpoblacion de LPV indica un la existencia de un intercambio activo entre
los viriones y las lipoproteinas. También se han encontrado en pacientes afectados por HCV
lipoproteinas carentes de nucleocapsida que presentan en sus superficie proteinas de la
envuelta del virus, a estas se les ha denominado particulas lipovirales vacias (eLVP), aunque

no presentan nucleocépsida parece ser que favorecen la fisiopatologia del virus [14].

La LPV son ricas en triglicéridos apo B-100 y apo E, presentan gran similitud fisioquimica
con las VLDL ya que se forman a partir de elementos implicados en su sintesis. Modelos in
vitro de infeccion por HCV han determinado una menor capacidad infectiva de los viriones
intracelulares inmaduros con respecto a los viriones liberados, los cuales presentan una gran
capacidad infectiva, estos estudios sugieren que el ensamblaje intracelular de los viriones para

formas las (LVPs) aumenta la capacidad infectiva del virus [1].

Todavia no se sabe de manera concreta cuales son las ventajas que le aportan al virus su
ensamblaje a las lipoproteinas, las cuales le permiten presentar una mayor capacidad
infectiva. Diversos estudios sugieren que esta asociacion favorece la unién del virus con
receptores de lipoproteinas y por tanto su entrada en determinados tejidos diana como el
higado, también parece dificultar el su reconocimiento por parte del sistema inmunitario,

protegiéndolo de este [14].

Como ya se ha mencionado la lipoproteina VLDL, es fundamental para la formacion de y
secrecion de las (LVPs), aunque también se ha observado que desempefia muy importante en
el proceso de maduracion del virus. EI mecanismo por el cual HCV se asocia las particulas de
VLDL no esta todavia claro aunque se cree que se produce en el reticulo endoplasmico y que
es fundamental la participacion de la transferasa microsomal de triglicéridos (MTP), lo que si
se conoce es que su asociacion requiere de un ambiente rico en lipidos y que es necesario la
asociacion de la proteina Core del virus y las LDs para que se produzca la formacion de las
LVPs [14].
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Entrada del virus en el higado.

Una vez que se produce la entrada o invasion del virus al interior del organismo, la entrada
del virus al tejido hepatico constituye la primera etapa de la infeccion viral y de la replicacion
del virus. La entrada del HCV al interior de los hepatocitos es un proceso complejo, muy
coordinado y secuencial, en el cual, se encuentran involucradas una gran cantidad de

moléculas de superficie presentes en la membrana externa de los hepatocitos [16].

La entrada del virus puede dividirse en tres etapas: 1- Acoplamiento a la membrana del
hepatocito 2- Union a receptores mediadores de endocitosis de particulas virales 3-
Endocitosis. Las particulas de HCV circulante suelen presentar una densidad de entre 1.03 y
1.34 g/ml. Las particulas virales de HCV constituyen una poblacion muy heterogénea, no solo
desde el punto de vista genético, sino también fisicoquimicamente. Esta variabilidad
fisicoquimica se deba a la capacidad que presentan las particulas viricas de unirse a
inmunoglobulinas y lipoproteinas[9]. Por lo que ademas de encontrarnos en plasma particulas
viricas libres del virus, también podemos encontrarlas unidas a lipoproteinas, constituyendo
unas estructuras denominada lipoviroparticulas, las cuales se caracterizan por presentar
moléculas caracteristicas de las lipoproteinas, como ApoE, ApoB y estructuras viricas, el
genoma viral y la protein C o Core. Esta heterogeneidad estructural también va a determinar
una heterogeneidad con respecto a los mecanismos de entrada del virus al interior del tejido

hepatico.

In vivo HCV es capaz de entrar en el higado a través de la sangre sinovial. Tanto las células
endoteliales de los capilares sinoviales como las células de Kupffer, expresan en su superficie
dos moléculas que son capaces de unirse con gran afinidad a la proteina E2 del virus, (L-
SIGN) y (DC-SIGN). Esta capacidad de unién sugiere que ambas moléculas de superficie
podrian capturar particulas de HCV y transmitirlas hacia los hepatocitos donde gracias a su
interaccién con una gran cantidad de moléculas de su superficie son capaces de penetrar en su
interior y producir la infeccion [16]. Por lo tanto ambas juegan un papel muy importante en el

ciclo de vida del virus siendo criticas en la patogénesis y el tropismo tisular [7].

Una vez que las particulas virales han logrado atravesar el endotelio sinovial, estas pueden
ponerse en contacto con la membrana basal de los hepatocitos. GAGs y LDLR parecen
contribuir a la concentracién de las particulas virales en la superficie celular del hepatocito ya

que se han sugerido como puntos de anclaje inicial del virus [16].
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Después de producirse un acoplamiento inicial a la superficie de los hepatocitos el virus lleva
a cabo una serie de interacciones con co-receptores Yy otras moléculas que actGan como
factores de entrada especificos produciendo una modificacion estructural de la membrana
plasmatica, la cual le permite su internalizacién en el hepatocito [16]. Varias moléculas
presentes en la superficie de los hepatocitos han sido propuestas como candidatas a actuar
como receptores y mediadores de la entrada de HCV al interior celular, basandose en su
capacidad de asociarse con los viriones o con la proteina E2 de las particulas solubles del
virus [17]. Durante los altimos afios se han desarrollado una gran cantidad de modelos para
identificar receptores candidatos que presenten la capacidad de unirse al HCV y estudiar los
mecanismos tanto de unién como de entrada del virus al interior de los hepatocitos. Estos
modelos consisten en modelos in vivo, en los cuales se utilizan o bien muestras de sangre
infectada procedente de pacientes enfermos o bien particulas similares al virus, producidas
mediante la expresion de proteinas estructurales del virus en células procedentes de
mamiferos o en insectos, también se han empleado lisosomas que contienen E1-E2 vy

pseudoparticulas virales [7].

Receptores HCV.

Como se ha mencionado con anterioridad existen varias moléculas superficiales que han sido
propuestas como mediadores de la union o bien de la internalizacion del virus en los

hepatocitos.

SR-B1 y CD8L1: El receptor Scavenger tipo | es una glicoproteina de membrana que presenta

un largo dominio extracelular anclado en la membrana plasméatica y ambos extremos de la
proteina, tanto el N-terminal como el C-terminal constituyen el dominio transmembrana, el
cual presenta una pequefia extension citoplasmatica [7]. SR-B1 se expresa en gran medida en
el higado y en los tejidos esteroidogénicos como las gonadas y los rifiones. Es capaz de unirse
a una gran cantidad de lipoproteinas incluyendo (HDL), (LDL) y (LDL) oxidadas y juega un
papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis del metabolismo lipidico ya que
media la entrada selectiva de HDL hacia el interior de los hepatocitos [16]. Se ha determinado
que SR-B1l es capaz de unirse directamente a la region hipervariable HRV1 de la
glicoproteina E2 del virus y de interactuar con virus asociados a lipoproteinas [17]. Estudios
recientes sugieren que el virus utiliza el SR-B1 a modo de colector. Inicialmente la union de
las particulas de HCV al receptor es independiente de E2, esta parece estar mediada en gran
parte por componentes lipoproteicos, sobre todo ApoE, por lo que las principales funciones de
SR-B1 en la internalizacion del virus son el anclaje de ApoE, la transferencia lipidica y la
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interaccidn con la glicoproteina virica E2[9]. Una vez que se produce la union la capacidad de
transferencia de lipidos del receptor puede facilitar la entrada de las particulas a la siguiente

etapa, permitiendo su exposicién a la region de reconocimiento de E2 del receptor CD81 [17].

