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RESUMEN

El presente estudio tiene como objetivo principal determinar la hipotética relacion entre la variabilidad de la region PePHD (relacionada con
la codificacién de un pseudosustrato para una enzima viral) del virus de la hepatitis C y la evolucién de la terapia con interferén, con el fin
de determinar si la aparicion de mutaciones en esta region es el factor determinante de la respuesta al tratamiento. El valor que expresa la
variabilidad es la deteccién de un elevado nimero de cuasiespecies. Para ello se emplearon técnicas ya utilizadas en estudios anteriores, co-
mo la transcripcion inversa, la doble amplificacién (RT-PCR anidada) y SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism). Se analizaron 24
enfermos, todos ellos infectados cronicamente por el virus de la hepatitis C. Se clasificaron en tres grupos diferentes dependiendo de la res-
puesta a la terapia: 8 pacientes con respuesta sostenida, 8 pacientes con respuesta parcial y 8 pacientes no respondedores. Todos los ca-
sos analizados presentaron un grado de heterogeneidad bajo. Este resultado se obtuvo independientemente de otros factores relacionados
con la falta de respuesta, como son la edad y el sexo de los pacientes o el genotipo del virus. El hecho de que la secuencia sea tan poco va-
riable indlica que es una regién funcionalmente importante para la persistencia viral. Se necesitan estudios més profundos para determinar
el papel que realmente tiene esta regién en las interacciones de la célula y el virus.
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Hepatitis C virus variability
and interferon-mediated pathway inhibition

SUMMARY

The most important aim of this study was to describe the hypothetical relationship between the PePHD region variability (related to the syn-
thesis of a cellular enzyme pseudosubstrate) of the hepatitis C virus and the response of patients to interferon therapy. This interaction could
be a determining factor in the antiviral effect of interferon. All samples (from 24 patients with chronic hepatitic C infection) were analyzed
using a previously described method based on RT-PCR and nested PCR mediated by single-strand conformation polymorphism assay (SSCP).
The patients were divided into three groups with respect to the response to therapy: 8 patients with sustained response, 8 patients with
transient response and 8 nonresponders. In all samples a low genetic heterogeneity pattern was detected, which was independent of other
factors involved in the lack of response to treatment, such as age, sex or viral genotype. This genetic homogeneity is an indirect indication
of the importance of the region on viral persistence. However, more studies are needed to evaluate the real role of this sequence on the in-
teraction between cells and the virus.
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INTRODUCCION

La hepatitis C es una infeccién extendida por todo el
mundo y que afecta aproximadamente a un 3% de la po-
blacién mundial. La diana del virus de la hepatitis C (VHC)
es el hepatocito, y puede producir una cirrosis o incluso un
hepatocarcinoma. Una de las caracteristicas mas peculiares
de esta infeccidn es su elevada tasa de cronicidad, que a su
vez es la que permite que se produzca el dafio hepatico con
el paso de los afios. Esta persistencia pone de relieve la
gran capacidad del virus para eludir todos los sistemas de
defensa del huésped. Ademads, en la actualidad, no existen
farmacos que actien sobre dianas especificas para inte-
rrumpir el ciclo de replicacién viral. El dnico tratamiento
disponible es la administracién por via parenteral de inter-
ferén (pegilado en los tratamientos mas avanzados) con o
sin rivabirina, pero su efectividad no es elevada (40% a
45%) y origina numerosos efectos secundarios.

En términos generales, el interferon desencadena una
cascada de reacciones dentro de las células eucariotas que
desembocan en la inhibicién de la sintesis proteica y la
apoptosis celular, evitando asi la realizacion del ciclo viral
y la propagacién. Uno de los factores que inicia estas reac-
ciones antivirales es la deteccidn en el interior celular de un
RNA bicatenario, producido normalmente en la replicacién
de numerosos virus. Esta molécula induce la activacién de
la enzima PKR, una proteincinasa que forma parte de las
reacciones que producen la sintesis de interferén celular;
sin embargo, parece ser que el VHC es capaz de inhibir la
accién de la PKR. El mecanismo fue propuesto por Taylor
y cols. en 1999 (1) y se basa en la existencia, dentro del gen
E2 del VHC, de una secuencia similar al sitio de fosforila-
cion de elF-2 (eukaryotic Initiation Factor 2 alpha phospho-
rylation homology domain), diana de la enzima PKR. Esta
secuencia se ha denominado PePHD (PKR- elF-2 Phos-
phorylation Homology Domain), consta de 12 aminoacidos
y actda como un pseudosustrato, impidiendo por tanto que
las rutas antivirales continten (2).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que el VHC pre-
senta una elevada variabilidad dentro del genoma, debido a
que al replicarse mediante RNA polimerasa se puede origi-
nar una gran cantidad de variantes genéticamente cercanas
denominadas cuasiespecies, que son sometidas a la presion
evolutiva del medio. Aquellas que presenten un mejor me-
canismo de supervivencia podran a su vez diferenciarse en
las generaciones posteriores, constituyendo un nuevo re-
servorio de variantes que pueden ser resistentes. Por tanto,
y a falta de medios de cultivo que permitan analizar en pro-
fundidad el comportamiento del VHC en el interior celular,
el estudio de la resistencia y de la variabilidad genética que
la origina se convierte en un arma de gran importancia pa-
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ra entender las bases de la patogenicidad y la persistencia
de la infeccién en el huésped.

