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Abstract 

The Hepatitis C virus (HCV) is a compelling human health problem causing cirrhosis and hepatic 

cancer. The non-structural protein NS3 and NS4A of the HCV forms the NS3-4A serin-protease 

complex which processes the viral polyprotein. Thus the NS3-4A serin-protease complex represents 

a key target in development of antiviral strategies against VHC. NS4A joints to NS3 through a specific 

central region sequence (amino-acids 21-32) thus enhance the protease activity of NS3-4A. In this 

work two NS3-4A variants from blood samples with HCV were determined, this NS3-4A variants 

shows low protease activity and differ at the NS4A central region sequence. The effect of the changes 

in NS4A sequence was assayed expressing variants of the NS3-4A protein. The protease activity of 

NS3-4A variants were assayed in vitro using as substrate the NS5AB protein which represents the 

NS5A/NS5B viral polyprotein junction. Specific differences were determined in the NS3-4A variants 

with low protease activity representing a structural modification in the beta-strand NS4A structure. 

These results were confirmed by building the NS4Am2 23,25 and NS4Awt 24 variants with a shorter 

beta-strand than know NS4A variants. When NS4Am2 23,25 or NS4Awt 24 are expressed joined to 

NS3 the proteolitic activity of the expressed protein is decreased. The data generated about NS4A 

central region may help in developing more effective antiviral strategies against the NS3-4A of the 

VHC.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Resumen 

La infección por virus de hepatitis C (VHC) representa un problema de salud mundial ya que origina 

cirrosis y cáncer hepático. Las proteínas no estructurales NS3 y NS4A del VHC forman el complejo 

NS3-4A con actividad de proteasa de serina. Esta actividad es clave en el proceso replicativo del 

VHC ya que procesa la poliproteína viral permitiendo la maduración de proteínas indispensables para 

la replicación de nuevas partículas virales. Por tanto, NS3-4A representa un punto clave para el 

desarrollo de estrategias antivirales más efectivas. La proteína NS4A posee una secuencia 

específica en su región central (aminoácidos 21-32) la cual es determinante para unirse a NS3 e 

incrementar la actividad proteolítica de NS3-4A. En el presente trabajo se determinaron dos variantes 

de NS3-4A en muestras de sangre infectada con VHC las cuales presentan baja actividad proteolítica 

y difieren de otras previamente reportadas en la secuencia de la región central de NS4A. El efecto de 

las diferencias en NS4A se analizó expresando variantes de la secuencia de NS3-4A. La actividad 

proteolítica de las proteínas expresadas se analizó in vitro usando como sustrato la proteína NS5AB 

que representa la región de corte NS5A/NS5B de la poliproteína viral. Se determinó que las variantes 

de NS3-4A con baja actividad proteolítica presentan cambios particulares en la secuencia de NS4A 

que modifican la estructura tipo beta plegada que esta proteína forma. Esta información se comprobó 

construyendo las variantes NS4Am2 23,25 y NS4Awt 24 que presentan en común una estructura 

beta plegada mas corta que las variantes conocidas de NS4A. La expresión de NS4Am2 23,25 o 

NS4Awt 24 unida a NS3 limita la actividad proteolítica de NS3-4A. Los datos generados sobre la 

región central de NS4A pueden contribuir al diseño de estrategias antivirales más efectivas contra la 

proteasa NS3-4A del VHC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1. Introducción 

El virus de hepatitis C (VHC) fue caracterizado molecularmente en 1989 por Choo y cols. cuando se 

logró clonar y secuenciar parte del genoma viral, lo cual permitió el desarrollo de pruebas específicas 

que identificaron a este virus como el agente causante de lo que hasta entonces era denominado 

como Hepatitis no A no B (Hepatitis NANB).  Este virus se trasmite por contacto directo con sangre 

infectada por lo que existen grupos de alto riesgo relacionados principalmente con: falta de 

infraestructura adecuada para la detección del patógeno en productos sanguíneos; desinformación 

entre individuos jóvenes o personas asintomáticas que intercambian agujas hipodérmicas; personas 

con enfermedades como la hemofilia que representa la transfusión de sangre posiblemente 

contaminada antes de haber sido estandarizada la determinación de hepatitis C en los bancos de 

sangre (Houghton & Abrignani; 2005). 

 

En México la principal fuente de contagio es el intercambio de agujas hipodérmicas y los tatuajes con 

material no desechable; se calcula que entre el 1.2% y 1.8% de la población mexicana esta infectada 

con el VHC y en el mundo hay aproximadamente 200 millones de personas infectadas, provocando 

un promedio de 100,000 muertes al año por el VHC. (De Andrade & De Andrade 2004; Pawlotsky, 

2004; Valdespino y cols. 2007). El VHC provoca distintos grados de infección en el individuo, 

algunos pacientes (menos del 20%) llegan a resolver la infección de manera natural mientras que los 

pacientes con infección crónica desarrollan cirrosis en el 20% de los casos y carcinoma hepático en 

el 5% (Pawlotsky, 2004; Kershenobich-Stalnikowitz y cols. 2007). Los procesos virales que causan 

el daño hepático no han sido completamente entendidos. Aunque el VHC no integra su material 

genético al celular, existen otros factores que aceleran la atrofia del hígado como la acumulación de 

hierro que causa esta infección y resulta hepatotóxica, el consumo de alcohol, la respuesta inmune 

inespecífica contra el VHC que permanece por años provocando inflamación persistente, infecciones 

virales asociadas a la hepatitis C como la hepatitis B o el síndrome de inmunodeficiencia adquirida, el 

sobrepeso, diabetes, hipertensión, entre otros. (Pawlotsky, 2004; Gutiérrez-Reyes y cols. 2007; 

Miura y cols. 2008). 

 

La infección por VHC también provoca en poco mas de la mitad de los casos (40%-74%), una o 

varias manifestaciones extrahepáticas (MEH) como los tipos II y III de crioglobulinemia mixta; de tipo 

endócrino como hipotiroidismo y diabetes; reumatológicas como artritis que se presenta durante el 

proceso inmune asociado con la crioglobulinemia y otros padecimientos como osteoesclerosis, 

cardiomiopatia hipertrófica y fibrosis pulmonar. Estas MEHs son importantes ya que pueden ser la 

primera señal de infección por VHC en pacientes de alto riesgo que no presentan síntomas 

hepáticos, pues los tejidos susceptibles a MEHs actúan como reservorios de partículas virales 

(Galossi y cols. 2007). 

 

 



 

1.1. Tratamiento antiviral 

Aunque la detección temprana de anormalidades hepáticas es determinante en la respuesta al 

tratamiento, la infección por VHC generalmente se trata con interferón-α (INF-α) pegilado ([INF-α2b) 

a dosis de 1.5μg/Kg/semana, complementado con 1 g/día Ribavirina, sin embargo esta terapia doble 

no logra una respuesta antiviral sostenida (SVR, por sus siglas en ingles Sustained Virological 

Response), la cual se determina cuando el ARN viral en sangre permanece debajo del nivel 

detectable 6 meses después de terminado el tratamiento. La SVR solo se logra en aproximadamente 

el 45% de los pacientes infectados con el tipo 1 del VHC (Pawlotsky, 2004; Houghton & Abrignani 

2005; Taylor y cols. 2005). Esto puede explicarse parcialmente porque el tratamiento es inespecífico 

ya que a pesar de que el INF-α induce la trascripción de más de 200 genes, solo unos cuantos 

participan en la respuesta antiviral. La función antiviral del INF-α consiste en limitar la replicación del 

virus a través de la desaminasa de adenosina de ARN de doble cadena (ADAR1) y causar la 

fosforilación del factor de inicio de la trascripción (eIF2) lo cual al impedir la asociación eIF2-GTP-

met-tARN, suprime la trascripción y traducción de cualquier ARNm (Taylor y cols., 2005). Por su 

parte la Ribavirina es un análogo nucleotídico por lo que induce mutaciones en toda secuencia 

nucleotídica (celular o viral) que sea trascrita en la célula medicada, lo que muestra también una 

acción inespecífica contra el VHC. El tratamiento doble es poco tolerado debido a su alta toxicidad y 

porque el largo periodo de administración requerido (48 semanas para el genotipo 1) comúnmente 

genera en el paciente anemia, problemas pulmonares y de la tiroides, depresión, fatiga, entre otros 

(Manns y cols. 2006; Kershenobich-Stalnikowitz y cols. 2007). La administración de Timalfasina (1.6 

mg/semana) junto con el tratamiento doble promueve una SVR en el 23.5% de los pacientes con el 

genotipo 1 del VHC que no responden a la terapia doble (Poo y cols. 2008).  

 

1.2. Biología molecular del VHC 

El VHC está clasificado en la familia Flaviviridae por ser un virus envuelto en una capa lipídica y 

presentar una cadena sencilla de ARN en sentido positivo. Debido a características poco comunes 

como su alta variabilidad genética y la enzima multifuncional NS3, se creó el género Hepacivirus 

para distinguirlo de otros flavivirus (Choo y cols. 1991; Kim y cols. 1996; Giannini & Bréchot, 2003).  

El ARN viral codifica una poliproteína de aproximadamente 3010 aminoácidos 

C(F)/E1/E2/p7/NS2/NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B la cual al ser procesada por proteasas del 

hospedero genera las proteínas de la estructura viral: C, E1, E2 y p7, esta proteínas forman la 

cápside o núcleo viral (C), la envoltura de la partícula (E1 y E2) y p7 que se ha sugerido, interviene 

en la liberación del genoma durante la infección al formar canales iónicos en la envoltura viral. Se ha 

propuesto además la existencia de un segundo marco de lectura (ORF1b) que provoca la síntesis de 

la proteína F y una variante de la proteína C (Kato 2001; Dubuisson 2007). 

 

Las proteínas no estructurales NS2/NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B se relacionan con el proceso de 

replicación y son procesadas por 2 enzimas virales, NS2 y NS3. NS2 es una metaloproteína 



 

dependiente de Zn+ que genera un corte autocatalítico en la región NS2/NS3 de la poliproteína viral, 

de igual forma la proteasa de serina NS3 genera un corte en la región NS3/NS4A y permite la 

asociación no covalente NS3-4A. El complejo serin-proteasa NS3-4A, procesa el resto de la 

poliproteína viral (NS4B/NS5A/NS5B) provocando la maduración de las proteínas NS4B, NS5A y 

NS5B. La función de la proteína NS4B aun no ha sido demostrada plenamente, mientras que a NS5A 

se le atribuye función de  fosfoproteína y a NS5B función de polimerasa de ARN dependiente de 

ARN (Kim y cols. 1996; Pawlotsky,  2004; Lindenbach & Rice, 2005; Dubuisson, 2007) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Procesamiento de la poliproteina viral por el complejo serin-proteasa NS3-4A. Los sitios de 

corte en la poliproteína viral se indican con divisiones verticales y las flechas indican aquellos 

procesados por NS3-4A. El sitio de corte NS3-NS4A es procesado en cis por NS3. aa, aminoácido. 

 

1.3. Variantes genéticas del VHC 

Este virus genera aproximadamente 1012 copias diarias en el hospedero además posee un alta 

variabilidad genética (aproximadamente 1.4x103 – 1.9x103 sustituciones/nucleótido/año) que se debe 

a la sustitución nucleotídica que ocurre durante el proceso replicativo y a la falta de actividad de 

exonucleasa de la polimerasa viral que impide la corrección de errores en la secuencia replicada; 

esta variabilidad en el genoma del VHC se ha propuesto como el origen de variantes dominantes, las 

cuales al presentar diferencias clave en las proteínas que codifican, les confieren resistencia al 

fármaco antiviral. (Pawlotsky, 2003; Wang y cols. 2004; Guillou-Guillemette y cols. 2007; Qi y cols. 

2009). La variabilidad genética del VHC se ha clasificado en grupos principales o Tipos y en Subtipos 

(a,b,c...) (Cuadro 1). Se han identificado variantes genéticas del VHC altamente resistentes al 

tratamiento antiviral, como el VHC-1b para el cual el tratamiento resulta ineficiente en más de la 

mitad de los casos siendo este subtipo el que predomina en México (Chayama y cols. 1997; Vallet y 

cols. 2005; Dehesa-Violante y cols. 2007; Guillou-Guillemette y cols. 2007; Gottwein y cols. 2009).  

 



 

Cuadro 1. Principales variantes del virus de Hepatitis C. Diferentes subtipos de VHC predominan en 

regiones específicas del mundo. 

Tipo Subtipo Región 

1 b América (México) 

1 a América 

1 variable Europa 

2 variable Europa 

2 i Asia 

2 c hasta m África 

3 variable Europa 

4 b África 

4 c África 

4 e África 

4 m África 

6 p Asia 

 

Es interesante hacer notar que la variabilidad del genoma del VHC no es uniforme, ya que existen 

regiones de su secuencia que presentan una variabilidad de mas del 50% como la secuencia de las 

proteínas NS4B, NS5A y las regiones hipervariables 1 y 2 de la proteína E2, mientras que otras son 

muy conservadas como la región que codifica la proteína C, la enzima NS3 y los extremos 5’ y 3’ no 

traducibles (NTR) de la cadena del ARN viral (Chayama y cols. 1997; Vallet y cols. 2005; Guillou-

Guillemette y cols. 2007). Otra característica particular del genoma del VHC es la presencia de una 

región específica que parece determinar la sensibilidad del virus al tratamiento con interferón 

conocida por sus siglas en ingles como ISDR (Interferon Sensitive Determinant Region) (Chayama y 

cols. 1997). 