CD81 es miembro de la superfamilia de la tetraspaninas, se caracteriza por presentar cuatro
dominios transmembrana, un motivo CCG y una region extracelular (LEL), la cual esta
constituida por cinco hélices alfa y se caracteriza por presentar cuatro residuos de cisteina, los
cuales se agrupan formando dos puentes disulfuro que estabilizan el dominio [7]. Se ha
determinado que CD8L1 interacciona con la glicoproteina E2 a traves de su region extracelular
(LEL), méas concretamente a partir una serie de residuos de aminoacidos de disposicion
discontinua presentes en este dominio. Diversos estudios sugieren que CD81 es un co-
receptor post-acoplamiento, la interaccion entre el virus y CD81 parece inducir una serie de
cambios comformacionales de las glicoproteinas E1 y E2, los cuales parecen falicitar la fusion

pH-dependiente y la endocitosis del virus.

CLDNZ1: Tras unirse a CD81 las particulas virales interaccionan con unas proteinas
pertenecientes a la familia de las claudinas como CLDN6 y CLDN9, sin embargo es CLDN1
con la cual las particulas virales se asocian en mayor medida ya que las dos proteinas
anteriores se expresan a bajos niveles en el higado [16]. Estas proteinas estan constituidas por
dos dominios extracelulares, uno largo y otro pequefio, denominados (EL1 y EL2)
respectivamente y cuatro dominios transmembrana. La unién con HCV se produce a traves
del dominio extracelular, mas concretamente a partir del dominio EL1. La actuaciones tanto
de CD81 como de CLDN1 se producen de forma muy cercana en el tiempo durante la entrada
de HCV, también se ha observado una interaccién entre CD81 y CLDN1 [16]. Ambos sucesos
sugieren que los dos receptores forman un complejo que facilitan la entrada del virus durante
su invasion a los hepatocitos. CLDNL1 no interacciona directamente con las glicoproteinas del
virus sino que actla asociandose con CD81, jugando asi un papel muy importante en las
etapas post-anclaje de la entrada del virus en el higado. CLDN1 se expresa tanto en la
membrana apical como en la basolateral, sin embargo se ha observado la ausencia de
complejos CD81 y CLDNL1 en las tight juctions de la membrana apical, lo cual sugiere que el
virus se une a los complejos CD81 y CLDN1 de la membrana basolateral para llevar a cabo
su internalizacion [16]. Recientemente se ha descubierto la participacion fundamental de un
receptor tirosina quinasa en la formacion de los complejos CD81 y CLDNL1 y por tanto en la
internalizacion del virus. Este receptor tirosina quinasa es el EGFR, el cual regula una gran

cantidad de procesos celulares como la proliferacion y la diferenciacion celular.

18



OCLN Y TfR1: OCLN es una proteina perteneciente a la familia de las juction proteins,

constituida por cuatro dominios transmembrana, dos dominios extracelulares y sus extremos
N-terminal y C- terminal constituyen la region intracitoplasmatica. OCLN ha sido
identificado como un co-receptor necesario para la entrada de HCV al interior de los
hepatocitos, mas concretamente es requerido en etapas post-anclaje de la entrada del virus
[16]. OCLN al igual que otros co-receptores utilizados por el virus para su entrada en el
higado, es capaz de unirse mediante su segundo dominio extracelular a la glicoproteina E2 de
HCV. TfR1 es una proteina de membrana muy ubicua, es decir, se encuentra expresada en
casi todos los tejidos del organismo y su funcion es mediar la entrada de hierro al interior de
los tejidos via clatrina- endocitosis, este receptor parece mediar la entrada de HCV a través de
su interaccién con sus glicoproteinas y se ha determinado que su actuacién es posterior a
CD81.

NPCL1: Es el co-receptor implicado en la entrada de HCV en el higado mas recientemente
encontrado. Este receptor se expresa de manera fundamental en la cara apical de los
enterocitos intestinales y en la membrana de los hepatocitos situados en los canaliculos
biliares. Su funcién es mediar la internalizacion de colesterol. Probablemente esta actividad

esté involucrada en la internalizacion de HCV [16].

Endocitosis de HCV.

Después del anclaje del virus a la membrana del hepatocito se produce un proceso de fusion,
en el cual se fusionan la membrana celular y la membrana viral, cuyo resultado es la entrada
de la nucelocéapsida del virus al citoplasma de la célula [7] y la liberacion del genoma del
virus para asi continuar con su ciclo de vida [16]. La fusiobn es mediada por proteinas
especializadas del virus, las cuales acttan tanto en la membrana plasmatica produciendo una
reestructuraciéon molecular [17] o después de producirse la internalizacion de la particula, en
el endosoma [7]. La entrada del virus esta controlada por las glicoproteinas virales, las cuales
disparan la produccion de los cambios necesarios para su fusion[17]. En la familia
Flaviviridae pueden distinguirse dos tipos de proteinas de fusion (proteinas de fusion |y
proteinas de fusion 1) , las glicoproteinas de HCV, las cuales median la entrada del virus,
parecen pertenecer a la clase Il de este tipo de proteinas[7]. La internalizacién del virus es pH-
dependiente [7] se produce a traves de vesiculas endosomicas acidificadas, en el interior de
las cuales los viriones son movilizados. Parece ser que un ambiente acido favorece la

consecucion de una serie de cambios estructurales que disparan la accion de las glicoproteinas
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virales como mediadoras de la entrada del virus. Como ya se ha mencionado la entrada de
HCV es dependiente de endocitosis, mas concretamente de endocitosis mediada por clatrina y

dinamina, en este proceso endocitico resulta fundamental el complejo CD81-CLDNL.

Papel de LDLR en la entrada de HCV en el higado.

LDLR es un receptor muy abundante en el tejido hepéatico ya que es fundamental en la

regulacion del metabolismo lipidico y liporoteico, funcion que lleva a cabo de manera
fundamental el higado. The low-density lipoprotein receptor (LDLR) es un receptor
endocitico capaz de transportar lipoproteinas, fundamentalmente LDL, al interior de las
células mediante su interaccion con un receptor mediador de la endocitosis [7]. Una vez que
las lipoproteinas interaccionan con LDLR son introducidas al interior de la célula a través de
vesiculas rodeadas de clatrina y son liberadas mediante la degradacién de estas vesiculas por

parte de los lisosomas.