El objetivo del presente trabajo ha sido analizar la rela-
cion entre la existencia de mutaciones en la regiéon PePHD
(expresada como la presencia de elevada variabilidad) y el
tipo de respuesta clinica de los pacientes al tratamiento con
interferén alfa (IFN-Q).

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se estudiaron 24 pacientes del
Servicio de Digestivo del Hospital de Basurto en Bilbao,
diagnosticados de hepatitis crénica C sin evidencia de otra
causa de enfermedad hepatica y tratados durante un afio
con IFN-a, 3 MU tres veces por semana. Las muestras de
suero se obtuvieron antes del tratamiento, a los 6 y 12 me-
ses de tratamiento y 6 meses después de finalizarlo.

Los pacientes estudiados tenian una edad media de
38,08 afios y la proporcién de mujeres y hombres fue 8/16.

En relacién con la respuesta al tratamiento dividimos a
los pacientes en tres grupos:

— Ocho pacientes con respuesta sostenida: normalizacién
de las transaminasas y no deteccion del genoma viral al
finalizar el tratamiento y a los 6 meses.

— Ocho pacientes con respuesta parcial: normalizacién tran-
sitoria de las transaminasas y deteccién continuada del
genoma viral.

— Ocho pacientes no respondedores: sin normalizacion de las
transaminasas y deteccidn continuada del genoma viral.

Extraccion y deteccion del genoma viral

A partir de 100 pl de suero se llevé a cabo el proceso de
extraccion del RNA de las muestras mediante una solucién
de lisis con SDS y proteinasa K seguido de fenol-clorofor-
mo-isoamilalcohol. Para poder analizar la heterogeneidad
de las muestras se desarrollé en nuestro laboratorio una do-
ble amplificacién (RT-PCR anidada) del genoma viral se-
guida de SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism).
Los iniciadores empleados derivan de las regiones conser-
vadas que flanquean la region hipervariable.

La sintesis del DNAc se realiz6 empleando 16,5 pmol
de iniciador externo antisentido y 10 U de transcriptasa in-
versa (Promega) y 20 U de RNasina (Promega) a 42 °C du-
rante 60 minutos.

Tras la transcripcion inversa se realizé la primera am-
plificacioén, empleando 1 U de Tag DNA polimerasa (Boeh-
ringer Mannheim) y 20 pmol de iniciador sentido y 8 pmol
de iniciador antisentido. Las secuencias de los iniciadores
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fueron las siguientes (3): 5’-TGA CTA CCC ATA CAG GCT
CT-3’ (nucledtidos 1826-1845) y 5’-AAG GAA GGA GAG
ATT GCC AT-3’ (nucledtidos 2288-2307). Las secuencias
de los iniciadores para la segunda amplificacién fueron: 5°-
AAG GTT AGG ATG TAT GTG GG-3’ (nucleétidos 1881-
1900) y 5’-ATT GAG GAC CAC CAG GTT CT-3’(nu-
cleétidos 2246-2265), obteniendo un producto final de 384
pares de bases.

Las condiciones de la reaccién de amplificacién en el
termociclador fueron las siguientes: tras una desnaturaliza-
cién a 95 °C durante dos minutos, el DNAc fue amplifica-
do durante 40 ciclos (95 °C un minuto, 50 °C un minuto,
72 °C dos minutos) con una elongacién final de diez minu-
tos a 72 °C. Para realizar la segunda amplificacién se utili-
zaron 5 pl de la primera, repitiéndose los mismos ciclos de
amplificacién. El producto final se visualizé mediante elec-
troforesis en un gel de agarosa al 2%, tincién con bromuro
de etidio y posterior exposicion a luz ultravioleta.

Analisis de cuasiespecies

Para realizar el andlisis de cuasiespecies se ha utilizado
el método descrito previamente (4), basado en una técnica
denominada SSCP (Single-Strand Conformation Polymor-
phism) y posterior tincién con plata.