 

1.4. La proteasa de serina del VHC 

NS3 es una enzima con doble función ya que en el extremo N-terminal posee actividad de proteasa 

de serina que interviene en el procesamiento de la poliproteina viral y el resto de su estructura posee 

función de helicasa de ARN que revierte el enrollamiento de las cadenas dobles de ARN formadas 

durante la replicación de la cadena lineal (Kim y cols. 1996; Penin  2003; Lindenbach & Rice 2005).  

Los primeros 181 aminoácidos de la proteína NS3 forman un plegamiento típico de la familia de 

quimiotripsina compuesto por dos estructuras tipo beta-barril con actividad de proteasa de serina 

siendo esta actividad incrementada por la unión de la proteína NS4A (Kim y cols. 1996; Yan y cols. 

1998). 

 



 

NS4A es una proteína anfipática de 54 residuos, que se asocia con los primeros 40 aminoácidos de 

NS3 (Kim y cols. 1996). Los análisis de cristalografía de NS3-4A han mostrado que la secuencia 

hidrófoba que corresponde a la región central de NS4A forma una estructura tipo beta plegada con la 

cual NS4A se une a la proteasa incrementando su actividad proteolítica (Bartenschlager y cols. 

1995; Lin y cols. 1995; Tanji y cols. 1995; Kim y cols. 1996; Shimizu y cols. 1996).  El efecto de la 

estructura beta plegada de NS4A se debe a que su asociación ordena los aminoácidos del extremo 

N-terminal de NS3 formando dos estructuras nuevas (h (0) y  (A0)) y optimiza el alineamiento del 

aminoácido 81 en la triada catalítica H57, D81, S139 (Kim y cols. 1996; Bartenschlager 1999; Penin 

2003) (Fig. 2). 

 

Figura 2. Representación esquemática del complejo de serin-proteasa NS3-4A. La estructura beta 

plegada que forman los aminoácidos 21-32 de la proteína NS4A se muestra complementando la 

estructura beta-barril del dominio de proteasa (res. 1-181) de la proteína NS3. 

 

La actividad de proteasa de NS3 representa un proceso clave en la replicación del VHC ya que 

provoca la maduración de las proteínas no estructurales que participan en el proceso replicativo. El 

procesamiento del sitio de corte NS5A/NS5B de la poliproteína viral produce la maduración de la 

proteína NS5B, esta proteína es indispensable para la replicación de nuevas secuencias del virus ya 



 

que actúa como polimerasa de ARN. Ya que no existe una proteína humana capaz de replicar 

secuencias de ARN, la maduración de NS5B por la actividad proteolítica de NS3-4A es considerada 

uno de los principales puntos de acción contra la infección por VHC (Hamill & Jean 2005; Li y cols. 

2006; Beran & Pyle 2008; Ismail y cols. 2008). 

 

1.5. Compuestos inhibidores de la proteasa NS3-4A 

Aunque la proteasa NS3 posee características similares a otras enzimas con plegamientos de tipo 

quimiotripsina, esta proteína presenta diferencias estructurales que se han propuesto como el origen 

de que los inhibidores de quimiotripsina no tengan efecto. La diferencia principal de NS3 son las 

estructuras tipo asa que en las quimiotripsinas se intercalan entre las cadenas beta de la estructura 

principal; sin embargo en NS3 estas asas no existen o son más cortas de lo normal lo que impide la 

interacción del inhibidor con la estructura de la proteasa (Kim y cols. 1996). 

 

Hasta hace poco tiempo la secuencia de la proteína NS3 se consideraba prácticamente invariable 

aún entre los distintos subtipos del VHC por lo que se diseñaron inhibidores en base a la estructura 

cristalizada de NS3 (PDB acceso número: 1A1R, 1NS3). Algunos de ellos son inicialmente efectivos 

pero pierden paulatinamente su efecto; recientes reportes han mostrado mutaciones específicas en 

la secuencia  de NS3 que le confieren resistencia al fármaco utilizado (Cuadro 2) (Vallet y cols. 2005; 

Dahl y cols. 2007; Guillou-Guillemette y cols. 2007; Wohnsland y cols. 2007; Qi y cols 2009). 

 

Cuadro 2. Aminoácidos de NS3 que favorecen su resistencia a fármacos antivirales. 

Aminoácido 

sustituido 

Inhibidor Referencia 

V36M/A, 

T54A, 

R155K/T, 

A156V/T 

Telaprevir 

(VX-950) 

Lin y cols. 2004 

Gentile y cols. 2009 

Hézode y cols. 2009 

Lin y cols. 2009 

McHutchison y cols. 2009 

Qi y cols. 2009 

R155K, 

A156S/V, 

D168A/V/E 

ITMN-191 Seiwert y cols. 2006 

Qi y cols. 2009 

Rajagopalan y cols. 2009 

T54A, 

A156S/T, 

V170A 

Boceprevir 

(SCH-503034) 

Tong y cols. 2006 

Bogen y cols. 2009 

Mederacke y cols. 2009 

 



 

Existen otros fármacos con diferente grado de éxito como el TMC-435350 que ha mostrado 

resultados favorables  (Lin y cols. 2009) o BILN-2061 que actualmente se replantea su desarrollo ya 

que la fase de experimentación in vivo en monos mostró toxicidad en tejido cardiaco (Vanwolleghem 

y cols. 2007). 

 

La proliferación de variantes resistentes al tratamiento ha replanteado la estrategia antiviral hacia 

una terapia a base de varios fármacos con distinto modo de acción, estas terapias combinadas 

pueden retrasar o prevenir la selección de variantes resistentes, por lo que el desarrollo de 

diversas moléculas que limiten la replicación del VHC es importante (Villano y cols. 2006; Delang y 

cols. 2009; Gaudieri y cols. 2009). Los avances en biología molecular actualmente permiten el 

desarrollo de pequeñas moléculas que actúan sobre proteínas específicas del ciclo replicativo del 

VHC, esta técnica conocida como STAT-C por sus siglas en inglés (Specifically Targeted Antiviral 

Therapy for HCV) ha mostrado resultados favorables contra la infección por Hepatitis B y VIH (Clavel 

& Hande 2004; Locarnini & Warner 2007). 

 

La secuencia de la región central de NS4A es altamente conservada entre los subtipos de VHC lo 

cual indica su trascendencia en la preservación de la misma, previamente se ha observado que 

existe relación entre cambios específicos en esta región y la función de la proteasa NS3 induciendo 

incluso su autoproteólisis (Butkiewicz y cols. 1996; Kou y cols. 2007; Hou y cols. 2009), esto sugiere 

que la relación funcional entre NS3 y NS4A puede ser manipulada con fines antivirales. El sitio de 

corte NS5A/NS5B es determinante en la replicación del VHC ya que libera la polimerasa viral NS5B 

cuando es procesado por NS3-4A. A diferencia de otras proteínas procesadas por NS3-4A, de las 

que actualmente se discute su participación en el ciclo replicativo del VHC, la función de polimerasa 

viral de NS5B ha sido verificada en diversos trabajos (Failla y cols. 1994; Bartenschlager y cols. 

1995; Gallinari y cols. 1999; Macdonald & Harris 2004; Lindenbach & Rice 2005). Por lo tanto, el 

estudio de variantes de la proteína NS4A del VHC con efecto inhibidor de la función de proteasa de 

serina de NS3-4A en el sitio de corte NS5A/NS5B, puede contribuir en el desarrollo de estrategias 

antivirales más efectivas contra el VHC. Se ha demostrado en otras especies de flavivirus que la 

modificación de la proteína accesoria, en este caso la NS4A del VHC, desestabiliza la interacción 

con la proteasa llegando a bloquear por completo la capacidad infecciosa del virus (Preugschat y 

cols. 1990; Falgout y cols. 1991; Chambers y cols. 1993; Lin y cols. 1993). 

 

1.6. Modelos de estudio de la biología molecular del VHC 

El estudio del VHC ha sido lento, ya que la replicación de este virus es particularmente restrictiva a 

un reducido grupo de tipos celulares impidiendo el desarrollo de un modelo animal o celular que 

genere una tasa replicativa experimentalmente útil (Ikeda y cols. 2005; Wakita y cols. 2005; Windisch 

y cols. 2005; Rychlowska & Bienkowska-Szewczyk 2007). Se han realizado estudios inmunológicos 

en el modelo de chimpancé; sin embargo, se ha cuestionado su validez ya que al parecer la 



 

respuesta inmune que presenta es diferente de la humana (Pawlotsky 2004). Se han desarrollado 

variantes del modelo de replicón basado en la línea celular de hepatocitos humanos (Huh-7), este 

modelo consiste en fragmentos autoreplicantes de un subtipo específico del VHC que expresa las 

proteínas que intervienen en la replicación viral (Lohmann y cols. 1999; Ikeda y cols. 2005; Sarrazin y 

cols. 2005; Wakita y cols. 2005; Gottwein y cols. 2009). Variantes del modelo de replicón han 

permitido estudiar aspectos importantes del ciclo replicativo del VHC debido a la alta tasa replicativa 

que genera, sin embargo este modelo impide estudiar la relación entre variantes específicas del VHC 

y la función de sus proteínas ya que esta basado en una secuencia en particular que además de ser 

optimizada en el laboratorio para favorecer su replicación también genera mutaciones de tipo 

adaptativo a la línea celular, lo que produce los niveles replicativos reportados (Abe y cols. 2007; Qi y 

cols. 2009). El replicón construido con la secuencia viral JFH1 obtenida de un paciente con hepatitis 

C fulminante impide saber si las características que muestra representan aspectos generales del 

VHC o son particulares de esta secuencia (Wakita y cols. 2005). 

 

1.6.1. Métodos de estudio de la proteasa NS3-4A 

Existen metodologías variadas para estudiar la actividad de proteasa de NS3-4A las cuales han 

mostrado que la expresión de la secuencia completa de NS3(1-631)-4A(1-54) en células eucariontes 

genera una proteína con una relación proceso/rendimiento poco útil (Sali y cols. 1998; Taremi y cols. 

1998); así mismo los análisis enzimáticos de la proteína NS3 suplementada en trans con NS4A 

origina una ineficiente interacción entre estas provocando una actividad proteolítica alterada o 

limitada (Satoh y cols. 1995; Shimizu y cols. 1996; Steinkühler y cols. 1996; Morgenstern y cols. 

1997; Sali y cols. 1998; Taremi y cols. 1998; Beran & Pyle 2008). Una alternativa ha sido expresar 

en células E. coli una cadena única de aminoácidos formada por la región mínima de NS4A 

(aminoácidos 21-32) que incrementa la actividad proteolítica de NS3 y los primeros 181 aminoácidos 

de NS3 que forman el dominio de proteasa. Ambas secuencias están unidas a través de 2 ó 4 

aminoácidos que generan un asa en la cadena única de aminoácidos (NS4A(21-32)-ASA-NS3(1-181)) y 

provocan la unión de NS4A con la proteasa de un modo muy similar que en el complejo natural 

NS3(1-631)-4A(1-54). Así mismo la cadena única de aminoácidos puede ser expresada en altas 

concentraciones como una proteína soluble (Kim y cols. 1996; Dimasi y cols. 1998; Taremi y cols. 

1998; Thibeault y cols. 2009). 

 

Los modelos de cadena única desarrollados difieren principalmente en la secuencia del asa de unión 

entre NS4A y NS3. El primer modelo fue desarrollado por Taremi y cols. en 1998 usando el asa 

GSGS la cual se determinó por cálculos de minimización de energía que favorece su formación a 

menor coeficiente energético; además, se seleccionó de una serie de variantes de cadena única 

expresadas con distintas secuencias de asa comparando sus parámetros enzimáticos con los de la 

proteína completa NS3(1-631)-4A(1-54). El modelo desarrollado por Dimasi y cols. (1998) se propuso 

después con un asa seleccionada de un grupo de secuencias conocidas que producen esta 



 

formación. El modelo de cadena única desarrollado por Taremi y cols. 1998 ha probado ser eficiente 

para el estudio de la NS3-4A del VHC así como para otros flavivirus y presenta características 

enzimáticas similares a las del complejo natural (Sali y cols. 1998, Taremi y cols. 1998; Sardana y 

cols. 1999; Lai y cols. 2000; Leyssen y cols. 2000; Kou y cols. 2007). 

 

En el presente proyecto se estudió la utilidad de secuencias modificadas de NS4A como inhibidores 

de la actividad proteolítica de NS3-4A del VHC por el método de cadena única y se determinó la 

existencia de variantes del VHC con actividad proteolítica diferente sobre el sitio de corte 

NS5A/NS5B de la poliproteína viral. 



 

2. Hipótesis 

 

La modificación de la estructura de la región central de la proteína NS4A limita la actividad 

proteolítica de NS3-4A del VHC. 

 

 

3. Objetivos 

 

ESTUDIO DE INHIBIDORES DE LA PROTEASA NS3-4A DEL VIRUS DE HEPATITIS C 

 

 

 Analizar las variantes de la proteína NS4A provenientes del aislado de VHC-dh y su efecto 

sobre la actividad de proteasa de NS3-4A del VHC-dh. 

 Comparar el efecto de las variantes de la proteína NS4A del VHC-dh sobre la actividad de 

proteasa de NS3-4A del VHC-1b. 

 Determinar una o varias propiedades de la proteína NS4A que limiten o inhiban la actividad 

de proteasa de NS3-4A del VHC. 

 

 

4. Metas 

 

 Conocer si existen variantes naturales de NS4A que modifican la actividad de proteasa de 

NS3-4A del VHC-dh. 

 Determinar si una variante especifica de NS4A genera el mismo efecto sobre una proteasa 

de distinto subtipo de VHC. 

 Aportar nueva información sobre las características de NS4A que permitan manipular la 

actividad proteolítica de NS3-4A del VHC. 