LDLR al igual que otras moléculas de superficie de los hepatocitos ha sido identificado como
un co-receptor necesario para HCV en su entrada al higado. Como ya se ha mencionado con
anterioridad diversos estudios evidencian que LDLR supone un punto de anclaje inicial para
el virus ya que parece contribuir junto GAGs a la concentracion de las particulas virales en la
superficie celular del hepatocito [16]. Estudios recientes llevados a cabo in vitro, utilizando
pseudoparticulas de HCV, han determinado que la co-expresion de SR-B1 y CD81 es
necesaria para la internalizacién de HCV en las células pero no suficientes, HCV también

requiere de la expresion de LDLR para su internalizacion [17].

LDLR es un co-receptor utilizado por particulas virales asociadas a lipoproteinas (LVPs) para
su entrada en la célula. Por lo que a diferencia de otros co-receptores LDLR parece no
interaccionar con la glicoproteina E2 del virus para su anclaje a la superficie celular, sino que
interacciona con moléculas propias de las lipoproteinas como Apo B y Apo E [9]. Esta tesis
es justificada por la observacion de existe una competencia activa entre las particulas virales
asociadas a lipoproteinas y LDL por su union LDLR [4]._Hoy dia se piensa que el virus es
capaz de aduefiarse de la capacidad de LDLR de capturar lipoproteinas del torrente sanguineo

para introducir colesterol al interior de los hepatocitos.

Aumentando asi la entrada de este en el higado[9]. Este hecho se ve reforzado por diversos
estudios, los cuales han evidenciado la presencia de hipo-p- lipoproteinémia y
hipocolesterolemia en pacientes infectados con HCV [4]. Aunque parece clara la necesidad e
intervencion de LDLR en la entrada de HCV en el higado, la participacion o funcion de este
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receptor en el ciclo vital del virus es tema de controversia dentro de la comunidad
cientifica[9]. Existen diversos estudios que ponen en duda su importancia en la entrada del
virus y la morbilidad causada por la interaccion ApoE-LDLR. Si se estd de acuerdo en el
hecho de que LDLR juega un papel fundamental en el ciclo de vida del virus, se ha
observado que LDLR juega también un papel vital en etapas post-anclaje del virus, méas

concretamente en la replicacion del virus en el citoplasma celular [9].

La importancia de LDLR en el ciclo vital del virus se encuentra confirmada en el hecho de
que HCV es capaz de regular la expresion de LDLR, méas concretamente, es capaz de
aumentar la expresion de LDLR en la superficie de los hepatocitos, un fendmeno molecular
observado en los pacientes infectados por HCV [2]. HCV es capaz de incrementar la
transcripcion del gen que codifica LDLR a través de SREBPs, no se sabe de forma clara como
HCV activa SREBPs, pero si se ha observado dicha interaccién[2]. HCV también es capaz de
interaccionar con PCSK9, una proteina cuya funcion es la regulacion de la ruta de activacion
de la transcripcion mediada por SREBPs, ya que actla inhibiéndolo. HCV actla
disminuyendo los niveles de PCSKJ9, bloqueando en gran medida su accion inhibitoria sobre
SREBPs, aumentando a su vez de esta manera la expresion de LDLR, HCV parece no afectar
a los niveles de expresion de PCSK9 sino que se ha observado que favorece la degradacion de
esta proteina por parte del complejo proteasoma. En definitiva, ambos procesos producen un
aumento de la expresion de LDLR en la superficie celular de los hepatocitos [2]. Ademas
existen diversos estudios experimentales y clinicos que evidencian la importancia de LDLR
como molécula de anclaje de HCV a la superficie de los hepatocitos. Los niveles de ARNm
en hepatocitos primarios se correlacionan con los niveles de expresion de LDLR vy la
eficiencia de captacion LDL por parte de este, también se ha observado que la presencia de
LDL soluble puede inhibir la capacidad infectiva del virus y estd asociada con una respuesta

viroldgica prolongada (SRV) antes de llevar a cabo un tratamiento con Peg-INF y RBV [20].

Algunos estudios evidencian que LDLR presenta un mayor papel en etapas post-entrada del
ciclo de vida, que en la entrada del virus aumentando la entrada de lipidos al interior de los
hepatocitos, los cuales son esenciales para la replicacion de HCV [20]. HCV promueve la
expresion de LDLR probablemente para aumentar la entrada de lipidos al interior de los
hepatocitos y asi producir un ambiente intracelular lipidico, el cual es fundamental para su

replicacion [2].
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Por lo que se puede concluir que LDLR parece tener un doble papel en el ciclo celular de
HCV. 1- La entrada del virus en los hepatocitos y 2- EI mantenimiento de la infeccion
favoreciendo la replicacion. Un hecho de gran importancia que se ha descubierto de forma
reciente es que polimorfismos en LDLR, los cuales estan asociados con los niveles de LDL en
plasma, tienen un gran impacto sinérgico en la probabilidad de que se produzca una respuesta
viral sostenida (SRV) en pacientes infectados con los genotipos 1 y 4 tratados con Peg-INF y
RBV. Por lo tanto estos polimorfismos podrian suponer o determinar un tipo de proteccion
intrinseca o innata a la infeccién por HCV. Lo cual significa la existencia de una posibilidad
de proteccion genética e innata a la entrada de HCV al higado y por tanto a la consecucion de
infeccion. Para determinar la importancia de LDLR en la entrada de HCV, en los ultimos afios
se han estado realizado estudios in vitro, en los cuales se han desarrollado particulas virales
artificiales las cuales expresan las glicoproteinas de la envuelta (E1 y E2), estas particulas son
denominadas HCVpp vy se utilizan para determinar su capacidad de interaccion con células
que expresen LDLR[18]. También se han llevado a cabo estudios genéticos, en los cuales, se
ha llevado la basqueda de determinados polimorfismos o haplotipos asociados con tasas
diferenciales de la entrada del virus a determinadas células hepaticas [20].Uno de los estudios
genéticos mas recientes realizados, fue llevado a cabo por Caruz A, Neukan K, Rivero-
Juarez A, et al. En él se busca la asociacion de diferentes genotipos o polimorfismos de LDLR
con los niveles de carga viral. Tras llevar a cabo el genotipico de 144 SNPs en 40 regiones
candidatas de tener un papel de importancia en el transporte de colesterol y otros SNPs
asociados previamente con la evolucién clinica de HCV. Encontraron dos SNPs en LDLR que
presentan una asociacion significativa con la carga viral en pacientes no tratados o pre-
tratamiento. Sin embargo, encontraron que el efecto de los SNPs en la carga viral, solo se
encuentra restringido a pacientes infectados con el genotipo 1 y 4 del virus, mientras que en
los pacientes infectados con el genotipo 3 no se observa este efecto. Los SNPs que presentan
asociacion significativa con la carga viral en pacientes no tratados o pre-tratamiento son
rs1433009 y rs2569540, ambos localizados en intrones o zonas regulatorias cercanas a la
region promotora o a la region 3° UTR. Se ha determinado que el alelo A de rs1433009,
localizado en la region 3 UTR se ha identificado como un marcador genético asociado con
bajos niveles de carga viral y de LDL y colesterol [20]. Probablemente las bases moleculares
de este fenotipo se deben a una alteracion de la vida media del ARNm en los genotipos AA 'y
AG, los cuales presentan unos niveles significativamente bajos de expresion de ARNm, con
respecto, al genotipo GG produciendo una menor tasa de expresién de LDLR y por tanto de

