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HEPATITIS C

FROM THE DICOVERY OF NON-A, NON-B HEPATITIS VIRUS TOWARDS

HEPATITIS C VIRUS ELIMINATION
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RESUMEN

El 5 de octubre de 2020, la Asamblea Nobel y el Comité Nobel de Fisiologia o Medicina, anunciaron que tres cien-
tificos, los Dres. Harvey Later, Michael Houghton y Charles Rice serian los galardonados con el premio Nobel de
Medicina 2020 “por el descubrimiento del virus de la hepatitis C". El virus de la hepatitis C (HCV) en uno de varios
virus capaces de causar inflamacion cronica del higado y patologias potencialmente mortales como la cirrosis y
carcinoma hepatocelular. Las observaciones del Dr. Harvey Alter en el Centro Clinico de los NIH provocaron el pos-
tulado de un virus que era diferente de los virus de la hepatitis A y la hepatitis B conocidos en ese momento.
Después de muchos afios de frustracion tratando de identificar el agente infeccioso responsable del virus asociado
a la transfusion no A, no B, ufilizando técnicas viroldgicas convencionales, el Dr. Michael Houghton logr, no solo
identificar inequivocamente HCV, sino también generar reactivos esenciales para prevenir la propagacion del virus
a fravés de transfusion de lotes de sangre contaminados. Estas herramientas y las herramientas moleculares pos-
teriores que se desarrollaron tras este descubrimiento sugieren que mds de 70 millones de personas estdn actual-
mente infectadas con HCV en todo el mundo. Tras muchos afios de intentos frustrados de aislar y propagar el virus
en modelos de cultivo celular para estudiar la virologia bdsica del HCV, el Dr. Charles Rice fue pionero en muchos
estudios con el obietivo de caracterizar funciones bdsicas de las proteinas virales para las que desarrollé, entre
otros, sistemas de genética inversa y ensayos funcionales en forma de replicones, una herramienta bioldgica que
fue fundamental para desarrollar las terapias antivirales actuales. Sin embargo, sus experimentos pioneros de
genética inversa en el modelo del chimpancé, mediante los cuales rescatd viriones infecciosos a partir de material
genético viral donado, aseguraron su presencia entre los premiados. En esta breve revision, analizamos el contexto
en el que se realizaron estas contribuciones fundamentales y cémo se ha impulsado la investigacion en el campo
hasta el punto en que la OMS sugiere la erradicacion del virus utilizando las terapias disponibles actualmente.

ABSTRACT

In october 5 2020, the Nobel Assembly and the Nobel Committee for Physiology or Medicine, announced that
three scientists Drs. Harvey Later, Michael Houghton and Charles Rice were the awarded with the Nobel prize
in Medicine 2020 “for the discovery of the hepatitis C virus”. Hepatitis C virus (HCV) in one of several viruses
capable of causing chronic liver inflammation and life-threatening pathologies like cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Dr. Harvey Alter observations at the NIH Clinical Center prompted the postulate of a virus that
was different from the hepatitis A and hepatitis B viruses known at that time. After many years of frustration
frying to identify the infectious agent responsible for the non-A, non-B, transfusion-associated virus using
conventional virological techniques, Dr. Michael Houghton succeeded not only at unequivocally identifying
HCY, but also at generating essential reagents fo prevent the spread of the virus through contaminated blood
banks. These tools and subsequent molecular tools develop after this discovery suggest that more than 70
million people are currently infected with HCV worldwide. These studies were followed again by many years
of frustrated attempts at isolating and propagating the virus in cell culfure models to study basic virology on
HCV. Dr. Charles Rice pioneered many studies aiming at characterizing basic functions of the viral proteins for
which he developed among others, reverse genetics systems and functional assays in the form of replicons, a
biological tool that was instrumental to develop the current antiviral therapies. However, its pioneer reverse
genetics experiments in the chimpanzee model, by which he rescued infectious virions from cloned viral genetic
material, granted his presence among the awardees. In this brief review, we discuss the context in which these
seminal contributions were made and how HCV research has been propelled to the point where WHO is sug-
gesting virus eradication using the currently available therapies.
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1. INTRODUCCION

