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Maria Inés Barria Carcamo, naci6é en Puerto Montt el 22 de noviembre
de 1977. Sus padres son Tomaés Barria e Inés Carcamo y sus hermanos
Tomas y Sebastian. Puertomontina de corazoén, vivioé hasta cuarto medio
en esa hermosa ciudad del Sur, junto a su gran familia. Desde pequeia
fui curiosa, siempre se pregunté el porque de las cosas y sigue
preguntandoselo, en realidad en todos los ambitos no sélo en ciencia. Es
asi, que decidié ser cientifica e ingresé a la Universidad Catdlica
licenciandose en Biologia. En la universidad aprendié que la ciencia era
muy extensa v que le gustaban muchas materias, pero como no podia
vivir tantos afios para aprender todo tenia que enfocarse en lo que mas
le gustaba, es asi que varios temas le llamaron la atencién y durante el
transcurso de estos afios ha intentado aprender un poco sobre ellos, es
asi que antes de ingresar al doctorado realizd investigacion en
neurociencia y posteriormente decidié que queria entender un poco
como funcionaban los virus, tema en el cual desarrollé su tesis doctoral.
Los afios del doctorado en general fueron buenos, aprendid. nuevas
cosas, conoci6é a nuevas personas y varios paises haciendo pasantias y
cursos. Por lo tanto, esta conforme con lo gue ha hecho, siempre se
quiere hacer mas, pero no siempre resulta. Ahora, desea seguir
compartiendo con su familia y amigos, poder formar su propia familia, y
continuar aprendiendo, para luego poder transmitir toda esta mezcla de
conocimientos y experiencias con el objetivo de tratar de hacer algin
aporte a esta sociedad aunque sea con un grano de arena.
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RESUMEN

El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de RNA de hebra positiva
con envoltura, que pertenece al género Hepacivirus de la familia
Flaviviridae. La infeccién por VHC frecuentemente es crénica, siendo la
principal causa de carcinoma hepatocelular y de transplante de higado
entre adultos de paises occidentales. Actualmente no existe un
tratamiento eficaz ni vacuna para prevenir la infeccidon causada por el
virus. Ademas, su estudio y la generacién de nuevos tratamientos se
han visto limitados por la falta de un sistema eficiente de replicacion del
virus. El VHC es principalmente hepatotrépico, sin embargo, hay
considerable evidencia de la existencia de sitios de replicaciéon extra-
hepaticos, como por ejemplo las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC).

El VHC se caracteriza por poseer un alto grado de heterogeneidad
genética, lo cual resulta en la existencia de diversos genotipos y
subtipos. En Chile, el genotipo predominante es el 1b, el cual presenta
una alta resistencia a la terapia antiviral y confiere un riesgo mayor
para desarrollar carcinoma hepatocelular. Ademas, en nuestro pais la
mayoria de los pacientes han adquirido el virus a través de
transfusiones de sangre, rara vez estan co-infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y debido al alto costo de la terapia

generalmente no han sido sometidos a fratamiento antiviral, Estos




antecedentes le otorgan a la poblacién Chilena infectada con VHC
caracteristicas tnicas; por tanto, consideramos importante caracterizar
el virus circulante en esta poblaciéon y establecer la existencia de
posibles reservorios extra-hepaticos para el virus VHC. Con este
objetivo, se evalud la prevalencia de RNA de VHC en PBMC y plasma de
pacientes chilenos crénicamente infectados con el virus. En los
individuos analizados, en la mayoria se detectd RNA viral en PBMC
(73%). Los resultados de ensayos de conformacién de polimorfismo de
hebra simple (SSCP) y de secuenciacion de los 5’'UTR, mostraron que
existen diferencias entre las cuasiespecies virales presentes en plasma y
en PBMC; en consecuencia, se generé nueva evidencia que apoya la
hipétesis que los PBMC podrian representar un reservorio viral y que
sOlo ciertas cuasiespecies de VHC circulantes en plasma estan presentes
en PBMC,

Con el propésito de determinar si las cuasiespecies virales
recuperadas desde plasma y PBMC presentan capacidades similares de
replicaci6én, se procedid a estudiar el inicio de la sintesis de proteinas del
mRNA de VHC, debido a que es uno de los pasos limitantes en el ciclo
replicativo del virus. El inicio de la traduccién de VHC es mediado por un
sitio interno de entrada del ribosoma (IRES), el cual recluta la subunidad
408 ribosomal sin utilizar los factores de iniciacién canénicos; esta

caracteristica del mRNA de VHC lo hace 1nico entre los mRNA
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eucaridticos e incluso entre los mRNA de origen viral que contienen IRES,
Por lo tanto, con el objetivo de establecer las eficiencias traduccionales de
IRES de VHC aislados desde virus presentes en plasma y PBMC de
pacientes chilenos con infeccién crénica por este virus; los IRES se
clonaron en un vector bicistronico dual luciferasa, se transcribieron in
vitro y los RNA bicistrénicos se utilizaron en experimentos de traducciéon
in vitro. Nuestros resultados indican que la mayoria de los IRESs aislados
desde las muestras clinicas corresponden al genotipo 1b y presentan
actividad traduccional semejante al control positivo, el IRES 1b nativo.
Sin embargo, algunos aislados presentaron diversas mutaciones y una
actividad traduccional reducida al compararlas con el IRES 1b. Con el fin
de establecer si las mutaciones identificadas afectan la actividad
traduccional del IRES de VHC, se procedié a realizar experimentos de
mutagénesis sitio dirigida introduciendo cada una de ellas o en
combinacion en el IRES nativo 1b. Utilizando esta aproximacion, se
identificaron diversas mutaciones puntuales capaces de inhibir la
actividad traduccional del IRES de VHC. Las mutaciones que inhibieron
mas drasticamente la eficiencia traduccional del IRES se localizaron en €l
dominio IIId, regién que esta involucrada en la unién de la subunidad
408 ribosomal, por lo cual se procedié a estudiar con mayor detalle las
mutaciones G266A, G268U y la doble mutacién G266A/G268U. Con el

propoésito de determinar si estas mutantes producen una inhibicién de la




actividad traduccional del IRES debido a un cambio estructural de esta
regién, se realizaron estudios bioinformaticos de simulaciéon de dinamica
molecular y se estudi6 la estructura del RNA del dominio Illd mediante
dicroismo circular. En conjunto; los resultados generados en este trabajo
de tesis permiten concluir que a diferencia de lo propuesto para la
mayoria de los IRES virales cuya actividad es dependiente sélo de su
estructura, la actividad traduccional del IRES de VHC es dependiente
tanto de la estructura como de la secuencia primaria del dominio IIid.
Ademas, los resultados permiten sugerir que la secuencia primaria de la
region del dominio IIId participa en la interaccién especifica con
elementos requeridos para la iniciacion de la traduccién del mRNA viral
de VHC, y por lo tanfo, puede ser considerado como un bilanco
terapéutico para el desarrollo de nuevos antivirales que inhiban esta
interaccion. Adicionalmente, nuestros resultados indican que en la
mayoria de los pacientes analizados {69%) se encuentran diferencias en
las eficiencias traduccionales entre los IRES aislados desde el plasma y
los obtenidos desde PBMC. Esta observacién sugiere que en gran parte
de los individuos infectados VHC es capaz de infectar diferentes

compartimentos biolégicos.




ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) is an enveloped; positive single-stranded RNA
virus of the Flaviviridae family, classified within the Hepacivirus genus.
HCV is a significant etiologic agent of chronic liver disease and is the
most frequent indication for liver transplantation in adults in western
countries. To date, there is no effective treatment or vaccine against
HCV. The search for and validation of novel HCV drugs is severely
hampered by the lack of a robust cellular system that supports virus
replication. These facts gualify HCV as a human pathogen of extreme
medical significance. HCV is primarily hepatotropic, but there is
mounting evidence suggesting the possibility of extrahepatic virus
replication such as in peripheral blood mononuclear cell (PBMCs).

HCV is characterized by a high degree of genetic heterogeneity
resulting in the existence of various genotypes and subtypes. In Chile, the
HCV genotype 1b is predominant among the infected population, the
implication of these observations may be important as genotype 1b
infections shows higher resistance to antiviral therapy and confers
grater risk for development of hepatocellular carcinoma. Given this
scenario, we were intrigued by the possibility of an extrahepatic
reservoir for HCV since no study had been conducted to address this
issue among the infected Chilean population who have mostly acquired

the virus through blood transfusions, are rarely co-infected with human




immunodeficiency virus (HIV), and due to the high cost of antiviral
therapy are generally naive to treatment. With this purpose, we
evaluated the prevalence of HCV RNA in plasma and PBMC of Chilean
patients chronically infected with the virus. The bulk of patients
harbored detectable amounts of viral RNA in PBMCs (73%) suggesting
that infection of these cells is a frequent event among chronically
infected HCV patients. Single-strand conformation polymorphism (SSCP)
analysis and 5’'UTR sequencing revealed the existence of clear HCV
quasispecies differences between plasma and PBMC. In consequence, this
work generated new evidence to support the notion that only certain HCV
quasispecies are capable to be present in PBMC and the possibility that
PBMC is a viral reservoir.

In order to determine whether the viral quasipecies recovered from
plasma and PBMC of patients presents similar capacity of replication,
the study focused on mRNA translation, because this process is
considered one of the limiting steps in the HCV replicative cycle.
Translation initiation of the viral mRNA is mediated by an internal
ribosome entry site (IRES), which recruits the 408 ribosomal subunit in
a cap-independent fashion without the need of any canonical initiation
factor; this feature exhibited by the HCV IRES makes it unique among

eukaryotic mRNA and mRNAs from viral origin that harbor IRES

elements. Therefore, in order to study the translational efficiencies of




HCV IRES isolated from plasma and PBMC of Chilean patients with
chronic infection by this virus; IRES isolated were cloned in a dual
luciferase bicistronic vector; in vitro transcripted and the bicistronic RNAs
generated from these constructs were used in in vitro translation
experiments. Results show that the majority of the IRES isolated from
clinical samples corresponds to the genotype 1b and present
translational activity similar to the positive control, the wild type 1b
IRES. However, IRESs which exhibited a translational activity lower than
the wild-type 1b IRES were also isolated. We next sought to establish the
relation between nucleotide substitution and IRES activity. Thus, we
introduced the identified mutations in the 1b wild type background by
site-directed mutagenesis. Using this approach, we successfully identified
a number of nucleotide substitutions that correlated with a reduced IRES
activity. Mutations that inhibited most dramatically the IRES
translational efficiency were located in the stem-loop IlId that is involved
in the binding of 40S ribosomal subunit, therefore we proceeded to
study in greater detail the mutations G266A, G268U and the double
mutation G266A/G268U. To determine whether these mutants produce
an inhibition of IRES translational activity due to a structural change in
this region, bioinformatics studies of molecular dynamics simulation
and RNA structure of domain IIId by circular dichroism were conducted.

Bioinformatics studies strongly suggested that indeed stem-loop IIId




harbouring the double mutation was similar to stem-loop IlId from the
wild type 1b HCV-IRES. Encouraged by these findings we conducted a
series of circular dicroism analysis of stem-loop IIld. We concluded that
stem-loop IIId from both the double mutant and the wild type 1b IRES
are similar under all tested experimental settings. Thus, our results
support the notion that HCV-IRES activity is not only dependent on the
overall RNA structure of stem-loop IIId but also the primary sequence of
this domain plays an important role in HCV IRES-mediated translation
initiation. Therefore, we propose that stem loop Illd meets the needed
standards to be considered as a therapeutic target for the development of
new antiviral molecules. In addition, our results indicate differences
between the IRES translational efficiencies isolated from plasma and
PBMC in the majority of individuals tested (69%). This observation
suggests that HCV is capable of infecting different biological

compartments.



1. INTRODUCCION

1.1 Conceptos generales.

Desde su descubrimiento y caracterizacién en 1989, el virus de la
hepatitis C (VHC) ha generado un alto impacto en la salud ptblica a
nivel mundial. Principalmente, porque VHC persiste en la mayoria de los
pacientes infectados siendo una de las principales causas de hepatitis
crénica, cirrosis hepatica y carcinoma hepatocelular (Choo y col., 1989;
Hoofnagle, 1997). La Organizacién Mundial de la Salud ha estimado que
actualmente el 3% de la poblacion mundial (170 millones de personas)
esta infectada con este virus. Ademas, es importante sefalar que la
infeccién crénica por VHC es uno de los principales indicadores para
transplante hepatico en Estados Unidos (Rakela y Vargas, 2002) y en
Chile (Hepp v col., 2002; Soza y Lopez-Lastra, 2006). Actualmente no
existe una vacuna contra VHC y el tratamiento més efectivo consiste en
la administracién de peginterferéon en combinacién con el nucledsido
sintético ribavirina; no obstante, a menudo el tratamiento es dificil de
tolerar y so6lo el 50% de los pacientes presentan una respuesta virolégica
sostenida (Schalm y col., 1999; Fried y col., 2002). Frente a esta notoria
limitacién en el tratamiento se suma el hecho de que los mecanismos de
replicacion y de persistencia de VHC se encuentran pobremente

caracterizados, principalmente debido a la falta de un sistema de cultivo
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celular eficiente, esto ha impedido esclarecer el ciclo replicativo del virus
v el desarrollo de agentes antivirales y vacunas (Bartenschlager, 2002).
Esta limitacion esta siendo superada, ya que recientemente dos grupos,
de manera independiente, han desarrollado métodos para estudiar en
cultivo todas las etapas del ciclo replicativo de VHC (Lindenbach y col.,
2005; Wakita y col., 2005).

VHC replica principalmente en hepatocitos, sin embargo, hay
evidencias que sugieren la posibilidad de replicacion extrahepatica. Esto
estda apoyado por estudios de pacientes infectados con VHC
transplantados de higado, en los cuales se observa una re-infeccién de
este 6rgano con VHC (Féray y col., 1994; Laskus y col., 2002a). Ademas,
el RNA genémico de VHC se ha detectado no sélo en higado de pacientes
créonicamente infectados, sino también en médula ésea (Gaﬁrielli y col.,
1994; Galli y col., 1995}, liquido cefalorraquideo (Laskus y col., 2002b;
Bagaglio v col., 2005;), tejido cerebral (Racikowski y col,, 2002), células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) (Lerat y col., 1996; Laskus y
col., 1998b; Bagaglio y col., 2005; Di Liberto y col., 2006}, entre otros
tejidos (Blackard y col.,, 2006). En PBMC, algunos estudios han
detectado replicacién particularmente entre pacientes
inmunodeprimidos, como por ejemplo pacientes co-infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y pacientes sometidos a

transplantes hepaticos (Laskus y col., 1998b; Radkowski y col., 1998;
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Blackard y col., 2006; Blackard y col., 2007). La replicacidon
extrahepatica de VHC ademas estd apoyada por estudios que muestran
que diferentes tipos de células linfoides son susceptibles a la infeccion
por VHC y que el virus derivado de estos cultivos es infeccioso (Cribier y
col.,, 1995; MacParland y col.,, 2006). Otra evidencia es que células
hematopoyéticas aisladas a partir de sangre de pacientes infectados con
VHC mantienen niveles detectables de RNA viral de hebra positiva y
negativa (intermediario de replicacion) semanas después de ser
inyectadas en ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID)
(Bronowicki y col., 1998). Estudios recientes también indican que VHC
persiste, aunque en niveles muy bajos, en células linfoides después de
la aparente resolucién clinica y virolégica de la enfermedad, lo cual a
permitido sugerir que los PBMC podrian ser un reservorio natural del
virus (Pham y col., 2004; Radkowski y col., 2005). Este concepto ha sido
apoyado por estudios en los cuales se ha demostrado
compartimentalizaciéon de VHC, encontrandose diferencias en las
secuencias virales aisladas desde compartimentos hepaticos y
extrahepaticos (Laskus y col., 1998a; Bagaglio y col., 2005).

La importancia de la infeccidén de PBMC por VHC, asi como la posible
implicancia de la replicacién extrahepatica en la patogénesis asociada a
la infeccidén por VHC es un tema de debate (Zignego y Brechot, 1999;

Blackard y col.,, 2006). Sin embargo, la existencia de distintos
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compartimentos biolégicos como los PBMC que puedan generar virus
infeccioso, puede tener profundas consecuencias patolégicas atin no
determinadas en la historia natural de VHC.

" En Chile, como en el resto del mundo, la hepatitis cronica asociada a
VHC es una de las causas mas importantes de mortalidad y morbilidad
relacionadas con el higado, con una prevalencia estimada de la infeccién
de 1,15% en la poblacién general (Gonzales y col, 2005; Soza y Lopez-
Lastra, 2006). En la poblacién chilena el genotipo 1b de VHC es el
predominante (Soza y col.,, 2004; Soza y Lopez-Lastra, 2006). La
importancia de esta observacion es que este genotipo presenta una alta
resistencia a la terapia antiviral y confiere un mayor riesgo de
desarrollar carcinoma hepatocelular (Farci y Purcell, 2000). Debido a
que no se ha realizado ningtin estudio detallado de esta poblacién, es
interesante investigar la diversidad de virus circulantes en las muestras
clinicas de pacientes con infeccidon crénica de VHC y estudiar la
posibilidad de que exista un reservorio extrahepatico viral. Ademas, la
poblacién chilena infectada cronicamente por VHC presenta
caracteristicas tinicas: la mayoria de los pacientes han adquirido el
virus a través de transfusiones de sangre y rara vez estan co-infectados
con VIH (Soza y Lopez-Lastra, 2006). Sumado a esto, los pacientes
generalmente no han recibido tratamiento antiviral debido al alto costo

de la terapia.
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1.2 Clasificacion y variabilidad genética de VHC.

VHC pertenece al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae la
cual, ademas incluye los flavivirus clasicos (por ejemplo los virus
causantes de dengue y de la fiebre amarilla), pestivirus (por ejemplo el
virus de la diarrea viral bovina) y los virus GB (A y C) (Robertson y col.,
1998).

Como la mayoria de los virus de RNA, VHC se caracteriza por poseer
un alto grado de heterogeneidad genética. La diversidad de secuencia es
generada continuamente durante la replicacién viral debido a que la
RNA polimerasa RNA dependiente (RdRp) viral no posee actividad
correctora 3’-5’ exonucleasa (Domingo y col.,, 1985). La heterogeneidad
de VHC se describe bajo los conceptos de genotipos y cuasiespecies. La
comparacién de las secuencias nucleotidicas de variantes de VHC
recuperadas de diferentes individuos y regiones geograficas ha revelado
la existencia de al menos seis genotipos (1 al 6}, los que difieren en un
30-35% de su secuencia nucleotidica. Cada uno de los genotipos de
VHC contiene subtipos (designados como a, b, ¢, etc.) que difieren a
nivel nucleotidico en un 20-25%. Algunos de ellos son los subtipos 1la,
ib, 2a, 2b y 2¢ que presentan una amplia'.distribucién geografica y en la
actualidad son los responsables de la mayoria de las infecciones en
paises occidentales (Simmonds y col., 2005). Las regiones del genoma

que presentan mayor variabilidad son las que codifican para las
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glicoproteinas de envoltura El1 y E2, en cambio las regiones mas
conservadas son la regién 5’ no traducida (UTR) y las tiltimas 99 bases:
del 3'UTR (Simmonds y col., 1993; Simmonds, 2004; Simmonds y col.,
2005). No se ha demostrado una relacioén directa entre el genotipo y el
curso clinico de la infeccion, sin embargo, los pacientes con genotipos 2
y 3 presentan una mejor respuesta al tratamiento antiviral que los
pacientes infectados con el genotipo 1 (Manns y col., 2001; Fried y col.,
2002).

VHC se caracteriza por circular in vive como una mezcla heterogénea
de variantes virales diferentes pero relacionadas, conocidas como
cuasiespecies (Martell y col.,, 1992). La existencia de esta mezcla de
especies virales implica una importante ventaja adaptativa para el virus,
va que la presencia simultanea de multiples genomas y la alta tasa de
generacidon de nuevas variantes, permitira una rapida seleccién de el o
los mutantes mejor adaptados en respuesta a cambios en el ambiente
replicativo intracelular o a una variacién en la presion inmunolégica del
hospedero (Simmonds, 2004). La region mas heterogénea de VHC es un
dominio de 27 aminoacidos localizado en la regién amino terminal de la
glicoproteina E2 (denominada regién hipervariable 1 (RHV1)). RHV1 esta
involucrada en la unién del virus con el receptor celular putativo para
VHC (Pileri y col., 1998). Por lo tanto, mutaciones en esta regién son

potencialmente importantes para la persistencia viral, ya que afectarian
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el tropismo celular y la capacidad del virus de escapar al sistema
inmune (Manzin y col., 1998). La variabilidad de cuasiespecies también
tiene implicancias terapéuticas, ya que la generaciéon y seleccion de
variantes resistentes puede permitir que el virus escape del efecto de
drogas antivirales (Pawlotsky, 2006). La infeccibn por VHC
frecuentemente es crénica, y probablemente la naturaleza de las
cuasiespecies desempefie un importante rol en la persistencia viral

(Honda y col., 1994; Farci y col., 2000).

1.3 Organizacién del genoma de VHC y caracteristicas de las

proteinas virales.

VHC es un virus con envoltura que posee un genoma de RNA de
cadena Unica de polaridad positiva de aproximadamente 9,6 kb que se
caracteriza por carecer de las estructuras 5’ cap y 3’ poli (A). El genoma
estd compuesto por un marco de lectura abierto (ORF) flanqueado en
sus extremos por regiones 5’y 3’'UTR altamente estructuradas (figura 1).
El 5’'UTR esta compuesto de cuatro dominios- estructurales numerados
del I al IV y contiene un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES) que
dirige la traduccidén cap-independiente del RNA viral (Moradpour y col.,
2007). El dominio I no es necesario para la actividad IRES, sin embargo,

junto al dominio II es esencial para la replicacién de VHC. Los dominios
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II al IV conforman el IRES de VHC (Friebe y col., 2001; Fraser y Doudna,
2007). El 3'UTR estd compuesto de tres dominios estructurales: una
region variable de aproximadamente 40 nucledtidos (nt) de longitud rio
abajo de la secuencia codificante, un tracto de poli (U/UC) de longitud
heterogénea y una secuencia de 98nt altamente conservada llamada
cola X (“X-tail”) (Kolykhalov y col., 1996). Estudios han demostrado que
un tracto de poli (U/UC) minimo de 25nt y una cola X completa son
indispensables para la replicacién eficiente de VHC en cultivo celular y
para la infectividad del genoma de VHC in vivo (Yanagi y col., 1999;
Friebe y Bartenschlager, 2002; Yi y Lemon, 2003).

La traduccién del ORF del mRNA de VHC resulta en la produccién de
una poliproteina de aproximadamente 3000 aminoacidos, la cual es
procesada por proteasas celulares y virales para generar las proteinas
estructurales: Core (C), las glicoproteinas de envoltura 1 y 2 (E1 y E2),
p7 v las proteinas no estructgrales (NS): NS2, NS3, NS4A, NS4B, NSSA y
NS5B. Las proteinas estructurales y el polipéptido p7 son procesados
por peptidasas del reticulo endoplasmatico (RE).

