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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 infeccién por virus de hepatitis C (VHC) representa un problema de salud mundial ya que origina
cirrosis y cancer hepatico. Las proteinas 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 poliproteina viral permitiendo la maduracion de proteinas indispensables para
la replicacion de nuevas particulas virales. Por tanto, NS3-4A representa un punto clave para el
desarrollo de estrategias antivirales mas efectivas. La proteina NS4A posee una secuencia
especifica en su region central (aminoacidos 21-32) la cual es determinante para unirse a NS3 e
incrementar la actividad proteolitica 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 proteolitica
y difieren de otras previamente reportadas en la secuencia de la region central de NS4A. El efecto de
las diferencias en NS4A se analizé expresando variantes de la secuencia de NS3-4A. La actividad
proteolitica de las proteinas expresadas se analizé in vitro usando como sustrato la proteina NS5AB
que representa la region de corte NS5A/NS5B de la poliproteina viral. Se determiné que las variantes
de NS3-4A con baja actividad proteolitica presentan cambios particulares en la secuencia de NS4A
que modifican la estructura tipo beta plegada que esta proteina forma. Esta informaciéon se comprobé
construyendo las variantes NS4Am2 23,25 y NS4Awt 24 que presentan en comun una estructura
beta plegada mas corta que las variantes conocidas de NS4A. La expresion de NS4Am2 23,25 o
NS4Awt 24 unida a NS3 limita la actividad proteolitica de NS3-4A. Los datos generados sobre la
region central de NS4A pueden contribuir al disefio de estrategias antivirales mas efectivas contra la
proteasa NS3-4A del VHC.



1. Introduccién

El virus de hepatitis C (VHC) fue caracterizado molecularmente en 1989 por Choo y cols. cuando se
logré clonar y secuenciar parte del genoma viral, lo cual permitié el desarrollo de pruebas especificas
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 deteccion del patégeno en productos sanguineos; desinformacién
entre individuos jévenes o personas asintomaticas que intercambian agujas hipodérmicas; personas
con enfermedades como la hemofilia que representa la transfusion de sangre posiblemente
contaminada antes de haber sido estandarizada la determinacién 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 poblacién 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 afio por el VHC. (De Andrade & De Andrade 2004; Pawlotsky,
2004; Valdespino y cols. 2007). EI VHC provoca distintos grados de infeccién en el individuo,
algunos pacientes (menos del 20%) llegan a resolver la infeccion de manera natural mientras que los
pacientes con infeccion cronica desarrollan cirrosis en el 20% de los casos y carcinoma hepatico en
el 5% (Pawlotsky, 2004; Kershenobich-Stalnikowitz y cols. 2007). Los procesos virales que causan
el dafo hepatico no han sido completamente entendidos. Aunque el VHC no integra su material
genético al celular, existen otros factores que aceleran la atrofia del higado como la acumulacién de
hierro que causa esta infeccion y resulta hepatotdxica, el consumo de alcohol, la respuesta inmune
inespecifica contra el VHC que permanece por afios provocando inflamacion persistente, infecciones
virales asociadas a la hepatitis C como la hepatitis B o el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, el
sobrepeso, diabetes, hipertension, entre otros. (Pawlotsky, 2004; Gutiérrez-Reyes y cols. 2007;
Miura y cols. 2008).

La infeccién por VHC también provoca en poco mas de la mitad de los casos (40%-74%), una o
varias manifestaciones extrahepaticas (MEH) como los tipos Il y lll de crioglobulinemia mixta; de tipo
enddcrino como hipotiroidismo y diabetes; reumatolégicas como artritis que se presenta durante el
proceso inmune asociado con la crioglobulinemia y otros padecimientos como osteoesclerosis,
cardiomiopatia hipertréfica y fibrosis pulmonar. Estas MEHs son importantes ya que pueden ser la
primera sefal de infeccion por VHC en pacientes de alto riesgo que no presentan sintomas
hepaticos, pues los tejidos susceptibles a MEHs actian como reservorios de particulas virales
(Galossi y cols. 2007).



1.1. Tratamiento antiviral

Aunque la deteccion temprana de anormalidades hepaticas es determinante en la respuesta al
tratamiento, la infeccion por VHC generalmente se trata con interferon-a (INF-a) pegilado ([INF-a2b)
a dosis de 1.5ug/Kg/semana, complementado con 1 g/dia 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 inespecifico
ya que a pesar de que el INF-a induce la trascripcién de mas de 200 genes, solo unos cuantos
participan en la respuesta antiviral. La funcion antiviral del INF-a consiste en limitar la replicacion del
virus a través de la desaminasa de adenosina de ARN de doble cadena (ADAR1) y causar la
fosforilacion del factor de inicio de la trascripcion (elF2) lo cual al impedir la asociaciéon elF2-GTP-
met-tARN, suprime la trascripcion y traduccion de cualquier ARNm (Taylor y cols., 2005). Por su
parte la Ribavirina es un analogo nucleotidico por lo que induce mutaciones en toda secuencia
nucleotidica (celular o viral) que sea trascrita en la célula medicada, lo que muestra también una
accion inespecifica contra el VHC. El tratamiento doble es poco tolerado debido a su alta toxicidad y
porque el largo periodo de administracion requerido (48 semanas para el genotipo 1) comunmente
genera en el paciente anemia, problemas pulmonares y de la tiroides, depresion, fatiga, entre otros
(Manns y cols. 2006; Kershenobich-Stalnikowitz y cols. 2007). La administracion 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. Biologia molecular del VHC

El VHC esta clasificado en la familia Flaviviridae por ser un virus envuelto en una capa lipidica y
presentar una cadena sencilla de ARN en sentido positivo. Debido a caracteristicas poco comunes
como su alta variabilidad genética y la enzima multifuncional NS3, se cred el género Hepacivirus
para distinguirlo de otros flavivirus (Choo y cols. 1991; Kim y cols. 1996; Giannini & Bréchot, 2003).
El ARN viral codifica una poliproteina de aproximadamente 3010 aminoacidos
C(F)/E1/E2/p7INS2/NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS5B la cual al ser procesada por proteasas del
hospedero genera las proteinas de la estructura viral: C, E1, E2 y p7, esta proteinas forman la
capside o nucleo viral (C), la envoltura de la particula (E1 y E2) y p7 que se ha sugerido, interviene
en la liberacion del genoma durante la infeccion al formar canales idnicos en la envoltura viral. Se ha
propuesto ademas la existencia de un segundo marco de lectura (ORF1b) que provoca la sintesis de

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

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

replicacion y son procesadas por 2 enzimas virales, NS2 y NS3. NS2 es una metaloproteina



dependiente de Zn" que genera un corte autocatalitico en la regién NS2/NS3 de la poliproteina viral,
de igual forma la proteasa de serina NS3 genera un corte en la region NS3/NS4A y permite la
asociacion no covalente NS3-4A. El complejo serin-proteasa NS3-4A, procesa el resto de la
poliproteina viral (NS4B/NS5A/NS5B) provocando la maduracion de las proteinas NS4B, NS5A y
NS5B. La funcion de la proteina NS4B aun no ha sido demostrada plenamente, mientras que a NS5A
se le atribuye funcién de fosfoproteina y a NS5B funcién de polimerasa de ARN dependiente de
ARN (Kim y cols. 1996; Pawlotsky, 2004; Lindenbach & Rice, 2005; Dubuisson, 2007) (Figura 1).

Poliproteina del VHC

Proteinas estructur ales Proteinas no estiuctur ales
IIH:*[ C E1 E2 p7 ns2 HS3 HS4A | NS4B HS5A HS5B |~CO0H
1 1027 1658 1712 1973 2420 3010 aa

b

NS3-4A

Conmplejo Serinywoteasa
Figura 1. Procesamiento de la poliproteina viral por el complejo serin-proteasa NS3-4A. Los sitios de
corte en la poliproteina 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, aminoacido.

1.3. Variantes genéticas del VHC

Este virus genera aproximadamente 10" copias diarias en el hospedero ademas posee un alta
variabilidad genética (aproximadamente 1.4x10° — 1.9x10° sustituciones/nucledtido/afo) que se debe
a la sustitucion nucleotidica que ocurre durante el proceso replicativo y a la falta de actividad de
exonucleasa de la polimerasa viral que impide la correccion 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 proteinas que codifican, les confieren resistencia al
farmaco 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 mas 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 especificas del mundo.

Tipo Subtipo Region
1 b América (México)
1 a América
1 variable Europa
2 variable Europa
2 i Asia

2 ¢ hasta m Africa

3 variable Europa
4 b Africa

4 c Africa

4 e Africa

4 m Africa

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
proteinas NS4B, NS5A y las regiones hipervariables 1 y 2 de la proteina E2, mientras que ofras son
muy conservadas como la region que codifica la proteina 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 caracteristica particular del genoma del VHC es la presencia de una
region especifica que parece determinar la sensibilidad del virus al tratamiento con interferén
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 funcion 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
funcion de helicasa de ARN que revierte el enrollamiento de las cadenas dobles de ARN formadas
durante la replicacién de la cadena lineal (Kim y cols. 1996; Penin 2003; Lindenbach & Rice 2005).
Los primeros 181 aminoéacidos de la proteina NS3 forman un plegamiento tipico de la familia de
quimiotripsina compuesto por dos estructuras tipo beta-barril con actividad de proteasa de serina
siendo esta actividad incrementada por la union de la proteina NS4A (Kim y cols. 1996; Yan y cols.
1998).



NS4A es una proteina anfipatica de 54 residuos, que se asocia con los primeros 40 aminoacidos de
NS3 (Kim y cols. 1996). Los analisis de cristalografia de NS3-4A han mostrado que la secuencia
hidréfoba que corresponde a la region central de NS4A forma una estructura tipo beta plegada con la
cual NS4A se une a la proteasa incrementando su actividad proteolitica (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 asociacién ordena los aminoacidos del extremo
N-terminal de NS3 formando dos estructuras nuevas (h (a0) y B (AQ)) y optimiza el alineamiento del
aminoacido 81 en la triada catalitica H57, D81, S139 (Kim y cols. 1996; Bartenschlager 1999; Penin
2003) (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion esquematica del complejo de serin-proteasa NS3-4A. La estructura beta
plegada que forman los aminoacidos 21-32 de la proteina NS4A se muestra complementando la

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

La actividad de proteasa de NS3 representa un proceso clave en la replicacion del VHC ya que
provoca la maduracién de las proteinas no estructurales que participan en el proceso replicativo. El
procesamiento del sitio de corte NS5A/NS5B de la poliproteina viral produce la maduracion de la

proteina NS5B, esta proteina es indispensable para la replicacion de nuevas secuencias del virus ya



que actua como polimerasa de ARN. Ya que no existe una proteina humana capaz de replicar
secuencias de ARN, la maduracion de NS5B por la actividad proteolitica de NS3-4A es considerada
uno de los principales puntos de accioén contra la infeccion 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 caracteristicas similares a otras enzimas con plegamientos de tipo
quimiotripsina, esta proteina 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 mas cortas de lo normal lo que impide la

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

Hasta hace poco tiempo la secuencia de la proteina NS3 se consideraba practicamente invariable
aun entre los distintos subtipos del VHC por lo que se disefnaron inhibidores en base a la estructura
cristalizada de NS3 (PDB acceso numero: 1A1R, 1NS3). Algunos de ellos son inicialmente efectivos
pero pierden paulatinamente su efecto; recientes reportes han mostrado mutaciones especificas en
la secuencia de NS3 que le confieren resistencia al farmaco 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. Aminoacidos de NS3 que favorecen su resistencia a farmacos antivirales.