El pasado 5 de octubre de 2020, la Comision de los Pre-
mios Nobel del Instituto Karolinska anuncié la concesion del Premio
Nobel de Medicina y Fisiologia a tres investigadores: el Dr. Harvey
Alter, el Dr. Michael Houghton y el Dr. Charles Rice, por las investi-
gaciones que llevaron al descubrimiento del virus de la hepatitis C,
el agente etioldgico causante de mds de 70 millones de infecciones
cronicas y de mds del 25% de los casos de cirrosis y cancer de higado
en el mundo. En este articulo se presenta el contexto en el que se
llevaron a cabo dichas investigaciones y se explicita como sus con-
tribuciones no se circunscriben al mero descubrimiento de este virus,
sino también al desarrollo de métodos diagndsticos y terapéuticos
que hacen de la eliminacion de la pandemia por el virus de la he-
patitis C un objetivo viable para las proximas décadas segin los pla-
nes de la Organizacion Mundial de la Salud.

2. LAS HEPATITIS )IiRICAS CONSTITUYEN UN IMPORTANTE
PROBLEMA BIOMEDICO A NIVEL MUNDIAL

®Las hepatitis viricas estdn causadas por un grupo diverso
de virus con genomas y estrategias de replicacion muy diferentes
que convergen en su capacidad para generar daiio e inflamacion
del higado por su tropismo hepdtico. Las hepatitis viricas causan
mds de 1,25 millones de muertes al aiio, una cifra comparable a
las muertes causadas por tuberculosis y superiores a las causadas
por el VIH (WHO, 2017). Sin embargo, mientras que la mortalidad
causada por la tuberculosis y el VIH sigue disminuyendo el nmero
de muertes por hepatitis viricas sigue aumentando y se prevé que
sign aumentando en los proximos afios (1). Este aumento se debe
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principalmente a la alta incidencia de patologias derivadas de in-
fecciones cronicas en pacientes portadores del virus de la hepatitis
B (Hepadnaviridae ) y de la hepatitis C ( Flaviviridae ). Dichas com-
plicaciones derivan de una inflamacién crénica del higado (hepatitis)
y fibrosis que puede llevar a alteraciones irreversibles de la funcion
hepdtica como la cirrosis. La cirrosis a su vez estd asociada con el
desarrollo de carcinoma hepatocelular, una enfermedad con limi-
tadas opciones terapéuticas que, junto con la cirrosis causd la muerte
de mds 1 millén de personas sélo en 2016 (1). Las hepatitis viricas
cronicas constituyen el agente etioldgico de alrededor del 50% de
los casos totales de cirrosis y cdncer de higado, por delante del con-
sumo crénico de alcohol (1). Las patologias asociadas con las infec-
ciones por virus de la hepatitis B o C derivan principalmente de una
respuesta inmunoldgica activa, capaz de eliminar hepatocitos in-
fectados, pero incapaz de erradicar la infeccion cronica del individuo,
si bien los determinantes por los que la respuesta inmunoldgica del
hospedador es ineficaz en el caso de la hepatitis B o en el caso de
la hepatitis C son diferentes (2), (3).

Ademds de las infecciones cronicas, existen infecciones vi-
ricas que cursan en forma de hepatitis aguda. El virus de la hepatitis
B, que causa graves patologias cuando establece infecciones cronicas,
es ademads la primera causa de muerte por hepatitis virica aguda,
siendo responsable del 75% de las muertes por esta causa. El resto
de muertes son asignables en su mayoria a la infeccion aguda por
el virus de la hepatitis E (Hepeviridae ) que constituye el 19% de
las infecciones de hepatitis aguday el virus de la hepatitis A ( Picor-
naviridae) que constituye el 4%. El virus de la hepatitis C sélo causa
la muerte por infeccion aguda excepcionalmente y supone el 2%
de los casos restantes (1).