Las proteinas Core, E1 y E2 son los principales componentes de la
particula viral. Core forma la nucleocapside (Yasui y col.,, 1998), en
tanto E1 y E2 son las glicoproteinas de la envoltura viral que forman un
complejo no covalente necesario para interactuar con el receptor celular

(Moradpour y col,, 2007). Datos recientes indican que p7 forma
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oligbmeros y posee actividad tipo canal de calcio, sugiriendo que
pertenece a la familia de las viroporinas. Se ha postulado que la proteina
p7 podria participar en las etapas de la maduracién y liberacién de la
particula viral (Griffin y col,, 2003; Pavlovic y col.,, 2003). El
procesamiento de las proteinas NS es realizado por dos proteasas
virales: NS2-3 y NS3-4A. La primera es una cisteina proteasa
homodimeérica que media el procesamiento entre NS2 y NS3; la actividad
catalitica reside en el dominio carboxilo terminal de NS2 y amino
terminal de NS3 (Grakoui y col., 1993; Hijikata y col., 1993). La segunda
es una serino proteasa que forma un heterodimero compuesto por el
dominio amino terminal de NS3 y por NS4A. Ademas, NS3 en su
dominio carboxilo terminal posee actividad RNA helicasa dependiente de
ATP (Bartenschlager, 2004; Moradpour y col., 2007). NS4A es cofactor
para la actividad de la proteasa y permite la asociacion del complejo
NS3-4A a membranas intracelulares (Wolk y col., 2000). NS4B es una
proteina poco caracterizada, una de sus funciones es inducir la
formacién de un compartimento especializado llamado red membranosa
(“‘membranous web”), que es una alteracion especifica de membranas
que sirve de andamiaje para el complejo de replicaciéon de VHC (Egger v
col.,, 2002). NS5A es una proteina altamente fosforilada que ha sido
implicada en la regulacién de la replicacidn viral y en la resistencia de

VHC a interferon (Gale y col.,, 1998; Evans y col.,, 2004; Appel y col.,
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2005). Finalmente, NS5B es la RdRp que cataliza la replicacion del RNA
genomico. Se asume que la replicacién de VHC comienza con la sintesis
de una hebra negativa de RNA complementaria al genoma, la cual es
posteriormente utilizada como molde para la sintesis de las nuevas
moléculas de RNA de polaridad positiva; ambos procesos son catalizados
por NS5B. El RNA de hebra positiva sintetizado puede ser utilizado para
producir mas copias de la poliproteina, servir de molde para la sintesis
de nuevas copias de RNA de hebra negativa o ser incorporada en la
nucleocapside (Suzuki y col., 2007).

Se ha identificado un ORF alternativo en la regién codificante de la
proteina Core que codifica para una proteina llamada F (“frameshift”)
que resulta de un cambio de marco de lectura del ribosoma (“ribosomal
frameshift”) -2/+1 durante el inicio de la sintesis de la poliproteina. En
pacientes infectados, se ha detectado anticuerpos y estimulacién de la
respuesta inmune especificos contra esta proteina, lo cual sugiere que
se expresa in vivo. La proteina F no es requerida para la replicacion de
VHC in vitro o in vivo. Por lo tanto, su funcién en el ciclo replicativo y
patogenia atin se desconoce (Branch y col., 2005; McMullan y col.,

2007).
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Figura 1. Organizacion del genoma y procesamiento de la
poliproteina de VHC. Diagrama del genoma viral y de las estructuras
secundarias de las regiones 5’ y 3'UTR (Blight y Rice, 1997, Honda y
col., 1999). VHC posee un genoma de RNA de polaridad positiva, el que
se traduce directamente generando una poliproteina y también se utiliza
como templado durante la replicacion viral. Se indican los codones de
inicio y de término de la poliproteina asi como las proteasas
involucradas en su procesamiento (pentagonos de colores). Se indican
las proteinas estructurales: Core (C), E1 y E2, p7 y las proteinas no
estructurales: 2, 3, 4A, 4B, 5A y 5B. La funcion de las distintas
proteinas se especifica en el panel inferior. La traduccion del mRNA viral
se inicia mediante un IRES localizado en la region 5’'UTR. SPP indica el
procesamiento de Core por la peptidasa del péptido de sefial. SP: indica
los sitios de procesamiento por la peptidasa de senal del RE. +1:
proteina F; VR: region variable (Bartenschlager, 2006).

1.4 Ciclo replicativo de VHC.

El primer paso en el ciclo replicativo, es la unién de VHC a receptores
de la superficie celular a través de interacciones especificas entre las
glicoproteinas del virus y receptores celulares. Se han identificado varios
receptores “putativos”, incluyendo CD81 que es una proteina
tetraspanin que se encuentra en la superficie de diferentes tipos

celulares, incluyendo hepatocitos (Pileri y col.,, 1998); el receptor de
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lipoproteinas de baja densidad (RLDL) (Agnello y col., 1999); el receptor
scavenger clase B tipo I (SR-BI} (Scarselli y col., 2002); las lectinas tipo
C (dependientes de calcio): DC SIGN (“dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin”), L SIGN (“liver/lymph node-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing integrin®) (Gardner y
col., 2003; Pohlmann y col., 2003) y el receptor de asialoglicoproteina
(rASGP) (Saunier y col., 2003), asi como al menos dos potenciales co-
receptores virales: glicosaminoglicanes (Germi y col., 2002) y claudina-1
los que participarian en las tltimas etapas de la entrada viral, después
de la interaccion del virus con CD81 (Evans y col., 2007). Sin embargo,
la composicion exacta de el o los complejos de receptores en la célula
blanco involucrados en el reconocimiento de VHC atn no se ha
determinado. En el modelo actualmente aceptado (figura 2), las
particulas virales ingresan a la célula por endocitosis mediada por
receptor de manera dependiente de clatrina (Blanchard y col., 2006),
seguido presumiblemente por la fusién de las glicoproteinas de VHC con
las membranas endosomales inducida por la acidificacion de este
compartimento (Koutsoudakis y col., 2006; Tscherne y col., 2006). Poco
se conoce sobre el proceso de denudamiento, el cual resulta en la
liberaciéon del genoma al citoplasma (Moradpour y col., 2007).
Posteriormente, ocurre la traducciébn del mRNA mediado por un

elemento IRES (proceso que sera explicado en detalle en las siguientes
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secciones) y el procesamiento de la poliproteina generada. La replicacién
del RNA de VHC que es catalizada por NS5B ocurre asociado a
membranas e induce una alteracidén especifica en las membranas
celulares denominada red membranosa, la cual se ha observado en
hepatocitos de chimpancés infectados y en células con replicones
subgendémicos de VHC en las cuales el virus estd replicando (Pfeifer y
col., 1980; Gosert y col.,, 2003). Se postula que la red membranosa
participa en diversas funciones durante la replicacion viral; por ejemplo,
serviria como soporte para la organizacion del complejo de replicacién,
asi también en {la compartimentalizacién y concentracién local de los
productos virales y para proteger al RNA viral de las defensas celulares
(Moradpour y col., 2007). Se requieren estudios adicionales para

esclarecer los procesos que intervienen en la replicacién del genoma de

VHC y en la formaciéon del complejo de replicacidn en las células
infectadas, ademas de caracterizar los factores celulares involucrados.
Poco se conoce acerca del empaquetamiento del genoma, el ensamblaje
del virién y la liberacidén de las particulas virales, debido a que sdlo
recientemente se logré en forma eficiente producir particulas de VHC en

cultivo. Se presume que los viriones yeman desde el RE o

compartimentos membranosos derivados de éste y son liberados de la

célula a través de la via secretora (Suzuki y col., 2007}.
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Figura 2. Ciclo replicativo de VHC. (a) Union e internalizacion del
virus, (b) denudamiento y liberacién al citoplasma, (c) traduccion
mediada por un IRES y procesamiento de la poliproteina, (d) replicacion
del RNA, (e) empaquetamiento y ensamblaje, (f) maduracion y liberacion
del virion. La topologia de las proteinas estructurales y no-estructurales
en la membrana del reticulo endoplasmatico se muestra
esquematicamente. La replicacion del RNA viral ocurre en una
alteraciéon especifica de membranas llamada red membranosa. La
traduccién y procesamiento de la poliproteina, asi como la formacion de
la red membranosa y la replicacion viral, son ilustrados como pasos
separados, pero podrian ocurrir en forma acoplada (Figura obtenida
desde Moradpour y col., 2007).

1.5 Mecanismos que participan en la iniciaciéon de la traduccion
de VHC.

1.5.1 Mecanismos de iniciacion de la traduccién en células

eucariontes.

El inicio de la sintesis de proteinas, es la etapa que comienza con el

reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal al mRNA y termina
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cuando ¢l ribosoma 808 se encuentra ensamblado con el tRNA iniciador
(Met-tRNAi) localizado en su sitio peptidil (P) (Pestova y col., 2001). De
acuerdo al mecanismo de reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal
al mRNA, el inicio de la traduccién puede dividirse en cap-dependiente o

cap-independiente.
1.5.1.1, Iniciacidn de la traduccién cap-dependiente.

En la mayoria de los mRNA eucaridticos, €l mecanismo de
reclutamiento de la subunidad 40S ribosomal es cap-dependiente. En
éste la estructura cap (7-metilguanosina) es reconocida por el factor de
iniciacién eucaridtico (elF) 4F, el cual es un complejo formado por
elF4E, elF4A y elF4G (Gingras y col., 1999). ¢IF4E es la proteina que
reconoce la estructura cap. ¢IF4A es una RNA helicasa dependiente de
ATP. elF4G une elF3, elF4A y elF4E (Hentze, 1997) y actiia como una
proteina puente entre la subunidad 40S ribosomal (a través de elF3) y el
mRNA (a través de elF4E). La subunidad 40S ribosomal es reclutada al
mRNA como parte del complejo de pre-iniciacion 43S, que esta
compuesto por la subunidad 40S unida a elF2-GTP-Met-tRNAi (complejo
ternario), elF1A y elF3 (Hershey y Merrick, 2000; Pestova y col., 2001).
La migracién del compliejo 43S en direccion 5’ a 3’ hacia el coddn de
inicio (“scanning”) es un proceso que consume energia en la forma de
ATP. elF1A mejora la unién del complejo 43S al mRNA mediada por

elF4F y elF1 promueve la formacién del complejo 48S en el cual ocurre

o
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el apareamiento de bases entre el codén de inicio y el anticodén del
tRNAi (Pestova y col., 1998). El codén de inicio es usualmente el primer
triplete AUG en contexto adecuado (G/AXXAUGG, donde X representa
cualquier nucledtido) (Kozak, 1989). Una vez que ocurre el
posicionamiento en el codén de inicio, los elFs unidos a la subunidad
408 ribosomal son liberados (Hershey y Merrick, 2000; Pestova y col.,
2001). Asi, el primer paso en la unién de las subunidades ribosomales
es la hidrélisis del GTP unide a elF2 y la liberacion de elF2-GDP del
complejo 48S (Das vy Maitra, 2001). eIF5S induce la hidrélisis de elF2-GTP
produciendo el desplazamiento de elF2-GDP; posteriormente, elF2-GDP
es reciclado a su forma activa €IF2-GTP por elF2B, ¢l cual es un factor
intercambiador de nucleétidos de guanina (Hershey y Merrick, 2000). La
hidrélisis de eIlF2-GTP y la liberacion de elF2 produce la liberacién de
elF3 del complejo 485 (Unbehaun y col.,, 2004). Finalmente, eIF5B
promueve la unién de la subunidad 60S a la 40S ribosomal, resultando
en la formacion del ribosoma 80S el cual es competente para la sintesis
de proteinas y en el cual el tRNAi es posicionado en el sitio P del

ribosoma (Pestova y col., 2000) (figura 3).
1.5.1.2. Iniciacién de la traduccién cap-independiente.

El mecanismo de inicio de la traduccién cap-independiente fue

descubierto en mRNA de picornavirus (Jang y col.,, 1988; Pelletier y

Sonenberg, 1988), los cuales no poseen estructura cap pero presentan
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en su extremo 5’UTR regiones altamente estructuradas que son capaces
de reclutar la subunidad 40S ribosomal; estas regiones fueron llamadas
IRES (figura 4). Este tipo de iniciacién fue demeostrada funcionalmente al |
insertar la region 5’'UTR de picornavirus en la regién intercistrénica de
un vector bicistronico, en la cual la expresién del segundo cistrén sélo
ocurre si la region 5’'UTR contiene un IRES que pueda rechatar al
complejo de iniciaciébn de manera independiente del extremo 5’ del
mRNA (figura 5).

El uso de ensayos de traducciéon utilizando mRNA bicistrénicos ha
permitido identificar IRES en otros virus, asi como en varios mRNA
celulares. Es asi como se ha identificado el IRES de VHC (Tsukiyama-
Kohara y col.,, 1992), de VIH-1 (Brasey y col.,, 2003) y del virus de
leucemia murino (Berlioz y Darlix, 1995), v en mRNA celulares como
FGF-2 y c-Myc, entre otros (Hellen y Sarnow, 2001). Una lista extensa
de IRESs virales y celulares se puede encontrar en diversas bases de
datos dedicadas a IRESs como por ejemplo:
http:/ /ifr31w3.toulouse.inserm.fr/IRESdatabase/,
http: / /iresite.org/IRESite_web.php

Una caracteristica importante de los IRESs es que su actividad
depende de la integridad de su estructura y que pequefias deleciones o
inserciones e incluso sustitucion de un solo nucledtido pueden

aumentar o reducir su actividad traduccional (Martinez-Salas y col.,
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1993; Zhang y col.,, 1999; Pestova y col., 2001; Fernandez-Miragall y
Martinez-Salas, 2003; Lopez-Lastra y col., 2005). La estructura terciaria
del IRES esta determinada por interacciones RNA-proteina y RNA-RNA
entre sus dominios funcionales (Lafuente y col., 2002; Martinez-Salas y
Fernandez-Miragall, 2004). Se ha reportado que las interacciones RNA-
RNA ocurren in vitro y que dependen de la concentraciéon de RNA, de las
condiciones i6nicas y de la temperatura, lo que sugiere que el
plegamiento del IRES es un proceso dinamico. Es probable que el
dinamismo estructural del IRES desempeiie un papel en su funcién
biolégica; es decir, que los IRESs puedan adoptar estructuras
especificas con diferentes actividades traduccionales en funcién de las
condiciones ambientales (Martinez-Salas y col., 2001; Martinez-Salas y
col., 2002; Martinez-Salas y Fernandez-Miragall, 2004).

El mecanismo molecular preciso por el cual el aparato traduccional
del hospedero reconoce los diferentes IRESs virales y celulares es
desconocido. Sin embargo, los datos sugieren que tanto los elFs, asi
como proteinas celulares especificas conocidas como factores
transactivadores del IRES (ITAF), que normalmente no participan en la
traduccién cap-dependiente, son importantes en el proceso de
reclutamiento del complejo de iniciacion de la traduccion (figura 4)

(Belsham y Sonenberg, 2000). Ademas, no existe un mecanismo general

para el reclutamiento del complejo de iniciacion para todos los IRESs;
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asi mismo, todavia no estan definidos todos los factores requeridos para
este proceso. A pesar de las diferencias en el mecanismo de iniciacién de
la traduccién utilizada por los diferentes IRES virales y celulares,
muchos de los ITAFs identificados hasta ahora interacttian con ambos
tipos de IRESs. Existe una extensa lista de ITAFs conocidos (Stoneley y
Willis, 2004), sin embargo, entre los mas estudiados se encuentran el
autoantigeno humano La, la proteina de unién a poli(rC) 2 (PCBP-2) y la
proteina de unién al tracto de polipirimidina (PTB). Por ejemplo, La, PTB
y PCPB-2 son importantes para la actividad del IRES de algunos
picornavirus (Hellen y Sarnow, 2001; Lopez-Lastra y col., 2005), La es
requerido por el IRES de VHC (Ali y col., 2000), mientras que PTB es
requerido por la mayoria de los IRESs celulares (Mitchell y col., 2005).
El mecanismo por el cual los ITAFs facilitan el reclutamiento de las
subunidades ribosomales es desconocido; sin embargo se ha postulado
que los ITAFs funcionarian como chaperonas de RNA ayudando a que el
IRES adopte la conformac;ién necesaria para su actividad traduccional
(Hellen y Sarnow, 2001). Esta hipétesis se basa principalmente en las
propiedades estructurales de estas proteinas, las cuales poseen
multiples dominios de union a RNA y la mayoria dimeriza en solucién
(Craig y col., 1997; Perez y col., 1997). Por lo tanto, los ITAFs podrian
establecer multiples contactos con el IRES y modular la conformacién

de éste mediante la interaccion concertada entre sus distintos sitios de
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union (Mitchell y col., 2003).

elF2-GTP

Mel-tﬂﬂh—*

elF5 Met-tRNA-elF2-GTP
SIF1A icomplejo ternario) |

6 elF3

0s
80S 408"‘—' 43S

GDP %
"

[ "~ complejo | ¢lF2B
pre-iniciacion 435

V,
elF4F
mRNA . GTP—”/

elF1—
v
formacion del complejo |
AN ' 435-mRNA seguido por|
' scanning del ribosoma |

Cap

complejo 485

Hidrolisis GTP 21F2-GDP, Pi—
elF5B-GTR

Subunidad cIFSB-GDP, Pi
605 elF1

Lar1 A

elF3

 J

Cap AUG ZAn complejo
e iniciacion B0S

Figura 3. Representaciéon esquematica del inicio de la traduccion
cap-dependiente en eucariontes. La traduccion del mRNA comienza
con el ensamblaje del tRNA de inicio, mRNA y las subunidades
ribosomales. El complejo proceso del inicio de la traduccion que
conduce a la formacion del ribosoma 80S consiste en varias etapas que
estan mediadas por elFs. Ver texto para mas detalles. La subunidad 40S
ribosomal es reclutada para el inicio de la traduccion mediante
complejas interacciones entre proteina-RNA y proteina-proteina. En el
mecanismo cap-dependiente, el complejo de pre-iniciacion se une al
mRNA a través de la estructura cap con la ayuda del complejo de
proteinas elF4F y luego migra a través del mRNA hasta encontrar el
coddén de inicio donde el ribosoma 80S es reconstituido. Los elFs son
reciclados luego de su liberacion (Lopez-Lastra y col., 2005).
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Figura 4. Diagrama esquemaitico del inicio de la traduccion mediado
por un sitio interno de entrada de ribosomas o IRES. La traduccion
IRES dependiente es un mecanismo alternativo a la iniciacion cap-
dependiente, en la cual la subunidad 40S ribosomal es reclutada al
mRNA en una manera independiente del extremo 5’y de la estructura
cap. Entre los diferentes IRESs el requerimiento de los elFs es variable.
Sin embargo, la mayoria requiere de proteinas celulares especificas
denominadas ITAF para ser funcionales. Para simplificar el esquema,
han sido omitidas otras proteinas que participan en este proceso (Lopez-
Lastra y col., 2005).
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Figura 5. Esquema de un mRNA bicistréonico. En las construcciones
bicistronicas, el primer cistron se traduce de manera cap-dependiente,
mientras que el segundo cistron sélo sera traducido si la secuencia
intercistronica puede funcionar como un IRES, es decir, que pueda
reclutar la subunidad 40S ribosomal de manera independiente de la
estructura cap. Para simplificar el esquema, los elF y otras proteinas
que participan en este proceso han sido omitidos (Lopez-Lastra y col.,
2005).
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1.6 IRES de VHC y su mecanismo de iniciacién de la traduccion.

El IRES de VHC posee aproximadamente 340nt, esta situado en la
region S'UTR del genoma de VHC y abarca los primeros 24-40nt de la
region codificante de Core. Aunque atin se desconocen los detalles
moleculares del mecanismo de inicic de la traduccién mediada por el
IRES de VHC, se ha establecido que este elemento es capaz de reclutar
la subunidad 40S ribosomal sin requerir de elIF, posicionandola
directamente sobre el codén de inicio de la poliproteina (Reynolds y col.,
1996; Rijnbrand y col.,, 1996). Posteriormente, elF3 interactiia con el
complejo IRES-408S, seguido por el reclutamiento del complejo ternario
elF2-GTP-Met-tRNAi formando un complejo 48S no-canénico (Hellen y
Pestova, 1999; Otto y Puglisi, 2004). Luego de la hidrélisis de GTP, los
factores de inicio son liberados y la subunidad 60S se une para formar
el complejo 80S dejando el coddn de inicio directamente en el sitio P del
ribosoma (Ji y col, 2004; Otto y Puglisi, 2004) (figura 6B). Oftra
caracteristica del IRES de VHC es que puede ensamblar complejos 80S e
inicilar la sintesis de proteinas sin factores de inicio a altas
concentraciones de cationes, mecanismo que podria ser utilizado si los
factores de inicio son limitantes o son modificados por la respuesta
celular antiviral (Lancaster y col., 2006).

La secuencia y estructura del IRES de VHC son altamente

conservadas entre los virus aislados. El modelo de la estructura
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secundaria del IRES se basa en la comparacién filogenética de virus
relacionados (pestivirus y virus GB-B) (Honda y col., 1999; Rijnbrand y
col., 2000}, estudios quimicos y enzimaticos (Brown y col., 1992; Wang y
col., 1995} y mutagénesis (Wang y col.,, 1994; Zhao y Wimmer, 2001)
(figura 6A). El IRES de VHC estd constituido por dos dominios
helicoidales (designados II y III}) unidos por wun seudo-nudo
(“pseudoknot”) a un corto dominio tallo-bucle (“stem-loop”) (designado
IV} que contiene el codon de inicio y una parte del ORF. El dominio III
ademas se divide en los subdominios a, b, ¢, d, e y f. Estructuras
tridimensionales de alta resolucién de los dominios II, IIIb, IIId, Ille y la
unién de los dominios Illabc del IRES han confirmado esta estructura
secundaria y han permitido conocer con mayor detalle su arquitectura
' (Lukavsky y col., 2000; Collier y col., 2002; Kieft y col., 2002; Lukavsky
y col.,, 2003). Sin embargo, atin no existe una estructura de alta
resolucion del IRES completo. Se han reportado diferentes funciones
para los dominios del IRES de VHC. El dominio Il media el
reclutamiento inicial del complejo de inicio de la traduccion. La parte
basal de este dominio (la unién de los dominios Illabc, Illef ¥ IIId) forma
el nutcleo de interaccién de alta afinidad con la subunidad 40S
ribosomal y contacta las proteinas ribosomales que estan involucradas
en la unién y posicionamiento del mRNA y tRNA (Otto y col., 2002). La

region apical del dominio IlI, especificamente el cruce de los dominios
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[llabc junto con los bucles Illa y IlIb son esenciales para la interacciéon
con elF3 (Buratti y col., 1998; Sizova y col., 1998; Kieft y col., 2001). El
dominio IIIb regula el reclutamiento del complejo ternario Met-tRNAi-
elF2 (Ji y col., 2004). Los dominios II, Illa y la unién de los dominios
[Ilabc influyen en la formacién del complejo 80S dependiente de GTP (Ji
y col., 2004; Otto y Puglisi, 2004); especificamente el dominio II controla
Ia hidrélisis de GTP y liberacion de elF2 y por lo tanto estad involucrado

directamente en la formacién del ribosoma 80S (Locker y col., 2007).
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Figura 6. Estructura secundaria del 5’UTR del genoma de VHC y el
modelo de la formacion del complejo de iniciacion. (A) La estructura
del 5'UTR del mRNA de VHC consiste de cuatro dominios denominados
I-IV. El IRES de VHC incluye tres dominios (II-IV), también se indican
los sub-dominios (a-f) del dominio III. Los dominios que son importantes
para la union de la subunidad 40S ribosomal estan enmarcados en
amarillo y la ubicacion del sitio de uniéon para el factor eIF3 en morado.
El codon de inicio AUG se indica en color rojo. (B) (1) El inicio de la
traduccion mediado por el IRES de VHC comienza con el reclutamiento
de la subunidad 40S ribosomal directamente al IRES en la ausencia de
factores de inicio. (2) Luego eIF2-GTP (unido a Met-tRNAi) y eIF3 son
reclutados, (3) a continuacion ocurre la hidrélisis de GTP que promueve
la union de la subunidad 60S ribosomal para formar el complejo de
inicio 80S (Fraser y Doudna, 2007).