Aminoacido Inhibidor Referencia

sustituido

V36M/A, Telaprevir Lin y cols. 2004

T54A, (VX-950) Gentile y cols. 2009

R155K/T, Hézode y cols. 2009

A156V/T Lin y cols. 2009
McHutchison y cols. 2009
Qiy cols. 2009

R155K, ITMN-191 Seiwert y cols. 2006

A156S/V, Qi y cols. 2009

D168A/V/E Rajagopalan y cols. 2009

T54A, Boceprevir Tong y cols. 2006

A156S/T, (SCH-503034) Bogen y cols. 2009

V170A Mederacke y cols. 2009




Existen otros farmacos 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 experimentacion in vivo en monos mostré toxicidad en tejido cardiaco (Vanwolleghem
y cols. 2007).

La proliferacion de variantes resistentes al tratamiento ha replanteado la estrategia antiviral hacia
una terapia a base de varios farmacos con distinto modo de accién, estas terapias combinadas
pueden retrasar o prevenir la seleccion de variantes resistentes, por lo que el desarrollo de
diversas moléculas que limiten la replicacion del VHC es importante (Villano y cols. 2006; Delang y
cols. 2009; Gaudieri y cols. 2009). Los avances en biologia molecular actualmente permiten el
desarrollo de pequefias moléculas que actian sobre proteinas especificas 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 infeccién por Hepatitis B y VIH (Clavel
& Hande 2004; Locarnini & Warner 2007).

La secuencia de la region central de NS4A es altamente conservada entre los subtipos de VHC lo
cual indica su trascendencia en la preservacion de la misma, previamente se ha observado que
existe relacion entre cambios especificos en esta region y la funcién de la proteasa NS3 induciendo
incluso su autoprotedlisis (Butkiewicz y cols. 1996; Kou y cols. 2007; Hou y cols. 2009), esto sugiere
que la relacion funcional entre NS3 y NS4A puede ser manipulada con fines antivirales. El sitio de
corte NS5A/NS5B es determinante en la replicacion del VHC ya que libera la polimerasa viral NS5B
cuando es procesado por NS3-4A. A diferencia de otras proteinas procesadas por NS3-4A, de las
que actualmente se discute su participacion en el ciclo replicativo del VHC, la funcién 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 proteina NS4A del VHC con efecto inhibidor de la funcién de proteasa de
serina de NS3-4A en el sitio de corte NS5A/NS5B, puede contribuir en el desarrollo de estrategias
antivirales mas efectivas contra el VHC. Se ha demostrado en otras especies de flavivirus que la
modificaciéon de la proteina accesoria, en este caso la NS4A del VHC, desestabiliza la interaccion
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 biologia molecular del VHC

El estudio del VHC ha sido lento, ya que la replicacion 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 util (Ikeda y cols. 2005; Wakita y cols. 2005; Windisch
y cols. 2005; Rychlowska & Bienkowska-Szewczyk 2007). Se han realizado estudios inmunolégicos

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 replicon basado en la linea celular de hepatocitos humanos (Huh-7), este
modelo consiste en fragmentos autoreplicantes de un subtipo especifico del VHC que expresa las
proteinas que intervienen en la replicacion 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 replicén 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 relaciéon entre variantes especificas del VHC
y la funcién de sus proteinas ya que esta basado en una secuencia en particular que ademas de ser
optimizada en el laboratorio para favorecer su replicacion también genera mutaciones de tipo
adaptativo a la linea celular, lo que produce los niveles replicativos reportados (Abe y cols. 2007; Qi y
cols. 2009). El replicon construido con la secuencia viral JFH1 obtenida de un paciente con hepatitis
C fulminante impide saber si las caracteristicas 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 metodologias variadas para estudiar la actividad de proteasa de NS3-4A las cuales han
mostrado que la expresioén de la secuencia completa de NS3(1¢31)-4A154) €n células eucariontes
genera una proteina con una relacion proceso/rendimiento poco util (Sali y cols. 1998; Taremi y cols.
1998); asi mismo los analisis enzimaticos de la proteina NS3 suplementada en trans con NS4A
origina una ineficiente interacciéon entre estas provocando una actividad proteolitica alterada o
limitada (Satoh y cols. 1995; Shimizu y cols. 1996; Steinkuhler 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 unica de aminoacidos formada por la regibn minima de NS4A
(aminoacidos 21-32) que incrementa la actividad proteolitica de NS3 y los primeros 181 aminoacidos
de NS3 que forman el dominio de proteasa. Ambas secuencias estan unidas a través de 2 6 4
amino4cidos que generan un asa en la cadena unica de aminoacidos (NS4A1.32-ASA-NS3(1.1s1)) ¥
provocan la union de NS4A con la proteasa de un modo muy similar que en el complejo natural
NS3(1.631)-4A(1-54). Asi mismo la cadena unica de aminoacidos puede ser expresada en altas
concentraciones como una proteina soluble (Kim y cols. 1996; Dimasi y cols. 1998; Taremi y cols.
1998; Thibeault y cols. 2009).

Los modelos de cadena Unica desarrollados difieren principalmente en la secuencia del asa de union
entre NS4A y NS3. El primer modelo fue desarrollado por Taremi y cols. en 1998 usando el asa
GSGS la cual se determind por calculos de minimizacion de energia que favorece su formacion a
menor coeficiente energético; ademas, se seleccioné de una serie de variantes de cadena Unica
expresadas con distintas secuencias de asa comparando sus parametros enzimaticos con los de la
proteina completa NS31.631-4A(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



formacién. El modelo de cadena unica desarrollado por Taremi y cols. 1998 ha probado ser eficiente
para el estudio de la NS3-4A del VHC asi como para otros flavivirus y presenta caracteristicas
enzimaticas 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 estudio la utilidad de secuencias modificadas de NS4A como inhibidores
de la actividad proteolitica de NS3-4A del VHC por el método de cadena unica y se determiné la
existencia de variantes del VHC con actividad proteolitica diferente sobre el sitio de corte
NS5A/NS5B de la poliproteina viral.



2. Hipotesis

La modificacion de la estructura de la region central de la proteina NS4A limita la actividad
proteolitica de NS3-4A del VHC.

3. Objetivos

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

e Analizar las variantes de la proteina NS4A provenientes del aislado de VHC-dh y su efecto
sobre la actividad de proteasa de NS3-4A del VHC-dh.

e Comparar el efecto de las variantes de la proteina NS4A del VHC-dh sobre la actividad de
proteasa de NS3-4A del VHC-1b.

e Determinar una o varias propiedades de la proteina NS4A que limiten o inhiban la actividad
de proteasa de NS3-4A del VHC.

4. Metas

e Conocer si existen variantes naturales de NS4A que modifican la actividad de proteasa de
NS3-4A del VHC-dh.

e Determinar si una variante especifica de NS4A genera el mismo efecto sobre una proteasa
de distinto subtipo de VHC.

e Aportar nueva informaciéon sobre las caracteristicas de NS4A que permitan manipular la
actividad proteolitica de NS3-4A del VHC.



5. Material y métodos

Se obtuvieron trece muestras de suero sanguineo 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 generacion (Abbott Laboratories, Abbott Park, IL) y

descartadas para transfusion.

Se utilizé la secuencia de la proteina NS3 de dos subtipos virales VHC-1b y VHC-dh denominadas
en lo sucesivo como: NS3_1b1.11) Y NS3(1.181) respectivamente; asi mismo NS3(1.¢31) hace referencia
a la secuencia completa de la proteina NS3. Estas secuencias fueron expresadas solas o unidas a
variantes de NS4A.

5.1. Obtencién de los genes del VHC

Las secuencias nucleotidicas del VHC se obtuvieron por ensayos de retro-trascripcion y reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR). EI ARN viral se aislé6 de muestras de suero sanguineo con el
reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) que se basa en el proceso de purificacion de acido nucleico
por el método de fenol-cloroformo. El suero sanguineo (200 yL) se mezcl6 en vértex en presencia de
600 pL de Trizol dejando reposar la solucion por 5 min, posteriormente se aplicéd cloroformo (160 L),
se mezcl6é vigorosamente y se incubd a temperatura ambiente 5 min, la reaccién se centrifugd a
12,000 x g por 15 min a 4 °C, el sobrenadante recuperado se mezclé con 300 yL de isopropanol. 10
minutos después se centrifugd nuevamente a 12 000 x g por 10 min a 4 °C. El botén de acido
nucleico obtenido se lavd con etanol 70% y posteriormente se resuspendio en 20 pL de agua

purificada.

Las secuencias nucleotidicas del VHC (variantes de NS3, NS4A, NS3-4A y NS5AB) se amplificaron
por reacciones de RT-PCR con el protocolo estandar del paquete comercial Access RT-PCR System
(Promega, Madison, WI) utilizando una polimerasa de ADN de alta fidelidad Pfu (MBI Fermentas) e

iniciadores especificos (Anexo 1).

La secuencia nucleotidica de las variantes de NS3(1.131) ¥ NS4A(132) se amplificaron bajo las
siguientes condiciones de RT-PCR: 50 °C por 45 min (retrotranscripcion), 95 °C por 50 seg (preciclo)
y 35 ciclos de desnaturalizacion (94 °C por 45 seg), alineamiento (57 °C por 1 min) y extensién (70 ‘C

por 1 min).

Las variantes de la secuencia de la proteina completa NS31.631-4A1.54) S€ Obtuvieron con: 50 °C por
45 min (retrotranscripcion), 95 °C por 50 seg (preciclo) y 35 ciclos de desnaturalizacion (94 °C por 45

seg), alineamiento (57 “C por 1 min) y extension (71 °C por 2 min).



Para obtener la secuencia NS5AB z255.2620) S€ Usaron los siguientes parametros: 50 °C por 45 min
(retrotranscripcion), 95 “C por 50 seg (preciclo) y 35 ciclos de desnaturalizacion (94 °C por 45 seg),

alineamiento (60 “C por 1 min) y extension (71 °C por 2 min).

5.1.1. Clonacion de los genes del VHC

Para clonar la secuencia de los genes NS3, NS3-4A, NS5AB y sus variantes se sigui6 el siguiente
procedimiento. La secuencia obtenida por RT-PCR o PCR se incub6 con 1 pL del pldsmido pCR 2.1-
TOPO y 1 uL de solucién salina (NaCl [1.2 M], MgCl, [0.06 M]) por 10 min a 23 °C. La secuencia
obtenida se utilizé para transformar quimicamente células E. coli TOP10 (Invitrogen) siguiendo el
protocolo del proveedor. Las células transformadas se cultivaron por 12 hrs a 37 ‘C en medio liquido
Luria-Bertani (LB) suplementado con ampicilina [100 ug/ml]. Posteriormente se cultivaron en medio
semisolido de agarosa, LB, ampicilina y X-gal [40 mg/ml] como determinante de transformacion
seleccionando 10 colonias bacterianas de color blanco. Cada colonia se cultivd en 3 mL de medio

liquido LB, ampicilina 12 hrs a 37 °C.