 

5. Material y métodos 

Se obtuvieron trece muestras de suero sanguíneo de donadores de sangre en el Instituto Mexicano 

del Seguro Social, Puebla, México de Marzo a Septiembre de 2006. Las muestras fueron analizadas 

por inmunoensayo anti-VHC de tercera generación (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) y 

descartadas para transfusión. 

 

Se utilizó la secuencia de la proteína NS3 de dos subtipos virales VHC-1b y VHC-dh denominadas 

en lo sucesivo como: NS3_1b(1-181) y NS3(1-181) respectivamente; así mismo NS3(1-631) hace referencia 

a la secuencia completa de la proteína NS3. Estas secuencias fueron expresadas solas o unidas a 

variantes de NS4A. 

 

5.1. Obtención de los genes del VHC 

Las secuencias nucleotídicas del VHC se obtuvieron por ensayos de retro-trascripción y reacción en 

cadena de la polimerasa (RT-PCR).  El ARN viral se aisló de muestras de suero sanguíneo con el 

reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) que se basa en el proceso de purificación de ácido nucleico 

por el método de fenol-cloroformo. El suero sanguíneo (200 μL) se mezcló en vórtex en presencia de 

600 μL de Trizol dejando reposar la solución por 5 min, posteriormente se aplicó cloroformo (160 μL), 

se mezcló vigorosamente y se incubó a temperatura ambiente 5 min, la reacción se centrifugó a 

12,000 x g por 15 min a 4 ˚C, el sobrenadante recuperado se mezcló con 300 μL de isopropanol. 10 

minutos después se centrifugó nuevamente a 12 000 x g por 10 min a 4 ˚C. El botón de ácido 

nucleico obtenido se lavó con etanol 70% y posteriormente se resuspendió en 20 μL de agua 

purificada. 

 

Las secuencias nucleotídicas del VHC (variantes de NS3, NS4A, NS3-4A y NS5AB) se amplificaron 

por reacciones de RT-PCR con el protocolo estándar del paquete comercial Access RT-PCR System 

(Promega, Madison, WI) utilizando una polimerasa de ADN de alta fidelidad Pfu (MBI Fermentas) e 

iniciadores específicos (Anexo 1). 

 

La secuencia nucleotídica de las variantes de NS3(1-181) y NS4A(21-32) se amplificaron bajo las 

siguientes condiciones de RT-PCR: 50 ˚C por 45 min (retrotranscripción), 95 ˚C por 50 seg (preciclo) 

y 35 ciclos de desnaturalización (94 ˚C por 45 seg), alineamiento (57 ˚C por 1 min) y extensión (70 ˚C 

por 1 min). 

 

Las variantes de la secuencia de la proteína completa NS3(1-631)-4A(1-54) se obtuvieron con: 50 ˚C por 

45 min (retrotranscripción), 95 ˚C por 50 seg (preciclo) y 35 ciclos de desnaturalización (94 ˚C por 45 

seg), alineamiento (57 ˚C por 1 min) y extensión (71 ˚C por 2 min). 

 



 

Para obtener la secuencia NS5AB(2258-2622) se usaron los siguientes parámetros: 50 ˚C por 45 min 

(retrotranscripción), 95 ˚C por 50 seg (preciclo) y 35 ciclos de desnaturalización (94 ˚C por 45 seg), 

alineamiento (60 ˚C por 1 min) y extensión (71 ˚C por 2 min). 

 

5.1.1. Clonación de los genes del VHC 

Para clonar la secuencia de los genes NS3, NS3-4A, NS5AB y sus variantes se siguió el siguiente 

procedimiento. La secuencia obtenida por RT-PCR o PCR se incubó con 1 μL del plásmido pCR 2.1-

TOPO y 1 μL de solución salina (NaCl [1.2 M], MgCl2 [0.06 M]) por 10 min a 23 ˚C. La secuencia 

obtenida se utilizó para transformar químicamente células E. coli TOP10 (Invitrogen) siguiendo el 

protocolo del proveedor. Las células transformadas se cultivaron por 12 hrs a 37 ˚C en medio líquido 

Luria-Bertani (LB) suplementado con ampicilina [100 μg/ml]. Posteriormente se cultivaron en medio 

semisólido de agarosa, LB, ampicilina y X-gal [40 mg/ml] como determinante de transformación 

seleccionando 10 colonias bacterianas de color blanco. Cada colonia se cultivó en 3 mL de medio 

líquido LB, ampicilina 12 hrs a 37 ˚C. 

 

Las células transformadas se lavaron con 3 ciclos de centrifugación-resuspensión en solución STET 

(Tris-HCl [10 mM], EDTA [1 mM], NaCl [100 mM]). La secuencia de interés se extrajo mezclando 5 

min en vórtex el paquete celular resuspendido en 350 μL de STET y 25 μL de lisozima [10 mg/mL], la 

reacción se detuvo por ebullición durante 1 min. La solución fue entonces centrifugada a 12 000 x g 

10 min y el sobrenadante recuperado se incubó 20 min a 37 ˚C con 1 μL de ribonucleasa T1 (MBI 

Fermentas). Se agregaron 75 μL de acetato de sodio [3 M] y 250 μL de isopropanol, se incubó por 10 

min a 23 ˚C y la solución se centrifugó a 12 000 x g 10 min. La pastilla recuperada se lavó con etanol 

al 70% y la secuencia se verificó por restricción enzimática y electrofóresis en gel de agarosa al 1%. 

  

5.1.2. Obtención de la región específica de los genes del VHC 

Para la obtención de las secuencias TOPO-NS3(1-181), TOPO-NS3_1b(1-181), TOPO-NS3(1-631)-4Awt(1-

54), TOPO-NS3(1-631)-4Am2(1-54) y TOPO-NS5AB(2258-2622) el gen previamente clonado se amplificó por 

PCR e iniciadores específicos delimitando la región de interés con un sitio de restricción enzimática 

SacI en el extremo 5’ y EcoRV en el extremo 3’ (Anexo 1). 

 

5.2. Análisis de secuencia de los genes del VHC 

Se realizó un alineamiento entre las secuencias obtenidas y la secuencia consenso del VHC-1b 

(aislado HCV-BK, Simmonds y cols. 1993) con el paquete computacional Lasergene v8.0 (DNA Star, 

Madison, WI). Se secuenció un grupo de 10 clonas por muestra de NS4A. La secuencia de NS4A 

más abundante de cada grupo se determinó como la variante predominante de cada muestra. 

 

 

 



 

5.3. Construcción de variantes de NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 

Para la construcción de variantes de la cadena única de aminoácidos NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) se 

modificó el método desarrollado por Taremi y cols. (1998) que consiste en fusionar la secuencia de 

NS4A con la de NS3 por PCR e iniciadores específicos. En el presente trabajo se hicieron dos 

modificaciones principales: i) la reacción para fusionar las secuencias de NS3 y NS4A se dividió en 

dos fases permitiendo construir un mayor número de variantes de NS4A al intercambiar los 

iniciadores para insertar la secuencia de NS4A;  ii) la secuencia fue insertada en el plásmido de 

expresión PinPoint Xa-3 (Promega) que produce proteínas susceptibles de ser biotiniladas in vivo 

permitiendo su purificación en condiciones no desnaturalizantes. 

 

En la primera reacción de PCR (fase 1) se utilizó la secuencia previamente clonada TOPO-NS3(1-181) 

o TOPO-NS3_1b(1-181) (procedimiento 5.1.2.) como templado de la reacción y el iniciador NS4Awt(21-

32)-NS3(1-181) S Fase 1 para insertar la secuencia nucleotídica para los aminoácidos 26-32 de NS4A y 

los codones para el asa GSGS en el marco de lectura de NS3. El producto de esta reacción se utilizó 

como templado en la segunda fase en la cual se insertó el resto de la secuencia de NS4A 

(aminoácidos 21-25) y los codones para los aminoácidos IEGR con el iniciador NS4Awt(21-32)-NS3(1-

181) S Fase 2. Con este procedimiento se obtuvo la secuencia para cada variante de la cadena única 

NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) (Fig. 3). Durante estos ensayos cada secuencia fue delimitada en el 

extremo 5’ con un sitio de restricción enzimática SacI y en el extremo 3’ con la secuencia de 

restricción para EcoRV. Las condiciones del ensayo fueron: 95 ˚C por 50 seg (preciclo) y 30 ciclos de 

desnaturalización (94 ˚C por 45 seg), alineamiento (55 ˚C por 1 min) y extensión (70 ˚C por 2 min). 

 

Se realizó el mismo procedimiento utilizando los iniciadores correspondientes en cada reacción de 

PCR (Anexo 1) para fusionar las variantes de NS4A con el dominio de proteasa del VHC-dh: 

 

 variantes:  NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 

   NS4Am2 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 

   NS4Am2 23,25(21-32)-GSGS-NS3(1-181)) 

 

o con la proteasa del VHC-1b: 

 

 variantes:  NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 

   NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 

   NS4Am2 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 



 

 
Figura 3. Estrategia de construcción de variantes de la cadena única de aminoácidos NS4AX(21-32)-

GSGS-NS3X(1-181). La secuencia para la proteína NS4A es fusionada con la del templado NS3 en dos 

ensayos de reacción de PCR e iniciadores específicos. aa, aminoácido. 

 

5.4. Construcción de la secuencia nucleotídica para la variante NS3(1-631)-NS4Am2 30-32(1-54) 

La secuencia previamente clonada TOPO-NS3(1-631)-NS4Am2(1-54) (procedimiento 5.1.2.) se amplificó 

con el protocolo del paquete comercial Gene Editor in vitro Site-Directed Mutagenesis System 

(Promega) utilizando el iniciador NS3(1-631)-NS4Am2 30-32(1-54) S que induce el cambio en los 

nucleótidos que corresponden con los aminoácidos 23 y 25 de NS4A y el iniciador de selección de 

clonas por antibióticos Selection Oligonucleotide Top Strand (Promega) (Anexo 1). 

 

Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 95 ˚C por 50 seg (preciclo) y 35 ciclos de 

desnaturalización (94 ˚C por 45 seg), alineamiento (59 ˚C por 1 min) y extensión (71 ˚C por 2 min). 

 

El fragmento obtenido de este ensayo se clonó en el vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) como se 

describe en el procedimiento 5.1.1. Las células transformadas se cultivaron por 12 hrs a 37 ˚C en 

medio semisólido de agarosa y medio LB suplementado con 3 μL de la mezcla comercial de 

antibióticos Gene Editor Antibiotic Selection Mix (Promega). La presencia del fragmento clonado se 

determinó por restricción enzimática XmaI y electrofóresis en gel de agarosa al 1%. 



 

 

5.5. Construcción de la secuencia de expresión para proteína NS5AB(2258-2622) y las variantes de 

NS3 

Como procedimiento estándar, las secuencias nucleotídicas para las proteínas del VHC fueron 

delimitadas con los sitios de restricción SacI y EcoRV en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. 

 

La clonación de estas secuencias en el plásmido de expresión PinPoint Xa-3 se realizó con el 

siguiente procedimiento. La secuencia nucleotídica del VHC y la del PinPoint Xa-3 se incubaron 

independientemente con 1 μL de enzima de restricción SacI y EcoRV 1 hr a 37 ˚C, la reacción se 

detuvo elevando la temperatura a 65 ˚C por 10 min. El producto separado por electrofóresis en gel de 

agarosa se purificó con el protocolo estándar del kit de purificación Wizard MiniPreps PCR 

purification system (Promega). La secuencia se unió con la del PinPoint Xa-3 incubando 1 μL de 

cada secuencia con 2 μL de ligasa T4 por 1 hr a 23 ˚C. La secuencia obtenida (gen VHC-PinPoint 

Xa-3) se utilizó para transformar químicamente células E. coli JM109 (Promega) siguiendo el 

procedimiento del proveedor. Las células transformadas se cultivaron como se describe en el 

procedimiento 5.1.1. La presencia de la secuencia de interés se determinó por restricción enzimática 

y se confirmó por secuenciación. 

 

5.6. Expresión y purificación de proteínas 

La expresión de las proteínas recombinantes del VHC se realizó en células E. coli JM109 

transformadas con el vector de expresión PinPoint Xa-3 que posee el promotor artificial tac río arriba 

de la secuencia de interés. El cultivo celular con el vector se diluyó 1:100 en medio de expresión 

(medio LB, ampicilina [100 μg/mL], biotina [2 μM], glucosa 0.3%) y se incubó 1 hr a 37 ˚C, la 

expresión de la proteína fue inducida agregando el análogo de lactosa, IPTG [400 μM] y cultivando 

por 3 hrs a 23 ˚C. 

 

Posteriormente se colectaron las células por centrifugación y se resuspendieron en amortiguador de 

lisis (Tris-HCl [50 mM], pH 7.5, glicerol 3%, DTT [5 mM], NaCl [300 mM], Tween 20 0.1%). La 

solución fue centrifugada a 12,000 x g 30 min. y el sobrenadante se aplicó a una resina de 

polimetacrilato acoplada a avidina (SoftLink Resin; Promega). Se siguió el procedimiento del 

fabricante con los siguientes amortiguadores específicos. Inicialmente la resina se lavó 5 veces con 

amortiguador A (Tris-HCl [50 mM], pH 7.5, glicerol 3%, DTT [1 mM], NaCl [300 mM]). El 

sobrenadante celular se aplicó a la resina y se incubó 3 hrs a 4 ˚C, posteriormente la resina se lavó 3 

veces con amortiguador A. La proteína biotinilada se recuperó aplicando amortiguador B (Tris-HCl 

[25 mM], pH 7.5, biotina [5 mM], glicerol 5%, DTT [5 mM], NaCl [200 mM]) y manteniendo la resina 

en reposo por 1 hr a 4 ˚C. Las fracciones recuperadas se incubaron 3 hrs a 21 ˚C con 0.5 μg de 

Factor Xa (Promega) que reconoce el sitio IEGR insertado en las secuencias construidas del VHC. 