]
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Estudios de criomicroscopia electronica a una resolucién de
aproximadamente 20A, han proporcionado las estructuras del IRES de
VHC unido a la subunidad 40S ribosomal, del complejo IRES con la
subunidad 408-elF3 y el IRES unido con el ribosoma 80S (Spahn y col.,
2001; Boehringer y col.,, 2005; Siridechadilok y col., 2005). Estas
estructuras revelan los contactos entre el IRES y el ribosoma ademas de
los cambios conformacionales que ocurren durante el ensamblaje de
estos complejos (Fraser y Doudna, 2007); sin embargo son necesarias
estructuras de mayor resoluciébn para determinar los contactos
especificos entre el IRES y el ribosoma. Esta linea de investigacién es
fundamental, ya que puede revelar las diferencias y similitudes entre la
traduccién celular y la mediada por el IRES de VHC, lo que puede ser
utilizado para el desarrollo de antivirales dirigidos contra esta primera
etapa de la replicacién intracelular de VHC (Tellinghuisen y col., 2007).

Es importante destacar que el IRES adopta una estructura terciaria
en condiciones fisiolégicas de sales (Kieft y col., 1999; Melcher vy col.,
2003). Estudios de mutagénesis de los dominios del IRES han revelado
que la integridad estructural es requerida para la eficiente sintesis de
proteinas in vitro e in vivo (Fukushi y col., 1994; Rijnbrand y col., 1995;
Honda y col., 1996b; Kamoshita y col., 1997; McCaffrey y col., 2002). El
hecho que mutaciones deletéreas de la actividad traduccional en ciertos

dominios del IRES puede ser restaurada por mutaciones
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compensatorias puso de manifiesto que la estructura del IRES es
necesaria para iniciar la traduccién (Fraser y Doudna, 2007). Asimismo,
experimentos de mutaciones en las regiones de los bucles del dominio
I1Id y Ille han sugerido que la funcion del IRES de VHC también podria
depender en cierta medida de la secuencia primaria (Psaridi y col., 1999;
Fraser y Doudna, 2007). De esta forma, la funciéon de la secuencia
primaria y el efecto de mutaciones en los distintos dominios del IRES de
VHC sobre su actividad traduccional atin no se ha determinado por
completo, por lo cual es interesante estudiar el efecto de mutaciones que
ocurren naturalmente en el IRES de VHC recuperados de pacientes con
infeccién crénica y evaluar su efecto sobre la eficiencia traduccional in
vitro. Por lo tanto, tomando en consideracién los antecedentes sefialados

nos planteamos la siguiente hipoétesis.

HIPOTESIS

La actividad traduccional del IRES de VHC es exclusivamente

dependiente de la estructura secundaria.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar variaciones nucleotidicas en los dominios estructurales

responsables de la actividad del IRES de VHC.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar cuasiespecies del 5’UTR de VHC presentes en la
poblacién infectada crénicamente con el virus y analizar la variabilidad
entre la poblacién viral de plasma y PBMC.

2. Evaluar la actividad traduccional del 5'UTR de VHC de distintas
cuasiespecies recuperadas de los pacientes.

3. Identificar las variantes nucleotidicas en los distintos dominios
estructurales que conforman el IRES de VHC y estudiar su efecto en

traduccion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Pacientes.

En este estudio se incluyeron cuarenta y cinco pacientes reclutados
de la Unidad ambulatoria de Hepatologia del Hospital Clinico de la
Pontificia Universidad Catélica. Los protocolos seguidos en este estudio
asi como el formulario de consentimiento informado escrito que
completaron los pacientes antes de la donacién de sangre fueron
aprobados por la Junta de Revisién de Etica de la Facultad de Medicina
de la Pontificia Universidad Catélica de Chile (ver el anexo 3). Los
criterios de inclusidén de los pacientes fueron los siguientes: adultos
(mayores de 18 afios) con hepatitis C crénica, la cual fue definida como
presencia de anticuerpos anti-VHC en suero y RNA de VHC en plasma
por mas de 6 meses (la mediana de la carga viral para todos los
pacientes estudiados fue de 509.000 IU/ml). Los niveles de RNA de
VHC en las muestras de suero fueron determinadas uftilizando el
sistema “COBAS AMPLICOR HCV MONITOR Test, version 2.0” (Roche
Diagnostic Systems) de acuerdo al protocolo del fabricante. En este
estudio se inscribieron entre los afios 2005 y 2007 individuos de ambos
sexos (53% hombres) infectados cronicamente con VHC que no hubiesen
recibido tratamiento. La edad media fue de 52 afios (rango entre 24-76

anios) y el tiempo promedio estimado de la infeccién fue de 33 afios. Se
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excluyeron de este estudio: pacientes con anemia (hematocrito menor a
20%), embarazo, co-infeccién con VIH o virus de la hepatitis B (VHB),
que hayan recibido quimioterapia contra cancer, extraccién de sangre
acumulada superior a 6mL/Kg en las 6 semanas previas o que hayan
recibido tratamiento antiviral. Los controles normales fueron sometidos
a las mismas pruebas para confirmar que fueran negativos para VHC,

VIH y VHB.

2.2 Recuperacion del plasma y separacion de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Para la recuperacion del plasma de los pacientes, se colectd sangre
periférica (SmlL) en tubos Vacutainer con EDTA (Becton Dickinson), se
centrifugd y se recuperd el sobrenadante que fue almacenado a -80°C
hasta su utilizacién. Para ¢l aislamiento de PBMC se colectd sangre
periférica (50 mL) en tubos Vacutainer con EDTA (Becton Dickinson).
Las muestras de sangre fueron diluidas con un volumen igual de
tampon salino fosfato (PBS) 1X y las células mononucleares se aislaron
por centrifugacién en wuna gradiente de densidad (Lymphocyte
separation medium, Cellgro®) segiin lo indicado por el proveedor,
Cuando fue necesario, las células se congelaron en suero fetal bovino

(FBS) con 10% de DMSO y almacenadas a -80° C hasta su utilizacién.
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2.3 Extraccion del RNA total.

El RNA total fue extraido usando el protocolo descrito por
Chomczynski y Sacchi (1987). Para la extraccion de RNA total de plasma
se usd 200pL de éste y 600uL de soluciéon D (4M guanidinio tiocianato;
25mM citrato de sodio; 0,5% sarcosil y 0,1M 2-B mercaptoetanol
preparado en agua libre de nucleasas). Para la extraccién de RNA total
de PBMC, al pellet de 5 x 106 células se le agregé 500pl de solucién D,
posteriormente se continud con el siguiente protocolo para ambos tipos
de muestras. Para lograr la lisis completa de las muestras, éstas fueron
homogeneizadas con una jeringa tuberculina (aguja 25G 5/8). Luego de
la lisis, se agregdé en forma secuencial 0,1 volumen de 2M acetato de
sodio pH 4, 1 volumen de fenol pH 8 y 0,2 volumen de
cloroformo/alcohol iscamilico (49:1) mezclando en vortex después de la
adicién de cada reactivo. La suspensién final se mezcld vigorosamente
por vortex y se incubd en hielo por 15 min. Luego, las muestras fueron
centrifugadas a 12,000 xg por 15 min a 4°C. Posteriormente, el RNA fue
precipitado de la fase acuosa con 1 volumen de isopropanol e incubado
al menos por 1 hora a -20°C, posteriormente se centrifugdé a 12,000 xg
por 30 min a 4°C. El pellet fue lavado con 200uL de etanol al 75% y
secado a temperatura ambiente. El RNA fue resuspendido en 30pL de
agua libre de nucleasas. La concentracion de RNA fue determinada por

espectrofotometria {(GeneQuant, Pharmacia).
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2.4 RT-PCR.

El RNA de VHC se detectdé en una reaccion de un paso de
transcripcion inversa (RT) seguido por la reaccién de la polimerasa en
cadena (PCR) utilizando el sistema “SuperScript™ III one step RT-PCR
system with Platinum® Tag DNA Polymerase” (Invitrogen) siguiendo las
especificaciones del fabricante., En el anexo 1 se detallan todos los
oligonuclebtidos utilizados como partidores en esta tesis. El RT-PCR fue
disefiado para detectar la regién altamente conservada del 5’'UTR de
VHC utilizando el partidor sentido Pl y el partidor antisentido P4
generandose un amplicon de 371pb. La reaccion de RT fue realizada a
50°C por 45 min. Luego, la enzima RT fue inactivada y la DNA
polimerasa Taq Platinum® fue activada al someter la reaccién a 95°C por
S5 min. La amplificacién por PCR se llevo a cabo en 40 ciclos, las
condiciones de cada .ciclo fueron las siguientes: 95°C por 45 seg, 58°C
por 45 seg y 68°C por 45 seg, para finalizar con un paso de 68°C por 10
min. Se usaron como controles positivos: el RNA transcrito in vitro
generado a partir del plasmidio pFK-Izgoneo/NS3-3'/wt (Lohmann y col.,
1999) (AJ242654; proporcionado por Dr. Ralf Bartenschlager,
Universidad de Heidelberg, Alemania) o el RNA total extraido de la linea
celular de hepatoma humanoc, Huh-7, que expresa constitutivamente el
plasmidio pFK-Isgsoneo/NS3-3'/wt (Huh-7/replicon) (Lohmann y col.,

1999) (proporcionado por Dr. Ralf Bartenschlager). Los controles
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negativos fueron agua, RNA total extraido de células Huh-7 y RNA

extraido de pacientes no infectados con VHC.

2.5 Cultivo celular.

La linea celular Huh-7 y Huh-7/replicon se cultivaron como se
describié anteriormente (Lohmann y col.,, 1999). Las células Huh-7 y
Huh-7 /replicén se cultivaron en DMEM suplementado con 10% de FBS,
aminoacidos no-esenciales y antibidticos. Para Huh-7 /replicon se agregé

al medio de cultivo G418 a una concentracion final de 0,5 pg/mL.

2.6 Secuenciacion del producto de amplificaciéon del 5°UTR.

Las secuencias del 5UTR de VHC (Macrogen Corp, USA) fueron
analizadas utilizando el programa BioEdit y alineadas usando el
programa CLUSTAL W (Thompson y col., 1994). Las secuencias del Gen
Bank que fueron utilizadas en este analisis fueron las siguientes: la-
HCV1 (M62321), 1b-HCVBK (M58335) para el alineamiento de los 5'UTR
de la figura 11 y 1b-Conl (AJ238799) para el alineamiento de los IRES
utilizados en los experimentos de traduccion in vitro, 1c-HC-G9
(D14853), 2a-HC-J6 (D00944), 2b-HC-J8 (D10988), 2c¢-BEBEl
(D50409), 3a-NZL1 (D17763), 3b-HCV Tr Kj(D49374) vy 5a-EUH1480

(Y13184).




2.7 Analisis de las cuasiespecies de VHC mediante conformacién

de polimorfismo de hebra simple (SSCP).

Las cuasiespecies de VHC fueron comparadas mediante el ensayo de
conformacién de polimorfismo de hebra simple (SSCP) como ha sido
descrito (Orita y col., 1989), pero realizando modificaciones que se
describen a continuacion: el ensayo de SSCP fue realizado utilizando
amplicones de 371pb del SUTR, tomando 1/4 del volumen de la
reaccion de RT-PCR, los amplicones fueron mezclados con 2 volimenes
de solucién desnaturante (95% formamida; 10mM NaOH; 0,05% azul de
bromofenol), la mezcla se desnaturé por 5 min a 95°C y luego se incubd
en hielo por 5 min. La electroforesis se realizdé con el total del volumen
de la mezcla en un gel de poliacrilamida no desnaturante 0,5X MDET™
(Mutation Detection Enhancement, Cambrex Bio Science Rockland, Inc.
ME, USA) en una cdmara de electroforesis vertical a 3 watts por 14-15
hr a temperatura ambiente. Posteriormente, las bandas fueron
visuializadas mediante tincién con nitrato de plata, el gel fue secado y se
procedié al analisis de la migracion electroforética de cada amplicon.
Todos los productos analizados en SSCP fueron secuenciados en ambas
direcciones (Macrogen Corp, USA). Los perfiles de SSCP fueron
analizados considerando la presencia de bandas comparadas con los
patrones de migracion de las muestras aisladas de plasma y PBMC o

comparadas con los patrones del amplicon del replicén de VHC 1b pFK-
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Isssneo/NS3-3'/wt (AJ242654) (Lohmann y col., 1999).

2.8 Amplificacion del IRES de VHC y construccién de los

vectores bicistronicos.

El IRES de VHC (nucledtidos 13-383 del genoma de VHC, genotipo
1b, aislado Conl, numero de acceso: AJ238799) fue amplificado desde
muestras de plasma y PBMC de pacientes chilenos infectados con el
virus mediante RT-PCR utilizando el sistema “SuperScript™ III one step
RT-PCR system with Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen),
utilizando los partidores P1-Xhol y P4-EcoRI (ver Anexo 1). La reaccién
de RT fue realizada a 50°C por 45 min. Luego, la reaccién se sometié a
95°C por 5 min para inactivar la enzima RT y activar la Tag DNA
polimerasa y a continuaciéon se realizd el PCR por 40 ciclos, las
condiciones de cada ciclo fueron las siguientes: 95°C por 45 seg, 58°C
por 45 seg y 68°C por 45 seg, para finalizar con un paso de 68°C por 10
min. Posteriormente, los productos de PCR se separaron en gel de
agarosa al 1% en tampén TBE 1X y se purificaron desde gel utilizando el
sistema “Favor/Prep Gel/PCR purification kit” (Favorgen). Luego, el
producto de PCR fue clonado en pGemT-easy (Promega) siguiendo el
protocolo del fabricante y se realizé la digestidn con las enzimas de
restriccion Xhol y EcoRI (sitios agregados por PCR). Finalmente, los

diferentes IRESs fueron clonados en la regién intercistrénica del vector
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reportero dual luciferasa (Brasey y col., 2003), entre el gen de huciferasa
de Renilla (RLuc) y luciferasa de Firefly (FLuc), de esta manera la
traducciéon del primer cistréon es cap-dependiente y la del segundo
cistron es dependiente del IRES de VHC. Los clones fueron verificados
por secuenciacién (Macrogen Corp, USA) y alineados usando el
programa CLUSTAL W. La representacidn esquematica de estaé

construcciones se muestra en la figura 12A.

2.9 Transcripcion in vitro.

Todos los vectores bicistrénicos fueron linealizados con la enzima de
restriccion BamHI, excepto el vector pcDNA/Ren/HCV/FF que fue
linealizado con la enzima Notl. Los DNAs linealizados fueron utilizados
para la reaccién de transcripcién in vitro en un volumen final de 25uL.
Los RNAs sin estructura cap en su extremo 5’ fueron sintetizados
usando la RNA polimerasa T7 (Fermentas) de acuerdo al protocolo del
fabricante. La reaccién se incubdé por 2 hr a 37°C. Posteriormente, el
templado de DNA fue digerido con DNasa I (Promega), v el RNA fue
precipitado con 2,5M LiCl (Ambion). El RNA fue resuspendido en agua
tratada con DEPC. La concentracién de RNA fue determinada por
espectrofotometria a 260nm (GeneQuant, Pharmacia) ajustando la
concentracién a 50ng/pl. La pureza se estimé por la razdén de

absorbancia a 260/280nm y la integridad del RNA fue monitoreada




45

mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturante al 1% (12,3M
formaldehido) en tampén MOPS 1X (MOPS 10X: 0,4M MOPS pH 7.0;
0,1M acetato de sodio; 0,01i\/1 EDTA). Las muestras se mezclaron con
amortiguador de carga 1,3X (95% formamida, 18mM EDTA, 0.025%
SDS, azul de bromofenol} y se desnaturaron mediante incubaciéon a
70°C por S min. Las bandas se visualizaron con luz ultravioleta en un
transiluminador.

Los RNAs con estructura cap en su extremo 5 fueron sintetizados
utilizando el sistema “mMESSAGE mMACHINE” (Ambion) de acuerdo al
protocolo del fabricante. Para sintetizar los RNAs con cola de poli (A), se
utilizé el sistema “poly (A) tailing kit” (Ambion) siguiendo las
especificaciones del fabricante. La concentracién de RNA fue
determinada por espectrofotometria y su integridad fue monitoreada por
electroforesis en gel de agarosa desnaturante como se explico

anteriormente.

2.10 Traduccidon in vitro utilizando lisado de reticulocito de

conejo (RRL).

La traduccién in vitro de las construcciones bicistronicas fue
realizada utilizando lisado de reticulocito de conejo tratado con
nucleasas (RRL, Promega) siguiendo las especificaciones del fabricante

con las siguientes modificaciones, se utilizé 8ng/pl de RNA total en 35%
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del volumen de RRL (2,1875pL para un volumen final de 6,25ul);
0,0625puL de cada una de las mezclas de aminoacidos menos Met y
menos Cys; 0,125yl de inhibidor de ribonucleasas (Ribolock,
Fermentas) y se agregd acetato de potasio y acetato de magnesio a una
concentracién final de 79mM y 0,5mM, respectivamente. La reaccion de

traduccion se incuboé por 90 min a 30°C.

2.11 Preparacion de extractos de traduccion de células Huh-7.

Los extractos de traduccidén de células Huh-7 fueron preparados de
acuerdo al protocolo de Svitkin y Sonenberg (2004). Las células Huh-7
se crecieron en DMEM y fueron tratadas con tripsina-EDTA a 37°C,
colectadas por centrifugacion (120 xg por 8 min a 4°C) y lavadas 3 veces
con tampén isoténico 1X (10X: 350mM HEPES-KOH pH 7,3; 1,46M
NaCl; 110mM D-glucosa). Después del lavado final y centrifugacién a
750 xg por 8 min a 4°C, el pellet de células fue resuspendido en 2
volimenes de tampén B (25mM HEPES-KOH pH 7,3; 50mM KCI; 1,5mM
MgCiz; 1mM DTT e inhibidor de proteasas (“complete mini, EDTA-free
protein inhibitor cocktel tablets”, Roche)). Las células fueron
mantenidas en hielo por 30 min y posteriormente fueron
homogeneizadas con una jeringa tuberculina (30 veces). Luego se agrego
1/9 de volumen de tampén C (25mM HEPES-KOH pH 7,3; 1M KOAc;

30mM MgClz; 30mM DTT e inhibor de proteasas) y el homogeneizado se
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centrifugéd a 12,000 xg por 30 min a 4°C. El sobrenadante fue alicuotado

y congelado rapidamente con nitrégeno liquido y almacenado a -80°C.

2.12 Traduccidon in vitro utilizando extractos de traduccion de

células Huh-7.

La reaccion de traduccion se realizé utilizando 50% del volumen del
extracto de traduccién de células Huh-7; 0,5 pL de “master mix” (10mM
ATP; 2mM GTP; 100mM creatina fosfato; 1mg/mL creatina fosfoquinasa;
0,2mM de cada aminoacido; 125mM HEPES-KOH pH 7,3); 0,5ul de
2,5mM espermidina (Svitkin y Sonenberg, 2004); 0,1uL de inhibidor de
ribonucleasas (Ribolock, Fermentas) y 300ng de RNA total con cap. La

reaccién se incub6 por 90 min a 30°C.

2.13 Deteccion de las actividades de las luciferasas Renilla y

Firefly.

La deteccién de las luciferasas de Renilla y Firefly se realizé en un
solo tubo secuencialmente, utilizando el sistema reportero Dual-
Luciferasa (Promega) debido a que sus actividades pueden ser
diferenciadas experimentalmente utilizando distintos sustratos,
coelenterazina y d-luciferina, respectivamente. Los productos de ambas
reacciones emiten luz a distintas longitudes de onda, lo que puede
detectarse en lumindmetro (DS Sirius, Berthold}. En estos experimentos

se utilizaron como controles positivos el RNA sintetizado a partir del
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vector pcDNA/Ren/HCV/FF (gentilmente proporcionado por Dr. J.
Pelletier) (Bordeleau y col., 2005), el cual posee el IRES de VHC de
genotipo la y una construccién bicistréonica que contiene el IRES de
VHC de genotipo 1b (1b) (genotipo més representativo en la poblacién
chilena infectada). Como control negativo se utilizé una construccién
que no contiene un IRES funcional en la region intercistrénica {DL)

(Brasey y col., 2003).

2.14 Generacion de plasmidios bicistrénicos que contienen los

IRES mutantes de VHC.

Se utiliz6 el protocolo de mutagénesis basado en PCR (Mikaelian y
Sergeant, 1992) para la construccién de los vectores bicistronicos con
IRESs mutantes con las siguientes sustituciones: G82A, A119C, G137U,
Al172G, A252G, G266A, G268U, G271A, G331A, A252G/G271A vy
G266A/G268U. En resumen, las mutaciones fueron introducidas en el
vector bicistrénico dual luciferasa que contiene el IRES de VHC de
genotipo 1b (1b), el cual fue utilizado como templado en las reacciones
de PCR, utilizando 3 partidores comunes (renFw, P2anti y Pltag) v un
oligonucleétido especifico para cada mutacién denominados mutl al
mutll. Especificamente los partidores utilizados para generar cada
mutacion fueron: G82A: mutl, A119C; mut2, G137U: mut3, A172G:

mut4, A252G: mutd, G266A: mutb, G268U: mut7, G271A: mut8,
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G331A: mut9, A252G/G271A: mutl0 y G266A/G268U: mut 11 (ver
Anexo 1). Para obtener los plasmidios dual luciferasa con los IRESs
mutantes, se realizaron 2 rondas sucesivas de PCR utilizando una Taq
polimerasa de alta fidelidad (Expand High Fidelity PCR System, Roche
Molecular Biochemicals o Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity,
Invitrogen) siguiendo los protocolos de los fabricantes. La primera ronda
constd de dos reacciones de PCR simultaneas, la primera reaccién de
PCR fue realizada con los partidores renFw y los distintos partidores
para generar las mutaciones (mutl al mutll). La segunda reaccién de
PCR fue realizada con los partidores Pltag y P2anti. Los fragmentos
amplificados de las dos reacciones de PCR de esta primera ronda, fueron
purificados desde gel de agarosa, mezclados y usados para realizar la
siguiente ronda de PCR con los partidores externos renFw y P2anti. Para
las amplificaciones por PCR, se utiliz6 el siguiente programa: 94°C por 2
min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 15 o 30 seg (dependiendo de la
Taq DNA polimerasa utilizada), 58°C (para los PCR con los partidores
renFw-mut 1,3-7,10, Pltag-P2anti y renFw-P2anti) o 62°C (para renFw-
mut 2, 8, 9y 11) por 30 segy 72°C o 68°C por 45 seg, para finalizar con
un paso de 72°C o 68°C por 7 min (dependiendo de la Tagq DNA
polimerasa utilizada). Posteriormente, €l producto de PCR resultante se
digirié con las enzimas Xhol y EcoRI y se ligd en el vector dual luciferasa

digerido con las mismas enzimas de restriccién usando la enzima T4
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DNA ligasa (Fermentas).

La construccién de los mutantes: C67U, A73G y G90A se realizd
digiriendo los plasmidios DL VHC 32, DL VHC 41 y DL VHC 5,
respectivamente (ver anexo 2, vectores bicistrénicos con los IRESs
recuperados de los pacientes) con las enzimas Xhol y Agel, luego el
fragmento se purificé desde gel y se 1ligb en el vector 1b digerido con las
mismas enzimas de restriccion.

La construccién de los mutantes: A223G, U306C, C340U/G350A y
U356A/A359G se realizd digiriendo los plasmidios DL VHC 33, DL VHC
18, DL VHC 41 y DL VHC 5, respectivamente (anexo 2) con las enzimas
Agel y EcoRI, posteriormente el fragmento se purifico desde gel y se
cloné en el vector 1b digerido con las mismas enzimas de restriccion.

Para la construccidon de los dobles mutantes: G82A/A172G y
Al119C/G331A primero se realizdé la mutacién de cada nucleétido por
separado mediante PCR en el plasmidio 1b como se explicd
anteriormente. Posteriormente se procedié a digerir los vectores con las
mutaciones A172G y G331A con las enzimas Agel y EcoRI, se purificé el
fragmento desde gel y se ligd en el vector que contenia las mutaciones
G82A y A119C respectivamente, digeridos con las mismas enzimas de
restriccion.

Todas las construcciones fueron verificadas por secuenciacién

(Macrogen Corp, USA).
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2.15 Transfeccion en células Huh-7 de RNAs bicistrémnicos que

contienen los IRES mutantes de VHC en el dominio IIId.