entrada de colesterol al interior del higado y por tanto una menor entrada del virus [20]. El
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SNPs rs2569540 juega un papel importante en la estabilidad de ese ARN mensajero por lo
que también es fundamental en los niveles de expresion del mismo [20]. A pesar del
descubrimiento de estas asociaciones hay que tener en cuenta algunas observaciones. El
efecto de las variaciones genéticas de LDLR en la carga viral solo afecta a los genotipos 1y 4
de HCV, siendo menor en el genotipo 3 del virus, lo cual probablemente es debido a que el
genotipo 3 de HCV no utiliza LDLR como co-receptor en su anclaje a la superficie celular
[20]. Diversos estudios evidencian que la proteina C o Core y la proteina NS4B son unos
inductores dptimos de la lipogénesis hepatica en el genotipo 3 del virus. Por lo que la
replicacion del genotipo 3 de HCV dependeria en mayor medida de la biosintesis de
colesterol intrahepatica [20] siendo en gran medida independiente de la retirada de colesterol
desde el plasma sanguineo hacia el interior de los hepatocitos. Por otra parte los genotipos 1
y 4 del virus necesitarian una entrada suplementaria de colesterol al hepatocito, a través de
LDLR, siendo este fundamental para su replicacion y su ciclo de vida. Por lo tanto los
genotipos AA y AG producirian una menor de entrada de colesterol al interior del higado y
por tanto proporcionarian una proteccion intrinseca a la infeccién por los genotipos 1 y 4, con

respecto al genotipo GG, en el cual los niveles de expresién de LDLR son normales.

Objetivos.

El objetivo de este trabajo es la amplificacion y purificacion de las glicoproteinas de la
envuelta (E1-E2) de cada uno de los genotipos del virus, desde el genotipo 1 al 6, para evaluar
posteriormente, in vitro, su capacidad de anclaje a LDLR expresados en células hepaticas, con
el fin de determinar la importancia de LDLR en la entrada de HCV en el higado y el efecto de
los diferentes genotipos del virus en su capacidad o necesidad de unirse a este receptor, pues
en los Gltimos afios se han publicado diversos trabajos en los cuales se han asociado a
determinados genotipos de HCV con la utilizacién de LDLR como un co-receptor necesario
para su entrada en el higado. Méas concretamente a los genotipos 1 y 4. El objetivo de este
trabajo es determinar la importancia de LDLR en la entrada en el higado y el efecto del resto

genotipos del virus en su capacidad o necesidad de unirse a este receptor.

Materiales y Métodos.

El objetivo de este trabajo fue el de amplificar y purificar las glicoproteinas de la envuelta
cada uno de los de los genotipo virales para determinar in vitro su capacidad de interaccion

con LDLR de células hepaticas.
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Amplificacion de las glicoproteinas E1 y E2 de los diferentes genotipos. Las secuencias de

ADN de las glicoproteinas de la envuelta del virus, E1 Y E2, fueron aisladas a partir de
muestras procedentes de pacientes infectados con diferentes genotipos de HCV del hospital de
Cordoba y Sevilla. EI ARN viral fue aislado a partir de 100uL de suero, este aislamiento se
llevo a cabo mediante un kit de extraccion total de ARN (Roche) [18]. Tras aislar el ARN
viral se procedio a la obtencién de cDNA especifico de cada uno de los genotipos utilizando
primers especificos de cada uno de ellos, dichos cebadores fueron utilizados posteriormente
para llevar a cabo la amplificacion de dicho cDNA viral. Cabe destacar que para llevar a cabo
la amplificacion de ambas glicoproteinas se utilizaron dos tipos de primers, iguales a los de la
referencia [18]. Uno externo o Outer y otro interno o Inner, especificos de cada uno de los
genotipos de virus, debido a la elevada longitud de la secuencia a amplificar. A partir de 4 pL.
de cDNA viral se llevé a cabo una primera PCR utilizando los primers externos (Outers) [18].
Una vez producida la amplificacion se llevd a cabo una segunda PCR a partir de 2 pL de
producto de la primera y utilizando los cebadores internos, consiguiendo asi llevar a cabo la
amplificacion de la secuencia completa. En ambos casos la amplificacion se llevo a cabo
usando la ADN polimerasa de alta fidelidad Pfu (Roche) y siguiendo el siguiendo protocolo
de amplificacién, 94°C durante 2 minutos, 25x(94°C durante 45s, 50°C durante 45s, 68°C
durante 90s, extendiento 5s por ciclo) y 68°C durante 7 minutos [18].

Clonacion del producto de PCR en vectores plasmidicos. Este proceso puede dividirse en

tres pasos. 1-Preparacion del producto de PCR 2-Ligacién del inserto al vector y 3-
Transformacién de bacterias competentes ,todos ellos llevados a cabo siguiendo el
procedimiento indicado en el StrataClone PCR cloning system [19]. La preparacion del
producto de PCR consistio en el analisis de dicho producto en un gel de agarosa para verificar
la amplificacion de dicho producto, la ausencia de contaminacion y que presentara el tamafio
molecular adecuado (2,5Kb) [19]. Debido a que el fragmento es inferior a 3 Kb se prepar6
una dilucién 1:10 del producto, tal y como viene reflejado en el protocolo. 2- La ligacién del
inserto al vector se realizdé mediante la mezcla de 3 pL de tampon de clonacion StrataClone 2
uL del producto de PCR y 1 uL del Vector T, tras realizar la mezcla se mezcld enérgicamente
mediante pipeteo y se dej6 incubar a temperatura ambiente durante 5 min. La transformacion
de bacterias competentes StrataClone se llevd a cabo en una serie de pasos consecutivos de

acuerdo al StrataClone PCR cloning system.

Analisis de transformantes. Una vez llevada a cabo la transformacion de las bacterias

competentes, estas fueron cultivadas en medios LB- ampicilina para llevar a cabo el analisis
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del ADN plasmidico. Tras su cultivo a 37°C, se llevé a cabo la seleccidon de colonias blancas
transformantes y recombinantes, desechandose colonias azules transformantes no
recombinantes. En total se llevd a cabo el cultivo de 3 placas LB-ampicilina en las cuales se

cultivaron un total de 60 clones. Los cultivos fueron conservados en camara fria a 4°C.

Aislamiento y analisis del ADN recombinante. Tras llevar a cabo la seleccién de las

colonias se llevd a cabo una miniprep de ADN utilizando una serie protocolos estandar
encaminados al aislamiento de plasmidos [19] y se cuantificé la cantidad de plasmido
mediante su analisis por espectrofotometria en ultravioleta. Para identificar si el plasmido
presentaba el inserto o no lo presentaba se llevo a cabo un ensayo de restriccion del plasmido
aislado mediante la miniprep. Este ensayo se llevd a cabo utilizando EcoRI, bajo las
condiciones del fabricante. Tras llevar a cabo el ensayo de restriccion se realizdé una
electroforesis con el producto para determinar si los clones presentaban o no el inserto de 2.5
Kb.