Figura 1: Fotografia de los tres investigadores premiados con el Nobel de Medicina y Fisiologia 2020. De izqda. a dcha: Harvey Alter (NIH; EEUU); Michael Houghton (U.
Alberta; CAN); Charles Rice (U. Rockefeller; EEUU). Fuente: Karolinska Instiutet webpage.

Scientific session held on november 26, 2020 to commemorate

zgz the nobel awards in physiology or medicine and in chemistry 2020
Juan Ramdn Lacadena, Pablo Gastaminza, Liuis Montoliu



IANAI.IES I

RANF

lwww.analesranf.com

3. BREVE PERSPECTIVA HISTORICA SOBRE LAS HEPATITIS IN-
FECCIOSAS

Uno de los signos clinicos mds evidentes de la hepatitis es
|a ictericia, que se manifiesta como consecuencia de la acumulacion
de bilirrubina en piel y mucosas y es especialmente evidente en la
coloracion amarillenta del blanco del ojo o esclerdtica. El nombre
ictericia se recoge en escritos de Plinio el viejo (29-71 A.C.), donde
describe que la ictericia podria curarse observando un pdjaro de
color amarillo (Icteros). Si bien el nombre del signo clinico deriva
de Icteros, existen referencias a la ictericia ya en escritos babilonios
y chinos alld por el 3400 A.C. Por lo tanto, la ictericia y, probable-
mente las hepatitis viricas han acompaiado al ser humano desde
hace mucho tiempo. La primera referencia documentada del poten-
cial infeccioso de la ictericia se infiere de las recomendaciones que
el papa Zacarias hizo por carta a San Bonifacio en el afio 751. Entre
dichas recomendaciones se indicaba no suministrar la Comunion a
personas con ictericia v otras dolencias y dejarlos para el final, una
vez ofras personas hubieran comulgado [revisado en (4)].

Alo largo de los afios, el término ictericia epidémica o ic-
tericia de campaiia, dada la gran incidencia de este mal entre tropas
enviadas a diversas campafias, fue sustituido por el término hepatitis
infecciosa, gracias a los estudios realizados en el siglo XVIII, donde
se observo que la ictericia coincidia con la “atrofia hepdtica”. A lo
largo de los siglos, el término hepatitis infecciosa se fue asentando
para describir este mal asociado a brotes esporddicos atribuible en
algunos casos a situaciones de insalubridad, sobre todo a fuentes
de agua contaminada [revisado en (4)].

A medida que la ciencia médica fue avanzando y que fue-
ron existiendo tratamientos o intervenciones médicas que implica-
ban la inyeccion de sustancias o fluidos en personas, comenzaron a
aparecer referencias a otro tipo de hepatitis, no atribuibles a las
causas anteriormente mencionadas, ni con una epidemiologia en
forma de brotes esporddicos. Asi, el Dr. Lurmen (Brehme, 1885)
acuiio el término “hepatitis del suero” tras observar una enorme
incidencia de casos de hepatitis en una cohorte de personas inocu-
ladas con linfa de un paciente infectado por Vaccinia, como método
de vacunacion frente a la viruela, sefialando que se sospechaba de
dicho paciente como fuente infecciosa de la hepatitis transmitida
[revisado en (4)]. Unos afios mds tarde, el Dr. Stokes (USA, 1920)
informaba de una incidencia mayor de lo normal de hepatitis del
suero en la Clinica Mayo en una unidad donde se trataba a pacientes
aquejados de sifilis con inyecciones de arsfenamina (5). Por lo tanto,
la idea de que ademds de una hepatitis infecciosa, existia un se-
gundo tipo de hepatitis, la hepatitis del suero, se fue consolidando.