Las células transformadas se lavaron con 3 ciclos de centrifugacion-resuspensién en solucién STET
(Tris-HCI [10 mM], EDTA [1 mM], NaCl [100 mM]). La secuencia de interés se extrajo mezclando 5
min en vortex el paquete celular resuspendido en 350 pyL de STET y 25 yL de lisozima [10 mg/mL], la
reaccion se detuvo por ebullicién durante 1 min. La solucion fue entonces centrifugada a 12 000 x g
10 min y el sobrenadante recuperado se incubdé 20 min a 37 °C con 1 yL de ribonucleasa T1 (MBI
Fermentas). Se agregaron 75 L de acetato de sodio [3 M] y 250 uL de isopropanol, se incubd por 10
min a 23 "C y la solucién se centrifugd a 12 000 x g 10 min. La pastilla recuperada se lavé con etanol

al 70% y la secuencia se verifico por restriccion enzimatica y electroféresis en gel de agarosa al 1%.

5.1.2. Obtencién de laregion especifica de los genes del VHC

Para la obtencién de las secuencias TOPO-NS31.1g1), TOPO-NS3_1b(1.181), TOPO-NS31.631)-4Awt 1.
54, TOPO-NS31.631)-4AM2(1.54) Y TOPO-NS5AB 2255 2622) €l gen previamente clonado se amplificé por
PCR e iniciadores especificos delimitando la region de interés con un sitio de restriccion enzimatica

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

5.2. Analisis de secuencia de los genes del VHC

Se realizdé 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 secuencié un grupo de 10 clonas por muestra de NS4A. La secuencia de NS4A

mas abundante de cada grupo se determind como la variante predominante de cada muestra.



5.3. Construccion de variantes de NS4A 31.35-GSGS-NS3 ;.14

Para la construccion de variantes de la cadena Unica de aminoacidos NS4A 1.3-GSGS-NS3(1.1s1) S€
modificd el método desarrollado por Taremi y cols. (1998) que consiste en fusionar la secuencia de
NS4A con la de NS3 por PCR e iniciadores especificos. En el presente trabajo se hicieron dos
modificaciones principales: i) la reaccion para fusionar las secuencias de NS3 y NS4A se dividid en
dos fases permitiendo construir un mayor numero de variantes de NS4A al intercambiar los
iniciadores para insertar la secuencia de NS4A; i) la secuencia fue insertada en el plasmido de
expresion PinPoint Xa-3 (Promega) que produce proteinas susceptibles de ser biotiniladas in vivo

permitiendo su purificaciéon en condiciones no desnaturalizantes.

En la primera reaccion de PCR (fase 1) se utilizo la secuencia previamente clonada TOPO-NS3q.1g1)
0 TOPO-NS3_1by.1s1y (procedimiento 5.1.2.) como templado de la reaccion y el iniciador NS4Awt .
327NS3(1.181) S Fase 1 para insertar la secuencia nucleotidica para los aminoacidos 26-32 de NS4A y
los codones para el asa GSGS en el marco de lectura de NS3. El producto de esta reaccion se utilizé
como templado en la segunda fase en la cual se insertd el resto de la secuencia de NS4A
(aminoacidos 21-25) y los codones para los aminoacidos IEGR con el iniciador NS4Awt(»1.32-NS3.
181) S Fase 2. Con este procedimiento se obtuvo la secuencia para cada variante de la cadena Unica
NS4A(21.32-GSGS-NS31.181) (Fig. 3). Durante estos ensayos cada secuencia fue delimitada en el
extremo 5 con un sitio de restriccion enzimatica Sacl y en el extremo 3’ con la secuencia de
restriccion para EcoRV. Las condiciones del ensayo fueron: 95 °C por 50 seg (preciclo) y 30 ciclos de

desnaturalizacion (94 °C por 45 seg), alineamiento (55 °C por 1 min) y extension (70 °C por 2 min).

Se realizé el mismo procedimiento utilizando los iniciadores correspondientes en cada reaccion de

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

variantes: NS4AM2 21.37-GSGS-NS3(1.181)
NS4Am2 30-32(21_32)-GSGS-N83(1_181)
NS4Am2 23,25(21.32)-GSGS-NS3(1_181 ))

o con la proteasa del VHC-1b:
variantes: NS4AWL21.32-GSGS-NS3_1by1.181)

NS4Am2(21_32)-GSGS-N83_1 b(1_181)
NS4Am2 24(21.32)-GSGS-NS3_1 b(1.181)



Templado original NS3

N
e NS4A (aa 26-32)
Templado intermediario NS4A(26-32)-NS3
Fase 2 N

NS4A (aa 21-25)

Producto final NS4A(21-32)-NS3

Figura 3. Estrategia de construccion de variantes de la cadena Unica de aminoacidos NS4AX1.32)-
GSGS-NS3X1.181). La secuencia para la proteina NS4A es fusionada con la del templado NS3 en dos

ensayos de reaccion de PCR e iniciadores especificos. aa, aminoacido.

5.4. Construccion de la secuencia nucleotidica para la variante NS3,;.631)-NS4AmM2 30-32;.54)

La secuencia previamente clonada TOPO-NS3(1.¢31)-NS4Am2 .54y (procedimiento 5.1.2.) se amplifico
con el protocolo del paquete comercial Gene Editor in vitro Site-Directed Mutagenesis System
(Promega) utilizando el iniciador NS3(1.631-NS4AmM2 30-32(1.s4y S que induce el cambio en los
nucledtidos que corresponden con los aminoacidos 23 y 25 de NS4A vy el iniciador de selecciéon de

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

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

desnaturalizacion (94 °C por 45 seg), alineamiento (59 °C por 1 min) y extension (71 °C por 2 min).

El fragmento obtenido de este ensayo se cloné 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 semisodlido de agarosa y medio LB suplementado con 3 uL de la mezcla comercial de
antibioticos Gene Editor Antibiotic Selection Mix (Promega). La presencia del fragmento clonado se

determind por restriccion enzimatica Xmal y electroforesis en gel de agarosa al 1%.



5.5. Construccion de la secuencia de expresion para proteina NS5AB p255.2622) Y 1as variantes de
NS3
Como procedimiento estandar, las secuencias nucleotidicas para las proteinas del VHC fueron

delimitadas con los sitios de restriccion Sacl y EcoRV en los extremos 5’ y 3’ respectivamente.

La clonaciéon de estas secuencias en el plasmido de expresién PinPoint Xa-3 se realizdé con el
siguiente procedimiento. La secuencia nucleotidica del VHC y la del PinPoint Xa-3 se incubaron
independientemente con 1 yL de enzima de restriccion Sacl y EcoRV 1 hr a 37 °C, la reaccion se
detuvo elevando la temperatura a 65 “C por 10 min. El producto separado por electroféresis en gel de
agarosa se purificdé con el protocolo estandar del kit de purificacion Wizard MiniPreps PCR
purification system (Promega). La secuencia se unié con la del PinPoint Xa-3 incubando 1 pL de
cada secuencia con 2 pL de ligasa T4 por 1 hr a 23 °C. La secuencia obtenida (gen VHC-PinPoint
Xa-3) se utilizé6 para transformar quimicamente 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 determiné por restriccion enzimatica

y se confirmd por secuenciacion.

5.6. Expresidn y purificacién de proteinas

La expresion de las proteinas recombinantes del VHC se realizd en células E. coli JM109
transformadas con el vector de expresiéon PinPoint Xa-3 que posee el promotor artificial tac rio arriba
de la secuencia de interés. El cultivo celular con el vector se diluyé 1:100 en medio de expresion
(medio LB, ampicilina [100 pg/mL], biotina [2 pM], glucosa 0.3%) y se incub6é 1 hr a 37 °C, la
expresion de la proteina fue inducida agregando el analogo de lactosa, IPTG [400 pM] y cultivando
por 3 hrs a 23 °C.

Posteriormente se colectaron las células por centrifugacion y se resuspendieron en amortiguador de
lisis (Tris-HCI [50 mM], pH 7.5, glicerol 3%, DTT [5 mM], NaCl [300 mM], Tween 20 0.1%). La
solucién fue centrifugada a 12,000 x g 30 min. y el sobrenadante se aplic6 a una resina de
polimetacrilato acoplada a avidina (SoftLink Resin; Promega). Se siguié el procedimiento del
fabricante con los siguientes amortiguadores especificos. Inicialmente la resina se lavé 5 veces con
amortiguador A (Tris-HCI [50 mM], pH 7.5, glicerol 3%, DTT [1 mM], NaCl [300 mM]). El
sobrenadante celular se aplico a la resina y se incubd 3 hrs a 4 °C, posteriormente la resina se lavo 3
veces con amortiguador A. La proteina biotinilada se recuperd aplicando amortiguador B (Tris-HCI
[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 ug de
Factor Xa (Promega) que reconoce el sitio IEGR insertado en las secuencias construidas del VHC.

La solucion se incubd nuevamente en la resina recuperando esta vez la fraccion no unida a la resina.



La presencia de la proteina recombinante se determind por electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS vy tincién de plata. La concentracion de la proteina se determind por el método de Bradford
(BioRad, Richmond, CA).

5.7. Ensayo de actividad proteolitica

La actividad proteolitica de las variantes con el dominio de proteasa de NS3 (NS3.1s1)) se determin6
incubando [2 uM] de NS3 con [50 uM] de NS5AB en amortiguador de reaccion (Tris-HCI [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 proteina (NS31.631)-4A(1-54)) Se utilizé [130 uM] de
NS5AB. La reaccién se detuvo agregando acido fosférico al 10% y desnaturalizaciéon por 3 min a 95
°C.

El producto de la reaccion se determiné por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS vy tincién de
plata. La intensidad de la banda que corresponde con el producto de la reaccion fue cuantificada por
densitometria con el software Quantity-One (BioRad). La actividad proteolitica se calculd como
porcentaje de sustrato procesado en comparacion con la concentracién 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 proteolitica fueron realizados 3 veces como minimo.

5.8. Analisis de la coleccidon de secuencias de la proteina NS4A del VHC

El analisis de la secuencia de aminoacidos 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 comparacion de las secuencias se realizé por el
método de Chou & Fasman (método Ab initio) y el andlisis de prediccion estructural con el método de
Garnier-Osguthorpe-Robson (método GOR-Threading) que determina la tendencia de cada residuo a
interactuar con los demas residuos de la secuencia y selecciona la prediccion estructural mas exacta
en base al banco de datos de proteinas previamente cristalizadas

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



6. Resultados

6.1. Variantes de la proteina NS4A del VHC

Se analiz6 la secuencia de la proteina NS4A de 13 muestras de suero sanguineo con VHC-1b
amplificando la regién 4870-5902 del genoma viral. De cada muestra se obtuvo un promedio de 8
clonas (reportadas en el banco de genes con los niumeros 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) mostré la presencia de tres variantes principales de NS4A. Se nombrdo
variante NS4Awt a aquella que posee la misma secuencia en la region central que la NS4A del VHC-
1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993), NS4Am2 a la variante que presenté 5 sustituciones en
esta region (V23l, 125C, 130S, L31T, S32L) y NS4Am3 a la variante con tres sustituciones (V23I,
[25C, 130V). La variante NS4Awt se identificO en once muestras virales, mientras que las variantes
NS4Am2 y NS4Am3 fueron especificas de muestras individuales (Fig. 4). En base a la diferencia en
la secuencia de NS4A se denominé VHC-dh al aislado de la muestra numero 3 que presento la
variante NS4Am2.
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Figura 4. Prediccién de la secuencia de aminoacidos de tres variantes de NS4A. Alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de las variantes de NS4A (izquierda) con la secuencia consenso del VHC-
1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993). La region central de NS4A (aminoacidos 21-32) se
muestra enmarcada. Las comillas indican aminoacidos idénticos a la secuencia de referencia. Las
secuencias de aminoacidos se muestran en coédigo de una sola letra. M., nimero de muestra; aa,

aminoacido.