La solución se incubó nuevamente en la resina recuperando esta vez la fracción no unida a la resina. 



 

La presencia de la proteína recombinante se determinó por electroforesis en gel de poliacrilamida 

SDS y tinción de plata. La concentración de la proteína se determinó por el método de Bradford 

(BioRad, Richmond, CA). 

  

5.7. Ensayo de actividad proteolítica 

La actividad proteolítica de las variantes con el dominio de proteasa de NS3 (NS3(1-181)) se determinó 

incubando [2 μM] de NS3 con [50 μM] de NS5AB en amortiguador de reacción (Tris-HCl [25 mM], pH 

7.5, glicerol 5%, DTT [5 mM], NaCl [100 mM], EDTA [0.5 mM] y Tween 20 0.01%) por 1 hr a 21 ˚C. 

En los ensayos con la secuencia completa de la proteína (NS3(1-631)-4A(1-54)) se utilizó [130 μM] de 

NS5AB. La reacción se detuvo agregando ácido fosfórico al 10% y desnaturalización por 3 min a 95 

˚C. 

 

El producto de la reacción se determinó por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS y tinción de 

plata. La intensidad de la banda que corresponde con el producto de la reacción fue cuantificada por 

densitometría con el software Quantity-One (BioRad). La actividad proteolítica se calculó como 

porcentaje de sustrato procesado en comparación con la concentración de NS5AB usada como 

sustrato (Intensidad de la banda de NS5AB procesado / Intensidad de la banda de NS5AB control x 

100). Todos los ensayos de actividad proteolítica fueron realizados 3 veces como mínimo. 

 

5.8. Análisis de la colección de secuencias de la proteína NS4A del VHC 

El análisis de la secuencia de aminoácidos 21-32 de las variantes de NS4A reportadas en el banco 

de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y las construidas en este trabajo se analizaron con el 

software Lasergene v8.0 (DNAStar, Madison). La comparación de las secuencias se realizó por el 

método de Chou & Fasman (método Ab initio) y el análisis de predicción estructural con el método de 

Garnier-Osguthorpe-Robson (método GOR-Threading) que determina la tendencia de cada residuo a 

interactuar con los demás residuos de la secuencia y selecciona la predicción estructural mas exacta  

en base al banco de datos de proteínas previamente cristalizadas 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). 



 

6. Resultados 

6.1. Variantes de la proteína NS4A del VHC 

Se analizó la secuencia de la proteína NS4A de 13 muestras de suero sanguíneo con VHC-1b 

amplificando la región 4870-5902 del genoma viral. De cada muestra se obtuvo un promedio de 8 

clonas (reportadas en el banco de genes con los números de acceso: FJ770083-FJ770199). El 

alineamiento entre las secuencias obtenidas y la secuencia de referencia del VHC-1b (aislado HCV-

BK; Simmonds y cols. 1993) mostró la presencia de tres variantes principales de NS4A. Se nombró 

variante NS4Awt a aquella que posee la misma secuencia en la región central que la NS4A del VHC-

1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993), NS4Am2 a la variante que presentó 5 sustituciones en 

esta región (V23I, I25C, I30S, L31T, S32L) y NS4Am3 a la variante con tres sustituciones (V23I, 

I25C, I30V). La variante NS4Awt se identificó en once muestras virales, mientras que las variantes 

NS4Am2 y NS4Am3 fueron específicas de muestras individuales (Fig. 4). En base a la diferencia en 

la secuencia de NS4A se denominó VHC-dh al aislado de la muestra número 3 que presentó la 

variante NS4Am2. 

 

 

 

Figura 4. Predicción de la secuencia de aminoácidos de tres variantes de NS4A. Alineamiento de la 

secuencia de aminoácidos de las variantes de NS4A (izquierda) con la secuencia consenso del VHC-

1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993). La región central de NS4A (aminoácidos 21-32) se 

muestra enmarcada. Las comillas indican aminoácidos idénticos a la secuencia de referencia. Las 

secuencias de aminoácidos se muestran en código de una sola letra. M., número de muestra; aa, 

aminoácido. 

 

6.2. Análisis del efecto de las variantes de NS4A sobre la actividad de proteasa de NS3-4A del 

VHC-dh 

Se expresaron variantes de la secuencia de NS4A unidas al dominio de proteasa de NS3 (aa 1-181) 

del VHC-dh para analizar el efecto de los cambios en la secuencia de NS4A sobre la actividad 

proteolítica de NS3-4A del VHC-dh. Estos experimentos mostraron que los cambios V23I, I25C en 

NS4A disminuyen la actividad proteolítica de la proteína NS3-4A.  



 

6.2.1. Expresión de la proteína NS3(1-181) del VHC-dh 

Se expresó una proteína que contiene el dominio de proteasa (aminoácidos 1-181) de NS3 a partir 

de la secuencia del VHC-dh.  Se obtuvo por RT-PCR la secuencia para la proteína NS3(1-181), esta 

reacción produjo un fragmento de aproximadamente 550 pb que coincide con el tamaño calculado 

con el software de alineamiento básico BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Fig. 5A). El 

fragmento se insertó en el plásmido de clonación pCR 2.1-TOPO obteniéndose la secuencia TOPO-

NS3(1-181) la cual produce 2 fragmentos de 2327 y 2140 pares de bases (pb) al ser procesada por la 

enzima de restricción Cail (Fig. 5B). Esta secuencia se insertó en el plásmido de expresión PinPoint 

Xa-3 obteniendo el vector pX-NS3(1-181) (Fig. 5C). 

 

 

 

Figura 5. Obtención de la secuencia para la proteína NS3(1-181). A. Amplificación de una secuencia 

de 550 pb que comprende la región de la proteína NS3, carril 1; marcador de masa molecular 

O'RangeRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; control positivo de la reacción 

(fragmento de 323 pb (kanamycin mRNA, Promega)), carril 3. B. Electrofóresis de la restricción 

enzimática del vector TOPO-NS3(1-181). Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder 

(Fermentas) (Anexo 2), carril 1; plásmido pCR 2.1-TOPO con enzima de restricción Cail, carril 2; 



 

vector TOPO-NS3(1-181) con enzima de restricción Cail, carril 3. El retraso  en la migración del 

fragmento de 1604 pb indica la presencia de la secuencia insertada (2140 pb). C. Restricción 

enzimática del vector pX-NS3(1-181). Plásmido PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) con enzima XmaI, carril 

1; marcador de masa molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; vector 

pX-NS3(1-181) con enzima XmaI, carril 3. 

 

La traducción in silico de la secuencia obtenida pX-NS3(1-181) se registró en el banco de genes con el 

número de acceso: EU980108, esta secuencia mostró 97.8% de similitud con la secuencia de 

referencia del VHC-1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993) y contiene el marco de lectura para 

los aminoácidos que participan en la función de proteasa (Kim y cols. 1996; Bartenschlager 1999; 

Kwong y cols. 1999; De Francesco y cols. 2003)  (Fig. 6).  

 

 

Figura 6. Traducción in silico de la secuencia para la proteína NS3(1-181) del VHC-dh*. 

Los aminoácidos que participan en la función de la proteasa se muestran subrayados. Región de 

unión con la proteína NS4A (residuos 1-40); Triada catalítica (H57, D81, S139); Región de unión al 

sustrato (R123, V132, L135, F154, R155, A157, R161, K165, D168); Sitio de captura de iones Zinc 

(C97, C99, C145, H149). Los aminoácidos distintos a la NS3 del VHC-1b se muestran doble 

tachados. *La secuencia de aminoácidos se muestran en código de una sola letra. 

 

Esta secuencia tampoco presentó cambios de los residuos P86, P88, E176 que han sido 

recientemente relacionados con la capacidad de la proteasa a compensar sustituciones en la 

secuencia de la proteína NS4A (Com. Pers. Zuckerman, A. 2009). 

 

A partir de la secuencia pX-NS3(1-181) se expresó una proteína de 20 kDa, que coincide con la masa 

molecular calculada para la proteasa NS3(1-181) (Fig. 7, carril 1). 



 

 

Figura 7. SDS-PAGE de las proteínas expresadas. Se muestran diferentes variantes del complejo de 

cadena única usando la secuencia de NS3(1-181) del VHC-dh y la proteína NS5AB. Marcador de masa 

molecular (β-galactosa 120 kDa, albumina sérica bovina 86 kDa, Ovoalbumina 47 kDa, Anhidrasa 

carbonica 34 kDa, β-lactoglobulina 26 kDa, lizosima 20 kDa). 

 

 

6.2.2. Expresión de la proteína NS5AB(2258-2622) 

Se expresó la proteína NS5AB la cual contiene la secuencia del sitio de corte NS5A/NS5B de la 

poliproteína viral (aminoácidos 2258-2622 del aislado HCV-BK). Esta proteína se utilizó como 

sustrato en los experimentos con variantes de la proteína NS3-4A.  

 

Para la obtención de la proteína NS5AB se amplificó un fragmento de 1092 pb del genoma del VHC, 

este fragmento fue clonado y luego utilizado para construir el vector de expresión pX-NS5AB(2258-2622) 

(Fig. 8A). La trascripción in silico de la secuencia obtenida (acceso número: EU980112) mostró que 

posee la región de aminoácidos D/E-X-I/V-V/L-C-C/TcorteS/A-X-X-W/Y que sirve como sustrato para 

la NS3-4A  (Bartenschlager y cols. 1995; Steinkühler y cols. 1996) (Fig. 8B). A partir de la secuencia 

pX-NS5AB(2258-2622) se expresó una proteína de 40 kDa que coincide con la masa molecular calculada 

para la proteína NS5AB (Fig. 7, carril 6). 



 

   

Figura 8. Obtención de la secuencia para la proteína NS5AB(2258-2622). A. Electrofóresis  en gel de 

agarosa al 1% del vector de expresión pX-NS5AB(2258-2622). Secuencia pX-NS5AB(2258-2622) (secuencia 

del plásmido PinPoint Xa-3 con la secuencia de NS5AB(2258-2622)) con enzima de restricción XmaI, 

carril 1; marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; 

plásmido PinPoint Xa-3 vacío con enzima de restricción XmaI, carril 3. El retraso en la migración de 

la marca del carril número 3 señala la presencia de la secuencia insertada en el PinPoint Xa-3. B. 

Secuencia del extremo 3’ del vector de expresión pX-NS5AB(2258-2622); la secuencia complementaria 

(5’- gag gat gtc gtc tgc tgc tca atg tcc tac - 3’) a la cadena mostrada genera el marco de lectura para 

los aminoácidos E-D-V-V-C-CcorteS-M-S-Y de la región de corte NS5A/NS5B en la poliproteína viral 

(Steinküler y cols. 1996). 

 

6.2.3. Expresión de variantes del complejo NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) del VHC-dh 

Se construyeron las secuencias nucleotídicas para expresar la proteasa NS3(1-181) del VHC-dh unida 

a las variantes NS4Awt y NS4Am2. Con la estrategia adaptada en este proyecto para construir 

variantes de la cadena única de aminoácidos, se amplificó por PCR la secuencia de NS3 (TOPO-

NS3(1-181)) con iniciadores específicos para unir la secuencia de la variante de NS4A. Esta secuencia 

se clonó en el plásmido pCR2.1-TOPO y posteriormente se insertó en el vector de expresión 

PinPoint Xa-3 (pX-NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3(1-181)) (Fig. 9A) la cual contiene la secuencia NS4Awt del 

VHC-1b unida por el asa GSGS al extremo N-terminal de la proteasa NS3(1-181) del VHC-dh (Cuadro 

3; Fig. 9B). Con esta secuencia se expresó una proteína de 20 kDa que corresponde con la masa 

molecular del complejo NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3(1-181) (Fig. 7, carril 2).                  

 

Se amplificó la secuencia de NS3 (TOPO-NS3(1-181)) en otro grupo de ensayos de PCR, esta vez para 

unir a NS3 la secuencia de NS4Am2. Se construyó el vector de expresión pX-NS4Am2(21-32)-GSGS-

NS3(1-181) (Fig. 10) con el cual se expresó la proteína NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181) formada por la 

secuencia de NS4Am2  y la proteasa NS3, ambas provenientes del VHC-dh (Fig. 7; Cuadro 3). 

 



 

 
 

Figura 9. Secuencia NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3(1-181). A. Verificación del vector de expresión pX-

NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3(1-181) por restricción enzimática. Plásmido PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) 

con enzima de restricción XmaI, carril 1; marcador de masa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder 

(Fermentas) (Anexo 2), carril 2; plásmido de expresión pX-NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3(1-181), con enzima 

XmaI, carril 3. B. La secuencia nucleotídica de NS4Awt (bases 67-102) se unió por medio de la 

secuencia para el asa GSGS (bases 103-114) al extremo N-terminal de la proteína NS3. 

 

 

Cuadro 3. Grupo de proteínas expresadas con la proteasa NS3 del VHC-dh y variantes de NS4A. 

Variante Secuencia de NS4A * Origen de NS3 

NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 21-GSVVIVGRIILS-32 VHC-dh  

NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 21-""I"C""""STL-32 VHC-dh  

NS4Am2 23,25(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 21-""I"C"""""""-32 VHC-dh 

NS4Am2 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 21-"""""""""STL-32 VHC-dh 
* La secuencia de aminoácidos de la región 21-32 de NS4A se muestran en código de una sola letra. 

Las comillas indican residuos iguales a la secuencia consenso. 

