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El virus de la hepatitis C se fija a la
magquinaria de sintesis proteica

Unos investigadores han descubierto que el virus de la hepatitis C (VHC)
emplea una estrategia inusual para hacer que la maquinaria de produccion de
proteinas de la célula huésped sintetice las proteinas virales. La investigacion
podria proporcionar un blanco de ataque prometedor para el desarrollo de
nuevas drogas que bloqueen la infecciéon del VHC sin dafiar los tejidos del
cuerpo. De acuerdo a los cientificos, los estudios también sugieren nuevos
detalles sobre como el ARN mensajero (ARNm) induce la iniciacion de la
sintesis proteica.

Los resultados del equipo de investigacion conducido por los investigadores
del Instituto Médico Howard Hughes (HHMI), Jennifer A. Doudna y Joachim
Frank fueron publicados en un articulo en el nimero del 9 de marzo de 2001,
de la revista Science. Doudna y sus colegas se encuentran en la Universidad
de Yale, y Frank y sus colegas estan en Health Research Inc., en Albany,
Nueva York.

La terapia existente de drogas para la hepatitis C falla a menudo, asi que los
investigadores han estado buscando nuevos blancos de ataque moleculares
para la terapia del VHC. Sélo en los Estados Unidos, mueren anualmente
10.000 personas debido a la infeccion por VHC. El nimero de victimas por el
VHC es tan alto porque la mayoria de las personas infectadas con VHC
desarrolla enfermedad hepética cronica, cirrosis, o cancer de higado. Centros
para Control y Prevencion de Enfermedades estima que en los Estados
Unidos, la infeccion por el VHC es responsable de 600 millones de ddlares al
aflo en gastos de cuidado médico y pérdidas financieras.

"En realidad es un excelente truco evolutivo
porque permite que el virus detenga la sintesis
de proteinas del huésped, mientras contintia
generando proteinas virales."

- Jennifer A. Doudna
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En su estudio, Doudna, Frank y sus colegas intentaron determinar como el
VHC, asi como otros virus, utiliza un método alternativo de iniciacion de
sintesis proteica que requiere que los sitios internos de entrada al ribosoma
(IRES, por sus siglas en inglés) introduzcan su ARN mensajero en el
componente principal de la maquinaria productora de proteinas, el ribosoma.
Los ribosomas son "fabricas", compuestas de grandes proteinas globulares y
ARN, que leen y traducen la informacion genética del ARNm a proteinas.

Los IRESes son secuencias estructuradas de ARNm viral que, esencialmente,
toman control de la maquinaria de sintesis proteica, apartandola de su trabajo
normal que es el de hacer proteinas celulares. La sintesis de proteinas se
inicia normalmente cuando el ribosoma reconoce una cubierta nucleotidica
caracteristica que esta presente en el extremo del ARNm de la célula. "Por
mucho tiempo se ha sabido que muchos virus utilizan este mecanismo interno
de iniciacion de sintesis de proteinas", dijo Doudna. "En realidad es un
excelente truco evolutivo porque permite que el virus detenga la sintesis de
proteinas del huésped, mientras continua generando proteinas virales".

"Sin embargo, lo que también es interesante sobre estos sitios internos de
entrada al ribosoma es que algunas proteinas de la célula huésped también
parecen utilizar este mecanismo para hacer ciertos tipos de proteinas. Y estas
proteinas del huésped parecen estar involucradas en el control central de la
transcripcion o en otras funciones fundamentales de la célula. De esta
manera, la teoria es que las células también utilizan los IRESes como una
forma para expresar estas proteinas importantes ante situaciones dificiles,
como infecciones virales, o cuando otra via de sintesis de proteinas se
detiene, dijo Doudna.

Los cientificos estudiaron como el VHC utiliza su IRES, usando
criomicroscopia electronica (crio-ME) para crear mapas tridimensionales de
alta resolucion de IRES ARN virales unidos a una subunidad ribosomica,
llamada subunidad 40S.