Secuenciacién del inserto. Una vez que se obtuvo el producto de restriccion para llevar a

cabo la confirmacion de que el inserto eran los genes codificantes de las glicoproteinas
virales, se llevé a cabo una secuenciacion del inserto. Dicha secuenciacion fue realizada por la

empresa Sistemas Genomicos, utilizando el método de Sanger.

Resultados.

Aislamiento de las glicoproteinas E1 y E2 de los diferentes genotipos y construccién de

elementos de expresion. A pesar de que el objetivo de este trabajo fue el de conseguir aislar

y amplificar los genes de las glicoproteinas de la envuelta de los diferentes genotipos del
HCV solo se consiguio el aislamiento y la amplificacion del genotipo 3 del virus. No se sabe
con exactitud cual pudo ser el fallo que impidi6 la amplificacion de los del resto de genotipos
del virus, se sospecha que pudo ser debido a un mal estado de las muestras de partida aunque

no se descarta que el fallo pudiera ser debido al factor humano.

PM G3HCV G3HCV

Figura.2: Electroforesis en agarosa correspondiente a la
Bl amplificacion de las glicoproteinas de la envuelta del
i = ommm genotipos 1 y 3 de HCV en formato invertido.

- eyt
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Anélisis del ADN recombinante de las bacterias recombinantes. Tras llevar a cabo el

aislamiento de las glicoproteinas de la envuelta el genotipo 3 de HCV, estas se clonaron en
un vector de clonacion T y se introdujeron segun el protocolo StrataClone en E. coli
competentes. Estas bacterias fueron cultivadas en tres placas LB-ampicilina obteniéndose un
total de 60 clones bacterianos. De todos los clones se seleccionaron aquellos que
constituyeron colonias blancas, transformantes y recombinantes. Tras llevar a cabo diversas
miniprep se y correrlas en electroforesis en geles de agarosa utilizando clones azules como
controles negativos, se seleccionaron 17 clones candidatos con inserto
(8,17,26,27,27,42,43,44,45,47,48,49,50,51,52,53,54). Tras un primer andlisis se llevd una
segunda seleccion de los clones que presentaban el plasmido de forma méas marcada o clara 'y
se llevo a cabo de nuevo una miniprep con estos clones para la obtencion de una mayor
cantidad de muestra . Estos clones fueron (8,17,49,50,53 y 54).

Figura.3:  Electroforesis en agarosa correspondiente al pldsmido aislado por  miniprep
colonias(8,17,26,27,27,42,43,44,45,47,48,49,50,51,52,53,54).

Cuantificacion del plasmido y Ensayo de restriccidon con EcoRI. La cuantificacion mostré

unos valores adecuados de ratio y de concentracion plasmidica para la mayoria de los clones
excepto para el clon 50, que presentdé una concentracién plasmidica de 60 ng/uL. Tras
determinar que la concentracion de ADN era la adecuada se llevé a cabo un ensayo de
restriccion con EcoRI para determinar que el plasmido presentara inserto y este se corrio en
electroforesis de agarosa utilizando como controles negativos los plasmidos de los mismos
clones pero sin cortar. De los clones seleccionados solo los clones 49, 53 y 54 presentaban de
forma clara el inserto con un peso molecular adecuado de 2,5Kb, sin embargo, para confirmar
que presentaban el gen correspondiente a las glicoproteinas de la cubierta del genotipo 3 de

HCV todos los clones se enviaron a secuenciar.
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Muestra Absorbancia Absorbancia 280

260 nm nm
Clon 8 4,62 2,9 1,6 226,5
Clon 17 3,62 2,1 1,6 156
Clon 49 4,62 2,91 1,6 227
Clon 50 1,21 0,76 1,6 60
Clon 53 4,32 2,47 1,6 210
Clon 54 4,94 3,08 1,6 247

Figura.4: Tabla en la cual se muestra el analisis en nanodrop de la concentracion plasmidica de los clones
seleccionados (8,17,49,50,54).

cassRrR csRrR C17TSR C17TR Ca49SR M CasrR CSOR CS3R
om— St P ——. i
— p— —_ ———— | - |
Sa—S ——— -
— ey . v

CcSsSasrR CcSsaRrR

Figura.5: Electroforesis en gel de agarosa del ensayo de restriccion con EcoRI. Los clones que presentan las
siglas SR son muestras de plasmidos sin digerir de dichos clones y son utilizados como controles negativos. Los
clones con la sigla R son muestras de plasmidos ,en los cuales se ha llevado a cabo el ensayo de restriccién.

Clones positivos con inserto, clones 49,53 y 54.

Resultados de la_secuenciacién. Para confirmar que los clones que presentaban tanto

plasmido , como inserto (8,17,49,50,53,54) albergaban los genes correspondientes a la
envuelta glicoproteica del genotipo 3 del virus HCV, estos se mandaron a secuenciar a la
unidad de genomica de la universidad de Valencia. Tras recibir las secuencias
correspondientes a cada uno de los clones se llevo a cabo su procesamiento mediante el
programa Bioedit llevando a cabo un alineamiento de las secuencias para determinar si estas
coincidian o presentaban discordancias. Después se realizd un BLAST con las secuencias
para determinar si verdaderamente estas corresponden a los genes correspondientes a la
envuelta glicoproteica del genotipo 3 del virus HCV. El alineamiento de las secuencias
muestra que todos los clones presentan, salvo pequefios Gaps y ciertos cambios de base, la

misma secuencia de nucle6tidos.
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Tras determinar el alineamiento se llevo a cabo a la formacién de la secuencia consenso de
todos los clones, la cual, se muestra a continuacién para llevar a cabo un alineamiento

BLAST y determinar si las secuencias presentes en los clones corresponden al gen buscado.