  

 



 

 

Figura 10. Obtención de la variante NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181). A. Verificación del fragmento 

insertado en el vector de expresión pX-NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181) por restricción enzimática. 

Secuencia PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) con enzima de restricción XmaI, carril 1; marcador de 

masa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; vector pX-NS4Am2(21-

32)-GSGS-NS3(1-181) con enzima XmaI, carril 3. B. Verificación de la secuencia obtenida por análisis 

de secuenciación. Se muestra la variante NS4Am2 (bases 86-121) fusionada al extremo 5’ de la 

secuencia de NS3 a través del asa de unión GSGS (bases 122-133). 

 

6.2.4. Actividad proteolítica de variantes del complejo NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) del VHC-dh 

Se determinó que la secuencia de NS4Am2 produce baja actividad proteolítica en la proteína NS3-4A 

del VHC-dh.  La proteína formada por la variante NS4Am2 y NS3, ambas provenientes del mismo 

aislado viral (VHC-dh), procesó 51% del sustrato (proteína NS5AB). Esta actividad es tan baja como 

la de NS3 cuando es expresada sin ninguna variante de NS4A (Fig. 11, carriles 6 y 8). Ya que 

previamente ha sido reportado que NS4A incrementa la actividad de NS3, se analizó si la actividad 

proteolítica de NS3 del VHC-dh podía ser incrementada. 

 

Cuando la secuencia NS3 del VHC-dh se expresó unida a la variante NS4Awt que posee la 

secuencia consenso de la región central (aa 21-32) de NS4A (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 

1993), su actividad proteolítica aumentó a 89% (Fig. 11, carril 7). En este ensayo se  comprobó que  



 

la actividad proteolítica del VHC-dh puede ser incrementada por NS4A como previamente se ha 

reportado (Shimizu y cols. 1996; Sardana y cols. 1999; Lindenbach & Rice 2005) y sugiere que los 

cambios en la secuencia de NS4Am2 están relacionados con la baja actividad proteolítica observada 

con la proteína NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181). Con estos ensayos se comprobó también que el 

modelo de la cadena única de aminoácidos NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) permite determinar el efecto 

de NS4A sobre la actividad proteolítica de NS3-4A. 

 

6.2.5. Comparación de las características estructurales de la región 21-32 de las variantes 

NS4Awt y NS4Am2 

La secuencia de NS4Am2 mostró diferencias en la estructura secundaria que forma. Los análisis de 

cristalografía reportados previamente del complejo NS3-4A muestran que los aminoácidos de la 

región central de NS4A (residuos 21-32) generan una cadena beta que complementa la estructura 

tipo beta-barril de NS3 e incrementa su actividad proteolítica (Kim y cols. 1996; Yan y cols. 1998). 

 

La comparación de la secuencia de aminoácidos 21-32 entre las variantes NS4Awt y NS4Am2 por el 

método de Chou & Fasman mostró que NS4Am2 posee en su extremo C-terminal, una región flexible 

que modifica la rigidez de la cadena beta con la que se une a NS3 (Fig. 12, esquemas A y B) y se 

estableció que los cambios I30S, L31T, S32L en la secuencia de NS4Am2 provocan la modificación 

de la estructura (Fig. 12, esquema  C). 

 

Se construyeron dos secuencias derivadas de NS4Am2. La variante NS4Am2 30-32 con los cambios 

I30S, L31T, S32L que generan la modificación de la cadena beta (Fig. 12, esquema C) y la variante 

NS4Am2 23,25 que contiene los cambios V23I e I25C, que son comunes en las variantes 

determinadas NS4Am2 y NS4Am3 (Fig. 4; Fig. 12). 

 

6.2.5.1. Expresión de variantes derivadas de NS4Am2 

Se construyeron las variantes derivadas de NS4A (NS4Am2 23,25 y NS4Am2 30-32) (Cuadro 3) 

uniendo por PCR la secuencia para NS4Am2 30-32 o NS4Am2 23,25 al extremo 5’ de la NS3 del 

VHC-dh. La subclonación de estas secuencias permitió obtener los vectores de expresión pX-NS4A 

23,25(21-32)-GSGS-NS3(1-181) y pX-NS4A 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181) los cuales presentan unida al 

extremo N-terminal de NS3 la secuencia de la variante NS4Am2 30-32 (Fig. 13), o la de NS4Am2 

23,25 (Fig. 14). 

 

Las proteínas obtenidas corresponden a los carriles 4 y 5 de la figura 7. 



 

 

Figura 11. Actividad enzimática de variantes de la cadena única usando la secuencia NS3(1-181) del 

VHC-dh. A. Electrofóresis en gel SDS-PAGE al 12% de los productos de la reacción. Se muestran 

diferentes combinaciones de la proteína NS3(1-181) unida a variantes de NS4A. B. Cuantificación de la 

actividad enzimática (Densidad de la banda de NS5AB procesado / Densidad de la banda de NS5AB 

control x 100). Cada valor representa al menos tres experimentos como el mostrado en 11A. 



 

Figura 12. Esquema de las características calculadas por el método de Chou & Fasman de variantes 

de NS4A. Residuos 21-32 de NS4Awt, NS4Am2 y dos secuencias construidas a partir de NS4Am2 

como se indica. Los residuos diferentes a cada variante se muestran enmarcados. B, estructura beta 

plegada; F, región flexible; H, índice de hidrófobo. 

 



 

 

Figura 13. Construcción de la variante NS4Am2 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181). A. Verificación de la 

secuencia por restricción enzimática. Marcador de masa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder 

(Fermentas) (Anexo 2), carril 1; vector pX-NS4Am2 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181) con enzima de 

restricción XmaI, carril 2; secuencia PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) con enzima de restricción XmaI, 

carril 3. B. Secuencia de NS4Am2 30-32 (bases 53-88) unida a la secuencia de NS3 por el asa de 

unión GSGS (bases 89-100). 

 

 

Figura 14. Obtención de la variante NS4A 23,25(21-32)-GSGS-NS3(1-181). A. Secuencia construida por 

PCR para generar el fragmento NS4Am2 23,25-GSGS-NS3. Marcador de masa molecular 



 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; control positivo del PCR (fragmento 

de 323 pb (kanamycin mRNA, Promega)), carril 2; fragmento construido para la secuencia de 

aminoácidos NS4Am2 23,25-GSGS-NS3, carril 3. B. Restricción enzimática del vector pX-NS4Am2 

23,25-GSGS-NS3. Marcador de masa molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 

2), carril 1; vector pX-NS4Am2 23,25-GSGS-NS3 con enzima de restricción XmaI, carril 2; secuencia 

PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) con enzima de restricción XmaI, carril 3. C. Secuencia de la variante 

NS4A 23,25  (bases 68-103) unida a la secuencia de NS3 por la secuencia para el asa GSGS (bases 

104-115). 

 

6.2.5.2. Actividad proteolítica de las variantes derivadas de NS4Am2 

La variante NS4Am2 30-32 con el cambio calculado en su cadena beta no limitó la actividad 

proteolítica de NS3-4A. La proteína NS4Am2 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181) que posee la secuencia de 

NS4Am2 30-32, procesó 87% de sustrato. Esta actividad es tan alta como la del complejo con la 

secuencia silvestre NS4Awt (Fig. 11). Por el contrario, la proteína NS4Am2 23-25(21-32)-GSGS-NS3(1-

181) expresada con la variante NS4Am2 23,25, solo procesó 53% de sustrato (Fig. 11, carril 9). Estos 

resultados sugieren que las sustituciones V23I y I25C en la secuencia NS4A están relacionados con 

la baja actividad proteolítica observada. Las sustituciones V23I y I25C en NS4A son comunes en las 

proteínas NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181) y NS4Am2 23-25(21-32)-GSGS-NS3(1-181) que presentan 

actividad proteolítica limitada. 

 

Hasta este punto se analizaron variantes de NS4A unidas a la secuencia de NS3 del VHC-dh lo cual 

mostró que la variante natural NS4Am2 limita la actividad proteolítica de la proteína que la contiene. 

El siguiente objetivo fue determinar si esta variante generaba el mismo efecto en sobre la proteasa 

proveniente del VHC-1b debido al reto terapéutico que este subtipo viral representa (Pawlotsky 2003, 

2004; Poo y cols. 2008). 

 

6.3. Análisis del efecto de la variante NS4Am2 sobre la actividad proteolítica de la NS3-4A del 

VHC-1b 

Se determinó que el efecto de NS4Am2 es similar sobre la actividad de la NS3 del VHC-1b al 

construir proteínas recombinantes formadas por variantes de NS4A y la secuencia NS3_1b(1-181). 

 

6.3.1. Variantes de la proteína NS3 del VHC 

Inicialmente se comparó la secuencia de la proteína NS3 de la secuencia consenso del VHC-1b 

(aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993) con la obtenida de la muestra número 4 (Fig. 4) y se 

determinó 4% de diferencia entre ambas (Cuadro 4). Debido a que la variabilidad entre subtipos 

virales es de 25% (De Francesco y cols. 2003) se consideró a la secuencia de la muestra número 4 

como subtipo VHC-1b por lo que se nombró NS3_1b(1-181). 

 



 

Cuadro 4. Análisis ClustalW entre las secuencias de NS3 obtenidas. 

                                             Similitud 

ClustalW 1 2 3 Origen de NS3 

1 ___ 97.2% 97.8% VHC-dh 

2 2.8% ___ 96.1% muestra 4 

3 2.2% 4.0% ____ HCV-BK 

 1 2 3  

                               Divergencia 

Las variantes obtenidas de la secuencia de NS3, referidas a la derecha, fueron comparadas con la 

secuencia consenso del VHC-1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993). 

 

Con el fin de determinar si existen diferencias en NS3 que puedan estar relacionadas con la baja 

actividad proteolítica observada previamente, se comparó la secuencia de la proteína NS3(1-181) 

obtenida del aislado viral VHC-dh y la propia de la muestra número 4 (NS3_1b(1-181)). El alineamiento 

entre la secuencia de estas proteínas mostró 97.2% de similitud entre ambas (Cuadro 4). La 

traducción in silico del marco de lectura de cada secuencia y su comparación con la secuencia 

consenso del VHC-1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993) mostró que la proteína NS3(1-181) 

posee tres cambios en los aminoácidos 122, 144, 147 (Fig. 6) y NS3_1b(1-181) presenta seis cambios 

en su secuencia (aminoácidos 66, 71, 87, 144, 147, 170) (Fig. 15). Estas diferencias no representan 

modificaciones en los residuos 1-40 con los que NS3 se une a NS4A o al sustrato (Kim y cols. 1996; 

Bartenschlager y cols. 1999; Kwong y cols. 1999; De Francesco y cols. 2003) (Fig. 6, Fig. 15). La 

gran similitud determinada entre las secuencias de NS3 coincide con el alto grado de conservación 

reportado para este gen (Chayama y cols. 1997; Vallet y cols. 2005; Guillou-Guillemette y cols. 

2007).  

 

 

Figura 15. Secuencia de la proteína NS3_1b(1-181). Los aminoácidos que participan en la función de 

la proteasa se muestran subrayados. Región de unión con la proteína NS4A (residuos 1-40); Triada 

catalítica (H57, D81, S139); Región de unión al sustrato (R123, V132, L135, F154, R155, A157, 

R161, K165, D168); Sitio de captura de iones Zinc (C97, C99, C145, H149). Los residuos diferentes 

a la NS3 del VHC-1b se muestran con doble tachado. *La secuencia de aminoácidos se muestra en 

código de una sola letra. 



 

 

6.3.2. Expresión de la proteína NS3_1b(1-181) 

Se amplificó la secuencia que corresponde con el dominio de proteasa de NS3 del VHC-1b, se clonó 

y posteriormente se insertó en el vector de expresión pX-NS3_1b(1-181) (Fig. 16A), la expresión de 

esta secuencia generó una proteína de aproximadamente 20 kDa que coincide con la masa 

molecular de la proteína NS3_1b(1-181) (Fig. 16B). 

 

 

        

Figura 16. Obtención de la proteína NS3_1b(1-181). A. Análisis del vector de expresión pX-NS3_1b(1-

181). Marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; vector pX-

NS3_1b(1-181) (secuencia de PinPoint Xa-3 + 543 pb de NS3_1b(1-181)) con enzima de restricción 

Bsu15I, carril 2; secuencia PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) con enzima de restricción Bsu15I, carril 3. 

B. SDS-PAGE al 12% de la proteína purificada NS3_1b(1-181). El marcador de masa molecular (se 

describe en la figura 7), carril 1; se muestran diferentes concentraciones de la proteína NS3_1b(1-181), 

carriles 2-4. 

 

6.3.3. Obtención de variantes del complejo NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) del VHC-1b 

Se construyeron dos variantes de la cadena única de aminoácidos usando las  secuencias de NS4A 

previamente analizadas y la secuencia de NS3_1b(1-181). Se unió por PCR e iniciadores específicos la 

secuencia de la variante NS4Awt y la de NS3_1b(1-181) obteniéndose un producto de 591 pb (Fig. 

17A). Esta secuencia se utilizó para construir el vector de expresión pX-NS4Awt(21-32)-GSGS-

NS3_1b(1-181) el cual contiene la secuencia de NS4Awt unida al extremo N-terminal de NS3 (Fig. 

17B). 

 



 

 
  

Figura 17. Secuencia obtenida para la variante NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181). A. Electroforesis 

en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR para unir la secuencia de la variante NS4Awt con 

la de NS3 del VHC-1b. Fragmento de NS3 pre-amplificado (NS3_1b(1-181)) de 543 pb, carril 1; 

marcador de masa molecular O'RangeRuler  100 bp DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; 

fragmento construido para la secuencia NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181), carril 3. B. Secuencia de 

la variante NS4Awt (bases 67-102) unida al extremo N-terminal de NS3 a través del asa de 

aminoácidos GSGS (bases 103-114). 