Los RNAs con las estructuras 5’cap y 3’poli (A) generados a partir de
los vectores bicistréonicos con los IRESs de VHC de genotipo 1b (control
positivo) y mutantes en el dominio IlId fueron utilizados para
transfeccién en células Huh-7 utilizando el sistema “lipofectamine™
2000 Transfection Reagent” (Invitrogen) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Las células Huh-7 se cultivaron hasta
un 90% de confluencia en placas de cultivo de 12 pocillos y fueron
transfectadas con 400ng de mRNA bicistrénico. Luego de 6-7 horas de la
transfeccién, las células fueron cosechadas y se midid la actividad
luciferasa utilizando el sistema reportero Dual-luciferasa (Promega) de
acuerdo al protocolo del fabricante. El contenido total de proteina de
cada muestra fue determinado mediante el ensayo de Bradford (Bio-
Rad). La eficiencia traduccional relativa fue determinada mediante la

razoén de FLuc/RLuc corrigiendo cada valor por el contenido de proteina.

2.16 Simulacién de dinamica molecular.

La estructura inicial del tallo-bucle IIId fue realizada considerando
directamente los datos experimentales de NMR, PDBid: 1F84. Los

modelos de los mutantes (G266A, G268U y G266A/G268U) fueron

construidos utilizando el modulo “DS Biopolymer” dentro del programa
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“Discovery Studio®”. Las simulaciones de la dinamica molecular se
llevaron a cabo utilizando el programa NAMD v 2.6 (Phillips y col.,
2005). La parametrizacion de acidos nucleicos se realizé de acuerdo al
campo de fuerza de Cornell (Cornell y col.,, 1995). Los sistemas
moleculares fueron embebidos en una caja periédica conteniendo
~14800 moléculas de agua (TIP3P). La fase de agua se extendié a una
distancia de 254 de cada atomo de soluto. La carga total del sistema fue
neutralizada con la adicién de 28 contraiones de Na+. Las estructuras
Iniciales fueron energéticamente minimizadas mediante el uso de un
algoritmo de gradiente conjugado en 10000 pasos hasta la convergencia.
Después de la minimizacién energética, la temperatura del sistema se
incrementé hasta 298K por el método de reasignacion de temperatura
seguido por un tiempo de equilibracién de 500ps. La simulacion fue
realizada durante 6ns a un tiempo de iteracién de 1fs en un ensamble
termodinamico isotérmico-isobarico a 298K. Se utilizé una restriccién
armoénica para los enlaces de hidrégeno del agua mediante el algoritmo
Settle. Las interacciones de Van der Waals fueron truncadas a 12A,
mientras que las interacciones electrostaticas fueron calculadas con el
meétodo “Particle Mesh Ewald (PME)”. Las fuerzas electrostaticas de largo
alcance y Lenard-Jones fueron evaluadas cada 2 y 4 fs,

respectivamente.
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2.17 Dicroismo circular.

Las mediciones de los espectros de dicroismo circular (DC) se
registraron con un espectropolarimetro Jasco (J-600). Los espectros de
DC se midieron en el rango de 200 a 300nm a temperatura ambiente,
utilizando un ancho de banda de lnm, tiempo de respuesta de 1 segy
un paso de resolucién de 1nm. Las muestras que se analizaron fueron
RNAs sintéticos de 27 bases del tallo-bucle IIId del IRES de VHC
comprados a “Integrated DNA Technologies” de secuencia nativa
(genotipo 1b) y los mutantes G266A, G268U y G266A/G268U; los cuales
se utilizaron a una concentracién de 11-16pM resuspendidas en agua
ultrapura o conteniendo 1 o 2mM MgCl en un volumen final de 180uL.
Se utilizé una cubeta de cuarzo de paso 6ptico de 0,1cm.

Los valores de elipticidad molar ([6]) fueron calculados utilizando la
siguiente ecuacion:

[e1=0x100x M
cxl

Donde 6 es la medida de la elipticidad en grados, ¢ es la
concentracion de la muestra en mg/mlL, I es el paso 6ptico en cm y Mes
el peso molecular. [6] tiene las unidades en grados x cm? x dmol?
(Schmid, 1997). Los espectros de DC se representaron graficando la

elipticidad molar versus la longitud de onda en nm.
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3. RESULTADOS

3.1 Deteccion de RNA de VHC en Plasma y PBMC de pacientes

chilenos con infeccion cronica de VHC.

El estudio se inicié estableciendo la presencia de RNA de VHC en
PBMC y plasma de pacientes chilenos infectados con este virus. La
poblacion estudiada presenta caracteristicas tinicas al compararla con
otras poblaciones de paises desarrollados. En Chile segtin lo descrito por
Soza vy col. (2004 y 2006} la mayoria de los pacientes infectados con
VHC han adquirido el virus a través de transfusion de sangre; ademas,
no presentan co-infeccién con VIH y debido al alto costo de la terapia no
han recibido tratamiento antiviral.

Se evalud la prevalencia de RNA de VHC en plasma y PBMC de 45
pacientes con infeccién crénica de VHC. El RNA viral aislado de los dos
tipos de muestras clinicas fue amplificado por una reaccién de RT-PCR,
utilizando partidores especificos para detectar la regién 5’'UTR. La region
S5’UTR fue amplificada desde todas las muestras de plasma (tabla 1 y
figura 7). Sin embargo, 12 de los 45 pacientes infectados (27%) no
exhibieron cantidades detectables de RNA viral en los PBMC analizados.
En la figura 7 se presenta un ejemplo de los resultados experimentales.
Se observa que los pacientes 1, 4 y 11 (carriles 6-11) presentan

cantidades detectables de RNA de VHC del 5UTR sélo en plasma (P),
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mientras que los pacientes 26, 27, 28, 29, 30 y 31 (carriles 12-23)
presentan RNA viral en ambos compartimentos, es decir plasma (P) y
PBMC (C). En estos experimentos se utilizé como control positivo el RNA
de VHC de genotipo 1b transcrito in vitro (carril 2) y como control
negativo se utilizé el RNA total extraido de plasma (P) y PBMC (C) de un
donante no infectado con VHC (carriles 4 y 5). Los resultados indican
que los PBMC pueden ser infectados por VHC (73%), sin embargo la
infeccién de estas células no representa un fendémeno general, ya que

algunos pacientes sélo presentan RNA viral en plasma (27%).

VHC Pacientes

G111 4 26 27 28 29 30 3
M{#H fPCPCPCPCPCPCPCPCPCPCHM

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 1314 15 16 1718 19 20 21 22 23 24

Figura 7. Deteccion de RNA de VHC en plasma y PBMC de pacientes
cronicamente infectados con VHC. El RNA total se extrajo desde
plasma (P) y PBMC (C) de los pacientes y se realizé RT-PCR en un tinico
paso disefiado para amplificar la regiéon 5UTR (carriles 4-23). En estos
experimentos se utilizé6 como control positivo un RNA transcrito in vitro
de VHC (carril 2) y como control negativo ¢l RNA total extraido de un
donante no infectado con VHC (carril 4-5). M: estandar de peso
molecular de DNA (carril 1 y 24). H20: control de la reaccién de RT-PCR
(carril 3). El tamaiio del producto de PCR corresponde a 371 pb.
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Tabla 1. Deteccién de RNA del 5UTR de VHC en muestras de
plasma y PBMC de individuos cronicamente infectados con el virus.
Se indica el namero y codigo del paciente, la presencia (+) o ausencia (-)
de RNA de VHC en plasma (P) y PBMC (C), el genotipo y el grupo al cual
pertenece el paciente de acuerdo al patrén de SSCP (Grupo SSCP).

Nimero Cédigo 5UTRen | S'UTRen Genotipo en plasma (P) Grupo
Paciente Paciente plasma PBMC y PBMC (C) S8CP
1 LOF-110 + - 1b 1
2 GRG-111 + - 3a 1
3 JMJ-112 + - 1b 1
4 GSB-2-113 + - 1b 1
5 JCC-114 + - 1b 1
6 FH-105 + - 1 1
7 PBC-3 + - 3a 1
8 AMV-9 + - 3a* 1
9 CF-100 + - ib 1
10 TC-1-129 + - 1b 1
11 DV-109 + - 1 1
12 AV-1-130 + - ib 1
i3 RGO-29 + + 1 2
14 LMI-1-126 + + 1b 2
i5 YPY-1-127 + 4 1b 2
16 LPM-108 + + 2a*(P) /1b (C) 2
17 JCV-1-137 + + 3a (P / 1b(C) 2
is JBO-1-134 + + 3a 2
19 ERA-1-122 + + la 2
20 AG-1-124 + + 1b 2
21 RSC-1-125 + + 1 2
22 SSG-1-128 + + 1h 2
23 SMC-25 + + 1b 2
24 AGV-2 + + ib 2
25 ELM-1-131 + + 1 3
26 AL-115 + + 1 3
27 PZ-116 + + 1b 3
28 ECR-117 + + 1b 3
29 MBV-1-118 + + 1b 3
30 RM-1-119 + + 1 3
31 RMM-1-121 + + 1b 3
32 CJI-1-132 -+ + 1 3
33 VQ-1-133 + + 1b 3
34 RUN-1-135 + + 1b 3
35 EY-1 + + 1b 3
36 JLC-5 + + Say 1b (P) / 1b (C) 3
37 AMV-23 + + 1 3
38 JSN-26 + + 1b 3
39 LCP-32 + + 1b 3
40 FP-104 + + 3a 3
41 PDM-1-136 + + 3P/ 1b(C) 3
42 MCL-4 + + 1b* ND
43 Hch-101 + + 1b ND
44 PF-103 + + 1 ND
45 EMR-106 + + 1 ND

*genotipo de VHC determinado por el sistema comercial “INNO-LIPA HCV II”.

ND: Patrones de SSCP no fueron consistentes en experimentos independientes.




57

3.2 Andlisis de las cuasiespecies de VHC presentes en plasma y
PBMC mediante conformacion de polimorfismo de hebra

simple (SSCP).

VHC se caracteriza por un alto grado de heterogeneidad genética,
principalmente asociada a la falta de actividad correctora de la RpRd.
Como consecuencia, VHC circula como una poblacion de genomas
relacionados pero no idénticos, denominado cuasiespecies (Pawlotsky,
2006), Varios estudios han demostrado la capacidad de diferentes
cuasiespecies de compartimentalizar en PBMC, suero e higado tanto en
humanos como en chimpancés infectados (Shimizu y col., 1997; Navas y
col., 1998; Maggi y col., 1999; Roque-Afonso y col., 2005). Basados en
estas observaciones, se evalud la distribucién de cuasiespecies de VHC
en plasma y PBMC mediante la técnica de SSCP, la cual ha sido
ampliamente utilizada para estudios de cuasiespecies de VHC (Laskus y
col., 2000; Laskus y col., 2004; Roque-Afonso y col., 2005). La técnica
de SSCP se basa en la relacién entre la movilidad electroforética de una
hebra simple de DNA y su secuencia nucleotidica (Orita y col., 1989).

Para estudiar la posible relacidon entre las cuasiespecies presentes en
plasma y PBMC, se analizaron los patrones de migracion de SSCP de los
amplicones de la region SUTR (371pb) de los 45 pacientes
anteriormente estudiados. Los ensayos de SSCP se realizaron por

duplicado y en experimentos independientes, considerando soélo los
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resultados que fueron coherentes en experimentos independientes. Esta
restricciéon redujo la poblaciéon estudiada a 41 pacientes (tabla 1).
Basados en la deteccién de RNA en los PBMC junto con los resultados
obtenidos de los patrones de SSCP de la region 5UTR, los pacientes
estudiados se reunieron en tres grupos (ver tabla 1, ultima columna
“Grupo SSCP”), En las figuras 8-10 se presentan resultados
representativos de cada grupo. El primer grupo de pacientes,
corresponde a los individuos que tienen cantidades detectables de RNA
de VHC sélo en plasma (12 de 41 pacientes). En la figura 8 se observa ¢l
patréon de SSCP de los pacientes 1 al 8. Este grupo exhibié un patrén de
migracién de SSCP diverso (carriles 1-8), lo cual probablemente refleja
diferentes cuasiespecies circulantes de VHC (Laskus y col.,, 2000;
Laskus y col.,, 2004; Roque-Afonso y col., 2005). El segundo grupo,
incluye a pacientes en los cuales se detect6 RNA de VHC en plasma (P) y
PBMC (C}, pero que muestran distintos patrones de migracién de SSCP
entre los compartimentos, lo cual refleja compartimentalizacion de VHC
(12 de 41 pacientes). En la figura 9 se presenta un ejemplo de pacientes
pertenecientes al grupo 2, donde se observa el patron de SSCP de los
pacientes 19, 20, 21 y 22 (carriles 4-11) y en la figura 10 el patrén del
paciente 24 (carriles 5-6). Una observacién interesante es que la
mayoria de las muestras de plasma del grupo 2 mostraron un patrén de

SSCP diverso en comparacion a los PBMC, lo cual sugiere la presencia




59

de diferentes cuasiespecies de VHC en plasma (figura 9 carriles 4, 6, 8 y
10). El tercer grupo esta compuesto por pacientes que presentaron RNA
de VHC en plasma (P} y PBMC (C), teniendo un patrén de migracién de
SSCP visualmente indistinguible entre los compartimentos (17 de 41
pacientes} (figura 9 y 10). En la figura 9 se puede observar el patrén de
SSCP de los pacientes 31, 32 y 33 (carriles 2-3, 12-15) y en la figura 10
de los pacientes 37, 36, 35, 40 y 38 (carriles 1 al 4 y 7 al 12). Es
interesante destacar que los patrones de SSCP de las muestras aisladas
de los PBMC de los pacientes 19, 20, 21 y 22 (grupo 2) y del paciente 33
(grupo 3) fueron similares (comparar en la figura 9 los carriles 5, 7, 9,
11 y 15), lo que contrasta con la diversidad observada en las muestras
de plasma del grupo dos (carriles 4, 6, 8 y 10 de la figura 9).

Se ha sugerido que el SSCP es capaz de discernir entre secuencias de
VHC que se diferencian en una substitucién nucleotidica (Glavac y
Dean, 1993; Laskus y col., 2004). Ademas, el SSCP permitiria identificar
de una mezcla las variantes minoritarias de VHC que representen < 3%
de la poblacién total (Laskus y col.,, 2004). Considerando los
antecedentes anteriores, los datos de SSCP apoyan la hipétesis de la
compartimentalizaciéon de VHC; sin embargo, también sugieren que sblo

algunas cuasiespecies presentes en el plasma son capaces de ser

recuperadas desde PBMC.
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Pacientes
1 2 3 4 5

Figura 8. Anilisis por SSCP del 5°UTR de VHC en pacientes en los
cuales se detecta RNA sélo en plasma (Grupo 1 de SSCP). Patron de
SSCP del 5’ UTR de VHC de los productos de PCR generados a partir del
RNA extraido desde el plasma de los pacientes en que se detecta RNA de
VHC so6lo en este compartimiento (carriles 1 al 8) (grupo 1 en tabla 1). El
numero de los pacientes (1-8) se indica en la parte superior de la figura.
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Pacientes

b 31(3) 19(2) 20(2) 21(2) 22(2) 32(3) _ 33(3)
PC PCPCPCPGCUPC PC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 9. Anilisis por SSCP del 5’'UTR de VHC en pacientes en que
se detecta RNA en plasma y PBMC (Grupo 2 y 3 de SSCP). Patron de
SSCP del 5°'UTR de VHC de los productos de PCR generados a partir del
RNA extraido desde el plasma (P) y PBMC (C) de diferentes pacientes. El
numero del paciente se muestra en la parte superior del gel indicandose
entre paréntesis el grupo de SSCP al cual fue asignado. Grupo de SSCP
2 (patrones de SSCP diferentes entre P y C de cada individuo; carriles 4-
11) y del grupo de SSCP 3 (patrones de SSCP similares entre P y C de
cada individuo; carriles 2-3, 12-15). Como control positivo se utilizd un
producto de PCR generado a partir del RNA de VHC de genotipo 1b
(pFK-Is77neo/NS3-3' /wt) (carril 1).
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Pacientes
37(3) 36(3) 24(2) 35(3) 40(3) 38(3)
P C PCPC PCUPCUPC

R

—_— Dl | D S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 10. Analisis por SSCP del 5°UTR de VHC en pacientes en que
se detecta RNA en plasma y PBMC (Grupo 2 y 3 de SSCP). Patron de
SSCP del 5’ UTR de VHC de los productos de PCR generados a partir del
RNA extraido desde el plasma (P) y PBMC (C) de diferentes pacientes que
pertenecen al grupo de SSCP 2 y 3 de acuerdo a los patrones de
migracion de SSCP. El numero del paciente se muestra en la parte
superior del gel indicandose entre paréntesis el grupo de SSCP al cual
fue asignado. Grupo de SSCP 2 (patrones de SSCP diferentes entre Py C
de cada individuo; carriles 5 y 6) y del grupo de SSCP 3 (patrones de
SSCP similares entre P y C de cada individuo; carriles 1-4 y 7-12).

3.3 Analisis de las secuencias del 5’UTR de VHC.

Con el fin de determinar el genotipo de los 5’UTR amplificados de las
muestras clinicas, se procedido a la secuenciacion de los amplicones
obtenidos mediante RT-PCR de la region 5’'UTR derivados del plasma y
PBMC de los pacientes. Las secuencias se analizaron permitiendo
confirmar el genotipo de VHC en pacientes que habian sido previamente
genotipificados mediante el sistema comercial “INNO-LIPA HCV II” (datos

no mostrados). Ademas, permitié adjudicar el genotipo a los pacientes
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que no fueron analizados por este tltimo método (tabla 1). El analisis de
las secuencias confirmé que el genotipo 1 es el méas representativo en el
plasma de la poblacién estudiada (80%}), ademéas se encontraron los
genotipo 2 (2%), 3 (16%) v 5 (2%) (tabla 1 y figura 11}). Estos datos
concuerdan con estudios anteriores que muestran una alta prevalencia
del genotipo 1b entre la poblacién chilena (Soza y col., 2004; Soza y
Lopez-Lastra, 2006). De los 33 pacientes en que se detecté RNA viral en
plasma y PBMC (73%), 29 presenté el mismo genotipo en ambos
compartimientos (88%), 3 mostraron distintos genotipos en plasma y
PBMC (9%) y 1 presenté dos genotipos diferentes en plasma y uno de
ellos en PBMC (3%) (tabla 1 y figura 11). Especificamente, en los
pacientes 16, 17 y 41 se detectaron dos genotipos, presentando en el
plasma (P) el genotipo 2, 3 y 3, respectivamente, mientras que en PBMC
(C) presentaron el genotipo 1b. El paciente 36 presento
simultaneamente los genotipos 1b y 5a en el plasma, mientras que en
PBMC sélo se detectd el 1b, Estos resultados estan en acuerdo con una
publicacién anterior, en la cual se describe al genotipo 1 como
linfotrépico (Lerat y col., 1998).

El alineamiento de las secuencias mayoritarias del S5UTR
encontradas en plasma y PBMC de los pacientes que se agruparon en el

grupo de SSCP 2 (figura 11B), mostré que 6 de los 12 pacientes no

presentaron diferencias nucleotidicas entre los compartimentos, aunque
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mediante SSCP se observaron diferencias. De esta manera, los pacientes
15, 18, 19, 20, 22 y 24 presentaron secuencias idénticas entre plasma y
PBMC (figura 11B). Esto sugiere que la secuencia mayoritaria (la
secuencia principal amplificada en la reaccién de RT-PCR) en ambos
compartimentos es la misma. Al analizar las secuencias del grupo 3, del
cual se esperaria obtener secuencias similares entre plasma y PBMC, se
encontré que 4 de los 17 pacientes (pacientes 25, 31, 32 y 37)
presentaron diferencias nucleotidicas entre los compartimentos (figura
11C). El analisis de las secuencias del 5’UTR amplificado de los
pacientes 42-45 (grupo SSCP ND) mostrd que sélo en el paciente 45 se
observan diferencias nucleotidicas entre los compartimentos (figura
11D).

Al considerar los pacientes en que se detecté RNA del 5'UTR de VHC
en plasma y PBMC, se puede sefialar que 36% de los pacientes (grupo
SSCP 2) exhibieron compartimentalizacién. Esta estimacién no

considera a los pacientes del grupo SSCP 3 y ND que presentaron

diferencias nucleotidicas entre plasma y PBMC (tabla 1, figura 11).
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3.4 Comparacién de las eficiencias traduccionales in vitro de los
IRES de VHC recuperados de plasma y PBMC de pacientes

con infeccién crénica por VHC.

Luego de establecer que sélo algunos individuos presentan
cantidades detectables de VHC en PBMC y sabiendo que existen
diferencias entre las cuasiespecies virales presentes en plasma y PBMC,
se continué con la caracterizacion funcional de los virus aislados desde
ambos compartimentos biolégicos. Considerando que la sintesis de las
proteinas virales ha sido estimada como uno de los pasos limitantes en
la replicacién de VHC (Bartenschlager, 2002), el estudio se enfoco en el
proceso de iniciacién de la traduccién a partir del mRNA viral, el cual es
mediado por un IRES. La actividad traduccional de los IRESs aislados
desde virus presente en plasma y PBMC se determiné utilizando
vectores reporteros bicistrénicos Dual Luciferasa. En estos ensayos, el
IRES de VHC (nucledtidos 13-383) fue recuperado a partir de las
muestras clinicas mediante RT-PCR y el amplicon fue clonado en un
vector de expresién Dual Luciferasa entre los genes de luciferasa de
Renilla y luciferasa de Firefly, entre los sitios de restriccion Xhol y EcoRI
(figura 12A) (Brasey y col.,, 2003). En los vectores bicistronicos, la
traduccion del primer cistrén (luciferasa de Renilla) es cap-dependiente,

mientras que la traduccion del segundo cistron (luciferasa de Firefly) es
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dependiente del IRES de VHC. Por lo tanto, la actividad del IRES de VHC
es monitoreada mediante la actividad de Iuciferasa de Firefly (FLuc),
mientras que la actividad de luciferasa de Renilla (RLuc) sirve como
control de la reaccién de traduccion. La eficiencia relativa de los IRESs
se determina al comparar la razén entre FLuc/RLuc entre los distintos
RNAs bicistréonicos. Para estos experimentos lo primero que se realizé
fue construir el vector que serviria como control positivo. Se seleccioné
construir un vector bicistrénico control con el IRES del genotipo viral 1b
(nombrado como 1b), ya que es el genotipo predominante en la
poblacién estudiada (figura 12A). La actividad traduccional del vector
control (1b) se validé contra una construccién similar conteniendo el
IRES de VHC de genotipo la (pcDNA/Ren/HCV/FF) previamente
caracterizado por otro laboratorio (Bordeleau y col., 2005). Para esto, se
realizaron experimentos de traduccién in vitro en dos sistemas: en lisado
de reticulocitos de conejo (RRL) y en extractos de traduccién de células
Huh-7 utilizando 8ng/pl de RNAs bicistronicos sin cap y 60ng/pl de
RNAs bicistrénicos con cap, respectivamente (figura 12B-D). Como se
observa en la figura 12B el IRES de VHC de genotipo 1b puede iniciar la
traduccién de FLuc en ambos extractos traduccionales al igual que el
IRES del vector publicado (pcDNA/Ren/HCV/FF). Las actividades de las
luciferasas en los experimentos de traduccién in vitro utilizando RRL y

extractos de traduccion de células Huh-7 se presentan en la figura 12C
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donde se observa las actividades de RLuc y en la figura 12D las
actividades de FLuc. En los experimentos de traduccién in vitro se utilizé
como control negativo un vector bicistrénico que contiene en la region
intercistronica el IRES trunco (A) y por tanto no funcional del virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) (DL) (figura 12A). El IRES-AEMCV se
selecciondé como control negativo puesto que es capaz de inhibir el
proceso de reiniciacién de los ribosomas y no es capaz de iniciar la
traduccién en forma interna (Brasey y col., 2003; Wilson y col. 2000).