Genotipificacion del VHC

La genotipificacién de las muestras se realiz6 mediante
PCR anidada empleando iniciadores para la regioén del co-
re, seguida de hibridacién con sondas de oligonucleétido
VHC especificas de subtipo marcadas con 5’-biotina para
detectar cada subtipo mediante DEIA (DNA Enzyme Im-
munoassay) como se ha descrito previamente (5).

RESULTADOS

En este estudio se ha analizado la variabilidad de la re-
gién PePHD del genoma del VHC en un total de 24 pa-
cientes cronicamente infectados. Mediante la técnica SSCP
se determiné arbitrariamente que una elevada variabilidad
consistia en un nimero de bandas superior a cinco, tal co-
mo se determiné en estudios anteriores. El nimero de ban-
das observadas en el presente trabajo varia entre dos y cin-
co. Por tanto, todas las muestras presentaron un bajo grado
de variabilidad, es decir, la poblacién de cuasiespecies pre-
senta una relativamente baja heterogeneidad (Fig. 1).

Al analizar en el mismo paciente las muestras obtenidas
a lo largo del tratamiento no se han detectado cambios apre-
ciables en el nimero y posicidn de las bandas, sugiriendo
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Figura 1. Cuasiespecies detectadas en la regién PePHD del virus de la he-
patitis C en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata obtenidas
al inicio, a los 6 meses y después de haber finalizado el tratamiento.
Pocillos 1-3: paciente con genotipo 1b con respuesta parcial. Pocillos 4-6:
paciente con genotipo 3a con respuesta parcial.

que no hay cambios en las secuencias que infectan al pa-
ciente; sin embargo, no en todas las muestras se obtienen
las mismas bandas. Este hecho indica que a pesar de no
existir variabilidad, y por tanto evolucidn dentro de un mis-
mo paciente, no todos los pacientes comparten las mismas
secuencias.

En los pacientes no respondedores se detectaron dos a
cuatro bandas. En el caso de los respondedores el nimero
fue de dos o tres bandas, a excepcién de una muestra que
presenta cinco bandas en total, observdndose ademds una
cierta variabilidad. Los pacientes que respondieron parcial-
mente al tratamiento presentan tres o cuatro bandas. Por
tanto, el nimero y la posicion de las bandas no constituyen
una diferencia a tener en cuenta en los pacientes con dis-
tintos tipos de respuesta final al tratamiento.

En cuanto al andlisis del genotipo viral, el 8,33% de los
pacientes estaban infectados por el genotipo la, el 45,83%
por el genotipo 1b, el 4,17% por el genotipo 2 y el 41,67%
por el genotipo 3a. En cuanto a la variabilidad detectada en
cada genotipo, los individuos infectados por el genotipo 1
presentaron entre dos y cinco bandas; en los pacientes con
genotipo 1b se detectaron dos a cuatro bandas y en los de
genotipo la de dos a cinco, por lo que tampoco hay dife-
rencias entre estos dos subtipos. En los infectados por el
genotipo 2 se detectaron tres bandas; todos los pacientes in-
fectados por el genotipo 3a presentaban tres o cuatro ban-
das. En una de esas muestras se produce una cierta variabi-
lidad, sobre todo al final del tratamiento. Por tanto, no hay
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Tabla 1. Representacion de la diferente variabilidad de las
dos regiones encontradas en el gen E2 del VHC.

Pacientes con
baja variabilidad

Pacientes con
elevada variabilidad

Region HVR-1 6 6
Regién PePHD 0 24

diferencias en las cuasiespecies en las infecciones por los
distintos genotipos.

Segun la edad y el sexo tampoco hay diferencias signi-
ficativas en cuanto a variabilidad.

La escasa variabilidad de la region PePHD contrasta
con la detectada en otras regiones del mismo gen, como es
el caso de la HVR 1 (regién hipervariable 1). En esta regién
se ha comprobado la existencia de una mayor variabilidad
y una relacion entre el menor ndmero de cuasiespecies y la
respuesta al tratamiento (Tabla 1). El nimero miximo de
cuasiespecies detectado en el caso de la PePHD ha sido de
cinco bandas, mientras que en el caso de la HVR fue de 12.
También hay que indicar que las bandas de un mismo pa-
ciente variaban a lo largo del tiempo en la mayoria de los
casos, mientras que en el presente estudio las bandas no
varian durante la terapia.