 

De la misma forma se unió la secuencia nucleotídica para la variante NS4Am2 con la de NS3_1b(1-

181). La secuencia construida pX-NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181), contiene la variante NS4Am2 del 

VHC-dh unida a la NS3 del VHC-1b (Fig. 18). 

 

Figura 18. Obtención de la secuencia para NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181). Secuencia 

nucleotídica obtenida para la variante NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181). La secuencia de NS4Am2 

(bases 54-89) se unió al extremo 5’ de la proteína NS3_1b(1-181) por el asa de aminoácidos GSGS 

(bases 90-101). 



 

6.3.4. Actividad proteolítica de variantes del complejo NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181) del VHC-1b 

Se determinó que la variante NS4Am2 del VHC-dh limita la actividad proteolítica de NS3 del VHC-1b 

al igual que cuando fue expresada con la NS3 del VHC-dh (sección 6.2.4.). La proteína formada por 

la NS3_1b(1-181) y la variante NS4Am2 procesó 52% (± 2.7 %) de sustrato (Fig. 19B, carril 4). Cuando 

NS3 se expresó con la variante NS4Awt su actividad fue de 85% (Fig. 19B, carril 3). Estos 

experimentos muestran que el origen de las secuencias utilizadas de NS3 es indistinto ya que 

NS4Am2 afecta de igual forma la actividad proteolítica de NS3 del VHC-1b o del VHC-dh, y apoyan 

la observación previa sobre la relación de la secuencia de NS4Am2 y la actividad proteolítica 

limitada.  

 

6.4. Obtención de variantes de la proteína completa NS3(1-631)-4A(1-54) del VHC-dh 

Existen mutaciones en las proteínas del VHC que son contrarrestadas por cambios en otra región de 

la misma (Wakita y cols. 2005; Dahl y cols. 2007; Com. pers. Zuckerman, A. 2009). Recientemente 

se reportó que el dominio de helicasa de la proteína NS3 afecta la actividad de su dominio de 

proteasa (Beran & Pyle 2008). Por lo cual se analizó el efecto de las variantes de NS4A sobre la 

actividad proteolítica de la proteína completa NS3(1-631)-4A(1-54).  

 

Las variantes expresadas de NS3(1-631)-4A(1-54) contienen los dos dominios que forman la proteína 

NS3 (dominio de proteasa y dominio de helicasa, residuos 1-631) así como la secuencia completa de 

NS4A (residuos 1-54). En base al efecto observado de NS4A en las proteínas de cadena única, se 

expresaron tres variantes de la proteína completa: i) la variante NS3(1-631)-4Am2(1-54) con la secuencia 

NS4Am2 que limita la actividad proteolítica; ii) la variante NS3(1-631)-4Awt(1-54) con NS4Awt que no 

afecta la función de la proteína y iii) la variante NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54) con los cambios 30-32 que 

modifican la estructura secundaria de NS4A pero no afectan la actividad proteolítica. 

 

Se amplificó un fragmento de aproximadamente 2055 pb (Fig. 20A) de la muestra de suero número 4 

que posee la variante NS4Awt (Fig. 4) y una secuencia de NS3 perteneciente al subtipo VHC-1b 

(sección 6.3.1.). El fragmento amplificado abarca los genes NS3 y NS4A y se insertó en el vector de 

expresión PinPoint Xa-3 obteniéndose la secuencia pX-NS3(1-631)-4Awt(1-54) (número de acceso: 

FJ895110) (Fig. 20). La proteína expresada presentó la masa molecular esperada de 70 kDa (Fig. 

21, carril 1). 



 

Figura 19. Actividad enzimática de variantes de cadena única usando la secuencia NS3(1-181) del 

VHC-1b. A. SDS-PAGE al 12% de los productos de la reacción de variantes de NS3-4A usando la 

secuencia de NS3 del VHC-1b como se indica a la derecha. B. Cuantificación de la actividad 

enzimática (Densidad de la banda de NS5AB procesado / Densidad de la banda de NS5AB control x 

100). Cada valor representa al menos tres experimentos como el mostrado en 19A. 

 

Cuadro 5. Secuencia de las variantes de NS4A fusionadas a la proteína NS3 del VHC-1b. 

Variante Secuencia de NS4A  Origen de NS3 

NS4Awt(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 21-GSVVIVGRIILS-32 VHC-1b  

NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 21-""I"C""""STL-32 VHC-1b  

Las comillas indican residuos iguales a la secuencia consenso del VHC-1b. 



 

 

 

Figura 20. Obtención de la secuencia NS3(1-631)-4Awt(1-54). A. Electrofóresis del fragmento de 2055 pb 

de la región genética de NS3-NS4A. Control positivo de la reacción (fragmento de 323 pb (kanamycin 

mRNA, Promega)), carril 1; marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 

2), carril 2; producto amplificado de 2055 pb del gen completo para NS3 y NS4A, carril 3. B. 

Restricción enzimática del vector de expresión pX-NS3(1-631)-4Awt(1-54). Marcador de masa molecular 

Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; secuencia PinPoint Xa-3 (plásmido vacío) con 

enzima de restricción XmaI, carril 2; vector de expresión pX-NS3(1-631)-4Awt(1-54) con enzima de 

restricción Bsu15I, carril 3; vector de expresión pX-NS3(1-631)-4Awt(1-54) con enzima de restricción 

XmaI, carril 4. C. Secuencia de aminoácidos de NS3(1-631)-4Awt(1-54). Se muestran subrayados los 

residuos de NS3 y NS4A que participan en la unión entre estas proteínas y en la función de la 

proteína NS3-4A. Con doble tachado aquellos diferentes a la secuencia consenso del VHC-1b. 



 

 
Figura 21. SDS-PAGE de las proteínas expresadas con la secuencia completa de NS3-4A. La 

pureza de las proteínas expresadas fue de 90% según los ensayos de densitometría aplicados al gel. 

 

Del mismo modo se amplificó un fragmento de 2055 pb a partir de la muestra número 3 que presenta 

la variante NS4Am2. Este fragmento se clonó (número de acceso: FJ895111) y uso para expresar la 

proteína NS3(1-631)-4Am2(1-54) de 70 kDa (Fig. 21; Fig. 22). 

 



 

 

Figura 22. Variante NS3(1-631)-4Am2(1-54). A. Electrofóresis del producto de PCR de la región de NS3-

NS4A. Marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; producto 

amplificado del gen completo para NS3 y NS4A, carril 2; control positivo de la reacción (fragmento de 

323 pb (kanamycin mRNA, Promega)), carril 3. B. Secuencia de aminoácidos de la  proteína NS3(1-

631)-4Am2(1-54). Se muestran subrayados los residuos de NS3 y NS4A que participan en la unión entre 

estas proteínas y en la función de la proteína NS3-4A. Con doble tachado aquellos diferentes a la 

secuencia consenso del VHC-1b. 

 

Las secuencias obtenidas de NS3 (NS3(1-631) y NS3_1b(1-631)) mostraron 95% de similitud con la 

secuencia consenso del VHC-1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993). Las diferencias que 

existen en la secuencia de estas proteínas no pertenecen a ninguna región funcional de la proteasa 

(Fig. 20, Fig. 22). 

 

Con el fin de comprobar el efecto que los cambios V23I y I25C de NS4A generan sobre la actividad 

proteolítica de NS3-4A, se construyó la variante NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54) de la proteína completa. 

La secuencia NS3(1-631)-4Am2(1-54) que contiene los cambios V23I, I25C, I30S, L31T, S32L en la 

región central de NS4A se modificó conservado solo las sustituciones I30S, L31T, S32L. El vector de 

expresión pX-NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54) produjo una proteína de la masa molecular calculada (Fig. 

21, carril 3; Fig. 23). 

     



 

Figura 23. Obtención de la secuencia para NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54). A. Restricción enzimática del 

plásmido de expresión pX-NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54). Plásmido PinPoint Xa-3 (vacío) con enzima de 

restricción XmaI, carril 1; marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 

2), carril 2; plásmido de expresión pX-NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54) con enzima de restricción Bsu15I, 

carril 3; plásmido de expresión pX-NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54) con enzima de restricción XmaI, carril 4.  

B. Secuencia de aminoácidos de la variante NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54). Se muestran subrayados los 

residuos de NS3 y NS4A que participan en la unión entre estas proteínas y en la función de la 

proteína NS3-4A. Con doble tachado aquellos diferentes a la secuencia consenso del VHC-1b. 

 

6.4.1. Actividad proteolítica de variantes de la proteína completa NS3(1-631)-4A(1-54) 

Se determinó que las sustituciones V23I y I25C en la secuencia de NS4A provocan en la proteína 

completa, un efecto similar al observado en los experimentos con la cadena única de aminoácidos. 

Previos reportes han mostrado la eficacia del modelo de cadena única para el estudio de la proteasa 

NS3-4A del VHC (Sali y cols. 1998, Taremi y cols. 1998; Howe y cols. 1999; Sardana y cols. 1999; 

Leyssen y cols. 2000; Kou y cols. 2007; Beran & Pyle 2008).  

 

La proteína NS3(1-631)-4Awt(1-54) con la secuencia silvestre de NS4A procesó 81% del sustrato, 

mientas que NS3(1-631)-4Am2(1-54) que contiene cinco cambios en la región central de NS4A (V23I, 

I25C, I30S, L31T, S32L) procesó el 47% (Fig. 24). La estrategia para restaurar la actividad 

proteolítica de esta proteína mostró que el cambio de los residuos 23 y 25 provocó el efecto  



 

 

Figura 24. Actividad enzimática de variantes de la proteína NS3(1-631)-4A(1-54). A. SDS-PAGE al 12% 

de los productos de la reacción enzimática usando la proteína NS5AB como sustrato y las variantes 

indicadas de NS3(1-631)-4A(1-54). B. Cuantificación de la actividad enzimática (Densidad de la banda de 

NS5AB procesado / Densidad de la banda de NS5AB control x 100). Cada valor representa al menos 

tres experimentos como el mostrado en 24A. 

 
 



 

esperado, ya que la proteína NS3(1-631)-4Am2 30-32(1-54) procesó 78% de sustrato similar a la proteína 

con la secuencia silvestre de NS4A (Fig. 24, carriles 5 y 7). 

 

Los resultados obtenidos utilizando proteínas con la secuencia completa y variantes de la cadena 

única de aminoácidos muestran que los cambios V23I y I25C en NS4A limitan la actividad proteolítica 

de NS3-4A y que este efecto de NS4A es independiente del dominio de helicasa de NS3. 

 

6.5. Determinación de las características de la proteína NS4A que limitan la actividad de 

proteasa de NS3-4A del VHC 

Se analizó la secuencia de la región central (aminoácidos 21-32) de todas las variantes de NS4A 

reportadas en el banco de genes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html). 

 

Se determinó por alineamiento de las secuencias 21-32 de NS4A que esta región puede dividirse en 

dos áreas en base al grado de conservación que presenta. El área denominada A que abarca los 

aminoácidos 21-28 presenta una conservación del 50% y el resto que corresponde al extremo C-

terminal (aminoácidos 29-32) se denominó área B la cual es 1% conservada entre los diferentes 

subtipos de VHC (Cuadro 6). 

 

El análisis estructural GOR-Threading de las secuencias de NS4A mostró que existe variación en el 

número de residuos que forman la cadena beta con la que se une a NS3, sin embargo se determinó 

que la estructura beta de NS4A abarca una región mínima comprendida entre los residuos 21-27 

independientemente del subtipo de VHC de que se trate (Fig. 25). Consistente con la determinación 

previa, en la que se dividió la secuencia de NS4A en dos áreas, la región mínima que forma la 

cadena beta de NS4A esta comprendida dentro de los límites del área A. 

 

La secuencia de la región mínima 21-27 presentó cierta variación según el subtipo de VHC, las 

posiciones 22 y 24 en algunos subtipos virales presentan sustituciones, generalmente V-S, lo cual 

representa un cambio en la naturaleza hidrófoba de esa posición pero no modifica la estructura beta 

de la región mínima 21-27 (Cuadro 6; Fig. 25). En base a estas observaciones se denominó Región 

Mínima Beta (RMB) a los aminoácidos 21 a 27 de NS4A, los cuales generan la estructura beta de 

unión a NS3 y es constante en todos los subtipos virales de VHC. 

 

Con estos datos se estableció que las variantes de NS4A que limitan la actividad proteolítica de NS3-

4A (variantes NS4Am2 y NS4Am2 23,25) presentan en común una cadena beta mas corta en la 

RMB. El análisis estructural GOR-Threading mostró que la estructura beta de las variantes NS4Am2 

y NS4Am2 23,25 se forma a partir del residuo 22 lo que representa un acortamiento en el N-terminal 

de la RMB (Fig. 26). 

 



 

Cuadro 6. Secuencias representativas de la región 21-32 de la proteína NS4A de diferentes subtipos 

de VHC. 

Subtipo de VHC Región central de NS4A* 

1a 21 - G C V V I V G R I V L S - 32

1b 21 - G S V V I V G R I I L S - 32

2b 21 - G C I S I I G R L H L N - 32

3a 21 - G C V V I V G H I E L E - 32

4a 21 - G S V V I V G R V V L S - 32

5a 21 - G S V A I V G R I I L S - 32

6b 21 - G C V V I C G R I V T S - 32

7 21 - G C V V I C G R I S T S - 32

7b 21 - G S V V I C G R I V T S - 32

8b 21 - G C V V V C G R I S T T - 32

9a 21 - G C V V I C G R I S T S - 32

10a 21 - G S V V I V G H L V L G - 32

11a 21 - G S V V I C G R I T T S - 32

dh 21 - G S I V C V G R I S T L - 32

                                         |          Área A        |   Área B   | 
* La secuencia de aminoácidos de la región 21-32 de NS4A se muestra en código de una sola letra. 