Se analizaron cincuenta y cuatro vectores bicistrénicos Dual
Luciferasa (llamados DL VHC 1 al 54, ver tabla 3 en anexo 2) que
contenian los IRESs aislados desde virus presente en plasma y PBMC de
19 pacientes con infeccion cronica de VHC. Todos los vectores fueron
secuenciados y la secuencia de los IRESs alineados usando el programa
“CLUSTAL W”. En el anexo 2 se indica el genotipo y los cambios
nucleotidicos de los IRESs clonados en el vector bicistronico
considerando la secuencia prototipo de cada genotipo de VHC. La
eficiencia traduccional relativa de los IRESs de VHC fue calculada como
la razén de las actividades de FLuc/RLuc y comparada con la razon del
IRES de genotipo 1b, el cual fue arbitrariamente designado como 100%
(figura 13). Basado en los resultados de las secuencias se determiné

como actividad 100% el promedio de todas las actividades calculadas

para los IRESs con genotipo 1b. Por consiguiente, en este calculo se

.
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incluyé las actividades relativas de los vectores bicistronicos que
presentaron secuencia 1b (ver tabla 3) junto con la actividad relativa del
control positivo 1b construido para este estudio. Por lo tanto, de los 54
vectores DL VHC estudiados se obtuvieron sélo 28 vectores bicistronicos
(nombrados como IRES 1-28 en la figura 13) con secuencia IRES
diferente a la de su prototipo.

En la figura 13 se presenta el resumen de los resultados obtenidos de
los experimentos de traduccién in vitro de los plasmidios DL VHC
utilizando RRL; se grafica el porcentaje de actividad traduccional de los
28 IRESs (IRES .1—28) identificados en el estudio presentandose los
promedios de las actividades de los vectores DL VHC con la misma
secuencia IRES y 1b (ver tabla 3). Como se muestra en la figura 13 se
observa una gran heterogeneidad en las eficiencias traduccionales de los
IRESs aislados variando entre un 9 y 109% con respecto a la actividad
del IRES 1b. En la figura ademas se indica el genotipo y el niamero de
vectores bicistronicos generados a partir de diferentes aislados
utilizados en el célculo de la eficiencia traduccional. La mayoria de los
IRESs presentaron una actividad comparable con el IRES 1b; sin
embargo, los IRESs 15 y 25 presentaron actividades de 9,3 y 9%
respectivamente, siendo los IRESs con la menor eficiencia traduccional
de este estudio. Al considerar que la actividad relativa del control

negativo (DL) es de 7,1% podemos senalar que estos IRES presentan
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una actividad extremadamente baja de 2,2 y 1,9%, respectivamente. Se
encontraron otros IRESs con una actividad intermedia, es decir, de
aproximadamente 50% o menos de la actividad del genotipo 1b. En este
grupo se encuentra a los IRES 1, 7, 10, 16, 18, 19, 21, 24 y 27 (figura
13). Otros IRESs presentaron actividades mayores al 50%, como los
IRES 2 al 6, 8, 11, 14, 20 y 28 (figura 13).

Por 1ltimo, se encontraron IRESs que presentaron actividades
traduccionales levemente superior al IRES 1b en los experimentos de
traduccion in vitro en RRL. Los IRES 9, 12, 13, 17, 22, 23 y 206
presentaron actividades promedios de 109, 104, 106, 108, 107, 102 y
109 %, respectivamente (figura 13). De estos resultados se puede
proponer que los cambios nucleotidicos encontrados en estos IRES no
afectarian de manera importante la actividad traduccional del IRES de
VHC en el sistema de traduccion in vitro utilizado.

En la figura 14 se presentan las actividades de RLuc y FLuc de los
RNAs bicistronicos utilizados en la figura 13. Los resultados muestran
la gran variabilidad de las actividades de FLuc, determinadas por los
distintos IRESs vy de RLuc como el control de traduccion.

Si comparamos las actividades de los IRESs clonados desde el

plasma y PBMC de un mismo paciente (tabla 3, figura 13), se puede

observar que en 11 pacientes los IRESs aislados desde plasma (P) y

PBMC (C) presentaron actividades traduccionales diferentes: 1 (P: 1b y

S
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C: IRES 5), 2 (P: IRES 11 y C: 1b), 5 (P: IRES 9, 25y C: IRES 8, 1b), 25
(P: IRES 19 y C: 1b), 29 (P: IRES 18 y C: IRES 2), 101 (P: IRES 27 y C:
1b), 106 (P: IRES 10 y C: IRES 15), 108 (P: IRES 28 y C: IRES 1 y 14},
110 (P: IRES 8, 24 y C: 1b), 112 (P: IRES 23, 24 y C: IRES 16) y 116 (P:
1b y C: IRES 3). En resumen, en 69% de los pacientes (11 de 16) en los
cuales se analizaron las actividades traduccionales in vitro de los IRES
aislados desde plasma y PBMC utilizando RRL, se observaron
diferencias entre las eficiencias traduccionales de los IRES aislados
desde los dos compartimentos. El analisis de las secuencias de estos
IRESs revel6 diferencias nucleotidicas entre los IRESs aislados de
plasma y PBMC, lo cual sugiere la presencia de diferentes variantes del
virus en estos pacientes. Por otra parte, en 5 pacientes se observaron
actividades traduccionales in vitro similares entre los IRES aislados
desde plasma y PBMC; especificamente en los pacientes: 23 (P: 1b y C:
IRES 9), 26 (Py C: 1b}, 104 (Py C: IRES 20), 115 (Py C: IRES 12}y 117
(P: IRES 13 y C: 1b) (tabla 3, anexo 2). De éstos, los pacientes 23 y 117
presentaron diferencias nucleotidicas entre el plasma y PBMC, en
cambio los pacientes 26, 104 y 115 presentaron la misma secuencia

nucleotidica entre los compartimentos (tabla 3, anexo 2}.
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Figura 12. Plasmidios bicistronicos y la actividad traduccional in
vitro del IRES de VHC 1b en RRL y extractos Huh-7. A.
Representacion esquematica de los vectores reporteros Dual luciferasa
usados en este estudio, DL: control negativo, pCDNA/Ren/HCV/FF:
vector con IRES de VHC genotipo la (control positivo en este
experimento), 1b: vector con el IRES de VHC de genotipo 1b construido
en este estudio y que sera el control positivo en los experimentos
siguientes. B. RNAs bicistrénicos sin cap (RRL) y con cap (extractos
Huh-7) fueron traducidos como se describe en materiales y métodos. Se
presenta la razon FLuc/RLuc (x 10?%) en RRL y en extractos Huh-7 (Huh-
7). C. Se muestra la actividad de la luciferasa de Renilla (RLuc) (RLU x
10°) en RRL y Huh-7. D. Se muestra la actividad de la luciferasa de
Firefly (FLuc) (RLU x 10%*) en RRL y Huh-7.
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Genotipo Mutaciones IRES Actividad (%) = DE
DL 7+03
1b 100+ 16
1b UBIC IRES1 52+5
1b G82A IRES2 91+3
1b G100A IRES3 6815
1b C104U IRES4 95+ 1
1b A109G IRESS 715
3a A119C IRES®H 8415
3a A119C G331 A IREST 231
1b (3) Insercion C127  IRES 8 9%6+8
1b (2) C204U IRESS 10919
1b A223G IRES10 555
1b U306C IRESM 66+5
1b (2) C340A IRES 12 104+ 3
1b (2) G350A IRES13 106 + 16
1b C43U,U262C IRES14 857
1b C67U,A252G,G271A IRES15 9+1
1b (5) A73G,C340U,G350A IRES16 50+4
1b G 82 A Insercion A207  IRES 17 108+3
1b G 82 A A172 G, Insercion C127, A207 IRES 18 27+ 4
1b GY0A U356 A A359G IRES19 38+2
3a(2) A119C, G203A G243A IRES20 88+4
1b C121U,U326C, G350A IRES21 ’ 4511
1b C121U,C340A G350 A IRES22 107+ 8
1b(2) Insercién C127,C 340 U, G350 A IRES23 - 1026
1b(2) A136G, A140U IRES 24 35+4
Sa G137 U, G266 A G268U IRES25 9+2
1b Insercion A207, U 248G IRES26 1094
1b A225G,A330G IRES27 39+2
2a v2zac casu Res2e NG 86+0.3
: b ow & B W B

% Actividad Traduccional

Figura 13. Resumen de las eficiencias traduccionales in vitro en
RRL de los IRESs de VHC recuperados de los virus presentes en los
pacientes y las mutaciones encontradas en estos IRES. Plasmidios
bicistronicos correspondientes a los IRESs indicados (IRES 1-28) fueron
usados para realizar traduccién in vitro utilizando RRL. La actividad
relativa de los IRESs se determin6é mediante la razén entre FLuc/RLuc,
las actividades fueron normalizadas con respecto al IRES 1b, razon que
fue arbitrariamente considerada como el 100%. Para determinar las
actividades promedios se consideraron las actividades de todos los RNAs
bicistronicos con IRES con la misma secuencia. A la derecha se
presentan los porcentajes de actividad con respecto al IRES nativo 1b y
la desviacion estandar y a la izquierda las mutaciones encontradas en
los IRESs al comparar cada IRES con su secuencia prototipo. Ademas se
indica el genotipo del IRES y entre paréntesis la cantidad de vectores
bicistronicos con IRES de igual secuencia.
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muestras clinicas de los pacientes en RRL. Plasmidios bicistronicos

correspondientes a los IRES indicados (IRES 1-28) fueron usados para
realizar traduccién in vitro utilizando RRL. Se grafican las actividades

Figura 14. Actividad de RLuc y FLuc de los RNA bicistrénicos con
los IRESs de VHC recuperados de los virus presentes en las
promedios de RLuc (A} y de FLuc (B) con la desviacion estandar.
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3.5 Caracterizacion de los IRESs clonados en el vector Dual

Luciferasa mediante secuenciacion.

Las secuencias de los 54 IRESs recuperados desde los virus
circulantes en plasma y PBMC de 19 diferentes pacientes que se
clonaron en el vector bicistrénico, fueron alineadas con el programa
CLUSTAL W contra la secuencia de los IRESs de genotipo 1b (ntimero de
acceso AJ238799), 2a (numero de acceso D00944), 3a (ntimero de
acceso D17763) y 5a (ntimero de acceso Y13184). De los IRESs clonados
de los pacientes, 89% correspondié al genotipo 1b (48 de 54 DL VHC),
7% al genotipo 3a (4 de 54 DL VHC), 2% al genotipo 2a (1 de 54 DL
VHC) y 2% al 5a (1 de 54 DL VHC). Los IRES fueron agrupados en base
a su genotipo y alineados contra la secuencia prototipo del genotipo
correspondiente, identificandose los cambios nucleotidicos respecto a la
secuencia nativa (tabla 3, anexo 2). De los 35 cambios nucleotidicos
identificados, la mayor parte de ellos fueron substituciones, sin
embargo, también se describen las inserciones C127 y A207 (figura 15).

En la tabla 3 se presentan los cambios nucleotidicos encontrados en
los IRESs que se utilizaron en los experimentos de traduccién in vitro
(figura 13) y en la figura 15 se esquematiza la posicion de estas
mutaciones en la estructura secundaria del IRES de VHC.

Al realizar el alineamiento de los IRESs de genotipo 1b, se puede

observar que se encontraron las inserciones C127 y A207. Estas
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inserciones se encontraron en mas de un IRES analizado (insercién
C127 en los vectores DL VHC 1, 37, 46, 48, 49 y 50 e insercién A207 en
los DL VHC 9, 24 y 37) y recuperados a partir de muestras de diferentes
pacientes. Esta observaciéon sugiere que estas mgtaciones no
corresponden a errores azarosos asociados al procedimiento
experimental utilizado o a errores asociados a la enzima Taq DNA
polimerasa durante el proceso de clonamiento; ademaéas la insercion
C127 ha sido reportada anteriormente por otros grupos (Laporte y col.,
2000; Radkowski y col., 2004; van Leeuwen y col., 2004; Gallegos-
Orozco v col.,, 2006). También se encontraron algunas substituciones
nucleotidicas las cuales concuerdan con publicaciones previas, como
por ejemplo: C104U (Radkowski y col.,, 2004; Thelu y col.,, 2007);
C121U, G350A (Thelu y col., 2004); A119C, A136G (Moratorio y col.,
2007); A109G, Al172G (Tang y col.,, 1999); C204U (Radkowski y col.,
2004; Thelu y col., 2004; Gallegos-Orozco y col., 2006); A225G (Laporte
y col., 2000} y C340U (Thelu y col., 2004; Thelu y col., 2007). Ademas,
este estudio permitid identificar, nuevas substituciones como: G90A,
U356A, A359G en el DL VHC 5; G82A en los DL VHC 9 y 37; C340A en
los DL VHC 11, 12 v 53; G100A en el DL VHC 13; U306C en el DL VHC
18; U248G en el DL VHC 24; A330G en el DL VHC 27; C67U, A252G y
G271A en el DL VHC 32; A223G en el DL VHC 33; A73G en los DL VHC

41-45; USOC en el DL VHC 22; Al36G y Al40U en el DL VHC 51;
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C121U y U326C en el DL VHC 52 (tabla 3, anexo 2).

Al realizar el alineamiento de DL VHC 21 de genotipo 2a, se encontrd
la substitucién U223C ia cual no ha sido reportada por otros grupos.

Al realizar el alineamiento de los IRES de genotipo 3a, se encontraron
substituciones antes publicadas como A119C (Moratorio y col., 2007) en
todos los IRESs de este genotipo; G243A (Lerat y col., 2000; Thelu y col.,
2004) en los DL VHC 19 y 20 y G331A (Laporte y col., 2000) en el DL
VHC 30. Ademas se encontré la mutacion G203A en los DL VHC 19 y
20. Esta tltima mutacién aun no ha sido reportada.

Finalmente, al realizar el alineamiento de DL VHC 35 de genotipo 5a,
se encontré la substitucién antes publicada G266A (Laporte y col,,
2000) y las mutaciones no reportadas G137U y G268U.

En concordancia con los resultados de secuenciaciéon de los S5'UTR
utilizados en los ensayos de SSCP (tabla 1), el analisis de las secuencias
de los IRESs clonados en el vector bicistronico confirmé que el paciente
108 presenta el genotipo 2a en plasma y 1b en PBMC y que el paciente 5
presenta en plasma el genotipo 1lb y 5a pero en PBMC presenta el
genotipo 1b (tabla 3, anexo 2}.

Al analizar los datos de secuencia en conjunto con los experimentos
de traduccién in vitro (figura 13), se observa que los IRESs que exhiben

una baja actividad traduccional (IRES 7, 15, 18 y 25) presentan

mutaciones en dominios del IRES de VHC involucrados en la unién de la
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subunidad 408 ribosomal (figura 15). El IRES 7 presenta el cambio
G331A en el dominio IV, el IRES 15 presenta las mutaciones A252G y
G271A en el dominio IIId, el IRES 18 presenta el cambio A172G en la
uniéon de los dominios Illabc y por Gltimo €l IRES 25 presenta las
mutaciones G266A y G268U en el bucle Illd. Otros IRESs con una
actividad IRES disminuida son €l IRES 10 con la mutacién A223G en el
dominio IlIb, el IRES 21 que present6 las mutaciones U326C en el seudo
nudo (dominio IIIf), el IRES 24 que presentd las mutaciones A136G y
Al40U en la base del dominio III y el IRES 27 que presenté las

mutaciones A225G y A330G en el dominio III (figura 15).
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Figura 15. Esquema del modelo de la estructura secundaria del
5'UTR de VHC con las mutaciones encontradas en los IRESs de los
virus recuperados de los pacientes que se utilizaron en los
experimentos de traduccion in vitro. Se indican los nombres de los
dominios del IRES de VHC (II, Iila-f y IV). Las flechas indican la posicién
de las substituciones nucleotidicas identificadas en los IRESs de los
pacientes que se clonaron en el vector bicistréonico Dual Luciferasa y que
fueron utilizados para determinar la actividad traduccional in wvitro.
Estructura basada en las publicadas por Brown y col. (1992) y Honda y
col. (1996a).
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3.6 Eficiencia traduccional in vitro de las mutaciones que

ocurren naturalmente en el IRES de VHC.

Diversos estudios han demostrado que mutaciones nucleotidicas
disefiadas para mantener la estructura helicoidal en la region 5'UTR de
VHC preserva la funcién del IRES. Estos experimentos sugieren que la
integridad estructural del IRES es fundamental para su actividad
traduccional (Lukavsky y col., 2000; Collier y col,, 2002; Kieft y col,,
2002). Sin embargo, se ha observado que ciertas mutaciones en algunos
bucles del dominio III son capaces de inhibir la actividad traduccional
del IRES. Estas tiltimas observaciones permiten sugerir que la funcién
del IRES de VHC puede también depender, en cierta medida, de la
secuencia primaria (Kieft y col., 1999; Tang y col., 1999; Jubin y col.,
2000). La funcién de la secuencia primaria y la sensibilidad de
diferentes regiones del IRES de VHC a ser mutadas y modificar su
actividad atin no ha sido dilucidada completamente. Con el fin de
comprender mejor el efecto de las mutaciones identificadas a partir de
los IRESs aislados de virus presentes en las muestras clinicas sobre la
actividad traduccional, se procedié a introducir cada una de ellas o en
cormbinacion en el contexto del IRES 1b prototipo. Con €l fin de acotar el
estudio, se analizaron sélo las substituciones nucleotidicas de aquellos

IRESs virales que exhibieron una actividad traduccional reducida

relativa al IRES 1b prototipo utilizado como control (figura 13). Por




91

tanto, en este estudio se analizaron las substituciones encontradas en
los IRES 7, 10, 11, 15, 16, 18, 19 y 25 (figura 13). Las ﬁutaciones
fueron nombradas de acuerdo al cambio nucleotidico con respecto a la
secuencia prototipo y a su posicion. El efecto de las mutaciones en la
actividad IRES se determindé mediante experimentos de traduccién in
vitro en RRL. Para mayor claridad, los resultados se presentan
ordenados de acuerdo a los distintos dominios estructurales del IRES de
VHC.

En la figura 16 se presentan las eficiencias traduccionales graficadas
como Ja razén FLuc/RLuc de los RNAs bicistrénicos con las mutaciones
que se analizaron en el dominio II. Se puede observar que las
mutaciones del tallo-bucle II (figura 16A) presentan actividades relativas
promedios entre 61 y 88%. C67U presentd 88%, A73G presentd 61%,
G82A presentd 88%, G90A presenté 62% y A119C presentd 72% de
actividad con respecto al IRES 1b nativo {figura 16B). En los paneles C y
D de la figura 16 se grafican las actividades RLuc y FLugc,
respectivamente, mostrando que RLuc se mantiene constante mientras
que la actividad FLuc varia. Esto indica que la diferencia observada en
la razén FLuc/RLuc no se debe a la inestabilidad del RNA ni a la
modificacién de la actividad traduccional.

En la figura 17 se presentan las eficiencias traduccionales promedios

graficadas como la razén FLuc/RLuc de los RNAs bicistrénicos con las
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mutaciones que se analizaron en el dominio III (figura 17A). Los
resultados muestran que la mutacién G137U que se encuentra en la
unién de los dominios Illef presentdé 64% de actividad con respecto al
IRES 1b prototipo (figura 17B). La mutacién A172G que se encuentra en
la unién de los dominios Illabc presentd 30% de actividad y A223G que
se encuentra en el dominio IIlb un 50% de actividad (figura 17B). La
mutacién U306C que se encuentra ubicada en el dominio IIIf presentd
una actividad de 64% (figura 17B) similar al IRES 11 con esta mutacién
(66%, figura 13). La doble mutante GB2A/A172G que tiene mutaciones
en el dominio II y III, presenté 32% de actividad con respecto al IRES 1b
(figura 17B), si se comparan las actividades por separado, G82A
present6 88% (figura 16B) y A172G 30% con respecto al IRES 1b (figura
17B). Estas mutaciones fueron encontradas en el IRES 18 que presentd.
una actividad promedio de 27% (figura 13), en este IRES ademas se
encontraron las inserciones C127 y A207. Si se analiza la figura 13, se
puede observar que el IRES 8 posee sélo la insercion C127 con respecto
a la secuencia 1b y presentd una actividad de 96% con respecto al IRES
1b, por lo tanto se puede inferir que el cambio responsable de la baja
actividad del IRES 18 es la substitucion A172G. En los paneles C y D de
la figura 17 se grafican las actividades RLuc y FLuc, respectivamente,

mostrando la variacién en la actividad de FLuc, la cual esta determinada

por los IRESs con las distintas mutaciones mientras que RLuc se
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mantiene constante.

En la figura 18B se grafican las eficiencias traduccionales
representadas como la razén FLuc/RLuc promedio obtenidas de los
experimentos de traduccién in vitro utilizando RRL de las mutaciones
realizadas en el tallo-bucle 1IId identificadas desde los pacientes (figura
18A). Se puede observar que la mutante A252G (Ultima base del dominio
lllc) presenta 47% y G271A 59% de actividad, sin embargo la doble
mutante A252G/G271A sélo presenta un 15% de actividad con respecto
al IRES 1b, si se considera que el DL (control negativo) presenta s6lo 9%
de actividad del IRES 1b; esta doble mutante presentaria sélo 6% de
actividad del IRES control. El IRES 15 recuperado del paciente que
present6 las mutaciones: C67U, A252G y G271A exhibié una actividad
promedio de 9,3% (figura 13). De estos resultados se puede concluir que
las substituciones A252G y G271A son las responsables de la baja
actividad traduccional relativa de este IRES, ya que la mutacion C67U
presentd 88% de actividad del IRES 1b control (figura 16). Las otras
mutantes que se analizaron en el dominio IIId del IRES fueron la
mutante G266A, G268U y la doble mutante G266A/G268U que
presentaron 14% de actividad con respecto al IRES 1b (5% si se resta la
actividad del control negativo DL). Estas mutaciones se encontraron en
el IRES 25 junto con la substitucién G137U, de acuerdo a los resultados

de las traducciones in vitro se puede concluir que la baja actividad
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presentada por este IRES (9%) se debe principalmente a las mutaciones
G266A y G268U. Para comprobar estas observaciones se realizaron
experimentos de traduccion in vitro utilizando extractos de traduccion
cap-dependientes derivados de células Huh-7 (figura 18B); en este
sistema se obtuvo el mismo comportamiento antes observado con el
sistema de traduccion en RRL, es decir, A252G y G271A presentaron
actividades de 18% y 26% respectivamente y las mutantes G266A,
G268U, A252G/G271A y G266A/G268U presentaron un 2-1% de
actividad con respecto al IRES 1b (figura 18B, barras blancas). En los
paneles C y D de la figura 18 se grafican las actividades de RLuc (barras
claras) y FLuc (barras oscuras) del experimento de traduccién en RRL y
en Huh-7, respectivamente, mostrando la variacién en la actividad de
FLuc, la cual esta determinada por los IRESs con las distintas
mutaciones.

Para evaluar si las mutaciones en el dominio IlId presentan una
actividad disminuida en un sistema celular, se procedié a transfectar los
RNAs bicistrénicos con cap y poli (A) correspondiente a los mutantes del
dominio IIId en células Huh-7. En la figura 19A se presenta la eficiencia
traduccional de los RNAs en porcentaje considerando como 100% la
razon entre FLuc/RLuc/ug proteina del IRES 1b. Se observa que todos
los mutantes del dominio IIld analizados presentan una actividad

disminuida en células Huh-7, en el panel B se grafican las actividades
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de Rluc/ug proteina y Fluc/pg proteina.

Las mutaciones presentes en el dominio IIld afectaron drasticamente
la actividad del IRES de VHC. Esto concuerda con publicaciones de
otros grupos, las cuales sefialan la importancia de esta region en la
unién de la subunidad 40S ribosomal (Klinck y col., 2000; Lukavsky y
col., 2000; Fraser y Doudna, 2007).