6.2. Analisis 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
proteolitica de NS3-4A del VHC-dh. Estos experimentos mostraron que los cambios V23I, 125C en

NS4A disminuyen la actividad proteolitica de la proteina NS3-4A.



6.2.1. Expresion de la proteina NS3;.151) del VHC-dh

Se expreso una proteina que contiene el dominio de proteasa (aminoacidos 1-181) de NS3 a partir
de la secuencia del VHC-dh. Se obtuvo por RT-PCR la secuencia para la proteina NS3(1_1s1), esta
reaccion produjo un fragmento de aproximadamente 550 pb que coincide con el tamafio calculado
con el software de alineamiento basico BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Fig. 5A). El
fragmento se insert6 en el plasmido de clonacién pCR 2.1-TOPO obteniéndose la secuencia TOPO-
NS31.11) la cual produce 2 fragmentos de 2327 y 2140 pares de bases (pb) al ser procesada por la
enzima de restriccion Cail (Fig. 5B). Esta secuencia se insert6 en el plasmido de expresiéon PinPoint
Xa-3 obteniendo el vector pX-NS31_1s1 (Fig. 5C).

2327 ph
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Figura 5. Obtencion de la secuencia para la proteina NS31.1g1). A. Amplificacion de una secuencia
de 550 pb que comprende la region de la proteina NS3, carril 1; marcador de masa molecular
O'RangeRuler 100 pb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; control positivo de la reaccion
(fragmento de 323 pb (kanamycin mRNA, Promega)), carril 3. B. Electroféresis de la restriccion
enzimatica del vector TOPO-NS31.11). Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder

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



vector TOPO-NS3(1.1g1y con enzima de restriccion Cail, carril 3. El retraso en la migracion del
fragmento de 1604 pb indica la presencia de la secuencia insertada (2140 pb). C. Restriccion
enzimatica del vector pX-NS31.1s1). Plasmido PinPoint Xa-3 (plasmido vacio) con enzima Xmal, carril
1; marcador de masa molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; vector

pX-NS31.151)con enzima Xmal, carril 3.

La traduccion in silico de la secuencia obtenida pX-NS3,1.1s1) Se registré en el banco de genes con el
numero de acceso: EU980108, esta secuencia mostré 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 aminoacidos que participan en la funciéon de proteasa (Kim y cols. 1996; Bartenschlager 1999;

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

1 APITAY SQQTRGLLGCIIT SLTGRDENQVEGEVOVVETATOSFLATCWVNGYVC 52

53 WIVYHGAGSKTLAAPKGPITQMY TNVDQDLYVGW PKPPGARSLT PCTCGS SDL 104
105 YLVTRHADVI PVRRRGDERGSLLSPREVEYLKGS SGGPLECPSCHAVGIFRA 156
157 AVCTRGVAKAVDEIPVESMETTMRS”

Figura 6. Traduccion in silico de la secuencia para la proteina NS3(1.1g1)del VHC-dh*.

Los aminoacidos que participan en la funcion de la proteasa se muestran subrayados. Regién de
unién con la proteina NS4A (residuos 1-40); Triada catalitica (H57, D81, S139); Region de unién al
sustrato (R123, V132, L135, F154, R155, A157, R161, K165, D168); Sitio de captura de iones Zinc
(C97, C99, C145, H149). Los aminoacidos distintos a la NS3 del VHC-1b se muestran doble

tachados. *La secuencia de aminoacidos se muestran en cédigo de una sola letra.

Esta secuencia tampoco presentd 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 proteina NS4A (Com. Pers. Zuckerman, A. 2009).

A partir de la secuencia pX-NS31.11) se expresd una proteina de 20 kDa, que coincide con la masa

molecular calculada para la proteasa NS31.1g1) (Fig. 7, carril 1).
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Figura 7. SDS-PAGE de las proteinas expresadas. Se muestran diferentes variantes del complejo de
cadena unica usando la secuencia de NS3,1.11) del VHC-dh y la proteina NS5AB. Marcador de masa
molecular (B-galactosa 120 kDa, albumina sérica bovina 86 kDa, Ovoalbumina 47 kDa, Anhidrasa

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

6.2.2. Expresion de la proteina NS5AB 2258-2622)
Se expreso6 la proteina NS5AB la cual contiene la secuencia del sitio de corte NS5A/NS5B de la
poliproteina viral (aminoacidos 2258-2622 del aislado HCV-BK). Esta proteina se utiliz6 como

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

Para la obtencion de la proteina NS5AB se amplifico un fragmento de 1092 pb del genoma del VHC,
este fragmento fue clonado y luego utilizado para construir el vector de expresion pX-NS5AB 2255-2622)
(Fig. 8A). La trascripcion in silico de la secuencia obtenida (acceso numero: EU980112) mostré que
posee la regién de aminoacidos D/E-X-I/V-V/L-C-C/TcoreS/IA-X-X-W/Y que sirve como sustrato para
la NS3-4A (Bartenschlager y cols. 1995; Steinklhler y cols. 1996) (Fig. 8B). A partir de la secuencia
pX-NS5AB 2255-2622) S€ €xpreso una proteina de 40 kDa que coincide con la masa molecular calculada
para la proteina NS5AB (Fig. 7, carril 6).
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Figura 8. Obtencion de la secuencia para la proteina NS5AB2255.2622)- A. Electroféresis en gel de

agarosa al 1% del vector de expresion pX-NS5AB 2255 2622). Secuencia pX-NS5AB z255.2622) (S€CUENCIia
del plasmido PinPoint Xa-3 con la secuencia de NS5AB 2255.2622)) cOn enzima de restriccion Xmal,
carril 1; marcador de masa molecular Lambda DNA/Hindlll 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 2;
plasmido PinPoint Xa-3 vacio con enzima de restriccién Xmal, carril 3. El retraso en la migracién de
la marca del carril niumero 3 sefala la presencia de la secuencia insertada en el PinPoint Xa-3. B.
Secuencia del extremo 3’ del vector de expresion pX-NS5AB »2s5.2622); 1@ 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 aminoacidos E-D-V-V-C-C..S-M-S-Y de la region de corte NS5A/NS5B en la poliproteina viral
(Steinkiiler y cols. 1996).

6.2.3. Expresion de variantes del complejo NS4A 1.35-GSGS-NS3(1.181) del VHC-dh

Se construyeron las secuencias nucleotidicas para expresar la proteasa NS3(y.1g1) del VHC-dh unida
a las variantes NS4Awt y NS4Am2. Con la estrategia adaptada en este proyecto para construir
variantes de la cadena unica de aminoacidos, se amplific6 por PCR la secuencia de NS3 (TOPO-
NS31.181)) con iniciadores especificos para unir la secuencia de la variante de NS4A. Esta secuencia
se clond en el plasmido pCR2.1-TOPO y posteriormente se insertd en el vector de expresion
PinPoint Xa-3 (pX-NS4Awt»1.30-GSGS-NS3(1.1g1)) (Fig. 9A) la cual contiene la secuencia NS4Awt del
VHC-1b unida por el asa GSGS al extremo N-terminal de la proteasa NS3;.1g1) del VHC-dh (Cuadro
3; Fig. 9B). Con esta secuencia se expres6 una proteina de 20 kDa que corresponde con la masa
molecular del complejo NS4Awt ;1.32-GSGS-NS31.1s1) (Fig. 7, carril 2).

Se amplifico la secuencia de NS3 (TOPO-NS31.151)) en otro grupo de ensayos de PCR, esta vez para
unir a NS3 la secuencia de NS4Am2. Se construy6 el vector de expresion pX-NS4AmM2 ,1.3-GSGS-
NS31.181) (Fig. 10) con el cual se expresoé la proteina NS4AM221.32-GSGS-NS3(1.151) formada por la
secuencia de NS4Am2 y la proteasa NS3, ambas provenientes del VHC-dh (Fig. 7; Cuadro 3).
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Figura 9. Secuencia NS4Awt(.35-GSGS-NS3(1.151). A. Verificacion del vector de expresion pX-
NS4AWt 21.32-GSGS-NS3(1.181) por restriccion enzimatica. Plasmido PinPoint Xa-3 (plasmido vacio)
con enzima de restriccion Xmal, carril 1; marcador de masa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Fermentas) (Anexo 2), carril 2; pladsmido de expresion pX-NS4Awt»1.3-GSGS-NS31.1g1), cON enzima
Xmal, carril 3. B. La secuencia nucleotidica de NS4Awt (bases 67-102) se unié por medio de la

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

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

Variante Secuencia de NS4A ~ Origen de NS3
NS4AWE(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 21-GSVVIVGRIILS-32 VHC—dh
NS4Am2(21-32)-GSGS-NS3(1-181) 21— 1C TS TL-32 VHC—dh
NS4Am2 23,25(21-32)-GSGS-NS3(1-181) | 21-""1"C_32 VHC—dh
NS4Am2 30-32(21-32)-GSGS-NS3(1-181) | 21— "ST[-32 VHC—dh

" La secuencia de aminoacidos de la regién 21-32 de NS4A se muestran en cédigo de una sola letra.

Las comillas indican residuos iguales a la secuencia consenso.




3331 pb 3600 ph

215 ph

NS4A m2 1) asas /|, |

Figura 10. Obtencion de la variante NS4AM2;1.32-GSGS-NS31.1s1). A. Verificacion del fragmento
insertado en el vector de expresion pX-NS4Am2;1.3-GSGS-NS3(1.1g1) por restriccion enzimatica.
Secuencia PinPoint Xa-3 (plasmido vacio) con enzima de restriccion Xmal, carril 1; marcador de
masa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 2; vector pX-NS4Am2 ;.
32-GSGS-NS3(1.11) con enzima Xmal, carril 3. B. Verificacién de la secuencia obtenida por andlisis
de secuenciacion. Se muestra la variante NS4Am2 (bases 86-121) fusionada al extremo 5 de la

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

6.2.4. Actividad proteolitica de variantes del complejo NS4A 1.3)-GSGS-NS3;1.151) del VHC-dh

Se determiné que la secuencia de NS4Am2 produce baja actividad proteolitica en la proteina NS3-4A
del VHC-dh. La proteina formada por la variante NS4Am2 y NS3, ambas provenientes del mismo
aislado viral (VHC-dh), procesé 51% del sustrato (proteina 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 analiz6 si la actividad

proteolitica de NS3 del VHC-dh podia ser incrementada.

Cuando la secuencia NS3 del VHC-dh se expresé unida a la variante NS4Awt que posee la
secuencia consenso de la region central (aa 21-32) de NS4A (aislado HCV-BK; Simmonds y cols.