La crio-ME tridimensional es una de las pocas técnicas con las que se pueden
visualizar grandes moléculas dinamicas. Para realizar las preparaciones
necesarias para la crio-ME, los investigadores primero sumergen en solucién
acuosa a las particulas IRES de la subunidad ribosomal, y luego las congelan
rapidamente en etano liquido sumamente frio. El rapido congelamiento atrapa
los complejos en el hielo, preservando, de esta manera, la estructura natural
de las particulas. Usando un microscopio electronico con filamento de baja
intensidad, para evitar de dafar las moléculas, los cientificos obtuvieron
imagenes de miles de particulas cautivas. Entonces, los cientificos emplearon
sofisticados analisis de imagenes automatizados para producir un mapa
detallado y tridimensional de los complejos de particulas, a partir de
imagenes producidas por el microscopio electronico, que de otra forma serian
ruidosas y de poco contraste.

"Esta fue una aplicacion bastante directa de la crio-ME", dijo Frank. "El
unico problema que tuvimos fue que muchas de las particulas ribosomales no



estaban ocupadas con IRES ARN, asi que tuvimos que recoger los datos de
mas particulas para obtener un mapa util. Sin embargo, la crio-ME era
claramente la tinica forma de poder realizar estos mapas, dado que la
cristalizacion de un complejo tan grande para el andlisis por cristalografia de
rayos X simplemente no es factible".

Los mapas realizados por crio-ME de la subunidad 40S revelaron que la
misma consiste en tres dominios, llamados "cuerpo", "cabeza" y
"plataforma". Para identificar qué segmento de IRES viral se unia a la
subunidad del ribosoma, los cientificos primero produjeron mapas de la
subunidad cuando ésta formaba un complejo con un IRES truncado, que
carecia de un segmento llamado "dominio II". Encontraron que la
eliminacién de este dominio no afectaba la union al ribosoma, aunque el
IRES truncado no podia iniciar eficientemente la sintesis de proteinas.
Seguidamente, los cientificos produjeron los mapas del IRES normal, o
"salvaje", cuando éste formaba un complejo con la subunidad del ribosoma.
Estos nuevos mapas revelaron la probable funcién de la region, con forma de
dedo, del dominio II del ARNm viral.

"Cuando comparamos los mapas del IRES truncado con los del IRES
salvaje-y también con los del ribosoma vacio-encontramos lo que parece ser
un gran cambio conformacional en el ribosoma, que es inducido por el IRES
salvaje", dijo Doudna.

"Parece como si el IRES estuviera empujando la cabeza del ribosoma hacia
abajo y haciendo que se funda con la plataforma y con la region del hombro",
dijo. "En realidad, lo que esto hace es convertir a la hendidura, donde se cree
que normalmente el ARN se une, en un tinel. De este modo, el IRES esta
basicamente fijando el ribosoma alrededor del ARN mensajero".

Segtin Doudna, el efecto probable de la fijacion es que el ARN mensajero
viral se traba en el sitio correcto del ribosoma, forzando al ribosoma a iniciar
la produccién de una proteina viral.

"Esta es la primera vez que se visualiza un tipo de complejo de iniciacion con
el ribosoma eucariota", dijo Doudna. "Una posibilidad muy emocionante es
que este cambio conformacional podria resultar ser una via general de
manipulacion de la maquinaria traduccional, incluso del mas comun
mecanismo de iniciaciéon dependiente de la cubierta".

Sin embargo, dijo, la universalidad y la detallada funcion del cambio
conformacional en el inicio de sintesis de proteinas sélo seran determinadas
luego de experimentos y analisis adicionales de los mapas de alta resolucion.
Doudna también dijo que seran necesarios estudios adicionales para
determinar si las drogas que bloquean el mecanismo del IRES podrian ser
utiles para un tratamiento eficaz contra el VHC.