En la figura 20 se grafica la eficiencia traduccional del IRES de VHC
como la razén FLuc/RLuc obtenidas de los experimentos de traduccion
in vitro utilizando RRL de las mutaciones estudiadas en el dominio IV
(figura 20A). Se observa que la mutacién G331A, que se encuentra en el
extremo 5’ de esta regién, presentd 28% de actividad con respecto al
IRES 1b (figura 20B). Esta mutacién se encontrd en el IRES 7 que tiene
una actividad promedio de 23% (figura 13); ademas este IRES tiene la
mutacién A119C la cual presenta una actividad promedio de 72% con
respecto al IRES 1b (figura 16B), por lo tanto, se analizé el efecto de la
mutante A119C/G331A en experimentos de traduccién in vitro en RRL;
esta doble mutante presenté una actividad del 21% (figura 20B}. De
estos resultados se puede concluir que la actividad disminuida del IRES
7 se debe a los cambios nucleotidicos encontrados en este IRES,
especialmente de la mutacién G331A. En esta regién del IRES ademas

se estudiaron las dobles mutantes C340U/G350A que presentd 106% de

actividad y U356A/A359G con 81% de actividad con respecto al IRES 1b
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(figura 20B). De los resultados de las dobles mutantes se puede concluir
que estos cambios nucleotidicos no afectan significativamente la
actividad del IRES de VHC en el sistema de traduccién in vitro utilizado.
Si consideramos al IRES 16 en el cual se encontraron los cambios
A73G, C340U y G350A que presenté una eficiencia traduccional de
aproximadamente 50% (figura 13), podemos seiialar que el cambio con
el mayor efecto inhibitorio fue A73G (61%), ya que la doble mutante
C340U/G350A presenté 106% de actividad IRES con respecto al control
1b. Al analizar el IRES 19 con 38% de actividad IRES (Figura 13) y que
present6 los cambios G90A, U356A y A359G; podemos sefialar que la
substitucién con el efecto inhibitorio mayor fue G90A (62%), en cambio
la doble mutante U356A/A359G presentd una eficiencia traduccional de
81% con respecto al IRES 1b. De estos datos podemos sugerir que para
el caso de estos IRES la combinacion de las substituciones encontradas
estaria dando cuenta de la disminuida actividad traduccional. En los
paneles C y D de la figura 20 se grafican las actividades RLuc y Fluc,
respectivamente, mostrando que RLuc se mantiene constante mientras

que la actividad FLuc varia.
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Figura 16. Eficiencia traduccional in vitro de los IRESs con
mutaciones en el dominio II identificadas en los virus presentes en
los pacientes con infeccién crémica por VHC. A. Estructura
secundaria del IRES de VHC indicando en letras rojas las mutaciones
realizadas en el dominio II. B. RNAs bicistronicos usados para realizar
traduccién in vitro en RRL. Las eficiencias relativas de las mutaciones
fueron determinadas comparando la razén FLuc/RLuc de los mutantes
con el valor del IRES nativo 1b (arbitrariamente designado como el
100%). Se indica sobre cada barra el porcentaje. C. Actividad de RLuc
(RLU x 109). D. Actividad de Fluc (RLU x 10%). DL: control negativo, 1b:
control positivo, IRES genotipo 1b.
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Figura 17. Eficiencia traduccional in vitro de los IRESs con
mutaciones en el dominio III identificadas en los virus presentes en
los pacientes con infeccion cromica por VHC. A. Estructura
secundaria del IRES de VHC indicando en letras rojas las mutaciones
realizadas en el dominio III. B. RNAs bicistronicos fueron usados para
realizar traduccion in vitro en RRL. Las eficiencias relativas de las
mutaciones fueron determinadas comparando la razon FLuc/RLuc de
los mutantes con el valor del IRES nativo 1b (arbitrariamente designado
como el 100%). Se indica sobre cada barra el porcentaje. C. Actividad de
RLuc (RLU x 109. D. Actividad de FLuc (RLU x 107. DL: control
negativo, 1b: control positivo, IRES genotipo 1b.
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Representacion de la estructura secundaria del dominio IIId indicando
en color rojo las mutaciones especificas realizadas en esta region del
IRES de VHC. B. RNAs bicistronicos usados para realizar traduccion in
vitro en RRL y en extractos Huh-7. Las eficiencias relativas de las
mutaciones fueron determinadas comparando la razéon FLuc/RLuc de
los mutantes con el valor del IRES nativo 1b (arbitrariamente designado
como el 100%). Se indica al lado de cada barra el porcentaje. C.
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Figura 19. Eficiencia traduccional ex vivo de los IRESs con
mutaciones en el tallo-bucle IIld identificadas en los virus
presentes en los pacientes con infeccion cromica por VHC. RNAs
bicistronicos con cap y poli(A) fueron transfectados en células Huh-7. A.
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traduccion. B. Actividades de RLuc (RLU/ug proteina x 104 y FLuc
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Figura 20. Eficiencia traduccional in vitro de los IRESs con
mutaciones en el dominio IV identificadas en los virus presentes en
los pacientes con infeccion cromica por VHC. A. Estructura
secundaria del IRES de VHC indicando en letras rojas las mutaciones
analizadas en el dominio IV. B. RNAs bicistronicos usados para realizar
traduccion in vitro en RRL. Las eficiencias relativas de las mutaciones
fueron determinadas comparando la razon FLuc/RLuc de los mutantes
con el valor del IRES nativo 1b (arbitrariamente designado como el
100%). Se indica sobre cada barra el porcentaje. C. Actividad de RLuc
(RLU x 109). D. Actividad de Fluc (RLU x 109). DL: control negativo, 1b:
control positivo, IRES genotipo 1b.
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3.7 Estudios de simulacion de dinidmica molecular del dominio
IIid del IRES de VHC. Efecto de las mutaciones G266A,

G268U y G266A-G268U.

Con el propésito de analizar si la disminuida actividad traduccional
de las mutaciones G266A, G268U y G266A/G268U en el dominio IlId
del IRES de VHC podrian deberse a un cambio estructural de esta
region del IRES, se decididé establecer como primera aproximacién un
modelo tedrico que explicara las observaciones anteriores. Para esto, se
procedié a realizar simulaciones moleculares in silico y ensayos de
dinamica molecular (DM} del dominio IIId del IRES de VHC.

Recientemente, se han resuelioc los mapas de criomicroscopia
electronica del IRES de VHC unido a las subunidades ribosomales 40S
(Spahn y col., 2001) y 80S (Boehringer y col., 2005) a 20A, demostrando
que el dominio III, incluyendo el IlId establece extensos contactos con el
cuerpo de la subunidad 40S ribosomal. Estos contactos proporcionan
un punto de anclaje estable para el IRES, critico en el mecanismo de
traduccion. Ademas, estudios bioquimicos y funcionales apoyan el papel
del dominio IIld en la interaccién con la subunidad 40S ribosomal. Por
ultimo, ha sido determinada la estructura de éste dominio por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) estableciéndose
que el dominio IIId forma un tallo (“stem”) helicoidal con apareamientos

no-canénicos seguido de una region bucle (“loop”) de seis nucledtidos
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(Klinck y col.,, 2000; Lukavsky y col.,, 2000). Este dominio esta
compuesto por cuatro regiones principales (figura 21): una regién de
hélice-A, una estructura de bucle E, una interaccién no canénica U-G
flanqueada por dos interacciones de tipo Watson-Crick G-C y un bucle
apical compuesto por seis nucledtidos que contiene el triplete GGG, el
cual es altamente conservado entre los virus aislados y desempeifia un
papel fundamental en el reconocimiento de la subunidad 40S ribosomal
{(Klinck y col., 2000; Lukavsky y col., 2000}.

El estudio se enfocd en las mutantes G266A, G268U y en la doble
mutacién G266A-G268U. Para poder desarrollar esta investigacién lo
primero que se realizdé fue analizar el comportamiento del dominio IIId
1b utilizando simulaciones de DM a partir de una estructura
determinada experimentalmente por NMR (Lukavsky y col., 2000). La
simulacion de DM es un método computacional que calcula el
comportamiento de un sistema molecular a través de un periodo de
tiempo determinado basado en las leyes de la fisica clasica a través de
las ecuaciones de movimiento, lo cual proporciona informacién sobre
cambios conformacionales de proteinas y acidos nucleicos. Este método
permite el estudio de la estructura y comportamiento dinamico de las
moléculas biologicas, entregando informacion 1til sobre cambios
conformacionales o estabilidad de proteinas y en el disefio de drogas,

entre otros. El objetivo de las simulaciones de DM es imitar la dinamica
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en tiempo real de biomoléculas solvatadas con el fin de dilucidar los
detalles de su dinamica estructural a resolucién atomica ¥
eventualmente estimar la energia de sus conformaciones especificas,
asumiendo que cada atomo experimenta una fuerza especificada por un
campo de fuerza que determina su interaccién con el resto del sistema.
En la figura 22 se presentan los resultados de la simulacion de DM
del dominio IIId del IRES de VHC (genotipo 1b} y la comparacién con los
resultados derivados de la literatura; esto es importante ya que la
exactitud de la simulacién de DM se puede evaluar comparandola con
las estructuras determinadas experimentalmente por NMR. En la figura
22A se observa la superposicién de 25 estructuras del dominio IIid
determinado por NMR (Lukavsky y col.,, 2000); en la figura 22B la
superposicion de 14 estructuras representativas de la evolucion de la
simulacion de DM a través de 2,6 ns publicada anteriormente
(Golebiowski y col., 2004) y en la figura 22C la superposicion de 7
estructuras representativas de la evolucién del dominio IIId a lo largo de
6 ns de simulacién de DM obtenida en éste estudio. Como se observa en
la figura 22, la estructura del dominio IIld permanece estable durante el
tiempo de la simulacion, las mayores variaciones se observan en el bucle
apical de los hexanucleétidos (5’-UUGGGU) (HN) indi;:ando que es una
region mas desordenada. En la parte basal de la estructura también se

observa una desviacién, probablemente causada por la ausencia del
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resto de la estructura del IRES. Al analizar la desviaciéon de la raiz
cuadrada media (RMSD) de los atomos pesados (no hidrégenos), la cual
es una medida de la estabilidad estructural de las simulaciones de DM,
que indica el desplazamiento de la posicion de los atomos pesados desde
una estructura de referencia, por lo general la estructura inicial, a
través de la simulacién, podemos sefialar que la estructura determinada
por NMR presenta un valor de RMSD de 1.61 A v la realizada en éste
estudio de 2.4 A, siendo mas similares entre ellas que lo anteriormente
publicado por Golebiowski y col (2004) de 3.4 A.

En la figura 23 se presenta el analisis comparativo de los modelos
estructurales del dominio IlId del genotipo 1b (llId-1b) y de los
mutantes: G266A, G268U y G266A-G268U, mostrando la superposicion
de 7 estructuras del dominio IIId representativas de la evolucién de la
simulacién de DM a través de los 6 ns. El dominio IIId-1b present6é un
valor RMSD total de 2.4 A y la doble mutante (G266A-G268U) de 2 A,
seglin estos valores los modelos del dominio IlId-1b y la doble mutante
resultan ser mas rigidos que la mutante simple G266A que presenté un
valor RMSD de 4.7 A y G268U de 3.8 A. De hecho, la mutante G266A-
G268U presentd una estructura global mas rigida durante la simulacion
que la estructura obtenida con el Illd-1b. Las mayores fluctuaciones se
observaron en la regién del bucle de los HN. En la figura 23 (A-D} las

estructuras se colorearon de acuerdo a los valores RMSD promedios
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calculados como se observa en la figura 23E, donde se indican los
valores RMSD promedio por residuo (atomo C3’) durante los 6 ns de la
simulacién de DM; la regién del bucle HN se indica con una linea azul.
Al estudiar con mayor detalle la regiéon del bucle de los HN se observa
que claramente es la regién mas flexible de la estructura, los nucleétidos
presentan grandes variaciones de sus posiciones durante la simulacion,
con valores de RMSD en esta regién en el IRES 1b de 3.8 A (figura 23),
Io cual es mayor que el valor de toda la estructura (2.4 A). si se analizan
los valores de RMSD de esta regién en los mutantes se puede observar
que la mutante doble G266A-G268U presenta un valor de 2.9 A, v las
simples mutantes G266A de 9.4 A y G268U de 6.8 A (figura 23). Los
valores de RMSD del bucle HN de las mutantes también fueron mas
elevados en comparacion a los valores obtenidos considerando toda la
estructura al igual que en la estructura IId-1b, indicando nuevamente
que esta regién presenta gran flexibilidad; sin embargo, la doble
mutante fue la que presenté el menor valor de desviacién asemejandose
mas a la estructura IIId-1b.

En la figura 24 se observa una vista desde el surco menor de la
region de los HN del dominio IHId. Se puede observar que en la
estructura IIId-1b las bases G266-267 se encuentran sobre el surco
menor por fuera del bucle estableciendo interacciones de apilamiento

(“stacking”) entre sus anillos arométicos. Por otro lado, el nucleédtido
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G268 se ubica hacia el surco mayor en la estructura. Durante la
simulacién, G266 esta siempre expuesto al solvente y no interacttia con
otros elementos de la estructura (con la excepcion de G267). En la doble
mutante A266 y G267 estan sobre el surco menor y U268 sobre el surco
mayor, en esta mutante se forma un puente de hidrégeno que no se
encuentra en la estructura Ilid-1b ni en las otras mutantes, entre U264
y el oxigeno de la ribosa de U268 lo que genera que se cierre la
estructura, haciéndola maés rigida. Las estructuras de las simples
mutantes G266A y G268U son altamente fluctuantes. En la mutante
G266A, las bases A266 y G267 se encuentran sobre el surco menor y
G268 se ubica en la interfase entre el surco menor y el mayor. En la
mutante G268U, las bases U265, G266 y G267 se encuentran expuestas
al solvente y U268 se ubica hacia el interior del surco menor. En las
estructuras I1Id-1b y de las simples mutantes, las bases G263 y C270
cierran el bucle, formandose una interacciéon Watson-Crick entre ellas,
por lo tanto generandose 3 puentes de hidrégeno.

La alta estabilidad de la doble mutante G266A-G268U podria ser
mediada por los enlaces de hidrégeno no-candnicos e interacciones
entre los nucledtidos en el surco mayor (figura 25A). El puente de
hidrégeno entre U264 y U268 se mantiene durante toda la simulacién
de DM (figura 25B). Este enlace junto con la interaccion Watson-Crick

G263-C270 estabilizan la region del bucle de este mutante.
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Se midieron las interacciones de apilamiento entre las bases del
bucle apical del dominio IlId: 265-266 y 266-267, analizando las
distancias entre los centros de masa (COM) de los anillos aromaticos de
las bases a través del tiempo de la simulacién (Swart y col., 2007). En la
figura 26A se representa la distancia COM entre las bases U265 y 266,
se puede observar que en la estructura IlId-1b y en la doble mutante
G266A/G268U no se observa interaccién entre estas bases a través de
la simulacion de DM (distancias aproximadas entre 10—14A], en cambio
en las mutantes G266A v G268U si se observa un acercamiento de las
bases en ciertos momentos de la simulacién. En la figura 26B se
presenta la distancia COM entre las bases 266 y G267 a través de la
simulaciéon. Se observa que en la mayor parte del tiempo de la
simulacién ocurre un acercamiento de estas bases en la estructura de
las mutantes, en la estructura IllId-1b en la mayoria del tiempo se
observa el acercamiento y sdlo en algunos instantes se alejan. Si se
observa la figura 26 podemos ver que incluso en algunos instantes de la
simulacién se produce una triple interaccién, U265-266-G267 en las
estructuras de las simples mutantes G266A y G268U, pero nunca en las
estructuras 1lId-1b y doble mutante. En la figura 26C, se representa la
estructura de las mutantes simples en un momento de la simulacién
que ocurre lo descrito anteriormente, observandose el apilamiento de las

tres bases. Estos resultados sugieren que las simples mutantes
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presentan un mayor apilamiento de bases en algunos momentos de la
simulacién.

De los datos obtenidos de las simulaciones de DM podemos senalar
que aunque todos los modelos estructurales son diferentes, la
estructura del dominio IIId-1b con la del dominio IIId del doble mutante
se asemejan estructuralmente méas entre ellas que al compararlas con
las otras dos mutantes simples. La doble mutante presenta una
estructura mas estable que la IlId-1b y las simples mutantes presentan
estructuras mas moviles a través de la simulaciéon de acuerdo a los
datos de RMSD. La mayor estabilidad en el caso de la doble mutante y
la gran movilidad en la regién del bucle de HN en el caso de las simples
mutantes podrian explicar la baja actividad traduccional observada en
los experimentos de traduccion in vitro y en los experimentos ex vivo.
También es factible que los cambios en el bucle HN, aunque no tienen
efectos considerables en la conformacién global del dominio IIId,
modifiquen el medio local y por lo tanto puedan alterar el sitio de
reconocimiento del ribosoma, lo cual podria explicar la reducida
capacidad de traduccién de las mutantes.

Los resultados indican que las mutaciones inhibitorias analizadas en
este bucle no afectan la estructura general del dominio IIid. Esta

observaciéon refuerza la importancia de la conservacion de la secuencia

en esta region para establecer interacciones especificas con el ribosoma.
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Los resultados resaltan el papel de la secuencia primaria y de la

estructura del dominio IIId en la actividad IRES de VHC.
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Figura 21. Modelo de la estructura de los subdominios del tallo-
bucle IIId. A. El dominio IlId del IRES de VHC forma un tallo helicoidal
con apareamientos no canénicos seguido de una region bucle de seis
nucledtidos. La estructura esta compuesta de cuatro regiones
principales: I. Region de hélice-A, II. Estructura de bucle E, IIIL
Interaccion no canénica U-G flanqueada por dos interacciones de tipo
Watson-Crick G-C, IV. Bucle apical. B. Secuencia del dominio IIld y los
subdominios que forma (Klinck y col., 2000; Lukavsky y col., 2000).
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Figura 22. Comparacion estructural de los modelos del dominio IIId
nativo. Analisis estructural comparativo del dominio IIId del IRES de
VHC derivado de la literatura y el realizado en este estudio. A.
Superposicion de 25 estructuras determinado mediante NMR (Lukavsky
y col., 2000). B. Superposicion de 14 estructuras representativas de la
simulacion de DM de 2,6 ns (Golebiowski y col., 2004). C. Superposicion
de 7 estructuras representativas de la evolucion de la DM de 6 ns
determinada en este estudio.
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Figura 23. Andlisis estructural comparativo de los modelos del
dominio IIld mnativo y mutantes del IRES de VHC. (A-D)
Superposicion de estructuras representativas de la evolucion del
dominio IIId del IRES a través de los 6 ns de simulacion de DM. A.
Dominio IIId de VHC nativo 1b. B. Doble mutante (G266A-G268U). C.
Mutante G266A. D. Mutante G268U. Las estructuras estan coloreadas
de acuerdo al promedio de los valores RMSD calculados en E. E. valores
RMSD promedio por residuo (atomo C3’) durante la simulacién de DM
de 6 ns. Las bases del bucle hexanucleotido (HN) estan subrayadas con
una linea azul. El valor RMSD de la base U265 en los modelos de los
simples mutantes esta marcado con un asterisco.
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Figura 24. Analisis estructural comparativo de las conformaciones
del bucle hexanucleétido del dominio IIId del IRES de VHC nativo y
mutantes de una estructura promedio de la simulacién de DM.
(Vista desde el surco menor) Estructura promedio de VHC IIId, doble
mutante (G266A-G268U), mutante G266A y mutante G268U. El
esqueleto ribosa-fosfato del RNA se presenta en color plomo (cinta), los
oxigenos en rojo, carbonos en celeste y nitrogenos en azul. Las figuras
fueron generadas con el programa VMD.
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Figura 25. Puente de hidrogeno adicional gemerado en la doble
mutante G266A-G268U. A. Analisis estructural del bucle
hexanucledtido del mutante G266A-G268U. Se observa el enlace de
hidrogeno entre N3 de U264 y el Oz de U268 (flecha verde) B.
Seguimiento de la estabilidad del enlace de hidrogeno intramolecular en
la doble mutante durante la simulacion de DM. Se grafica la distancia
entre los atomos pesados del hidrogeno donador y el grupo aceptor
durante la simulacion de DM. Esta interaccion junto con la interaccion
Watson-Crick entre G263-C270 contribuyen a la disminuida movilidad
de los residuos en la region del bucle. El esqueleto ribosa-fosfato del
RNA se presenta en color plomo (cinta), oxigenos en rojo, carbonos en
celeste y nitrogenos en azul. Las figuras fueron generadas con el
programa VMD.
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Figura 26. Apilamiento de las bases en las posiciones 265-266 y
266-267 en el bucle apical del dominio IIld del IRES de VHC
durante la simulacién de DM. A. Distancia entre los centros de masas
(COM) del anillo pirimidinico U265 y la purina en la posicion 266. Se
observa la interaccion entre estas bases en las simples mutantes pero
no en la estructura nativa ni en la doble mutante. B. Distancia entre los
COM de los anillos aromaticos de las bases en las posiciones 266 y 267.
Se observa el apilamiento la mayor parte del tiempo. C. Estructura a los
2 ns de la simulaciéon de DM, donde se observa el apilamiento entre los
residuos U265-266-G267, los cuales se muestran destacados en las
estructuras de las mutantes G266A (derecha) y G268U (izquierda). A-B:
se grafican las distancias de 1b (nativa) en negro, G266A en azul,
G268U en amarillo y G266A/G268U en rojo.
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3.8 Dicroismo circular de los RNA del dominio IIId. Comparacién
de la estructura nativa con las mutantes G266A, G268U y

G266A-G268U,

El dicroismo circular (DC) es un tipo de espectroscopia de absorcién
que mide la actividad 6ptica de moléculas asimétricas en solucién. El
DC entrega informacién de las diferencias en absorcion del componente
izquierdo y derecho de la luz circularmente polarizada inducido por
moléculas con actividad Optica; este método ha sido ampliamente
utilizado para estudiar la estructura secundaria de proteinas y acidos
nucleicos (Van Holde y col., 1998). De esta manera, esta técnica se ha
usado para determinar la estructura secundaria de diversos RNAs como
por ejemplo, tRNA (Blum y col., 1972), rRNA 55 de Escherichia coli
(Johnson y Gray, 1991) y el elemento con afinidad a Tat (TAR) de VIH
(Loret y col., 1992). Ademas permitié determinar el papel de magnesio
en la estabilizaciéon de la estructura de tRNAs (Beuning y Musier-
Forsyth, 1999). Aunque el DC no puede dar detalles acerca de la
estructura terciaria, puede ser utilizado para estudiar transiciones del
plegamiento terciario del RNA, asi como cambios conformacionales
inducidos por solventes (Sosnik y col., 2000).

En acidos nucleicos, los grupos opticamente activos son las purinas
y pirimidinas, aunque intrinsicamente son simétricos y no tienen

actividad 6ptica, son activas cuando se encuentran unidas al aziicar,
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ademas la actividad 6ptica aumenta cuando forman parte de una

estructura helicoidal. Los espectros de DC en los acidos nucleicos se

deben principalmente a las interacciones entre las transiciones IT-II" de

las bases. El espectro de DC es caracteristico de la conformacion del
acido nucleico y dependera de la composicién de las bases y de la
interaccién entre bases adyacentes (apilamiento de bases); ademas
depende de las condiciones del solvente, de las sales y de la temperatura
(Van Holde y col., 1998]).

Como una aproximacion experimental para caracterizar la estructura
secundaria del dominio IIId de VHC y compararla con las estructuras de
los mutantes G266A, G268U y G266A-G268U, se realizaron
experimentos de DC con un RNA correspondiente al dominio IIld nativo
(IlId~1b), el cual se compardé con las estructuras de los RNAs con las
mutaciones, Ademas, con el fin de aproximarse a las condiciones salinas
en la cual ocurre la sintesis de proteina se realizaron experimentos de
DC en presencia de sales (MgCla) para determinar su efecto sobre los
cambios conformacionales de los RNAs estudiados.