1993), su actividad proteolitica aumenté a 89% (Fig. 11, carril 7). En este ensayo se comprobd que



la actividad proteolitica 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 estan relacionados con la baja actividad proteolitica observada
con la proteina NS4AmM231.35-GSGS-NS31.151). Con estos ensayos se comprobd también que el
modelo de la cadena uUnica de aminoacidos NS4A ;1.32-GSGS-NS31.1g1) permite determinar el efecto
de NS4A sobre la actividad proteolitica de NS3-4A.

6.2.5. Comparacion de las caracteristicas estructurales de la regién 21-32 de las variantes
NS4Awt y NS4AmM?2

La secuencia de NS4Am2 mostré diferencias en la estructura secundaria que forma. Los analisis de
cristalografia reportados previamente del complejo NS3-4A muestran que los aminoacidos de la
region central de NS4A (residuos 21-32) generan una cadena beta que complementa la estructura

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

La comparacién de la secuencia de aminoacidos 21-32 entre las variantes NS4Awt y NS4Am2 por el
método de Chou & Fasman mostré que NS4Am2 posee en su extremo C-terminal, una region flexible
que modifica la rigidez de la cadena beta con la que se une a NS3 (Fig. 12, esquemas Ay B) y se
establecié que los cambios 130S, L31T, S32L en la secuencia de NS4Am2 provocan la modificacion

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 modificacion de la cadena beta (Fig. 12, esquema C) y la variante
NS4Am2 23,25 que contiene los cambios V23l e 125C, que son comunes en las variantes
determinadas NS4Am2 y NS4Am3 (Fig. 4; Fig. 12).

6.2.5.1. Expresion 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 subclonacién de estas secuencias permitié obtener los vectores de expresion pX-NS4A
23,25(21.32-GSGS-NS3(1.151) ¥ PX-NS4A 30-32(21.32-GSGS-NS3(1.1g1) 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 proteinas obtenidas corresponden a los carriles 4 y 5 de la figura 7.
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Figura 11. Actividad enzimatica de variantes de la cadena Unica usando la secuencia NS3y_1g¢) del
VHC-dh. A. Electroféresis en gel SDS-PAGE al 12% de los productos de la reaccion. Se muestran
diferentes combinaciones de la proteina NS31.1g1) unida a variantes de NS4A. B. Cuantificacion de la
actividad enzimatica (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.
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Figura 12. Esquema de las caracteristicas 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, region flexible; H, indice de hidrofobo.



3600pb 3331 ph
J b s |
NS4A M2 '30-32 | G56S j
215 pb : [l
86 pb Hul l ML | ! 1 1l

Figura 13. Construccion de la variante NS4AmM2 30-3221.32-GSGS-NS31.1g1). A. Verificacion de la
secuencia por restriccion enzimatica. Marcador de masa molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder
(Fermentas) (Anexo 2), carril 1; vector pX-NS4Am2 30-32(21.32-GSGS-NS31.151) cON enzima de
restriccion Xmal, carril 2; secuencia PinPoint Xa-3 (plasmido vacio) con enzima de restriccion Xmal,
carril 3. B. Secuencia de NS4Am2 30-32 (bases 53-88) unida a la secuencia de NS3 por el asa de
union GSGS (bases 89-100).

A 1 2 3 B 1 2 3

591 pb
323 pb

Figura 14. Obtencion de la variante NS4A 23,25(,1.3,-GSGS-NS3(1.151). 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
aminoacidos NS4Am2 23,25-GSGS-NS3, carril 3. B. Restriccion enzimatica 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 restriccion Xmal, carril 2; secuencia
PinPoint Xa-3 (plasmido vacio) con enzima de restriccién Xmal, 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 proteolitica de las variantes derivadas de NS4Am2

La variante NS4Am2 30-32 con el cambio calculado en su cadena beta no limitd la actividad
proteolitica de NS3-4A. La proteina NS4AmM2 30-3221.32-GSGS-NS31.151) que posee la secuencia de
NS4Am2 30-32, procesé 87% de sustrato. Esta actividad es tan alta como la del complejo con la
secuencia silvestre NS4Awt (Fig. 11). Por el contrario, la proteina NS4AM2 23-2531.3-GSGS-NS3s.
181y €xpresada con la variante NS4Am2 23,25, solo proces6 53% de sustrato (Fig. 11, carril 9). Estos
resultados sugieren que las sustituciones V23l y I125C en la secuencia NS4A estan relacionados con
la baja actividad proteolitica observada. Las sustituciones V23l y 125C en NS4A son comunes en las
proteinas NS4AM2(21.32-GSGS-NS31.181y ¥ NS4AM2 23-25(513,-GSGS-NS3(1.151) que presentan

actividad proteolitica limitada.

Hasta este punto se analizaron variantes de NS4A unidas a la secuencia de NS3 del VHC-dh lo cual
mostré que la variante natural NS4Am2 limita la actividad proteolitica de la proteina 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. Andlisis del efecto de la variante NS4Am2 sobre la actividad proteolitica de la NS3-4A del
VHC-1b
Se determind que el efecto de NS4Am2 es similar sobre la actividad de la NS3 del VHC-1b al

construir proteinas recombinantes formadas por variantes de NS4A y la secuencia NS3_1b(1.1g1).

6.3.1. Variantes de la proteina NS3 del VHC

Inicialmente se compard la secuencia de la proteina NS3 de la secuencia consenso del VHC-1b
(aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993) con la obtenida de la muestra numero 4 (Fig. 4) y se
determind 4% de diferencia entre ambas (Cuadro 4). Debido a que la variabilidad entre subtipos
virales es de 25% (De Francesco y cols. 2003) se consider6 a la secuencia de la muestra niumero 4

como subtipo VHC-1b por lo que se nombrd NS3_1b1.1g1).



Cuadro 4. Analisis 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 proteolitica observada previamente, se comparé la secuencia de la proteina NS31.1g1)
obtenida del aislado viral VHC-dh y la propia de la muestra nimero 4 (NS3_1b1.1g1)). El alineamiento
entre la secuencia de estas proteinas mostro 97.2% de similitud entre ambas (Cuadro 4). La
traduccion in silico del marco de lectura de cada secuencia y su comparacién con la secuencia
consenso del VHC-1b (aislado HCV-BK; Simmonds y cols. 1993) mostré que la proteina NS3(1.1g1
posee tres cambios en los aminoacidos 122, 144, 147 (Fig. 6) y NS3_1b.11) presenta seis cambios
en su secuencia (aminoacidos 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 conservacion
reportado para este gen (Chayama y cols. 1997; Vallet y cols. 2005; Guillou-Guillemette y cols.
2007).

1 APITAYSQOQTRGLLGCIITSLTGRDKNQVEGEVQVI STATQSFLATCVNGVC 52
53 WTVYHGAGSKTLASPKGPXTQMY TNVDQDLVGW PAPPGARSLT PCTCGSSDL 104
105 YLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGS SGGPLECPSGHAVGIFRA 156
157 AVCTRGVAKAVDF&DVESMETTMRS”

Figura 15. Secuencia de la proteina NS3_1b.1s1). Los aminoacidos que participan en la funcién de
la proteasa se muestran subrayados. Region de unidn con la proteina NS4A (residuos 1-40); Triada
catalitica (H57, D81, S139); Region de union 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 aminoacidos se muestra en

cbdigo de una sola letra.




6.3.2. Expresion de la proteina NS3_1b ;.11

Se amplificé la secuencia que corresponde con el dominio de proteasa de NS3 del VHC-1b, se cloné
y posteriormente se inserté en el vector de expresion pX-NS3_1b1.1s1) (Fig. 16A), la expresién de
esta secuencia generd una proteina de aproximadamente 20 kDa que coincide con la masa

molecular de la proteina NS3_1b(1.1g1) (Fig. 16B).

A1 2 3 B, 12 3 4
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Figura 16. Obtencion de la proteina NS3_1by.1g1). A. Andlisis del vector de expresion pX-NS3_1b.
181)- Marcador de masa molecular Lambda DNA/Hindlll 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; vector pX-
NS3_1b.11) (secuencia de PinPoint Xa-3 + 543 pb de NS3_1b1.151)) con enzima de restriccion
Bsu15l, carril 2; secuencia PinPoint Xa-3 (plasmido vacio) con enzima de restriccion Bsu15l, carril 3.
B. SDS-PAGE al 12% de la proteina purificada NS3_1b(.11). EI marcador de masa molecular (se
describe en la figura 7), carril 1; se muestran diferentes concentraciones de la proteina NS3_1b1.1g1),

carriles 2-4.

6.3.3. Obtencién de variantes del complejo NS4A 1.35)-GSGS-NS3(1.181) del VHC-1b

Se construyeron dos variantes de la cadena unica de aminoacidos usando las secuencias de NS4A
previamente analizadas y la secuencia de NS3_1b.11). Se unié por PCR e iniciadores especificos la
secuencia de la variante NS4Awt y la de NS3_1by.1g1) Obteniéndose un producto de 591 pb (Fig.
17A). Esta secuencia se utilizé para construir el vector de expresion pX-NS4Awtq.32)-GSGS-
NS3_1b.1g1) €l cual contiene la secuencia de NS4Awt unida al extremo N-terminal de NS3 (Fig.
17B).



543 ph &N ph
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Figura 17. Secuencia obtenida para la variante NS4Awt;1.35-GSGS-NS3_1b(1.151). 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.1g1)) 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»1.35-GSGS-NS3_1b(1.11), carril 3. B. Secuencia de
la variante NS4Awt (bases 67-102) unida al extremo N-terminal de NS3 a través del asa de
aminoacidos GSGS (bases 103-114).

De la misma forma se unié la secuencia nucleotidica para la variante NS4Am2 con la de NS3_1bys.
181)- La secuencia construida pX-NS4Am2,1.35-GSGS-NS3_1by.1g1), contiene la variante NS4Am2 del
VHC-dh unida a la NS3 del VHC-1b (Fig. 18).

N'S4A m?2 GSGS

Figura 18. Obtencion de la secuencia para NS4AmM21.3-GSGS-NS3_1b1.181). Secuencia
nucleotidica obtenida para la variante NS4Am221.35-GSGS-NS3_1b(1.1s1). La secuencia de NS4Am2
(bases 54-89) se uni6 al extremo 5 de la proteina NS3_1b(.1g1) por el asa de aminoacidos GSGS
(bases 90-101).



6.3.4. Actividad proteolitica de variantes del complejo NS4A 51.32)-GSGS-NS3;.151) del VHC-1b

Se determind que la variante NS4Am2 del VHC-dh limita la actividad proteolitica de NS3 del VHC-1b
al igual que cuando fue expresada con la NS3 del VHC-dh (seccién 6.2.4.). La proteina formada por
la NS3_1b.1g1) ¥ la variante NS4Am2 proceso 52% (+ 2.7 %) de sustrato (Fig. 19B, carril 4). Cuando
NS3 se expresd 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 proteolitica de NS3 del VHC-1b o del VHC-dh, y apoyan
la observacion previa sobre la relacién de la secuencia de NS4Am2 y la actividad proteolitica

limitada.