DISCUSION

El virus de la hepatitis C carece de un mecanismo de re-
paracién innato, con lo que se producen numerosas muta-
ciones en la replicacién viral. Ademds, no todas las regio-
nes del genoma presentan el mismo grado de variabilidad,
siendo por ejemplo las menos variables las regiones 5’
UTR, core, NS5B y NS3, y las mds variables aquellas que
forman parte de las dos proteinas de la envuelta, como la
El y E2 (6).

Varias han sido las regiones del genoma que se han con-
siderado como posible causa de la falta de efectividad del
tratamiento aplicado a los pacientes infectados por el VHC,
como son las regiones hipervariables del gen E2, la regién
ISDR (Interferon Sensitive Region) del gen NS5A, etc. En
el caso del presente estudio, el objeto de andlisis es otra zo-
na del gen E2, la denominada PePHD, que ha sido locali-
zada (7) entre los aminoécidos 665 y 676. Esta region, de
pequefio tamafio, se encuentra en un gen que codifica una
glucoproteina estructural. El interés de esta secuencia se
encuentra en la similitud que posee con el sustrato natural
de una proteina que forma parte de los mecanismos de re-
sistencia celulares. Tal caracteristica permitiria a este frag-
mento no funcionar como una proteina estructural, sino co-
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mo un pseudosustrato para la enzima PKR. En el caso de
que se produzcan mutaciones en esa secuencia se inhabili-
tarfa la unién y el paciente responderia teéricamente a la te-
rapia con IFN. Gale y cols. (8) han demostrado la inhibicién
funcional de la PKR por la proteina NS5A en pacientes in-
fectados por el genotipo 1. De esta manera se escaparia de
los efectos del IFN, pero hasta el momento dicha relacién
s6lo ha sido demostrada in vitro. Con todo, al aplicar la téc-
nica no se han detectado cambios lo suficientemente signi-
ficativos como para afirmar que podria existir una relacién
entre la presencia de mutaciones en la regién PePHD y el
tipo de respuesta clinica. A pesar de que los pacientes pre-
sentaban una respuesta clinica diferente, no se han detecta-
do diferencias en el tipo de variabilidad, por lo que no po-
demos establecer ninguna clase de correlacion entre se-
cuencia y resistencia.

Mediante el empleo de esta misma técnica se ha deter-
minado en otras regiones la existencia de correlacion, co-
mo es el caso de la HVR 1. Por tanto, la técnica empleada
en ambos casos, SSCP, es vilida para detectar los cambios.
Esta falta de heterogeneidad no puede atribuirse a fallos
metodolégicos, sino a que el IFN es incapaz de producir
cambios en la regiéon PePHD. La variabilidad en la regién
PePHD, por tanto, no podria considerarse como un factor
de prediccién del tipo de respuesta al tratamiento. En cuan-
to a la relacién de la variabilidad en esta region y otros fac-
tores relacionados con la falta de respuesta al tratamiento,
como son la edad, el sexo del paciente y el genotipo, tam-
poco se ha relacionado la cantidad de cuasiespecies con
ninguna de estas caracteristicas.

Esta conservacion de la secuencia refuerza la hipdtesis
de que es una regién funcionalmente importante e impres-
cindible para la supervivencia; sin embargo, resulta compli-
cado establecer cudl es el papel concreto de esta secuencia,
sobre todo teniendo en cuenta que no se conoce totalmente
la relacion entre las proteinas celulares y virales. Serfa im-
prescindible saber cudl es la funcién de cada proteina en la
replicacion, la patogenicidad y la resistencia antiviral.

Como se ha indicado en estudios anteriores (9, 10), hay
que tener en cuenta que de la misma manera en que los sis-
temas antivirales son polifuncionales, los mecanismos de
resistencia que presenta el virus pueden tener un caracter
sinérgico. Como consecuencia de esto, en el estudio de la
variabilidad ha de considerarse el efecto sinérgico de los
productos de varias regiones del genoma. Por tanto, aunque
no se hayan detectado cambios en la secuencia, ello no sig-
nifica que no influya en la resistencia a los antivirales, sino
que podriamos desconocer el mecanismo que emplea para
hacerlo.

Tras el anélisis de la poblacién de cuasiespecies seria
interesante realizar un estudio mas profundo de la secuen-
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cia y asi encontrar una posible relacién entre la presencia
de mutaciones y cdmo afecta esto a la conformacién final
de la proteina y al tipo de respuesta. Es posible que un ana-
lisis de la estructura secundaria indique una diferenciacién
entre respondedores y no respondedores. Del mismo modo,
podria encontrarse una secuencia predominante, que seria
la que dominase el comportamiento de toda la poblacién y
determinase la respuesta clinica.
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