Kieft y col. (1999) determinaron que la concentracién de magnesio a
la cual ocurre la transicion de la estructuracion del IRES de VHC es
entre 0,5 y 1mM. Considerando esto se realizé una curva de
concentracion de magnesio de 0, 1 y 2mM de MgClz con el RNA Illd-1b

(figura 27). Se puede observar que el magnesio induce la estructuracién
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de ITId-1b; considerando los resultados y los datos publicados se decidid
utilizar 2mM de magnesio para evaluar el efecto de este i6n en los otros
RNAs mutantes.

Se realizé un primer experimento resuspendiendo los RNAs sintéticos
(liofilizados) en agua y midiendo los espectros de DC (figura 28A).
Posteriormente, se realizaron experimentos de DC con RNAs que fueron
desnaturados por 1 min a 90°C y mantenidos en hielo para su
renaturacién, en ausencia de sal (figura 28B) o con 2mM de MgCly
(figura 28C). Se puede observar que los espectros exhiben un pico
positivo a 260nm y un pico negativo a 206-208nm, caracteristicos de

una conformacion helicoidal en forma A (figura 28). Estos picos son

debidos a transiciones electrénicas II-IT" en el plano de las bases

apiladas, influenciado por el anillo del azticar 3’ endo asimétrico (Vos y
col., 2002). Ademas de estos dos picos, los espectros muestran picos
menores a 220nm (positivo) y 240nm (negativo). Al comparar los
espectros de las figuras 28A y B, se puede observar que cuando los
RNAs del dominio Ilid-1b y el del doble mutante G266A-G268U se
desnaturaron los espectros presentaron una baja sefial, indicando poca
estructuraciéon en comparaciéon a los espectros de la figura 28A. Los
espectros de DC de los mutantes simples G266A y G268U
permanecieron estructurados en ambas condiciones (figura 28A-B). Los

espectros de DC cambian significativamente cuando se adiciona MgClz a

L
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las muestras de RNA. Los cambios en los espectros reflejan cambios
conformacionales en el RNA inducidos por los iones Mg?*, lo cual podria
deberse a la neutralizacién de cargas o a uniones especificas al RNA. En
los RNAs HId-1b y en la doble mutante G266A-G268U, las magnitudes
de los picos a 260 y 206nm aumentan cuando se adiciona MgClz a Ia
mezcla, indicando un incremento en la estructura hélice y en el
apilamiento de las bases (comparar linea azul y negra en la figura 28B y
C). En el caso de la simple mutante G266A el pico a 260nm incrementa
levemente y en G268U disminuye levemente (comparar lineas rosada y
verde en las figuras 28B y C).

En general, los espectros no difieren cualitativamente, es decir, la
forma es la misma y sélo la intensidad varia, por lo tanto no hay
cambios estructurales fundamentales asociados a las mutaciones. La
doble mutante G266A-G268U es mas similar a la estructura Illd-1b que
las simples mutaciones. En la figura 29 se puede observar que los
espectros del RNA IlId-1b y G266A-G268U son similares en todas las
condiciones analizadas, es decir sin sales (figura 29A), a 1mM de MgCla
(figura 29B) y 2mM de MgClz (figura 29C).

El aumento en intensidad a 260nm en las simples mutantes G266A y
G268U (figura 28A y B) puede ser interpretade como un mayor
apilamiento de bases, lo cual podria ser explicado por el apilamiento

triple que se observé en la simulacién de DM (figura 26).
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De los experimentos de DC se concluye que las estructuras
secundarias del dominio IIId de los mutantes G266A, G268U y
G266A/G268U son distintas, que el magnesio induce su estructuracion
y que la composicion estructural es similar entre el Illd-1b y la doble

mutante G266A/G268U.

| —1b
l 10 —— 1b 1mM MgCl,
8 —— 1b 2mM MgCl,

[6] x 10° {grado x cm? x dmol-1)

Longitud de Onda {nm)

Figura 27. Espectros de DC del RNA del dominio IIld nativo del
IRES de VHC en ausencia o presencia de magnesio. El RNA del
dominio III nativo (1b) fue resuspendido en agua, desnaturado y
mantenido en hielo. Se observan los espectros del RNA en agua (azul),
con 1mM MgCl: (negro) y 2mM MgCl, (rojo). El grafico representa la
elipticidad molar [8] versus la longitud de onda (nm).
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Figura 28. Espectros de DC de los RNAs del dominio IIId del IRES
de VHC. A. Los RNAs fueron resuspendidos en agua y se midio el
espectro de DC. B-C. Los RNAs fueron desnaturados y mantenidos en
hielo. B. Espectros de los RNAs en agua. C. Espectros de los RNAs en
agua y 2mM MgCl,. En azul se grafica el espectro de DC del RNA nativo
IlId-1b (1b), en rosado el mutante G266A, en verde G268U y en negro la
doble mutante G266A-G268U. El grafico representa la elipticidad molar
[8] versus la longitud de onda (nm).
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Figura 29. Espectros de DC de los RNAs del dominio IIId nativo y
G266A-G268U del IRES de VHC. A-C. Los RNAs fueron desnaturados y
mantenidos en hielo. A. Espectros de los RNAs en agua. B. Espectros de
los RNAs en agua y 1mM MgCl.. C. Espectros de los RNAs en agua y
2mM MgCL. En azul se grafica el espectro de DC del RNA nativo IIId-1b
(1b) y en negro el doble mutante G266A-G268U. El grafico representa la
elipticidad molar [0] versus la longitud de onda (nm).
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4. DISCUSION

En este trabajo se investigaron las variantes de VHC circulantes en la
poblaciéon chilena crénicamente infectada, asi como las cuasiespecies
virales circulantes en un mismo individuo. Durante el transcurso de
este estudio se realizaron tres observaciones. Primero, se determino que
la presencia de VHC en PBMC no se restringe exclusivamente, como
habia sido propuesto por otros grupos de investigacién, a individuos
inmunodeprimidos, como los individuos que han sido transplantados de
higado o los co-infectados con VIH. Ademas, este trabajo sugiere que
sOlo ciertas cuasiespecies son encontradas en PBMC. Asimismo, las
observaciones presentadas en este trabajo de tesis sugieren que los
PBMCs podrian representar un reservorio natural para algunas
cuasiespecies virales. Segundo, el anélisis a nivel de la sintesis de
proteina de los virus circulantes, nos indica que durante ¢l proceso de
replicacion también se generan particulas con una actividad
traduccional disminuida. Tercero, el analisis estructural del dominio IIId
del IRES de VHC y el efecto de las mutaciones identificadas en esta
region desde virus aislados de muestras clinicas nos sugiere que la
actividad IRES de VHC no sélo depende de la integridad estructural del

dominio IIId sino que también de su secuencia primaria.
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4,1 Presencia de RNA de VHC en células mononucleares de
sangre periférica en pacientes cronicamente infectados con

el virus.

Diversos estudios han sugerido la presencia de reservorios
extrahepaticos de VHC (Roque Afonso y col.,, 1999; Goutagny y col,,
2003; Blackard y col.,, 2006). Estos estudios se encuentran apoyados
principalmente por la observacion de que pacientes infectados
cronicamente con VHC que han sido transplantado de higado
usualmente se reinfectan con el virus {Araya y col., 1997). La existencia
de replicacion extrahepatica en PBMC atin es debatida debido a que el
RNA de polaridad negativa, intermediario de la replicacién viral,
generalmente no es detectado en estas células (Laskus y col., 1997). Sin
embargo, los ensayos para detectar especificamente la hebra negativa
son relativamente insensibles. A pesar de esto, se ha mostrado que
cuando los PBMC son estimulados con fitohemaglutinina e
interleuquina se puede detectar el intermediario de replicacién (Pham y
col., 2005). Esto sugiere que el virus replicaria de manera activa sélo en
células activadas. Esta posibilidad concuerda con resultados que
muestran que un replicén subgenémico de VHC soélo replica en células
que se encuentran ciclando (Pietschmann y col., 2001). Varios estudios
describen que PBMC infectados con VHC frecuentemente contienen

variantes virales que difieren de los circulantes en el plasma o en el
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permiten una replicacion auténoma de VHC (Shimizu y col., 1997;
Roque Afonso y col., 1999; Radkowski y col., 2001; Roque-Afonso y col.,
2005).

Varios autores han postulado que la presencia de RNA en PBMC
podria ser debido a contaminacion de plasma o absorcién de las
particulas virales circulantes (Roque-Afonso y col., 2005; Januszkiewicz-
Lewandowska y col.,, 2007), aunque en los ensayos realizados en el
presente estudio no se puede descartar esta posibilidad; resultados
iniciales del laboratorio mostraron la deteccién de RNA viral en PBMC
luego de cultivar y estimular estas células con fitohemaglutinina e
interleuquina 2 por una semana; ademas se han podido establecer
lineas de linfocitos B de pacientes chilenos con infeccion crdnica de
VHC, detectandose el RNA viral durante meses. Aunque estos
experimentos no se realizaron con todas las muestras de los pacientes,
estos datos nos sugirieron que el virus puede replicar y persistir en los
PBMC y que el RNA detectado en estos casos no se deberia a
contaminacion con particulas virales del plasma, ya que su vida media
es s6lo de algunas horas (Moradpour y col.,, 2007). Debido a estas
observaciones iniciales desestimamos la posibilidad de contaminacién
de plasma o absorcién de virus en las muestras de PBMC (Bronowicki y
col., 1998, Cribier y col., 1995; Sung y col., 2003), sin embargo, futuros

experimentos tendrdn que ser realizados para demostrar que la
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deteccion del RNA viral proviene de virus citoplasmaticos. Una estrategia
que se puede realizar para descartar la posibilidad de que el RNA de
VHC detectado provenga de contaminacion del plasma es incubar PBMC
de un individuo sin VHC con plasma de un paciente infectado y realizar
el RT-PCR para ver si en nuestro ensayo, el plasma podria ser una
fuente de contaminacion como lo realizado por Muratori y col. (1996).
Otra estrategia para eliminar la posible contaminacion por RNA de VHC
del plasma, es tratar las celulas con tripsina y RNasa como fue descrito
por Cribier y col. (1995). Sin embargo, la mejor demostracion de que el
RNA detectado es intracelular es determinar si el virus esta replicando,
por ejemplo mediante la deteccién de la hebra negativa, no obstante, en
nuestros experimentos no se detectd, esto podria deberse a que el virus
no esta replicando o a que el nivel de detecciéon de la técnica es muy
bajo. Sin embargo, hay que sefialar que estos experimentos se realizaron
con PBMC no estimulados, por lo cual, de acuerdo a lo publicado por
Pham y col. (2005) posiblemente no se detecté RNA de hebra negativa
debido a que VHC sélo replicaria en PBMCs estimulados.

En este trabajo de tesis se analizaron muestras de PBMC y plasma de
45 pacientes chilenos créonicamente infectados con VHC, encontrando
RNA viral en PBMC en un 73% de los pacientes analizados. Estos
resultados .sugieren que habria infeccién de estas células y que esto es

un evento frecuente en los pacientes con infeccién crénica. Para
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estudiar la posible-compartimentalizacién de VHC en plasma y PBMC en
los pacientes infectados, se realizaron experimentos de SSCP utilizando
el 5UTR de VHC. Esta region es una de las mas conservadas dentro del
genoma de VHC y posee un IRES, el cual es esencial para la traduccion
viral (Tsukiyama-Kohara y col., 1992). La actividad del IRES es
altamente dependiente de la estructura secundaria/terciaria que adopte
el RNA; el alto grado de dependencia impone un cierto grado de
conservacion en la secuencia nucleotidica (Fraser y Doudna, 2007). Por
ello, se predice que el patron de SSCP de esta region deberia exhibir un
numero restringido de variantes (Laskus y col., 2000; Laskus y col.,
2004; Roque-Afonso y col., 2005). A pesar de lo anterior, las muestras
del plasma del grupo 1 de SSCP (pacientes que presentaron cantidades
detectables de RNA de VHC sélo en plasma} y del grupo 2 de SSCP
(pacientes en los cuales se detecté RNA de VHC en plasma y PBMC que
muestran distintos patrones de  migracion de SSCP entre los
compartimentos) exhibieron patrones muy variables de SSCP. Sin
embargo, los patrones de SSCP de PBMC fueron méas homogéneos
(comparar la migracién electroforética en las figura 8 y 9). Estos
resultados sugieren que existe una gran variedad de cuasiespecies
virales circulantes en plasma, sin embargo, s6lo ciertas cuasiespecies de
la poblacion total de virus circulante son capaces de ser detectadas en

PBMC. Consistente con esta conclusién, los resultados de SSCP
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muestran que el 36% de los pacientes estudiados (grupo SSCP 2)
exhibier;)n compartimentalizaciéon viral entre el plasma y PBMC. La
compartimentalizacién de VHC fue corroborada con la secuenciacién de
clones individuales de IRESs aislados a partir de virus de plasma y
PBMC de pacientes infectados y que se utilizaron para los ensayos de
traduccién in vitro. En ese estudio se determiné que 13 de los 19
pacientes (68%) presentaron diferencias entre los dos compartimentos.
El analisis de las secuencias mayoritarias (la secuencia principal
amplificada en la reaccién de RT-PCR, es decir la secuencia obtenida al
analizar los picos mas alfos en el electroferograma) del S5UTR
amplificadas desde plasma y PBMC de los pacientes indicé que no
siempre se observé una correlacién entre las secuencias y los datos de
SSCP. Lo que se esperaria es que las secuencias amplificadas de PBMC
y plasma de los pacientes del grupo 2 fueran distintas y las del grupo 3
(pacientes en que se detectd RNA de VHC en plasma y PBMC que
presentan un patrén de migracion de SSCP visualmente indistinguible
entre los compartimentos) fueran iguales. Sin embargo, en 6 de los 12
pacientes del grupo 2 de SSCP (15, 18, 19, 20, 22 y 24) en los cuales el
patrén de SSCP fue diferente entre los compartimentos, se observaron
secuencias idénticas entre plasma y PBMC. De la misma manera, en 4
de los 17 pacientes del grupo 3 de SSCP (32, 36, 37 y 41) en los cuales

el patron de SSCP fue similar entre ambos compartimentos, se
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observaron cambios a nivel de la secuencia nucleotidica. Esta
desventaja de la técnica de SSCP podria deberse al efecto de factores
experimentales, tales como la temperatura, concentraciéon de iones y
solvente sobre el comportamiento electroforético de las moléculas de
hebra simple de DNA (Hayashi, 1991). Por ello, patrones idénticos de
SSCP, no necesariamente reflejan moléculas idénticas. Ademas, en los
ensayos de SSCP las hebras sentido y antisentido no co-migran (no se
observa una sola banda en el gel), ya que no tienen la misma secuencia,
no necesariamente poseen el mismo peso molecular ni las interacciones
involucradas en generar una clierta estructuracién son idénticas (Nielsen
y col., 1995). Asimismo, se ha reportado que ocasionalmente una hebra
puede ser separada en dos o mas bandas en un gel de SSCP, aunque la
secuencia sea la misma, lo cual sugiere que las hebras, aunque tengan
la misma secuencia, pueden adoptar mas de una conformacion estable
en las condiciones del SSCP (Orita y col., 1989). Asimismo, debido a las
restricciones estructurales impuestas por el IRES de VHC para ser
funcional en el proceso del inicio de la traduccién de su mRNA (Fraser y
Doudna, 2007), no se puede descartar que existan mutaciones en el
IRES de VHC que no varien la estructura global de esta region. Sin
embargo, lo mas probable es que las discrepancias entre las técnicas de
SSCP y de secuenciacién se deban a que la secuenciacién del 5’UTR no

se realiz6 con varios clones del S5UTR amplificado, sinc que
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probablemente sélo es la secuencia circulante principal amplificada en
la reacciéon de RT-PCR, por lo cual la secuenciacién sdlo nos indica la
secuencia mayoritaria en la muestra analizada y no es una indicacién
de las cuasiespecies presentes en la muestra, como si ocurre con el
ensayo de SSCP. De esta forma, aunque la secuencia mayoritaria sea la
misma entre los compartimentos podrian existir diferencias entre
plasma y PBMC que no esten siendo detectadas con la secuenciacion del
producto de RT-PCR. Por lo tanto, la secuenciacién directa del producto
de RT-PCR nos indica el genotipo de la secuencia mayoritaria
amplificada y el ensayo de SSCP las cuasiespecies amplificadas de la
muestra de los pacientes. A pesar de las discrepancias entre las técnicas
utilizadas y anteriormente sefialadas, también se pudo observar una
relacion entre los patrones de migracién en los ensayos de SSCP y los
datos de secuenciacién del 5’'UTR, de esta manera, los 5'UTR que
corresponden al genotipo 3 presentaron un patrén distinto en
comparacién a los 5S’'UTR de genotipo 1 (figura 8 y 10).

En resumen, a pesar de la aparente discrepancia entre las técnicas
usadas en este estudio al considerar en conjunto las observaciones, se
puede sugerir que el linfotropismo no es un fenémeno general de los
virus circulantes, y sélo se restringiria a ciertas cuasiespecies de VHC,
Ademés, nuestros datos (figuras 8-11, 13) muestran que existe

compartimentalizacién de VHC a nivel del 5’UTR entre ios virus aislados
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compartimentalizacién de VHC a nivel del S'UTR entre los virus aislados
de plasma y PBMC de los pacientes con infeccién crénica por este virus.
El hecho de que se encontraron diferencias en las variantes virales en
PBMC sugiere que estas células podrian representar un reservorio extra-
hepatico para el virus y que éste podria replicar de manera
independiente al virus que se encuentra en el higado que por lo general
es el predominante en el plasma, como ha sido postulado en varios
estudios anteriormente (Radkowskiy col., 1998; Sung y col., 2003;

Blackard y col., 2006).

4.2 Eficiencia traduccional in vitro de variantes naturales del

IRES de VHC aislados a partir de muestras clinicas.

Debido a que la etapa de la iniciacién de la sintesis de las proteinas
virales es considerada por muchos autores como uno de los pasos
limitantes en el ciclo replicativo de VHC, se procedid a evaluar la
actividad IRES de los virus recuperados desde PBMC y plasma. El nivel
traduccional se utilizé luego como un parametro experimental para
determinar la capacidad de replicacién de los virus aislados a partir de
muestras clinicas.

El IRES de VHC posee tres dominios estructurales, denominados II,

III y IV que adoptan una estructura terciaria en condiciones fisiolégicas
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IRES acttia como un andamiaje estructural, lo cual permite unir
directamente la subunidad 40S ribosomal y elF3 para formar el
complejo de pre-iniciaciéon de la sintesis de proteina. Varios estudios
apoyan esta hipétesis demostrando que la estructura es fundamental
para la actividad IRES de VHC; sin embargo, también se ha sugerido
que la secuencia podria jugar un papel importante en la etapa de
iniciacién de la traduccién (Fraser y Doudna, 2007). Debido a que se
encontraron diferencias nucleotidicas en los IRESs recuperados de los
pacientes, se investigd si estos cambios podrian afectar la iniciacién de
la traduccién del mRNA de VHC y si la actividad traduccional observada
se correlacionaria con la estructura local del IRES. Los resultados de los
ensayos de traduccién in vifro utilizando vectores reporteros
bicistrénicos a los que se les introdujo las mutaciones identificadas en
los virus aislados desde muestras clinicas, permitieron establecer una
correlaci:;')n entre las mutaciones analizadas y un cambio en la actividad
traduccional del IRES.

Una de las mutaciones que gjercid un efecto deletereo en la actividad
IRES de VHC es el cambio A172G. Los datos de cristalografia de esta
region del IRES, muestran que Al72 se aparea con U227 y que
interacttia con A155 la cual a la vez se aparea con U228 formando una
estructura “four-way” critica para la union de eIF3 (Kieft y col., 2002).

Ademas, en ese estudio generan la mutaciéon U228C, la cual afectd la
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estabilidad de la estructura, por lo tanto se puede suge;ir que Al172G
podria estar afectando el correcto plegamiento de ejsta region y,
probablemente, la baja actividad IRES se deba a la redu(‘:ida formacion
de ribosomas 80S, como se ha mostrado para la mutante U228C (Ji y-
col., 2004}, sin embargo, se necesitan méas estudios para validar esta
hipétesis. No obstante, otro estudio determiné mediante el programa “M-
fold” que la estructura secundaria del IRES 1b y de la mutante A172G
son idénticas; ademas en ese trabajo generan la mutante compensatoria
A172G/U227C sin recuperar por completo la actividad IRES (Tang y
col., 1999), lo cual seria una evidencia de que la secuencia primaria
también es importante en esta regién del IRES. Otra mutacién que
afects drasticamente la actividad IRES de VHC fue G331A que se
encuentra en el dominio IV. De acuerdo al modelo de la estructura
secundaria del IRES, G331 aparea con la base C354, por lo tanto, la
mutante A331 podria estar interactuando de otra manera con C354 o
afectando el plegamiento de este dominio. La baja actividad del IRES
G331A podria explicarse porque esta mutante estaria perjudicando el
correcto posicionamiento de la subunidad 40S ribosomal en el codén de
inicio, ya que se ha reportado que el dominio IV esta involucrado en este
proceso (Honda y Lemon 1996; Otto y Puglisi, 2004). Las mutaciones
que produjeron el mayor efecto inhibitorio fueron las gue se ubicaron en

el tallo-bucle IIid, lo cual concuerda con varias publicaciones que
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sefalan la importancia de esta region para la actividad IRES de VHC
(Klinck y col., 2000; Lukavsky y col., 2000). La relevancia de esta region
queda reflejada en que el triplete de guaninas G(266-268) que se ubica
en el bucle de este dominio, se encuentran conservadas en todos los
genotipos de VHC aislados, ademas de en otros miembros de la familia
Flaviviridae, como VGB-B, VDVB y CSFV (Jubin y col., 2000). Las
mutaciones ubicadas en esta regién probablemente estan afectando la
interaccién de la subunidad 40S ribosomal con el IRES, lo cual ocurriria
por el cambio estructural generado o por una incorrecta asociacion al
ribosoma. También se encontraron las mutaciones U326C y A330G con
reducida actividad, pero que no se analizaron con detalle en este
estudio. Si nos basamos en datos de la literatura, se puede sugerir que
estas ultimas mutaciones estarian afectando la formacion del seudo-
nudo (“pseudoknot”) que se encuentra en la base del IRES de VHC y con
esto al correcto posicionamiento del codén de inicio en el sitio P del
ribosoma (Boehringer y col., 2005}.

Aunque €l 5’'UTR de VHC es una de las regiones mas conservadas del
genoma viral, diversos estudios e incluido éste han observado
variaciones en esta regién (Lerat y col., 2000; Laporte y col., 2003; Thelu
y col., 2004; Gallegos-Orozco y col., 2006; Moratorio y col., 2007; Thelu
y col., 2007). Una posible explicacidbn de la existencia de estas

variaciones, es que éstas confieran alguna ventaja adaptativa para la
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replicacién en PBMC ( Laporte y col., 2000; Lerat y col., 2000). Por otra
parte, se ha reportado una menor eficiencia traduccional entre
cuasiespecies de IRESs obtenidas desde sistema nervioso central de un
paciente comparadas con las cuasiespecies predominantes de su
plasma. Esto podria reflejar una adaptacién viral que favoreceria un
estado de latencia en sitios extra—hepéticog. De esta forma, bajas
eficiencias traduccionales podrian resultar en una disminucién de la
sintesis proteica favoreciendo asi la persistencia viral (Forton y col.,
2004). En concordancia con esto, en algunos casos encontramos IRESs
aislados de PBMC con una actividad traduccional disminuida. Para
confirmar esta hipétesis se deberian estudiar estas mutaciones a nivel
traduccional en diversas lineas celulares, ya sea linfoides y/o PBMC,
experimentos que escaparon de los objetivos inicialmente propuestos en
esta tesis.