6.4. Obtencion de variantes de la proteina completa NS3(;.631)-4A(1.54)del VHC-dh

Existen mutaciones en las proteinas del VHC que son contrarrestadas por cambios en otra region de
la misma (Wakita y cols. 2005; Dahl y cols. 2007; Com. pers. Zuckerman, A. 2009). Recientemente
se reporté que el dominio de helicasa de la proteina NS3 afecta la actividad de su dominio de
proteasa (Beran & Pyle 2008). Por lo cual se analiz6 el efecto de las variantes de NS4A sobre la

actividad proteolitica de la proteina completa NS31.631)-4A1-54).

Las variantes expresadas de NS3(i¢31)-4A(154) contienen los dos dominios que forman la proteina
NS3 (dominio de proteasa y dominio de helicasa, residuos 1-631) asi como la secuencia completa de
NS4A (residuos 1-54). En base al efecto observado de NS4A en las proteinas de cadena unica, se
expresaron tres variantes de la proteina completa: i) la variante NS31.431)-4Am2 4.4y cON la secuencia
NS4Am2 que limita la actividad proteolitica; ii) la variante NS3y.31)-4AwWt(1.54) cON NS4Awt que no
afecta la funcion de la proteina vy iii) la variante NS31.631)-4Am2 30-321.54) con los cambios 30-32 que

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

Se amplificé un fragmento de aproximadamente 2055 pb (Fig. 20A) de la muestra de suero numero 4
que posee la variante NS4Awt (Fig. 4) y una secuencia de NS3 perteneciente al subtipo VHC-1b
(seccion 6.3.1.). El fragmento amplificado abarca los genes NS3 y NS4A y se insert6 en el vector de
expresion PinPoint Xa-3 obteniéndose la secuencia pX-NS31.431)-4AWl1.54) (NUmMero de acceso:
FJ895110) (Fig. 20). La proteina expresada presentd la masa molecular esperada de 70 kDa (Fig.
21, carril 1).
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Figura 19. Actividad enzimética de variantes de cadena unica usando la secuencia NS3(y.1g1y del
VHC-1b. A. SDS-PAGE al 12% de los productos de la reaccion de variantes de NS3-4A usando la
secuencia de NS3 del VHC-1b como se indica a la derecha. B. Cuantificacion de la actividad
enzimatica (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 proteina NS3 del VHC-1b.

Variante Secuencia de NS4A Origen de NS3
NS4AWE (21-32)-GSGS-NS3_1b1-181) 21-GSVVIVGRIILS-32 VHC-1b
NS4Am2(21_32)—GSGS—NS3_1b(1_131) 21—"" I "C""""STL—32 VHC—lb

Las comillas indican residuos iguales a la secuencia consenso del VHC-1b.
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Secuencia de la proteina NS3_1bp.sarr 34wl o.se

Domino de proteasa de NSB.;«._WU
APITAYSOOTRGLLGCIITSL TCRDENQVEGEVQV ISTATOSFLATCVNGVCUTVYHGAGSKTL AGPEGPRTQNY
TNVDODLVGUPAPPGARSLTPCTCGSSDLYLYTRHADY IPVRRRGEBSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLECPSGHA
VGIFRAAVCTRGVAKAVDFEPVESHETTHRS

Domino de helicasa de NS3ygz.631)

PVFTDNSSPPAVPOSFOQVAHLHAPTGSGKSTEVP AT ARQGYRVLVLNPSVALATLSFGEYTHSTAHGTEPNIRTGV
AT T T TGS AV TY S TYGEFLADGGCSGGAYDIIICDECHSTDPTTILGIGTVLDOAETAGARLYVVLATATPPGEVTV
SHPNIEEVALSSTGEVPFYGKAIPLEVIRGGRHLIFCHSKEKCDELAAKLTALGLNAVAFYRGLDVSVIPTIGDV
VVVATDALMTGYTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDP TF TVETTTHPODAVSRS QRRGRTGRGKVGIYRFVSPGER
PSGHFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYLNTPGLPVCQDHLEFWEGVF TGLTHID AHF LSQTEQGGDN
FPYLVAYQATVCARAQAPPPSHDOMUKCLIRLKPTLHGP TPLLYRLGAVONE I TTTHPY TKY INTCHS ADLEVVT

Proteina NS4A. .54
BTUWLVGGVLAALAAYCLTTGSVVIVGRIILSGRPAMVPDRERLYREFDENEEC

Figura 20. Obtencion de la secuencia NS3(1.631-4Awt(1.54). A. Electroféresis del fragmento de 2055 pb
de la region genética de NS3-NS4A. Control positivo de la reaccion (fragmento de 323 pb (kanamycin
mRNA, Promega)), carril 1; marcador de masa molecular Lambda DNA/HindIll 2 (Fermentas) (Anexo
2), carril 2; producto amplificado de 2055 pb del gen completo para NS3 y NS4A, carril 3. B.
Restriccion enziméatica del vector de expresion pX-NS3(1.¢31)-4Awt(1.54). Marcador de masa molecular
Lambda DNA/HindlIl 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; secuencia PinPoint Xa-3 (plasmido vacio) con
enzima de restriccion Xmal, carril 2; vector de expresion pX-NS3yg31)-4AWt1.54) CON enzima de
restriccion Bsu15l, carril 3; vector de expresion pX-NS3(1.631-4Awt54y CON enzima de restriccion
Xmal, carril 4. C. Secuencia de aminoacidos de NS3(1.631-4Awt(54. Se muestran subrayados los
residuos de NS3 y NS4A que participan en la unién entre estas proteinas y en la funcién de la

proteina NS3-4A. Con doble tachado aquellos diferentes a la secuencia consenso del VHC-1b.
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Figura 21. SDS-PAGE de las proteinas expresadas con la secuencia completa de NS3-4A. La

pureza de las proteinas expresadas fue de 90% segun los ensayos de densitometria aplicados al gel.

Del mismo modo se amplificé un fragmento de 2055 pb a partir de la muestra nimero 3 que presenta
la variante NS4Am2. Este fragmento se cloné (niUmero de acceso: FJ895111) y uso para expresar la
protel'na NS3(1_631)-4Am2(1_54) de 70 kDa (Flg 21; Flg 22)
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Secuencia de la proteina NS3p.ear4AM2a.54
Domino de proteasa de NS3.4a1
APITAYSQQTRGLLGCIITSLTGRDKNOVEGEVQVVSTATOSFLATCYNGVCUTVYHGAGSKTLAAPKGPITONY

TNVDQDLVGWPKPPGARSLTPCTCGSSDLYLYTRHADVIPVRRRGDERGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLECPSGHA
VGIFRAAVCTRGVAKAVDF IPVESHETTHRS




Domino de helicasa de NS3z2.821)
PYFTDNSSPPAVP OSFOVAHLHAP TGS GES TV P A AY A AOGYEVLVLNPSVAATLSFGSYNSTAHGHEPN IRTGY

RTeTTGe AV TYSTYGKFLADGGCSGGAYDITICDECHS TR TTILGIGTVLDOQAETAGARLYVLATATPRPGEVTV
EHPNIEEVALSFTGEVPFYGEAIPLEVIRGGRHLIFCHSKEKKCDELALKLTALGLINAY HYMS‘JIP TIGDV
VWV ATEALNTGYTGDFDEVIDCNTCYTQTVDFSLDPTF TRETTTEPQD AVSRSQRRGRTGRGEHCGITRFVEPGER
PSGHFDSSVLCECYD AGC AWYELTRFAETTVRLRAYLNTPGLPVCODHLEFWESVF TGLTHID ,ILEFL SQTKCHG DM
FPYLVAYOATVCARAQAPPPSWDONWECLIRLEPTLHGPTPLLYRLGAVONEITTTHPETEY IHKCHSADLEVVT
Froteina MN544¢.54

STUVLVGGVLALLAAYCLTTGESEVEVGRISTELGRPEIZPDRELLYQEFDEHEEC

Figura 22. Variante NS3(1.631)-4Am21.54). A. Electroféresis del producto de PCR de la regién de NS3-
NS4A. Marcador de masa molecular Lambda DNA/Hindlll 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; producto
amplificado del gen completo para NS3 y NS4A, carril 2; control positivo de la reaccién (fragmento de
323 pb (kanamycin mRNA, Promega)), carril 3. B. Secuencia de aminoacidos de la proteina NS3s.
631)-4Am21.54). Se muestran subrayados los residuos de NS3 y NS4A que participan en la union entre
estas proteinas y en la funcion de la proteina 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 proteinas no pertenecen a ninguna regién funcional de la proteasa
(Fig. 20, Fig. 22).

Con el fin de comprobar el efecto que los cambios V23l y 125C de NS4A generan sobre la actividad
proteolitica de NS3-4A, se construy¢ la variante NS31.31)-4Am2 30-321.54) de la proteina completa.
La secuencia NS3(1.631-4Am2(1.54) que contiene los cambios V23l, 125C, 130S, L31T, S32L en la
region central de NS4A se modificd conservado solo las sustituciones 130S, L31T, S32L. El vector de
expresion pX-NS3(1.631-4Am2 30-32(1.54) produjo una proteina de la masa molecular calculada (Fig.
21, carril 3; Fig. 23).
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Figura 23. Obtencion de la secuencia para NS3(1.631-4Am2 30-32(1.54). A. Restriccion enzimatica del
plasmido de expresion pX-NS3(1.631-4Am2 30-321.54). Pldsmido PinPoint Xa-3 (vacio) con enzima de
restriccion Xmal, carril 1; marcador de masa molecular Lambda DNA/Hindlll 2 (Fermentas) (Anexo
2), carril 2; plasmido de expresion pX-NS3y.31)-4Am2 30-32(1.54y con enzima de restriccion Bsu15l,
carril 3; plasmido de expresion pX-NS31.631-4Am2 30-32(1.54) con enzima de restriccion Xmal, carril 4.
B. Secuencia de aminoacidos de la variante NS31.431)-4Am2 30-32(1.54. S€ muestran subrayados los
residuos de NS3 y NS4A que participan en la unién entre estas proteinas y en la funcién de la

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

6.4.1. Actividad proteolitica de variantes de la proteina completa NS31.631)-4A 1-54)

Se determind que las sustituciones V23l y 125C en la secuencia de NS4A provocan en la proteina
completa, un efecto similar al observado en los experimentos con la cadena Unica de aminoacidos.
Previos reportes han mostrado la eficacia del modelo de cadena unica 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 proteina NS31.631-4AWt1.54) cOn la secuencia silvestre de NS4A procesé 81% del sustrato,
mientas que NS3(1.¢31-4AM21.54) que contiene cinco cambios en la regidn central de NS4A (V23lI,
125C, 130S, L31T, S32L) proceso el 47% (Fig. 24). La estrategia para restaurar la actividad

proteolitica de esta proteina mostré que el cambio de los residuos 23 y 25 provocé el efecto
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Figura 24. Actividad enzimatica de variantes de la proteina NS3(1.631-4A(1.54). A. SDS-PAGE al 12%
de los productos de la reaccion enzimatica usando la proteina NS5AB como sustrato y las variantes
indicadas de NS31.431-4A(1.54). B. Cuantificacion de la actividad enzimatica (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 proteina NS31.¢31-4Am2 30-321.54) proceso 78% de sustrato similar a la proteina

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

Los resultados obtenidos utilizando proteinas con la secuencia completa y variantes de la cadena
Unica de aminoacidos muestran que los cambios V231 y 125C en NS4A limitan la actividad proteolitica

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

6.5. Determinacién de las caracteristicas de la proteina NS4A que limitan la actividad de
proteasa de NS3-4A del VHC
Se analizé la secuencia de la region central (aminoacidos 21-32) de todas las variantes de NS4A

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

Se determind por alineamiento de las secuencias 21-32 de NS4A que esta region puede dividirse en
dos areas en base al grado de conservacion que presenta. El area denominada A que abarca los
aminoacidos 21-28 presenta una conservacion del 50% vy el resto que corresponde al extremo C-
terminal (aminoacidos 29-32) se denomind area B la cual es 1% conservada entre los diferentes
subtipos de VHC (Cuadro 6).