>Consenso

AATATAGGGCGATTTGGAGCTCCCGCGGCTGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGCCCAATGTGGAATT
CGCCCTTCACCCATGGGTTGCTCTTTTTCTATCTTCCTTCTCACTCTGTTCTCTTGCTTAATTCATCCAGCAACTAGTCTAGAGT
GGCGGAATACGTCTGGCCTCTACATCCTTACCAACGACTGTTCCAATAGCAGTATTGTGTATGAGGCCGCCGACGTCATTCTG
CACACACCCGGCTGCGTACCTTGTGTCCAGATCAACGATACACCTACGTGCTGGACCCCAGTGACACCTACAGTGGCAGTTAG
GTACGTCGGAGCAACCACCGCTTCGATACGCAGTCATGTGGACCTATTAATGGGCGCGGCCACGGCGTGCTCTGCACTTTACG
TGGGTGACTTGTGTGGGGCCGTCTTTCTCGTGGGACAAGCCTTCACGTTCAGCCCTCGTCGCCATCACACGGTCCAGACCTGT
AACTGCTCACTGTACCCAGGCCATCTTTCAGGACATCGAATGGCTTGGGATATGATGATGAACTGGTCCCCCGCTGTGGGTAT
GGTGGTGGCGCATGTCTTACGCTTGCCCCAGACCTTGTTCGACATAATAGCCGGGGCCCATTGGGGCATCATGGCGGGCCTAG
CCTATTACTCCATGCAGGGCAACTGGGCCAAGGTCGCTATCATTATGGTTATGTTTTCAGGGGTCGATGCTGTAACACACACC
ACCGGCAGCGGTCCAGCTAGGGCTGCCTCCGGGGTTGTTAGCCTTTTTAGTCCAGGTGCCCGCCAGAACCCTGCAGCTGATCA
ACACCAATGGTTCGTGGCACATCAACAGAACTGCCCTGAACTGCAATGAGTCCATAAACACCGGATTCATAGCTGGGTTATTT
AATTATCATAAGTTCAACTCTACTGGATGCCCTCACAGGGCTCAGCAGCTGCAAGCCCCTCACTTCCCTTTCAGCAGGGGTGG
GGCCCCCTGACAGATGCTAACATCACCGGGTCCTTCTGATGACAAACCGTACTGCTGGCACTACGCACCTTAACCTTGTGATA
TCGTCCGGGGAAATCTGCCCGTACTGTCACACCTTCCCGGGCGAGACTTACGAAGG

El BLAST de la secuencia consenso de todos los clones, muestra un alineamiento de un 90%
para las proteinas de la envuelta del genotipo 3a de HCV, méas concretamente para La
secuencia correspondiente a  Hepatitis C virus isolate UKN3A4.5/SP-2/A4/16.01.1995
envelope gene, partial cds, ID: gbJAY958008.1. Los datos del gen y el alineamiento con la

secuencia consenso se muestran a continuacion.
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Bl Download

Hepatitis C virus genes for E2/MNS1 protein. envelope protein, core protein, partial cds,

~ GenBank Graphics

isolate: HEM26

seguence ID: dbj|D14311. 1 |HPFCHEMZ2EGCE Length: 1785 Number of Matches: 1
Range 1: 788 to 1762 GenBank Graphics
Score Expect Tdentities Gaps Strand
1279 bits(692) 0.0 286/981(90%) 8/981(0%) Plus/Plus
Query 98 GETTGCTCT T T TTCTATCTTCCT TCTCACTCTGTTCTCT TGO T TAAT TCATCCAGLAACT 157
) PEELTEIn RRr i ennrrrnnnnl |||||||||||||||||||||||||||||
sbict 788 GETTGCTCCT T T TCTATCTTCCTTCTTGCTCTGTTCTCT TGO T TAATCCAT CCAGLAGCC 847
Query 158 AGTCTAGAGTGGCGEAATACGTCTGGCCTCTACATCCTTACCAACGACTGT TCCAATAGC 217
) PRLTLLTRR R L L L IRl ||||||||||||||||||||||||||
sbijct 848 AGTCTAGAGT GECGEAACACGTCTGECCTCTACGTCCTT. TGETTCCAATAGC 9a7
Query Z18 AGTATTGTGTATGAGECCGCCGACGTCATTCTGCA CCOGCTECGTACCTTGTGTC 277
) ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 998 AGTATTGTGETATGAGEC LG, GTCATTCTGCA CCGGCTETGTGCCTTGTGTT 967
Query 278 CAG-ATCAACGATACACCTACGTELTGGACCCCAGT! GECAGT TAGGTA 336
) il il |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 958 CAGGAT -GECAATAAATCCACGTECTGGACT CCAGTEGACACCTACAGTGGCAGT CAGETA lazs
Query 237 TEGACCTATTAATGGGCGCGGCCAC 396
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| I RLTIRRnn 11
sbijct 1827 TETCGEAGCAACCACCGCTTCGATACGCAGTCATGTEGGACCTAT TAGTAGGCGCEECTAC 1285
Query 397 GECETECTCTGCACT T TACGTGEETGACT TETGTGGGGLCGTCTTTCTOGT GGEACAAGTE 456
) |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 1887 GACGTGCTCTGCGCTCT ATATETGTGGGGCTGTCTTTCTOGT 1li4s
Query 457 CTTCACGTTCAGCCCTCGTCGCCATCACACGETCCAGACCTGTAACTGLTCACTGTACCC S5l&
) ILrrrnntnl |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 1147 CTTCACGTTCAGA lzaa
Query 517 AGGCCATCT T TCAGGACATCGAATGEC T TGEEGATATGATGATGAA GETCCCCCGLTGT 576
) IELLTEInnRrt et |||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||
sbijct 1287 AGGCCATCTTTCAGEACATCAAATGGCT TEEEATATGATGATGAATTEGGTCCCOCGCTGT 1265
Query 577 GTATGETGETGGCECATGTCT TACGCT TGO OCAGACCTTGTT (=1
) |||||||||||||||||| 1L n i ||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 1267 GEETATGETGGTGECECACGTCCTGCGT T TGCCOCAGACCT TG T TCERACAT AATAGCCGGE 1=228
Query 637 CATTGGGGEC GEECAACTEEECCAL (=5=1=
) |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||
Sbjct 1327 CCCATTEEGEGEC GOCTATTACTCOCA GEECCAL 1385
Query 697 GETCGCTATCATTATGGTTATGT T T TCAGGEGGTCGATGCTGTAACACACACCACCGGCAG 756
) NANRRRANRAY ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |
sbict 1387 GETCGCTATCATCGTGEGT CEATGOOGAAACATATACCACCGETGE 1445
R N Tt e T e T
sbict 1447 CAGTGTGGECTCATGCTACCAGAGEGATAGCTAGTCTTTT TACTGTGEGLGCCCGCCAGAR 15aa
Query 817 COCTGCAGCTGAT CAACAC TCAACAGAD TEAALCT are
) ||||||||| ||||||||||||| ||||||||||||||||| ||||||||||||||||
sbijct 1587  A- 1565
Query 877 BAA TCAACT! 936
) ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||
sbict 1566 ATGAGTCCATAAACACCGEETTCATAGCTGEET TATTTTATTATCATAAGT TCAALTCTA 1625
et Tyttt e
sbict 1526 CTGGATGTCCTC GOCTCAGCAGCTETAAGCCCATCACTTCC -TT-CAGGCAGGEGGET 1682
e T T TR T T T L DI LT 2o
sbijct 1583 GEGECTCCTTGACAGATGCTAACATCTCCGET TCGTCC-GAAGACAAACCGTACTGLTGE 1741
b T A
sbict 1742 CACTACGCACCTAGACCTTGT 1762

Figura.6: Alineamiento de la secuencia consenso con la secuencia correspondiente a las glicoproteinas de la

envuelta del genotipo 3.