 

 
NS4Awt 1a

> G C V V I V G R I V L S *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta,  Regions - Garnier-RobsonB

Coil,  Regions  - Garnier-RobsonC

Turn, Regions  - Garnier-RobsonT

F lexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobic ity  Plot - Ky te-Doolit t le0

4.5

-4.5
NS4Awt 2b

> G C I S I I G R L H L N *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta, Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

F lexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobicity  Plot - Ky te-Doolittle0

4.5

-4.5
NS4Awt 3a

> G C V V I V G H I E L E *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta, Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

Flexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobicity  Plot - Ky te-Doolittle0

4.5

-4.5  
        |                                                     | 
       21           Región mínima beta           27                                                          aa  



 

 
N S4Awt 4a

> G S V V I V G R V V L S *

A lpha,  R egions  - Garnier-R obsonA

Bet a,  R egions  - G arnier-R obs onB

C oil,  R egions  - G arnier-R obs onC

Turn,  R egions  - Garnier-R obsonT

F lex ible R egions  - Karplus -Sc hulzF

H y drophobic ity  Plot  - Ky te-D oolit t le0

4.5

-4.5  
NS4Awt 5a

> G S V A I V G R I I L S *

Alpha, R egions - Garnier-RobsonA

Beta,  Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-R obsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

F lex ible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobic ity  Plot - Ky te-Doolitt le0

4.5

-4.5  
NS4Awt 6b

> G C V V I C G R I V T S *

Alpha, R egions - Garnier-RobsonA

Beta,  Regions - Garnier-RobsonB
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Figura 25. Esquema del análisis de predicción estructural GOR-Threading de diferentes subtipos de 

NS4A. Secuencias representativas de cada subtipo de NS4A forman en la región 21-27 la cadena 

beta de unión a NS3. La estructura del subtipo VHC-1b se muestra en la figura 26 (NS4Awt). A, 

hélice alfa; B, cadena beta; C, asa; T, giro; F, región flexible; H, índice hidrófobo; aa, aminoácido. 

 

 

6.5.1. Diseño de la variante NS4Awt 24 

En base a los resultados obtenidos in vitro sobre la actividad proteolítica de las variantes generadas 

de NS3-4A y las características determinadas in silico de diferentes secuencias de NS4A, se diseño 

una secuencia de NS4A con el acortamiento N-terminal en la RMB. 

 

Se generó la variante NS4Awt 24, en la cual se usó como secuencia base los aminoácidos de 

NS4Awt que promueven la unión natural entre NS3 y NS4A. El acortamiento N-terminal en la RMB 

fue inducido al cambiar el residuo de la posición 24 que en la secuencia silvestre de NS4A es valina, 

por cisteina utilizando el método adaptado en el presente proyecto para generar variantes de NS4A. 

De esta forma la secuencia obtenida para la variante NS4Awt 24 conserva la naturaleza hidrófoba y 

los residuos 23V, 25I, 28R, 29I, 31L que le permiten interactuar con la proteasa (Kim y cols. 1996; 

Bartenschlager 1999). El cambio en la posición 24 por el aminoácido seleccionado (cisteina) genera 

in silico una cadena beta con el acortamiento N-terminal en la misma posición que las variantes de 

NS4A que limitan la actividad proteolítica de NS3-4A (Fig. 26). 

 

6.5.2. Obtención de la variante NS4Awt 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 

La secuencia determinada para la variante NS4Awt 24 se construyó por ensayos de biología 

molecular y se insertó en el vector de  expresión PinPoint Xa-3 obteniéndose la secuencia pX- 

NS4Awt 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) (Fig. 27). 



 

 

 
NS4Awt

> G S V V I V G R I I L S *

Alpha, Regions - Garnier-R obsonA

Beta,  Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

F lex ible Regions - Karplus -SchulzF

Hy drophobic ity  Plot - Ky te-Doolitt le0

4.5

-4.5  
NS4Am2

> G S I V C V G R I S T L *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta, Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

Flexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobicity  Plot - Ky te-Doolittle0

4.5

-4.5  
 

NS4A 30-32

> G S V V I V G R I S T L *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta, Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

Flexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobicity  Plot - Ky te-Doolittle0

4.5

-4.5  
 

NS4A 23,25

> G S I V C V G R I I L S *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta, Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

Flexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobicity  Plot - Ky te-Doolittle0

4.5

-4.5  
 

NS4Awt 24

> G S V C I V G R I I L S *

Alpha, Regions - Garnier-RobsonA

Beta, Regions - Garnier-RobsonB

Coil, Regions - Garnier-RobsonC

Turn, Regions - Garnier-RobsonT

Flexible Regions - Karplus-SchulzF

Hy drophobicity  Plot - Ky te-Doolittle0

4.5

-4.5  
        |                                                     | 
       21           Región mínima beta           27                                                          aa 

 

Figura 26. Esquema del análisis de predicción estructural GOR-Threading de las variantes de NS4A 

expresadas. Las variantes NS4Am2, NS4Am2 23,25 y NS4Awt 24 que disminuyen la actividad 

proteolítica de NS3-4A muestran en común un acortamiento en la región mínima beta. La variante 

expresada NS4Awt representa la secuencia del subtipo VHC-1b. A, hélice alfa; B, cadena beta; C, 

asa; T, giro; F, región flexible; H, índice hidrófobo; aa, aminoácido. 



 

 

Figura 27. Obtención de la variante NS4Awt 24(21-32)-NS3_1b(1-181). A. Electrofóresis del producto de 

PCR de 591 pb para construir la proteína NS4Awt 24(21-32)-NS3_1b(1-181). Marcador de masa 

molecular O'RangeRuler  100 bp DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; fragmento de 591 pb, 

carril 2. B. Restricción enzimática de la secuencia del vector pX-NS4Awt 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-

181). Marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIII 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; vector pX-

NS4Awt 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) con enzima de restricción Bsu15I carril 2; secuencia PinPoint 

Xa-3 (plásmido vacío) con enzima de restricción Bsu15I, carril 3. C. Secuencia del vector pX-NS4Awt  

24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181). La secuencia de NS4Awt 24 (bases 74-109) se unió al extremo 5’ de la 

proteasa NS3_1b(1-181) por medio del asa de cuatro aminoácidos GSGS (bases 110-121). 

 

6.5.3. Actividad proteolítica de NS4Awt 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) 

La variante NS4Awt 24 que posee el acortamiento N-terminal en la RMB inhibe la actividad 

proteolítica de NS3-4A del VHC-1b. La proteína NS4Awt 24(21-32)-GSGS-NS3_1b(1-181) formada por la 

secuencia de NS3 del VHC-1b y la secuencia NS4Awt 24 que genera in silico el acortamiento de la 

cadena beta, procesó el 43% del sustrato (Fig. 28). El efecto de esta variante de NS4A sobre la 

actividad proteolítica de NS3-4A es similar al observado con las variantes NS4Am2 y NS4Am2 23,25. 

Estos resultados muestran que las variantes de NS4A que presentan in silico el acortamiento en el 

N-terminal de la Región Mínima Beta inhiben la actividad proteolítica de NS3-4A. 



 

  
 

Figura 28. Actividad enzimática de las variantes NS4Awt, NS4Am2 y NS4Awt 24 unidas a la 

secuencia de NS3_1b del VHC-1b. A. SDS-PAGE al 12% del producto de la reacción de diferentes 

variantes de la cadena única de aminoácidos usando la secuencia de NS3_1b. B. Cuantificación de 

la actividad enzimática de las variantes indicadas a la derecha (Densidad de la banda de NS5AB 

procesado / Densidad de la banda de NS5AB control x 100). Cada valor representa al menos tres 

experimentos como el mostrado en 28A. 



 

7. Discusión 

En este trabajo se estudió el efecto de variantes de NS4A como inhibidores de la actividad de 

proteasa de la proteína NS3-4A del VHC. Basado en experimentos realizados con variantes 

naturales de la proteína NS3-4A así como con secuencias construidas por técnicas de biología 

molecular, se determinó que los cambios V23I, I25C que generan in silico la modificación de la 

estructura secundaria de NS4A, limitan la actividad proteolítica de NS3-4A. Se estableció que este 

efecto se obtiene acortando el extremo N-terminal de la cadena beta de NS4A. Esta información se 

comprobó al construir dos variantes de NS4A las cuales inhiben in vitro la actividad proteolítica de 

NS3-4A sobre la región de corte NS5A/NS5B que provoca la maduración de la polimerasa viral del 

VHC. 

 

En un grupo de trece aislados de VHC obtenidos de Marzo a Septiembre de 2006 se identificaron 

dos variantes de NS3-4A que presentan baja actividad proteolítica sobre la región de corte 

NS5A/NS5B. Estas variantes difieren en la secuencia de la región central de NS4A (aminoácidos 21-

32) y se nombraron en base a esta diferencia como NS4Am2 y NS4Am3. NS4Awt se usó para 

referirse a los once aislados restantes de VHC que presentan la misma secuencia de la región 21-32 

de la proteína silvestre NS4A del VHC-1b. El procedimiento utilizado durante su obtención y análisis 

se basó en el uso de una polimerasa de alta fidelidad que impide la introducción de errores en la 

secuencia amplificada, varias repeticiones de los experimentos de PCR para confirmar el producto 

amplificado y múltiples ensayos independientes de clonación, lo cual permite señalar un origen 

natural de las variantes identificadas NS4Am2 y NS4Am3. Cabe mencionar que los resultados 

obtenidos por este procedimiento solo mostraron variación en la secuencia de NS4A y no en la de 

NS3, lo cual sugiere la existencia de quasiespecies del VHC que difieren al menos, en el gen de la 

proteína NS4A. La presencia de secuencias alternas del VHC dentro de un mismo aislado viral han 

sido referidas como quasiespecies (Martell y cols. 1992; Bukh y cols. 1995; Vallet y cols. 2005; 

López-Labrador y cols. 2008). 

 

Diferentes métodos de expresión y análisis de proteínas se han utilizada para estudiar el efecto de 

NS4A sobre la actividad proteolítica de NS3-4A (Lin y cols. 1995; Shimizu y cols. 1996, Taremi y 

cols. 1998), sin embargo los resultados obtenidos entre estos reportes y el presente proyecto son 

consistentes. El método de cadena única de aminoácidos fue seleccionado debido a que en 

investigaciones de diversa naturaleza genera el mismo resultado que el uso de la proteína completa 

NS3-4A. (Howe y cols. 1999; Wang y cols. 2004; Beran y Pice 2008; Thibeault y cols. 2009). Se 

hicieron dos modificaciones principales al método de Taremi y cols. (1998) con el fin de estudiar el 

efecto de variantes de la secuencia de NS3-4A expresadas como cadena única de aminoácidos, la 

primera modificación fue la reacción única de PCR usada por el autor para fusionar la secuencia de 

NS4A a NS3 que se cambió por dos reacciones sucesivas de PCR e iniciadores de la reacción mas 

pequeños. Esta estrategia permitió introducir cambios en la secuencia de NS4A al intercambiar los 



 

iniciadores, así mismo el proceso de síntesis de iniciadores con menor número de bases permite su 

producción con menos errores en su secuencia, lo cual incrementa la eficiencia en la obtención de la 

clona requerida. El menor número de bases de cada iniciador permitió además mayor flexibilidad en 

los parámetros de temperatura utilizados en el PCR durante la hibridación de la nueva secuencia. La 

segunda modificación fue la expresión de las proteínas, que se adaptó al sistema de expresión 

PinPoint Xa-E. coli JM109, este sistema produce proteínas biotinilables in vivo y permite su 

purificación a través de un proceso de afinidad biotina-avidina en condiciones no desnaturalizantes. 

 

A diferencia del método de replicón que requiere de un largo periodo de tiempo para generar un 

sistema estable y depende de una secuencia en particular del VHC (Wakita y cols. 2005; Qi y cols. 

2009), la estrategia del presente proyecto basada en la expresión de variantes biotiniladas de la 

cadena única de aminoácidos, representa una alternativa para estudiar el efecto de variantes 

naturales de NS4A sobre la actividad proteolítica de NS3-4A; mas aún, la selección de la región de 

corte NS5A/NS5B de la poliproteína viral en la cual la eficiencia proteolítica de NS3-4A depende de 

NS4A, permitió distinguir diferencias propiciadas por cambios en la secuencia de la proteína. 

 

El análisis in vitro de las variantes construidas de la cadena única de aminoácidos mostró que los 

cinco cambios en la secuencia de NS4Am2  (V23I, I25C, I30S, L31T, S32L) están relacionados con 

la baja actividad proteolítica que producen en la proteína NS3-4A. Según el método de análisis 

estructural Chou & Fasman la secuencia de aminoácidos de la región central de NS4Am2 produce 

una región flexible hacia el extremo C-terminal de su estructura, este cambio se propuso como el 

origen de la baja actividad proteolítica observada en base a reportes previos donde la cadena beta 

formada por la región central de NS4A determina la unión con NS3 e incrementa su actividad 

proteolítica (Bartenschlager y cols. 1995; Kin y cols. 1996; Landro y cols. 1997). Para estudiar más a 

fondo esta observación se construyeron dos variantes derivadas de NS4Am2. La variante NS4Am2 

30-32 posee los cambios en los aminoácidos (I30S, L31T, S32L) que provocan la modificación de su 

extremo C-terminal y la variante NS4Am2 23,25 posee aquellos (V23I, I25C) que son comunes a 

NS4Am2 y NS4Am3. 