El analisis estructural GOR-Threading de las secuencias de NS4A mostr6é que existe variacion en el
numero de residuos que forman la cadena beta con la que se une a NS3, sin embargo se determiné
que la estructura beta de NS4A abarca una region minima comprendida entre los residuos 21-27
independientemente del subtipo de VHC de que se trate (Fig. 25). Consistente con la determinacion
previa, en la que se dividi6é la secuencia de NS4A en dos areas, la regibn minima que forma la

cadena beta de NS4A esta comprendida dentro de los limites del area A.

La secuencia de la region minima 21-27 presentod cierta variacion segun 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 hidréfoba de esa posicion pero no modifica la estructura beta
de la regiéon minima 21-27 (Cuadro 6; Fig. 25). En base a estas observaciones se denominé Region
Minima Beta (RMB) a los aminoacidos 21 a 27 de NS4A, los cuales generan la estructura beta de

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

Con estos datos se establecié que las variantes de NS4A que limitan la actividad proteolitica de NS3-
4A (variantes NS4Am2 y NS4Am2 23,25) presentan en comun una cadena beta mas corta en la
RMB. El analisis estructural GOR-Threading mostré 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 region 21-32 de la proteina NS4A de diferentes subtipos
de VHC.

Subtipo de VHC | Regién central de NS4A*
la 21 -GCVVIVGRIVLS- 32
1b 21 -GSVVIVGRII1LS- 32
2b 22 -GCIS1TI1GRLHLN- 32
3a 22 -GCVVIVGHIELE- 32
4a 22 -GSVVIVGRVVLS- 32
5a 21 - GSVAIVGRII1ILS- 32
6b 21 -GCVVICGRIVTS - 32
7 21 -GCVVICGRISTS - 32
7b 21 -GSVVICGRIVTS - 32
8b 21 -GCVVVCGRISTT - 32
9a 21 -GCVVICGRISTS - 32
10a 22 -GSVVIVGHLVLG- 32
1l1a 22 -GSVVICGRITTS - 32
dh 21 -GS I1VCVGRISTL - 32
| Area A | AreaB |

" La secuencia de aminoacidos de la region 21-32 de NS4A se muestra en codigo de una sola letra.
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Figura 25. Esquema del analisis de prediccion estructural GOR-Threading de diferentes subtipos de
NS4A. Secuencias representativas de cada subtipo de NS4A forman en la region 21-27 la cadena
beta de union 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, region flexible; H, indice hidréfobo; aa, aminoacido.

6.5.1. Disefio de la variante NS4Awt 24
En base a los resultados obtenidos in vitro sobre la actividad proteolitica de las variantes generadas
de NS3-4A y las caracteristicas determinadas in silico de diferentes secuencias de NS4A, se disefno

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

Se generd la variante NS4Awt 24, en la cual se us6 como secuencia base los aminoacidos de
NS4Awt que promueven la unién natural entre NS3 y NS4A. El acortamiento N-terminal en la RMB
fue inducido al cambiar el residuo de la posicidén 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 hidréfoba y
los residuos 23V, 251, 28R, 29I, 31L que le permiten interactuar con la proteasa (Kim y cols. 1996;
Bartenschlager 1999). El cambio en la posicién 24 por el aminoacido seleccionado (cisteina) genera
in silico una cadena beta con el acortamiento N-terminal en la misma posicién que las variantes de
NS4A que limitan la actividad proteolitica de NS3-4A (Fig. 26).

6.5.2. Obtencion de la variante NS4AWt 24;1.32-GSGS-NS3_1b(3.141

La secuencia determinada para la variante NS4Awt 24 se construyé por ensayos de biologia
molecular y se inserté en el vector de expresion PinPoint Xa-3 obteniéndose la secuencia pX-
NS4AWt 24 51.32-GSGS-NS3_1b(1.181) (Fig. 27).
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Figura 26. Esquema del analisis de prediccién estructural GOR-Threading de las variantes de NS4A
expresadas. Las variantes NS4Am2, NS4Am2 23,25 y NS4Awt 24 que disminuyen la actividad
proteolitica de NS3-4A muestran en comun un acortamiento en la region minima beta. La variante
expresada NS4Awt representa la secuencia del subtipo VHC-1b. A, hélice alfa; B, cadena beta; C,

asa; T, giro; F, region flexible; H, indice hidroéfobo; aa, aminoacido.
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Figura 27. Obtencion de la variante NS4Awt 24 51.32-NS3_1b(1.1s1). A. Electroféresis del producto de
PCR de 591 pb para construir la proteina NS4Awt 24(51.3-NS3_1b(1.1g1). Marcador de masa
molecular O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; fragmento de 591 pb,
carril 2. B. Restriccion enzimatica de la secuencia del vector pX-NS4Awt 24 51.3,-GSGS-NS3_1bys.
181)- Marcador de masa molecular Lambda DNA/Hindlll 2 (Fermentas) (Anexo 2), carril 1; vector pX-
NS4AwWt 24 ,1.32-GSGS-NS3_1b(1.181) con enzima de restriccion Bsu15l carril 2; secuencia PinPoint
Xa-3 (plasmido vacio) con enzima de restriccion Bsu15I, carril 3. C. Secuencia del vector pX-NS4Awt
245132-GSGS-NS3_1b1.1s1). La secuencia de NS4Awt 24 (bases 74-109) se uni6 al extremo 5’ de la

proteasa NS3_1b1.1g1) por medio del asa de cuatro aminoacidos GSGS (bases 110-121).

6.5.3. Actividad proteolitica de NS4AWt 24,1.3-GSGS-NS3_1b ;.14

La variante NS4Awt 24 que posee el acortamiento N-terminal en la RMB inhibe la actividad
proteolitica de NS3-4A del VHC-1b. La proteina NS4Awt 24 ,1.32-GSGS-NS3_1b1.1g1) formada por la
secuencia de NS3 del VHC-1b y la secuencia NS4Awt 24 que genera in silico el acortamiento de la
cadena beta, proceso el 43% del sustrato (Fig. 28). El efecto de esta variante de NS4A sobre la
actividad proteolitica 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 Regién Minima Beta inhiben la actividad proteolitica de NS3-4A.
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Figura 28. Actividad enzimatica 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 reaccion de diferentes
variantes de la cadena Unica de aminoacidos usando la secuencia de NS3_1b. B. Cuantificacion de
la actividad enzimatica 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. Discusion

En este trabajo se estudid el efecto de variantes de NS4A como inhibidores de la actividad de
proteasa de la proteina NS3-4A del VHC. Basado en experimentos realizados con variantes
naturales de la proteina NS3-4A asi como con secuencias construidas por técnicas de biologia
molecular, se determiné que los cambios V23I, 125C que generan in silico la modificaciéon de la
estructura secundaria de NS4A, limitan la actividad proteolitica de NS3-4A. Se establecidé que este
efecto se obtiene acortando el extremo N-terminal de la cadena beta de NS4A. Esta informacion se
comprobd al construir dos variantes de NS4A las cuales inhiben in vitro la actividad proteolitica de
NS3-4A sobre la region de corte NS5A/NS5B que provoca la maduracion 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 proteolitica sobre la regién de corte
NS5A/NSSB. Estas variantes difieren en la secuencia de la regién central de NS4A (aminoé&cidos 21-
32) y se nombraron en base a esta diferencia como NS4Am2 y NS4Am3. NS4Awt se usé para
referirse a los once aislados restantes de VHC que presentan la misma secuencia de la region 21-32
de la proteina silvestre NS4A del VHC-1b. El procedimiento utilizado durante su obtencion y analisis
se baso en el uso de una polimerasa de alta fidelidad que impide la introduccién de errores en la
secuencia amplificada, varias repeticiones de los experimentos de PCR para confirmar el producto
amplificado y multiples ensayos independientes de clonacion, lo cual permite sefialar un origen
natural de las variantes identificadas NS4Am2 y NS4Am3. Cabe mencionar que los resultados
obtenidos por este procedimiento solo mostraron variacion 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
proteina 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;
Loépez-Labrador y cols. 2008).

Diferentes métodos de expresion y analisis de proteinas se han utilizada para estudiar el efecto de
NS4A sobre la actividad proteolitica 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. EI método de cadena unica de aminoacidos fue seleccionado debido a que en
investigaciones de diversa naturaleza genera el mismo resultado que el uso de la proteina 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 Unica de aminoacidos, la
primera modificacion fue la reaccion unica de PCR usada por el autor para fusionar la secuencia de
NS4A a NS3 que se cambid por dos reacciones sucesivas de PCR e iniciadores de la reaccion mas

pequefos. Esta estrategia permitioé introducir cambios en la secuencia de NS4A al intercambiar los



iniciadores, asi mismo el proceso de sintesis de iniciadores con menor numero de bases permite su
produccién con menos errores en su secuencia, lo cual incrementa la eficiencia en la obtencion de la
clona requerida. EI menor numero de bases de cada iniciador permiti6 ademas mayor flexibilidad en
los parametros de temperatura utilizados en el PCR durante la hibridacion de la nueva secuencia. La
segunda modificacion fue la expresion de las proteinas, que se adaptd al sistema de expresion
PinPoint Xa-E. coli JM109, este sistema produce proteinas biotinilables in vivo y permite su

purificacion a través de un proceso de afinidad biotina-avidina en condiciones no desnaturalizantes.

A diferencia del método de replicon 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 expresion de variantes biotiniladas de la
cadena uUnica de aminoacidos, representa una alternativa para estudiar el efecto de variantes
naturales de NS4A sobre la actividad proteolitica de NS3-4A; mas aun, la seleccion de la regiéon de
corte NS5A/NS5B de la poliproteina viral en la cual la eficiencia proteolitica de NS3-4A depende de

NS4A, permitié distinguir diferencias propiciadas por cambios en la secuencia de la proteina.

El analisis in vitro de las variantes construidas de la cadena Unica de aminoacidos mostré que los
cinco cambios en la secuencia de NS4Am2 (V23l, 125C, 130S, L31T, S32L) estan relacionados con
la baja actividad proteolitica que producen en la proteina NS3-4A. Segun el método de analisis
estructural Chou & Fasman la secuencia de aminoacidos de la region central de NS4Am2 produce
una region flexible hacia el extremo C-terminal de su estructura, este cambio se propuso como el
origen de la baja actividad proteolitica observada en base a reportes previos donde la cadena beta
formada por la region central de NS4A determina la unidbn con NS3 e incrementa su actividad
proteolitica (Bartenschlager y cols. 1995; Kin y cols. 1996; Landro y cols. 1997). Para estudiar mas a
fondo esta observacion se construyeron dos variantes derivadas de NS4Am2. La variante NS4Am2
30-32 posee los cambios en los aminoacidos (130S, L31T, S32L) que provocan la modificacion de su
extremo C-terminal y la variante NS4Am2 23,25 posee aquellos (V23l, 125C) que son comunes a
NS4AmM2 y NS4Am3.