Discusion:

La carga viral de HCV en muchos casos no se encuentra asociada a la progresion de la

enfermedad y su significancia como indicador de la eficacia de los tratamientos antivirales es

bastante limitada. Por lo tanto la identificacion de factores genéticos que afecten o

desempefien un papel en el ciclo de vida del virus y sus mecanismos de entrada al higado,

pueden ser una herramienta muy importante para el desarrollo de nuevas drogas o

tratamientos que acten a nivel de las proteinas necesarias para la correcta entrada y

replicacion del virus con el fin de evitar ambos procesos y en definitiva el progreso de la

enfermedad.
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El objetivo de este trabajo era la generacion amplificacion y purificacion las glicoproteinas de
la envuelta (E1 y E2) de los diferentes genotipos del virus de la hepatitis C, para
posteriormente llevar a cabo un ensayo de infeccién in vitro con células hepaticas, las cuales,
expresaran en su superficie el receptor LDL con el fin de determinar la importancia de LDLR
en la entrada de HCV en el higado y el efecto de los diferentes genotipos del virus en su

capacidad o necesidad de unirse a este receptor

Por desgracia los resultados obtenidos se encuentran por debajo de las expectativas esperadas,
pues solo se ha conseguido lograr la amplificacion de las glicoproteinas E1 y E2 de la
envuelta de uno de los genotipos del virus, el genotipo 3, y su clonacion en bacterias
competentes StrataCloning. La presencia de los genes correspondientes a las glicoproteinas
de la envuelta del genotipo 3 se confirmd mediante secuenciacion. Por lo que en definitiva los
resultados obtenidos en este trabajo es la amplificacion de dichas proteinas y su clonacion en
bacterias competentes. Tras llevar a cabo la amplificacion y la clonacion las glicoproteinas de
la envuelta del genotipo 3, estas serian clonadas en vectores de expresion para generar con
ellas HCVpp a partir de células HeLa, las cuales se utilizarian para llevar a cabo el ensayo de
infeccion in vitro con células hepéaticas con LDLR en su superficie y observar el efecto de

LDLR en la entrada de las particulas virales pertenecientes a cada uno de los genotipos.

Una de las principales trabas que durante los ultimos afios se han encontrado los grupos de
investigacion encaminados a esclarecer los mecanismo de entrada del virus en el higado, han
sido las dificultades a la hora de obtener cantidades suficientes de HCV viriones a partir del
suero de los pacientes y la falta de un sistema de cultivo que pudiera mantener de forma
estable la replicacion del virus. Sin embargo, durante los Gltimos afios estan surgiendo grupos
de investigacion los cuales han conseguido solventar este problema construyendo particulas
con complejos elementos de expresién que le permiten a estas particulas expresar en su
superficie las proteinas de la envuelta viral, como las glicoproteinas E1-E2, permitiendo el
estudio de los mecanismos y elementos implicados en la entrada de HCV en el higado tanto

receptores candidatos como nuevos receptores.

A pesar de que los resultados de este trabajo se encuentran parcialmente incompletos existen
otros trabajos en los cuales se han conseguido generar de manera exitosa HCVpp y realizar
con ellas diferentes ensayos encaminados a esclarecer los mecanismos de entrada de HCV al
interior de las células hepaticas y determinar el papel de LDLR en la entrada del virus y el

efecto de su variabilidad genética en la capacidad de entrada de HCV en el higado.
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Bartosch et al. y Hsu et al. han sido dos grupos de investigacion pioneros en la produccion de
estas pseudoparticulas virales [26]. Ambos autores detectaron la capacidad de los retrovirus
de incorporar heterélogos de glicoproteinas y su capacidad de expresar genes reportados
desde particulas virales sin capacidad de replicacion, estableciendo un conveniente y
altamente reproducible modelo de infeccion basado en pseudoparticulas virales, las cuales
presentan glicoproteinas funcionales de HCV [26].

Bartosch, et al. generaron pseudoparticulas virales portadoras de las glicoproteinas no
modificadas de HCV en particulas retrovirales derivadas del virus de la murina leucina (MLV
)[26]. La generacion de las pseudoparticulas se consiguié mediante la cotrasfeccion de células
renales embrionarias 293T, portadores de vectores de expresion codificantes, los cuales
presentaban las glicoproteinas de la envuelta E1-E2 de los genotipos 1a y 1b del HCV, un
elemento de empaquetamiento codificante de las proteinas nucleares retrovirales y un
elemento de empaquetamiento con la proteina verde fluorescente(GFP) [26]. Tras generar las
pseudoparticulas determin0 su capacidad infectiva utilizando cultivos con varias lineas
celulares y en hepatocitos primarios humanos usando citometria de flujo o cultivos X-gal
coloreados mediante GFP o B-galactosidasa. Las pseudoparticulas presentaron un claro
tropismo hacia células derivadas de higado (Huh-7, PLC/PRF/5, and Hep3B) y hepatocitos

primarios humanos [26].

Hsu, et al. llevd a cabo la generacion y caracterizacion de HIV-1 mediante la utilizacién de
particulas retrovirales pseudotipadas con glicoproteinas no modificadas de la envuelta de los
genotipos la y 1b de HCV. Para la determinacion de la capacidad infectiva y la deteccion
cuantificacion genética se utilizé luciferasa [26]. Al igual que Bartosch et al. encontr6 un
marcado tropismo de estas pseudoparticulas por las células hepaticas y que la infeccidn puede

ser neutralizada usando anticuerpos anti-E2 [26].

Bartosch B, Dubuisson Jy Cosset FL [27]consiguieron producir de manera exitosa HCVpp
in vitro, las cuales, presentaban proteinas E1-E2 funcionales del genotipo la del virus. Para
obtenerlas llevaron a cabo la utilizacion de promotores de expresion dirigida CMV y vectores
de expresién phCMV-7a, en los cuales se codificaron ambas glicoproteinas. Posteriormente
consiguieron transferir esta unidad codificante a una unidad de empaquetamiento basada en el
virus de la murina leucina MLV, MLV-GFP, capaz de codificar genes propios del vector de
transferencia MLV y de la unidad CMV-GFP. Para llevar a cabo la generacion de las HCVpp,

se utilizaron células 293T, las cuales, fueron transfectadas con el vector de expresion.
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A Ashfaq U, Qasim M, Z Yousaf M, et al. [24] También consiguieron generar HCVpp que
expresaban de manera estable la proteina E2 del genotipo 3a del virus, con el objetivo de
determinar el efecto inhibitorio de anticuerpos especificos anti-CD81 y anti- HCVE2 en la
unién de las particulas virales con la proteina CD81, expresada en células Huh-7, mantenidas
en cultivo en estado de semiconfluencia. Para producir las HCVpp, utilizaron promotores de
expresion dirigida CMV vy vectores de expresion pcDNA, en los cuales, se clonaron las
glicoproteinas de la envuelta E1E2. Posteriormente y al igual que en el trabajo de Birke
Bartosch, Jean Dubuisson y Frangois-Loic Cosset estas unidades de expresion dirigida fueron
transferidas a vectores MLV-GFP los cuales transfectaron a células 293T para generar las

pseudoparticulas virales.