 

Contrario a la hipótesis original se determinó que la variante con la modificación estructural (NS4Am2 

30-32) incrementó la actividad proteolítica de NS3-4A al igual que la secuencia silvestre NS4A del 

VHC-1b (NS4Awt) lo que hace suponer que los residuos 30-32 no se relacionan directamente con la 

actividad proteolítica de NS3-4A. Este resultado coincide con el reporte de Shimizu y cols. (1996) en 

el cual el cambio experimental L-S del residuo 30 no afecta la actividad proteolítica de NS3-4A. Por 

otra parte se observó que la variante NS4Am2 23,25 disminuyó la actividad proteolítica de NS3-4A al 

igual que NSAm2 con los cinco cambios, siendo el común en estas dos secuencias los cambios V23I 

y I25C en NS4A. Hasta este punto las variantes de la cadena única de aminoácidos habían sido 

expresadas usando la secuencia de NS3 proveniente del mismo genoma del que se obtuvo NS4Am2 



 

(VHC-dh) con el fin de reconstituir un sistema homólogo al obtener ambas secuencias del mismo 

origen ya que existe variabilidad del VHC aún dentro del mismo aislado (Martell y cols. 1992; Bukh y 

cols. 1995; Vallet y cols. 2005). Estos experimentos comprobaron de manera importante que: i) la 

actividad proteolítica de NS3 proveniente del VHC-dh puede incrementarse como previamente se ha 

reportado, siempre y cuando NS4A presente la secuencia silvestre del VHC-1b y ii) que las variantes 

de NS4A con los cambios V23I y I25C propician la baja actividad proteolítica en las proteínas que las 

contienen. 

 

Posteriormente se analizó si la NS4Am2 del VHC-dh tenía capacidad de limitar la actividad 

proteolítica de una NS3 proveniente de un aislado viral distinto, para este fin se construyeron 

variantes de la cadena única de aminoácidos formadas por las secuencias de NS4A previamente 

analizadas y la NS3 obtenida de la muestra número 4, la cual presenta una NS4Awt y un alto 

porcentaje de similitud con la secuencia NS3 del VHC-1b. Estos experimentos mostraron que 

NS4Am2 sí produce el mismo efecto en la NS3 de otro subtipo viral, en este caso, la del VHC-1b. 

Este resultado apoyó la observación previa sobre la relación entre la secuencia de NS4A y la baja 

actividad proteolítica observada, ya que NS4Am2 generó el mismo efecto en secuencias de NS3 de 

distintos subtipos. 

 

Recientemente se reportó que el dominio helicasa de NS3 afecta el desempeño de su dominio 

proteasa y que ciertos cambios que modifican la función de la proteína llegan a contrarrestarse de 

forma natural por cambios en otra región de la misma (Zhang y cols 2005; Dahl y cols. 2007; Beran & 

Pyle 2008). Para determinar el efecto de las secuencias analizadas de NS4A en una proteína 

completa, se expresaron variantes de NS3(1-631)-4A(1-54) formadas por la secuencia completa de NS3 

(aminoácidos 1-631) y de NS4A (aminoácidos 1-54). En los ensayos con estas variantes se observó 

un ligero incremento en el desempeño de la proteasa lo cual es común cuando esta presente el 

dominio helicasa de NS3 (Taremi y cols. 1998; Howe y cols. 1999;  Beran & Pyle 2008), así mismo 

se comprobó que la cadena única de aminoácidos (NS4A(21-32)-GSGS-NS3(1-181)) con la que se realizó 

la mayoría de los experimentos, genera la misma respuesta que los ensayos realizados con la 

proteína completa NS3(1-631)-4A(1-54). Los experimentos con variantes de NS3(1-631)-4A(1-54) que poseen 

el dominio helicasa de NS3 mostraron que los cambios V23I, I25C disminuyen la actividad 

proteolítica de la proteína en proporción similar a los experimentos con la cadena única de 

aminoácidos. Esto puede explicarse por la interacción local que ocurre entre NS4A y el dominio de 

proteasa de NS3 (Kim y cols. 1996; Yan y cols. 1998). 

 

Es interesante observar que las variantes de NS4A que disminuyen la actividad de NS3-4A, tienen 

en común el residuo 25 diferente a la secuencia consenso del VHC-1b. Previamente se ha 

determinado que este residuo es susceptible de mutar y altera la actividad proteolítica de NS3-4A 

induciendo incluso su autoproteólisis (Butkiewicz y cols. 1996; Kou y cols. 2007; Hou y cols. 2009). 



 

Esta información junto con la obtenida en el presente proyecto permite proponer que NS4A, a 

diferencia de ser una proteína accesoria de NS3 como actualmente se le considera, quizás posea 

una función reguladora-adaptativa al inducir cambios en la función proteolítica de NS3-4A. Estos 

cambios pueden alterar la concentración o momento del ciclo replicativo en el que las proteínas que 

NS3-4A procesa están disponibles para intervenir en el ciclo. En estudios con el modelo de replicón, 

se ha observado que se promueven mutaciones en las proteínas no estructurales, las cuales al 

poseer funciones relacionadas con la maquinaria replicativa del virus, le permiten adaptar su 

replicación al tipo celular utilizado; así mismo la autoproteólisis de NS3-4A es inducida por bajas 

concentraciones de inhibidor de NS3-4A (Wakita y cols. 2005; Noguchi y cols 2008; Hou y cols. 

2009). La regulación de la actividad proteolítica por proteínas accesorias ha sido reportada en otras 

especies de flavivirus donde los sitios de corte de la poliproteina viral dependen de la proteína 

accesoria (Falgout y cols. 1991; Arias y cols. 1993; Chambers y cols. 1993; Lin y cols. 1993). 

Aunque la secuencia de la proteína NS4A del VHC no tiene homología obvia con la de otros 

miembros de los flavivirus, estas se caracterizan por su naturaleza hidrófoba y estar codificadas 

inmediatamente en uno de los extremos de la secuencia de la proteasa características que definen a 

la proteína NS4A del VHC. 

 

Para entender porque las sustituciones V23I, I25C en la secuencia de NS4A disminuyen la actividad 

de proteasa, se analizaron todas las secuencias reportadas de NS4A de los diferentes subtipos del 

VHC y las variantes aquí obtenidas. Con estos datos se propuso que la secuencia de la región 

central de NS4A puede dividirse en dos áreas (A y B) en base al grado de conservación que 

presenta. Esta determinación es consistente con los datos obtenidos por la cristalografía de NS3-4A 

(Kim y cols. 1996) ya el área A abarcó los aminoácidos que participan en la unión entre NS3 y NS4A. 

En el área A también se identificó una región a partir del residuo 21 al 27 y se denominó Región 

Mínima Beta (RMB), la cual contiene los aminoácidos que forman la cadena beta con la que NS4A se 

une a NS3. La importancia de la RMB radica en que todos los subtipos de VHC forman la cadena 

beta de NS4A al menos dentro de esta región. La identificación del área A y la RMB representan 

nueva información sobre las características establecidas de la región central de NS4A, ya que 

además de ser aplicable a todas las secuencias reportadas de esta proteína, su uso produce 

interesantes resultados como se demostró al construir la variante NS4Awt 24. 

 

La predicción de la estructura secundaria de las variantes de NS4A por el método GOR (Garnier-

Osguthorpe-Robson) mostró que las secuencias NS4Am2 y NS4Am2 23,25 que limitan la actividad 

proteolítica de NS3-4A presentan un acortamiento en la RMB ya que la cadena beta de estas 

variantes inicia en el residuo 22 y no en el 21. Esta característica no se observó previamente con el 

análisis Chou & Fasman porque el método GOR-Threading además de comparar la secuencia 

analizada con otras previamente cristalizadas, realiza un análisis de las características particulares 

de cada residuo en relación a la secuencia estudiada permitiendo calcular diferencias más finas en 



 

una estructura específica. El método GOR facilita observar características significantes entre la 

estructura secundaria y la función de la proteína, no así el método Chou & Fasman (Ogata y cols. 

2003). Si bien estos análisis distan de generar datos que solo se obtienen con complejos análisis de 

la estructura de una proteína, el número de secuencias analizadas impidió este tipo de ensayos.  

 

Con los resultados obtenidos se propuso que el acortamiento de la cadena beta de NS4A en el 

extremo N-terminal de la RMB se relaciona con el efecto funcional que NS4Am2 y NS4Am2 23,25 

tienen sobre la actividad proteolítica de NS3-4A. Esto se comprobó experimentalmente al construir la 

variante NS4Awt 24. La secuencia de esta variante conserva las características que le permiten 

interactuar con NS3 como son: la formación de la cadena beta, la posición y número de residuos que 

abarca esta estructura en la secuencia silvestre (a excepción del acortamiento N-terminal analizado), 

la conservación de la naturaleza hidrófoba de la región 21-32, además contiene los residuos V23, 

I25, G27 e I29 con los que se une a NS3 (Lin y cols. 1995; Kim y cols. 1996; Taremi y cols. 1998). 

Todas estas características se lograron al sustituir el residuo de la posición 24 y el acortamiento 

requerido en el N-terminal de la RMB se generó utilizando un residuo de C. La limitada actividad 

proteolítica que NS4Awt 24 provoca en la proteína NS3-4A, indica que los resultados aquí 

presentados sobre las características de la región central de NS4A, son útiles en el desarrollo de 

variantes de NS4A que inhiben la actividad proteolítica de NS3-4A del VHC. Esta información puede 

contribuir en el desarrollo de compuestos más efectivos contra la infección por el virus de hepatitis C. 

 



 

8. Conclusiones 

 Existen variantes naturales del VHC con actividad proteolítica reducida debido a cambios en 

la proteína NS4A. 

 

 La proteína NS4Am2 del VHC-dh disminuye la actividad proteolítica de NS3-4A de dos 

subtipos de VHC. 

 

 Los residuos 21-27 de la proteína NS4A forman una cadena beta en todos los subtipos del 

VHC. 

 

 La modificación de la cadena beta 21-27 de NS4A inhibe la actividad proteolítica de NS3-4A 

del VHC. 

 

 

9. Perspectivas 

 Generar un modelo in vivo para probar el efecto de las variantes obtenidas de NS4A sobre la 

actividad de proteasa de NS3-4A del VHC. 

 

 Construir y expresar una proteína que posea otros sitios de corte de la poliproteína del VHC 

para estudiar su procesamiento por la NS3-4A del VHC-dh. 

 

 Aplicar la estrategia de expresión de variantes de cadena única de aminoácidos a partir de 

aislados virales desarrollada en este proyecto para analizar la patogenia de otras variantes 

del VHC. 
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11. Anexos 

11.1. Secuencia de iniciadores 

Fragmento de ADN                     Iniciador 

 S  

 A 

 

NS3 cgactcctcgcgcccatcacg 

 gaccggagaccgcatagtag 

 

NS4A cggctaaagcctacgctgc 

 gaggatctgagttacacgtgctgc 

 

NS5AB(2258-2622) gagagctcatcgaaggtcgccaggtcgggctcaaccaat 

 ctcagcgatatctcacgtcagcttgcaggcttcctctacg 

 

NS3(1-181) gagagctcatcgaaggtcgcgcgcctatcacggcc 

 ctcagcgatatctcaagaccgcatggtag 

 

NS4Awt(21-32)-NS3(1-181) 

Fase 1 gttggtagaattattttatctggtagtggtagtgcgcctatcacggcctattccc 

 NS3(1-181)-A 

Fase 2 gagagctcatcgaaggtcgcggttctgttgttattgttggtagaattattttatctggtagtggtagt 

 NS3(1-181)-A 

 

NS4Am2(21-32)-NS3(1-181) 

Fase 1 gttggtagaatttccactctgggtagtggtagtgcgcctatcacggcctattcc 

 NS3(1-181)-A 

Fase 2 gagagctcatcgaaggtcgcggttctattgtttgcgttggtagaatttccactctgggtagtggtagt 

 NS3(1-181)-A 

 

NS4Am2 30-32(21-32)-NS3(1-181) 

Fase 1 NS4Am2(21-32)-NS3(1-181) Fase 1 

 NS3(1-181)-A 

Fase 2 gagagctcatcgaaggtcgcggttctgttgttattgttggtagaatttccactctgggtagtggtagt 

 NS3(1-181)-A 

 

NS4Am2 23,25(21-32)-NS3(1-181) 

Fase 1 NS4Awt(21-32)-NS3(1-181) Fase 1 

 NS3(1-181)-A 

Fase 2 gagagctcatcgaaggtcgcggttctattgtttgcgttggtagaattattttatctggtagtggtagt 

 NS3(1-181)-A 

 

NS4Awt 24(21-32)-NS3(1-181) 

Fase 1 NS4Awt(21-32)-NS3(1-181) Fase 1 

 NS3(1-181)-A 

Fase 2 gagagctcatcgaaggtcgcggttctgtttgcattgttggtagaattattttatctggtagtggtagt 
 



 

 NS3(1-181)-A 

 

NS3-NS4A NS3-S 

 gagcgccttctgcttgaattgctc 

 

NS3(1-631)-NS4A(1-54) NS3(1-181)-S 

 gcacgatatctcagcactcttccatttcatcgaactcc 

 

NS3(1-631)-NS4Am2 30-32(1-54) caacaggcagtgttgtcatcgtgggtagga 

Selection Oligonucleotide  gataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcgg 
  Top Strand (Promega) 

 

Anexo 1. Secuencias de los iniciadores utilizados. Los nucleótidos subrayados representan los 

codones para los residuos de NS4A insertados en cada fase de PCR. S, Sentido; A, 

Antisentido. 



 

11.2. Marcadores de masa molecular  

 

Anexo 2. Marcadores de ADN. 
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