Contrario a la hipétesis original se determiné que la variante con la modificacién estructural (NS4Am2
30-32) incrementd la actividad proteolitica 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 proteolitica 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 proteolitica de NS3-4A. Por
otra parte se observé que la variante NS4Am2 23,25 disminuyd la actividad proteolitica de NS3-4A al
igual que NSAm2 con los cinco cambios, siendo el comun en estas dos secuencias los cambios V23|
y 125C en NS4A. Hasta este punto las variantes de la cadena unica de amino&cidos habian 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 homdlogo al obtener ambas secuencias del mismo
origen ya que existe variabilidad del VHC aun 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 proteolitica 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 V23l y 125C propician la baja actividad proteolitica en las proteinas que las

contienen.

Posteriormente se analizé si la NS4Am2 del VHC-dh tenia capacidad de limitar la actividad
proteolitica de una NS3 proveniente de un aislado viral distinto, para este fin se construyeron
variantes de la cadena unica de aminoacidos formadas por las secuencias de NS4A previamente
analizadas y la NS3 obtenida de la muestra nimero 4, la cual presenta una NS4Awt y un alto
porcentaje de similitud con la secuencia NS3 del VHC-1b. Estos experimentos mostraron que
NS4Am2 si produce el mismo efecto en la NS3 de otro subtipo viral, en este caso, la del VHC-1b.
Este resultado apoy6 la observacion previa sobre la relaciéon entre la secuencia de NS4A vy la baja
actividad proteolitica observada, ya que NS4Am2 generé el mismo efecto en secuencias de NS3 de

distintos subtipos.

Recientemente se reportdé que el dominio helicasa de NS3 afecta el desempefio de su dominio
proteasa y que ciertos cambios que modifican la funcion de la proteina llegan a contrarrestarse de
forma natural por cambios en otra regién 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 proteina
completa, se expresaron variantes de NS3(1.631-4A(1.54) formadas por la secuencia completa de NS3
(aminoacidos 1-631) y de NS4A (aminoacidos 1-54). En los ensayos con estas variantes se observé
un ligero incremento en el desempefio de la proteasa lo cual es comun cuando esta presente el
dominio helicasa de NS3 (Taremi y cols. 1998; Howe y cols. 1999; Beran & Pyle 2008), asi mismo
se comprobé que la cadena unica de aminoacidos (NS4A1.32-GSGS-NS3(1.1g1)) con la que se realiz6
la mayoria de los experimentos, genera la misma respuesta que los ensayos realizados con la
proteina completa NS31.631)-4A1.54). LOS experimentos con variantes de NS31.¢31)-4A1.54) que poseen
el dominio helicasa de NS3 mostraron que los cambios V23l, 125C disminuyen la actividad
proteolitica de la proteina en proporcién similar a los experimentos con la cadena Unica de
aminoacidos. Esto puede explicarse por la interaccion 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 comun 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 proteolitica de NS3-4A

induciendo incluso su autoprotedlisis (Butkiewicz y cols. 1996; Kou y cols. 2007; Hou y cols. 2009).



Esta informacion junto con la obtenida en el presente proyecto permite proponer que NS4A, a
diferencia de ser una proteina accesoria de NS3 como actualmente se le considera, quizas posea
una funcién reguladora-adaptativa al inducir cambios en la funcién proteolitica de NS3-4A. Estos
cambios pueden alterar la concentracion o momento del ciclo replicativo en el que las proteinas que
NS3-4A procesa estan disponibles para intervenir en el ciclo. En estudios con el modelo de replicon,
se ha observado que se promueven mutaciones en las proteinas no estructurales, las cuales al
poseer funciones relacionadas con la maquinaria replicativa del virus, le permiten adaptar su
replicacion al tipo celular utilizado; asi mismo la autoprotedlisis 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 regulacion de la actividad proteolitica por proteinas accesorias ha sido reportada en otras
especies de flavivirus donde los sitios de corte de la poliproteina viral dependen de la proteina
accesoria (Falgout y cols. 1991; Arias y cols. 1993; Chambers y cols. 1993; Lin y cols. 1993).
Aunque la secuencia de la proteina NS4A del VHC no tiene homologia obvia con la de otros
miembros de los flavivirus, estas se caracterizan por su naturaleza hidréfoba y estar codificadas
inmediatamente en uno de los extremos de la secuencia de la proteasa caracteristicas que definen a
la proteina NS4A del VHC.

Para entender porque las sustituciones V23l, 125C en la secuencia de NS4A disminuyen la actividad
de proteasa, se analizaron todas las secuencias reportadas de NS4A de los diferentes subtipos del
VHC vy las variantes aqui obtenidas. Con estos datos se propuso que la secuencia de la region
central de NS4A puede dividirse en dos areas (A y B) en base al grado de conservacién que
presenta. Esta determinacion es consistente con los datos obtenidos por la cristalografia de NS3-4A
(Kim y cols. 1996) ya el area A abarcé los aminoacidos que participan en la uniéon entre NS3 y NS4A.
En el area A también se identificd una regidén a partir del residuo 21 al 27 y se denomin6 Regién
Minima Beta (RMB), la cual contiene los aminoacidos 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 regioén. La identificacion del area A y la RMB representan
nueva informacion sobre las caracteristicas establecidas de la regidon central de NS4A, ya que
ademas de ser aplicable a todas las secuencias reportadas de esta proteina, su uso produce
interesantes resultados como se demostré al construir la variante NS4Awt 24.

La prediccion de la estructura secundaria de las variantes de NS4A por el método GOR (Garnier-
Osguthorpe-Robson) mostré que las secuencias NS4Am2 y NS4Am2 23,25 que limitan la actividad
proteolitica 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 caracteristica no se observé previamente con el
analisis Chou & Fasman porque el método GOR-Threading ademas de comparar la secuencia
analizada con otras previamente cristalizadas, realiza un analisis de las caracteristicas particulares

de cada residuo en relacién a la secuencia estudiada permitiendo calcular diferencias mas finas en



una estructura especifica. El método GOR facilita observar caracteristicas significantes entre la
estructura secundaria y la funcion de la proteina, no asi el método Chou & Fasman (Ogata y cols.
2003). Si bien estos analisis distan de generar datos que solo se obtienen con complejos analisis de

la estructura de una proteina, el nUmero de secuencias analizadas impidié 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 proteolitica de NS3-4A. Esto se comprobd experimentalmente al construir la
variante NS4Awt 24. La secuencia de esta variante conserva las caracteristicas que le permiten
interactuar con NS3 como son: la formacion de la cadena beta, la posicion y numero de residuos que
abarca esta estructura en la secuencia silvestre (a excepcion del acortamiento N-terminal analizado),
la conservacion de la naturaleza hidréfoba de la regidn 21-32, ademas contiene los residuos V23,
125, G27 e 129 con los que se une a NS3 (Lin y cols. 1995; Kim y cols. 1996; Taremi y cols. 1998).
Todas estas caracteristicas se lograron al sustituir el residuo de la posicion 24 y el acortamiento
requerido en el N-terminal de la RMB se generé utilizando un residuo de C. La limitada actividad
proteolitica que NS4Awt 24 provoca en la proteina NS3-4A, indica que los resultados aqui
presentados sobre las caracteristicas de la region central de NS4A, son utiles en el desarrollo de
variantes de NS4A que inhiben la actividad proteolitica de NS3-4A del VHC. Esta informacion puede

contribuir en el desarrollo de compuestos mas efectivos contra la infeccion por el virus de hepatitis C.



8. Conclusiones

Existen variantes naturales del VHC con actividad proteolitica reducida debido a cambios en
la proteina NS4A.

La proteina NS4Am2 del VHC-dh disminuye la actividad proteolitica de NS3-4A de dos
subtipos de VHC.

Los residuos 21-27 de la proteina NS4A forman una cadena beta en todos los subtipos del
VHC.

La modificaciéon de la cadena beta 21-27 de NS4A inhibe la actividad proteolitica 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 proteina que posea otros sitios de corte de la poliproteina del VHC

para estudiar su procesamiento por la NS3-4A del VHC-dh.

Aplicar la estrategia de expresion de variantes de cadena unica de aminoacidos 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 cgactcctcgegeccatcacg

NS4A

NS5AB 2258-2622)

NS3(1.181)

NS4AWt(21.32)-NS3(1.151)

Fase 1

Fase 2

NS4AI’T‘I2(21.32)-NS3(1.131)

Fase 1

Fase 2

NS4Am2 30-32(21.32)-NS3(1.181)

Fase 1

Fase 2

NS4Am2 23,25(21.32)-NS3(1_131)

Fase 1

Fase 2

NS4Awt 24(21.32)-NS3(1.131 )

Fase 1

Fase 2

gaccggagaccgcatagtag

cggctaaagectacgetge
gaggatctgagttacacgtgctge

gagagctcatcgaaggtcgccaggtcgggctcaaccaat

ctcagcgatatctcacgtcagcttgcaggcttcctctacg

gagagctcatcgaaggtcgecgegectatcacggece
ctcagcgatatctcaagaccgcatggtag

gttggtagaattattitatctggtagtggtagtgcgectatcacggectattcee
NS31-181)-A

gagagctcatcgaaggtcgeggttctattgttattgttggtagaattattttatctggtagtggtagt
NS3(1-151)'A

attggtagaatttccactctgggtagtggtagtgcgcectatcacggcectattce
NS31-181yA

gagagctcatcgaaggtcgceggttctattgtttgcgttggtagaatttccactctgggtagtggtagt
NS31.181)-A

NS4Am2(21.32)-NS3(1.1a1) Fase 1
NS3(1.181)-A

gagagctcatcgaaggtcgeggttctattgttattgtiggtagaatttccactctgggtagtggtagt
NS3(1.131)-A

NS4AM(21_32)-NS3(1.131) Fase 1
N83(1.1s1)-A

gagagctcatcgaaggtcgeggttctatigtttgegtiggtagaattattttatctggtagtggtagt
NS3(1-151)-A

N S4AWt(21 _32)-NS 3(1 -181) Fase 1
NS31-181A
gagagctcatcgaaggtcgeggttctatttgcattgttggtagaattattttatctggtagtggtagt



NS3(1.181)-A

NS3-NS4A NS3-S
gagcgccttctgcttgaattgcte

N83(1.531)-NS4A(1.54) NS3(1.131)-S
gcacgatatctcagcactcttccatttcatcgaactcc

NS3(1.631)"NS4AM2 30-321.54) caacaggcagtgttgtcatcgtgggtagga

Selection Oligonucleotide gataaatctggagccggtgagegtgggtctcgegg
Top Strand (Promega)

Anexo 1. Secuencias de los iniciadores utilizados. Los nucleétidos 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

U]

L
"

ORangeRuler 100 pb DNA Ladder
(Fermentas)

I

Lambda DNA/Hindlll 2

(Fermentas)

Anexo 2. Marcadores de ADN.

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Fermentas)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

{Fermentas)
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