Los resultados obtenidos sugieren que durante el proceso de
replicacion viral se genera una poblacién de particulas defectivas que
estan restringidas a nivel traduccional. Es importante destacar que en
estos estudios sblo se cuantificd la actividad traduccional de los IRES
virales. Por lo tanto, la existencia de particulas defectuosas asociadas a

otros niveles de la replicacién del virus no puede ser descartada.
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4.3 Estructura del dominio IIId del IRES de VHC y su relacion

con la actividad traduccional in vitro.

Para evaluar si las mutaciones identificadas en el dominio IIId (IIId)
presentan una estructura similar al IIId-1b, se realiz6 un enfoque
teérico de simulacion de dinamica molecular (DM) y experimental
mediante dicroismo circular (DC). Los datos tedricos de simulacion de
DM indicaron que la estructura de la doble mutacion G266A/G268U, al
menos en el dominio IIld, es similar a la estructura 1b nativa y que las
mutaciones simples son distintas. Ademas, a través del tiempo de la
simulacion la estructura de la doble mutante demostré ser mas rigida
que la IlId-1b. Esto sugiere que la baja actividad traduccional puede
deberse a una mayor estabilidad y rigidez de la estructura de este
dominio del IRES. Existen diversas hipotesis para explicar nuestras
observaciones. La primera considera que la subunidad 40S no es capaz
de interactuar con el IRES, lo que esta apoyado por los estudios de Ji y
cols. (2004), en los cuales la mutacion G(266-268)C posee una reducida
uniéon de la subunidad 40S ribosomal y no forma complejos 48S.
Alternativamente, en el estudio de Otto, en el cual utilizan la mutante
G(266-268)A ocurre la unioén de la subunidad 40S, pero no se observa la
formacion del complejo 48S (Otto y Puglisi, 2004). Ademas, las
investigaciones de Lukavsky sefialan que la mutaciéon de G por A en esta

region mantendria el plegamiento del dominio IIld (Lukavsky y col.,
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2000). Con estos antecedentes, es factible postular que en la doble
mutante la subunidad 40S ribosomal pueda ser reclutada al IRES. Sin
embargo, la mayor estabilidad del IRES podria evitar la formacién del
complejo de pre-iniciacion. Esta idea estd apoyada por los estudios de
Honda, en los cuales se ha observado que la estabilizacion del dominio
IV induce una inhibicion de la traduccién (Honda y col., 1996a).

Ademas, de los datos de simulacion de DM y de los resultados de
NMR (Klinck y col., 2000; Lukavsky y col., 2000}, se puede observar que
las bases que quedan expuestas hacia el solvente en la regién del bucle
apical del dominio IlId son G266 y G267. Por la posicion de estas bases,
podemos proponer que tendrian un papel en el reconocimiento e
interaccion con alguna proteina ribosomal; por lo tanto, al quedar
ocluidas en la estructura o bien al presentar una movilidad excesiva,
alterarian la interaccién con la subunidad 40S ribosomal lo cual se
reflejaria en una actividad traduccional disminuida. Sin embargo, la
Unica forma de confirmar estas hipétesis es realizar experimentos para
determinar la unién de la subunidad 40S ribosomal a los IRES
mutantes y estudiar la formacién del complejo de pre-iniciacién sobre el
IRES.

La observacion de que el tallo-bucle IlId con la doble mutacién
(G266A/G268U) presenta una estructura similar al IIId-1b a diferencia

de cada mutacién por separado, fue comprobada experimentalmente
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mediante DC, técnica que ha sido extensamente utilizada para estudiar
la estructura secundaria de acidos nucleicos como por ejemplo, tRNA y
rRNA. Los espectros de DC del RNA del IIId obtenidos en este estudio
concuerdan con los espectros publicados de una region del IRES de
VHC correspondiente a los dominios IIId, e y { nativo (Vos y cols., 2002).
Ademas, ellos observaron al igual que nosotros el incremento en los
picos a aproximadamente 260 y 208nm de los espectros cuando MgCla
fue agregado al RNA nativo. La mayor estructuracién obtenida con
magnesio concuerda con publicaciones que sefialan la importancia de
este i6n en el plegamiento del IRES de VHC (Kieft y cols., 1999). Sin
embargo, nuestros resultados no estan de acuerdo con el trabajo de
Klinck y cols. (2000}, quienes sefialan que la estructura del tallo-bucle
I11d no es afectada por los iones magnesio.

Considerando en conjunto las observaciones obtenidas de los datos
tedricos de simulacién de DM y experimentales de DC de los RNAs del
dominio IIld, se puede concluir que en ausencia de sales, condiciones en
que se han realizado las simulaciones de DM y los experimentos de NMR
(Lukavsky y col.,, 2000), asi como en presencia de magnesio, a una
concentracion en la cual el IRES es funcional, la estructura secundaria
del RNA del dominio IIId-1b y la doble mutante son similares, y que las
estructuras de las simples mutantes son diferentes. Esto sugiere que

para la actividad IRES de VHC, tanto la estructura del dominio IIId
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como la secuencia son fundamentales. Esto indica que para que ocurra
la formacién del complejo de iniciacién de la traduccion sobre el IRES de
VHC se requiere de determinadas estructuras para el correcto
posicionamiento de la maquinaria traduccional, pero que también
ciertas bases del IRES podrian estar involucradas en la unién directa
con proteinas ribosomales, €IF2, elF3 o con proteinas celulares que
regulan este proceso. Esto ultimo ademés podria explicar porqué
aunque el IRES de VHC puede reclutar directamente la maquinaria
traduccional in vitro, no siempre es funcional en células, lo cual esta
apoyado por la observacién de que el IRES de VHC es diferencialmente
regulado a través del ciclo celular (Honda y col.,, 2000). Ademas, es
importante mencionar que la proteina viral Core se puede unir al triplete
de guaninas G(266-268) del dominio IIId inhibiendo la traduccién,
sugiriendo que el mecanismo utilizado por Core en la inhibicién de la
traduccion de su propio mRNA seria impedir la interaccion entre el IRES
v la subunidad 40S ribosomal (Shimoike y col., 2006), lo que confirma la
importancia de esta region en la regulacion de la traduccién del IRES de
VHC.

En resumen, nuestro estudio indica que la estructura del dominio
IIId con la doble mutacion en la regién del bucle apical (G266A/G268U)
es similar a la nativa. Sin embargo, se inhibe la traducciéon del IRES de

VHC, por lo tanto, la secuencia y la estructura de este dominio del IRES
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serian importantes para su funcién. Existen investigaciones precedentes
que sefialan la importancia de la secuencia en dominios estructurales
de RNA. Es asi, que se ha determinado que el cambio U2590C en el
bucle de la sefial de encapsidacion de VHB de pato no cambia la
estructura secundaria, aunque impide la interaccién con la proteina P,
la cual media la encapsidacién del RNA gendmico en la nucleocapside y
la iniciacién de la transcripcién reversa (Beck y Nassal, 1997). La
importancia de la secuencia en una regién bucle también se ha descrito
en la sefial de encapsidacion del virus de leucemia bovino (BLV)
(Mansky y Gajary, 2002). Otro ejemplo es el estudio de Johansson, en €l
cual se observé que un residuc uracilo en el bucle del tallo-bucle del
RNA gendmico del bacteribfago MS2, es uno de los determinantes
principales para la unién especifica de su proteina de cubierta, en este
caso se ha observado que el cambio U por purina disminuye la unién,
sin embargo cuando fue cambiado a C la unidon aumentoé, a pesar de que
la estructura del RNA unido a la proteina fue similar (Johansson y col.,
1998).

Los ensayos tedricos y de DC se realizaron sélo con el dominio IIid,
por lo tanto, no se puede concluir que las mutaciones no afecten la
estructura de otras regiones del IRES (estructura terciaria). Aunque no
existe considerable evidencia de la interaccion del dominio IIid con otras

regiones del IRES, el trabajo de Kieft sugiere que el dominio IlId esta
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involucrado en el plegamiento del IRES de VHC, ya que mutaciones en el
bucle de esta region afectaron el patron de proteccion de los dominios
IIle y IIIf en ensayos con RNasa T1 (Kieft y col., 1999). De acuerdo a este
antecedente, podriamos sugerir que si las mutaciones analizadas en el
dominio IIId a nivel estructural influyen en alguna otra regién del IRES
seria en los dominios adyacentes Ille-f,

Debido al alto grado de conservacién a nivel de secuencia y
estructura del IRES de VHC, es altamente probable que ambos sean
importantes. Los datos conducidos durante esta tesis derivados de la
simulacion de DM y del DC refuerzan esta idea, sugiriendo que tanto la
secuencia primaria como la estructura local del dominio IIId son
fundamentales para la actividad IRES de VHC. Ademas indican que el
dominio IIId es vital para la funcién del IRES; por lo tanto, entender
como las mutantes identificadas en esta regioén inhiben la traduccion, es
importante para tratar de generar nuevas estrategias para inhibir la
traduccion viral.

Debido a la limitada respuesta de los pacientes a las terapias
actuales contra VHC, es importante estudiar nuevos blancos
terapéuticos. Es asi que varios laboratorios estan investigando a las
proteinas NS3 y NS5B asi como también al IRES de VHC, ya que la
especifica inhibicién de la traduccién proteica produciria una reduccion

global del nivel viral y ademas reduciria la aparicién de mutantes que
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escapen a la terapia (Jubin, 2001).

El IRES de VHC es un buen candidato como blanco terapéutico, ya
que comanda la primera etapa limitante en el ciclo replicativo, luego del
ingreso del virus a la célula. Ademas su mecanismo de inicio de la
traduccién tiene caracteristicas que lo hacen Unico entire los IRES
eucaridticos e incluso entre los virales, Una proyecciéon muy relevante
del estudio de mutaciones en IRES aislados desde virus circulantes en
los pacientes infectados, es la posibilidad de identificar mutaciones
puntuales que inhiban la interaccién de esta estructura viral con la
subunidad 40S ribosomal. De encontrarse estas mutaciones puntuales,
podria considerarse esta regién como un posible blanco terapéutico para
el desarrollo de moléculas pequenas capaces de inhibir el inicio de la
traduccion viral. Por lo tanto, la relevancia futura de este trabajo es
determinar el mecanismo molecular por el cual las mutaciones en el

dominio IIId estan inhibiendo la traduccién en VHC.
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5. CONCLUSIONES

*» En la poblacion estudiada, el genotipo mayoritario corresponde al

genotipo 1 subtipo b.

* La mayoria de los pacientes analizados con infeccién crénica por
VHC presentan RNA viral en PBMC. Esta observacion sugiere que la
presencia del virus en compartimentos extrahepéaticos no se restringe a
individuos inmunodeprimidos, sino que seria un evento general en la

historia natural de la infeccién crdonica por VHC.

* Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que distintas
poblaciones del VHC son capaces de infectar diferentes compartimentos

bioldgicos en un mismo individuo.

» El analisis de las eficiencias traduccionales de los IRES aislados a
partir de virus circulantes indica que la mayoria son activos in vitro. Sin
embargo, también se identificaron IRES con una actividad traduccional
reducida indicando que durante la replicacién viral se generan especies
traduccionalmente deficientes. Nuestro estudio permitié identificar los
cambios nucleotidicos presentes en estos IRES que son responsables de

esta disminuida eficiencia traduccional.
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e« En 69% de los pacientes estudiados (11 de 16) se observaron
diferencias entre las eficiencias traduccionales in vitro de los IRES
aislados desde plasma y PBMC. El analisis de las secuencias revel6
diferencias nucleotidicas entre los IRESs aislados desde los dos
compartimentos, lo cual sugiere la presencia de diferentes variantes del

virus en cada uno de estos compartimentos biolégicos.

* Los datos de simulacién de DM indican que las mutaciones del
dominio I1Id: G266A, G268U y G266A/G268U no cambian la estructura
global de esta regién. Sin embargo, se observan diferencias en el bucle
apical. Segin los valores de RMSD, de menor a mayor rigidez se
encuentra: G266A, G268U, el dominio Iid nativo y la doble mutante

G266A/G268U.

* La simulacién de DM identificé un puente de hidrégeno extra en la
doble mutante G266A/G268U entre las bases U264 y U268, que no se
encuentra en los otros modelos estructurales estudiados, lo cual podria

explicar la mayor rigidez de esta mutante.

* Las estructuras de RNA del dominio Illd de las mutantes: G266A,
G268U y G266A/G268U son distintas. La estructura del RNA del

dominio Illd nativo y doble mutante G266A/G268U en ausencia o
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presencia de MgCl: son similares.

» Los experimentos de traduccién in vitro junto con los resultados de
simulacién de DM y de DC confirman la importancia de la conservacion
de la secuencia y de la estructura en el dominio IId para la actividad
traduccional del IRES de VHC y resaltan la importancia de este dominio

estructural en el reconocimiento de la subunidad 40S ribosomal.
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ANEXO 1

Tabla 2. Oligonucledtidos usados en este estudio.

Nombre | orientaciéon Secuencia (5’ — 37)

P1 + TTGGGGGCGACACTCCACCATGATC

P4 - GTTACGTTTGGTTTTTCTTTGAGGT

P1-Xhol + GCCGCTCGAGTTGGGGGCGACACTCCACCATAGA
TC

P4-EcoRI - CGGGGAATTCGTTACGTTTGGTTTTTCITTGAGG

renFw + TCGGACCCAGGATTCTTTTC

P2anti - TCTCTTCATAGCCTTATGCAGTITG

Pltag + TGGCGAATAATTGGGGGCGACACTCCACCATAG

mutl - CGCCATGGtTAGACGCTTTC

mut2 - TCCCGGGAGGGGGGGECCT

mut3 - CACTATGGaTCTCCCGGGAG

mut4 - CGCCATGGtTAGACGCTTTC

mutS - CTACTCGGCcAGCAGTCTCG

mutb - TCGCGACCtAACACTACTCG

mut? - TCGCGAaCCAACACTACTCG

mut8 - AAGGCCTTTCGtGACCCAAC

mut9 - TGCACGGTITACGAGACCTG

mutl0 - CTTTCGtGACCCAACACTACTCGGCcAGCAG

mutll - TCGCGAaCtAACACTACTCG

Las mutaciones introducidas en la regién S’UTR estan en letra

mintscula.
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Tabla 3. IRES de VHC recuperados de virus circulantes en pacientes
con infeccion cronica por VHC y clonados en el vector bicistrénico
Dual Luciferasa. Se indica el genotipo y las substituciones nucleotidicas
de los IRES de acuerdo a su secuencia prototipo. ¢c: PBMC, p: plasma.
Cuando el “codigo paciente” se encuentra con guion indica el numero
del clon. También se indica el numero del IRES asignado para los
experimentos de traduccion in vitro y la actividad IRES (%) en RRL de

acuerdo a la figura 13.

DL VHC Codigo Genotipo Substituciones nucleotidicas N° IRES en experimentos Actividad IRES
Paciente IRES traduccion in vitro en RRL (%) £ DE
1 c5 1b Insercion C127 IRES 8 96+8
2 p5 1b C204U IRES 9 109+9
3 c23 1b C204U IRES 9 109+9
4 p23 1b 1b 1b 100 + 16
5 c25 1b G90A, U356A, A359G IRES 19 38+2
6 p25 1b 1b 1b 100 + 16
7 c26 1b 1b 1b 100 + 16
8 p26 1b ib ib 100 + 16
9 c29 1b G82A, Insercion A207 IRES 17 108+3
10 p29 1b 1b 1b 100 £ 16
11 c115 1b C340A IRES 12 104+3
12 pl115 1b C340A IRES 12 104 +3
13 c116 1b G100A IRES 3 68+5
14 p116 1b 1b 1b 100 + 16
15 cl117 1b 1b 1b 100 + 16
16 pl117 1b G350A IRES 13 106 £ 16
17 c2 1b 1b 1b 100 + 16
18 p2 1b U306C IRES 11 66+5
19 c104 3a A119C, G203A, G243A IRES 20 88+4
20 pl104 3a A119C, G203A, G243A IRES 20 88+4
21 _pi08 2a U223C, C340U IRES 28 86+ 0,3
22 c108-3 1b usoC IRES 1 525
23 c108-2 ib C43U, U262C IRES 14 85+7
24 c106 1b Insercién A207, U248G IRES 26 109+4
25 p106 1b C104U IRES 4 95+1
26 ci01 1b 1b 1b 100 + 16
27 _p101 1b A225G, A330G IRES 27 39+2
28 cl1 1b A109G IRES 5 715
29 pl 1b 1b 1b 100 £ 16
30 p3 3a A119C, G331A IRES 7 23 %1
31 pi1 3a A119C IRES 6 84+5
32 c106-3 1b C67U, A252G, G271A IRES 15 941
33 p106-1 1b A223G IRES 10 55 %5
34 c5-3 1b 1b 1b 100 + 18
35 p5-2 5a G137U, G266A, G268U IRES 25 9+2
36 c29-5 ib GB82A IRES 2 91+3
37 p29-3 1b G82A, A172G, Insercion C127 y A207 IRES 18 27+4
38 c¢110-1 ib 1b 1ib 100 + 16
39 c110-7 1b 1b 1b 100 + 16
40 c110-8 1b 1b 1b 100 + 16
41 c112-1 1b A73G, C340U, G350A IRES 16 50+4
42 c112-4 1b A73G, C340U, G350A IRES 16 S50+ 4
43 c112-5 1b A73G, C340U, G350A RES 16 50+4
44 c112-3 1b A73G, C340U, G350A RES 16 50+ 4
45 c112-2 1b A73G, C340U, G350A RES 16 50+ 4
46 pi110-1 1b Insercién C127 IRES 8 96+ 8
47 p110-2 1b A136G, A140U IRES 24 35+4
48 p110-10 1b Insercion C127 IRES 8 96+ 8
49 pl112-1 1b Insercion C127, C340U, G350A IRES 23 102+6
50 pi12-2 ib Insercion C127, C340U, G350A IRES 23 102 +6
51 p112-9 1b A136G, A140U IRES 24 35+4
52 p121-1 1b C121U, U326C, G350A IRES 21 45+ 1
53 p121-5 1b C121U, C340A, G350A IRES 22 107 +8
54 p121-10 1b G350A IRES 13 106 + 16
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ANEXO 3

Pontificia Universidad Catoélica de Chile
Facultad de Medicina

Departamento de Gastroenterologia
Marcoleta 367 — Santiago

Tel: 56-2-6863820

Fax; 56-2-6397780

Consentimiento Informado

Queremos invitarlo a participar en el estudio titulado: “Rol de la replicacién extra-hepdtica
del virus de la hepatitis C en la expresion clinica e historia natural de la enfermedad”, El Dr.
Alejandro Soza esta conduciendo este estudio para determinar si el virus de la hepatitis C puede
multiplicarse en sitios del organismo fuera del higado, lo que puede tener importancia para
entender por qué los tratamientos no tienen la efectividad esperada y puede también contribuir
al desarrollo de nuevas terapias,

Le pedimos que lea atentamente este documento y pregunte si tiene cualquier duda al
respecto, Usted puede cambiar de opinién sobre su participacion en este estudio en cualquier
momento, sin necesidad de dar ninguna explicacidn. La atencién médica que usted reciba no
estard influida por su participacién en este estudio.

cPor qué se realiza este estudio?

La hepatitis C es una enfermedad causada por un virus (virus de la hepatitis C) que se
multiplica en el higado y puede generar lentamente dafio, llegandoe a producir cirrosis y cancer al
higado en algunos casos. No existe vacuna para esta enfermedad y los tratamientos son
imperfectos, La razdn por la cual las terapias no son exitosas en un alto porcentaje de los
pacientes no esta aclarada. Es posible que el virus, al multiplicarse en células fuera del higado
pueda escaparse de las defensas contra la infeccién o de los medicamentos usados para su
tratamiento,

¢En qué consiste mi participacion en el estudio?

Su participacion en el estudio consiste en la donacién de sangre en cantidad de
aproximadamente 20 a 40 mL. Es posible que se le pida repetir esta donacién, Se intentara que
esta extraccién coincida con la obtencion de examenes de rutina que usted necesite para el
seguimiento de su enfermedad.

Si usted requiere la realizacion de una biopsia hepatica o cirugia hepatica como parte de la
evaluacion o tratamiento de su enfermedad, un pequefio trocito del tejido obtenido ira también
para investigacion. La decisidn de realizar estos procedimientos es realizada por su médico
tratante segun criterios clinicos y no se ve influida por este estudio.

&Queé riesgos tengo al participar en el estudio?

La extraccion de sangre se realiza en la forma habitual como se extrae sangre para los
examenes rutinarios y no tiene un riesgo mayor que el de cualquier examen de sangre (moretén
en el brazo, leve dolor después de la extraccion, sensacion de lipotimia o desmayo), La obtencidén
eventual de una muestra de higado no tiene riesgo adicional para el paciente, ya que se obtiene
del tejido.

2Qué beneficios obtengo al participar?

Usted no obtendra ninglin beneficio monetario o clinico directo al participar, salvo la
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satisfaccion de saber que estd contribuyendo a una comprension méas detallada de la
enfermedad y eventualmente al desarrolio de mejores tratamientos.

¢Para qué se utilizarin mis muestras?

Se realizaran diversos estudios para determinar si el virus esta presente en las células de la
sangre, como deteccién del material genético del virus (ARN), estudios de microscopia electrénica
y otros,

¢Como se manejaran las muestras que se obtengan a través de este estudio?

Las muestras seran obtenidas bajo un cddigo que relaciona su informacién clinica, pero que
no lleva su nombre ni otros identificadores personales para proteger su privacidad. Las muestras
seran almacenadas en el Departamento de Gastroenterologia de la Facultad de Medicina de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Las muestras seran utilizadas para estudiar una serie
de aspectos relacionados con la hepatitis C y serd almacenada para eventuales estudios
posteriores.

&Se me comunicarin los resultados de los estudios realizados con mis muestras?

Los resultados de las investigaciones realizadas en sus muestras tienen gran valor para el
desarrollo del conocimiento de la enfermedad, pero habitualmente no tienen un valor especifico
para el paciente en términos clinicos, motivo por el cual no se le va a informar sobre los
resultados de estos estudios, salvo que se considere que alguna informacién sea importante para
su salud. :

&Cuiinto tiempo dura mi participaciéon en el estudio?

Su participacién consiste en la donacién de una muestra de sangre por una vez ¥y
eventualmente su repeticiéon un afio después.

CONSENTIMIENTO

Se le dara una copia de este formulario de consentimiento para que lo guarde, Al firmar este
formulario, usted no esta renunciando a sus derechos legales. Si usted tiene cualquier pregunta
sobre sus derechos como participante de la investigacion, usted puede llamar al Comité de Etica
de la Pontificia Universidad Catodlica de Chile, teléfono 632 -1925, Marcoleta # 391, Casilla 114 -
D.

He leido (o alguien me ha leido) la informacién en este formulario de consentimiento. He

tenido la oportunidad de hacer preguntas y todas han sido contestadas a mi satisfaccién. Al
firmar este formulario, estoy de acuerdo en participar en este estudio.

Nombre: Firma:

Investigador: Firma:

Fecha:
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7.PUBLICACIONES GENERADAS DURANTE ESTA
TESIS

Lopez-Lastra M, Rivas A, Barria MI. 2005. Protein synthesis in
eukaryotes: the growing biological relevance of cap-independent
translation initiation. Biol Res. 38(2-3):121-46.

Barria M.I., Vera-Otarola J., Leon U., Vollrath V., Marsac D.
Riquelme A., Lépez-Lastra M., Soza A. 2008. Influence of extrahepatic

viral infection on the natural history of hepatitis C. Annals of Hepatology
7(2):136-43.

Vera-Otarola J., Barria M.I., Ledn U., Marsac D., Carvallo P., Soza A.,
Lopez-Lastra M. Hepatitis C virus quasispecies distribution in plasma
and peripheral blood mononuclear cells in treatment naive chronically
infected patients. (Enviado)
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structure for driving cap-independent translation initiation. (En
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