Bergera A, Girogloub T, Leutza A, et al[28]. Consiguieron llevar a cabo la medida de
anticuerpos anti-HCV vy células T CD8+ Y CD4+ HCV especificas, mediante la utilizacion
de HCVpp. La construccion de las pseudoparticulas HCVpp se llevo a cabo mediante el

protocolo utilizado por Frangois-Loic Cosset.

Aunque no se ha conseguido producir las HCVpp, el protocolo en el cual se ha basado este
trabajo para construir las pseudoparticulas virales, y que se encuentra descrito en el apartado
de materiales y metodos, es el llevado a cabo por Lavillete D, W. Tarr A, Voisset C, et al
[18]. Este grupo de investigacion consiguid de manera exitosa la generacién de HCVpp de los
diferentes genotipos del virus para llevar a cabo la caracterizacion del rango interno y las
propiedades de los diferentes genotipos y subtipos del HCV. Este grupo de investigacion
consiguio confirmar la importancia del receptor CD81 y SR-BI en la entrada del virus en las
células hepéticas, mas concretamente en células HepG2, usando HCVpp del genotipo 1.
También determinaron mediante la utilizacion de SiRNA, la presencia de un grado de
implicacion variable de SR-BI en la entrada a células Huh-7 de HCVpp correspondientes a los
diferentes genotipos del virus, siendo su inhibicién siempre negativa para la entrada de
HCVpp pero con un grado de intensidad variable dependiendo del genotipo. Por Gltimo
consiguieron observar que la presencia de anticuerpos contra las glicoproteinas de la envuelta
de HCVpp puede neutralizar la capacidad infectiva de estas particulas, inhibiendo su
capacidad de union a receptores y por tanto de continuar con etapas posteriores del proceso

infectivo.

Centrandose en mayor profundidad en los moléculas de anclaje al virus Bartosch B, Vitelli A,

Granier C, et al. [17] consiguieron producir HCVpp con las glicoproteinas de la envuelta E1 y
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E2 ,generadas siguiendo un protocolo similar al de A Ashfaq U, Qasim M, Z Yousaf M, et al
y llevar a cabo un ensayo infectivo in vitro con células procedentes de carcinoma
hepatocelular humano (Huh-7) , (Hep3B), (HepG2), células procedentes de rifidn embrionario
humano 293, células procedentes de osteocarcinoma (HOS), (Molt-4), (TE671), (HeLa) y
(CHO). Consiguiendo demostrar la importancia de la presencia de un ambiente &cido en la
entrada del virus y que la coexpresion de SR-Bl y CD81 es necesaria para la entrada del virus,
con una implicacion muy notable de la region hipervariable HRV1 de la glicoproteina E2,
pero no suficiente, siendo de vital importancia la presencia de LDLR, también aportan la
posibilidad de que estas tres moléculas forman un complejo con el cual interacciona el virus y

que vital para su entrada.

Recientemente estudios de asociacion genética, también muestran la importancia de LDLR en
la entrada del virus. Caruz A, Neukan K, Rivero- Juarez A et al.[20] han conseguido
mostrar el impacto de determinados polimorfismos localizados en la region 3 UTR del gen
de "LDLR™ en los niveles de carga viral de pacientes en fase de pretratamiento con Peg-INF
y RVB, seleccionados de una cohorte de pacientes infectados de HCV procedentes de cinco
unidades de seguimiento de de enfermedades infecciosas en Espafia. Estos SNPs son
rs1433009 y rs2569540, variaciones de estos dos SNPs producen una variacion en la
estabilidad, en la vida media y en la expresion del ARNm, el cual codifica el receptor de
LDL. Los genotipos AA y AG del SNPs rs1433009 producen unos menores niveles de
expresion de LDLR con respecto al genotipo GG, rs2569540 juega un papel importante en la
estabilidad de ese ARN mensajero por lo que también es fundamental en los niveles de
expresion del mismo. Estos actian produciendo una mayor o menor expresion de LDLR, lo
cual tiene un efecto en la carga viral de los genotipos 1 y 4, siendo menor en el genotipo 3.
Estos resultados sugieren que LDLR presenta un papel fundamental en el ciclo de vida de los

genotipos 1y 4 del virus, jugando un papel mas secundario en el ciclo de vida del genotipo 3.

Matas M, Picornell A, Cifuentes C, et al .[25] También llevaron a cabo un estudio de
asociacion genética en el que examinaron la frecuencia de determinados SNPs asociados con
la respuesta al tratamiento, en una cohorte de pacientes coinfectados con HCV-HIV de la
localidad de Mallorca. Especialmente frecuencias de SNPs de los genes que codifican
IL28B, CTLA4, LDLR, HFE vy determinados haplogrupos de ADN mitocondrial
correlacionados con la recuperacién de pacientes infectados con HCV tratados peglFN-RBV.
Este grupo de investigacion consiguid determinar una fuerte relacion entre la presencia de

determinados polimorfismos en el SNPs rs12979860, aguas arriba del gen que codifica IL28B
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y la respuesta al tratamiento con Peg-INF y RVB. Los genotipos encontrados para este
polimorfismo fueron 3, C/C, T/T y T/C. Pacientes con el genotipo C/C presentaban una
mayor respuesta viral mantenida (SVR) que los otros genotipos (T/T y C/T). Los efectos de
los genotipos de IL28B en la SVR fue significante y méas aparente al comparar los individuos
homocigotos para el SNP rs12979860 CC con los heterocigotos y los homocigotos T/T.
Respecto a los polimorfismos encontrados en LDLR, el SNP analizado fue rs14158, en el
cual, los dos nucledtidos eran A/T. En este caso los polimorfismos en este SNPs presentaron
relacién con la SVR ni con la respuesta al tratamiento, pero si con caracteristicas citoldgicas
de la enfermedad. Pacientes con el genotipo A/A eran méas propensos a presentar esteatosis
hepética y valores mas bajos en su indice de masa corporal que pacientes heterocigotos A/T y

homocigotos T/T.

Estos estudios ponen de manifiesto la importancia la importancia de determinadas moléculas
en la entrada de HCV en el higado, entre ellas LDLR, la importancia de el desarrollo de
herramientas bioldgicas, como las pseudoparticulas virales y la importancia de el estudio no
solo a nivel funcional y estructural de las moléculas que intervienen en la entrada del virus en
los hepatocitos, sino también genético, para determinar haplogrupos que presenten
caracteristicas diferenciales o proteccion frente a la entrada de HCV, permitiendo desarrollar

estrategias de diagnostico y de tratamiento mas personalizadas y con mayores tasas de éxito.

Los resultados de este trabajo de momento no esclarecen el papel de LDLR en la entrada de
HCVpp de los diferentes genotipos del virus, puesto que solo se han conseguido la
amplificacion y clonacion de las glicoproteinas de la envuelta de uno de los genotipos, el 3,
sin embargo con una mayor cantidad de medios y tiempo se obtendran mayores resultados,
los cuales, seguro aportaran nueva informacién y complementaran el conocimiento ya

obtenido por los estudios mencionados anteriormente.
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