Durante la segunda guerra mundial, tanto los desplaza-
mientos de tropas a diversas zonas del planeta endémicas para la
hepatitis infecciosa, asi como la creciente utilizacion de vacunas, tra-
tamientos inyectables y transfusiones, los casos de hepatitis causaron
serios estragos entre las tropas de ambos bandos, promoviendo una
intensa investigacion experimental en seres humanos en la década
de los afios cuarenta. Estas investigaciones realizadas en seres hu-
manos, de dudosa calidad ética segin los criterios actuales, no hi-
cieron sino confirmar la existencia de agentes infecciosos que
provocan hepatitis aguda y autolimitada, pero también agentes in-
fecciosos que provocan un tipo de hepatitis con curso mds prolon-
gado y que parecia no ser eliminado con facilidad. [revisado en (4)].

Harvey Alter, un estudioso de la transmisién de la hepa-
titis por transfusion sanguinea

Una forma comdn de adquisicion de la hepatitis del
suero era la transfusion de sangre. En este sentido, el Dr. Harvey
Alter, del Clinical Research Center del NIH, estaba implicado en
la investigacion del origen y agente etiologico responsable del
elevado nomero de casos de hepatitis transmitidas por transfu-
sion. En la década de los 60 ya se acuiiaba el término hepatitis A
para la hepatitis infecciosa y hepatitis B para la hepatitis del
suero. Con el descubrimiento accidental de un antigeno presente
en el suero de un individuo aborigen de Australia que reaccionaba
con pacientes hemofilicos transfundidos en diversos lugares del
mundo por parte del Dr. Alter y el Dr. Blumberg, el denominado
antigeno Australiano (6), se sentaron las bases para la identifi-
cacion de un agente infeccioso transmisible por la sangre, capaz
de transmitir la hepatitis del suero. Este hallazgo, por parte del
Dr. Blumberg y sus numerosos colaboradores, resultd en el des-
cubrimiento del agente etioldgico de la hepatitis B y de un test
antigénico capaz de identificar dicho agente en los donantes de
sangre (6). Este descubrimiento, por el que el Dr. Blumberg recibi6
el premio Nobel 1976, permiti estudiar a fondo la hepatitis del
suero, transmitida por el virus de la hepatitis B. En este sentido,
el Dr. Harvey Alter implementd diversas medidas preventivas para
evitar la transmision de la hepatitis en su centro de transfusiones.
Ademds de emplear test sustitutivos, como la medida de las trans-
aminasas en el plasma de los donantes, implementd los test an-
tigénicos, basados en los hallazgos conjuntos con el Dr. Blumberg
para cribar pacientes potencialmente infectados. Esta metodologia
permitio reducir la tasa de fransmision de hepatitis, pero no eli-
minarla completamente, siendo la tasa de transmision atn de-
masiado elevada para el Dr. Alter (7).
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Unos aiios después, en 1973, el equipo del Dr. Purcell del
NIH, pudo identificar la existencia del virus de la hepatitis A, me-
diante la técnica de inmunomicroscopia electronica (8), una técnica
que también seria empleada para el diagndstico de pacientes in-
fectados y que el Dr. Alter empleo para el cribado de sus bancos de
sangre. La disponibilidad de test seroldgicos para la deteccion de
la hepatitis infecciosa (virus de la hepatitis A) y de la hepatitis del
suero (virus de la hepatitis B) parecia poner fin a las preocupaciones
del Dr. Alter, que por fin podria cribar los lofes de sangre para pre-
venir la transmision de la hepatitis. No obstante, en 1975, el Dr.
Alter publicd la transmision de, todavia, numerosos casos de hepa-
titis de sangre de donantes negativos frente a antigenos de HAV o
HBV (9). En este trabaio, por lo tanto, se infiere la existencia de un
agente infeccioso no-A, no-B capaz de transmitir la hepatitis por
transfusion, una nocion que quedd demostrada en un estudio pos-
terior mediante inoculacion experimental de chimpancés con suero
de pacientes con hepatitis no-A, no-B, que desarrollaron la enfer-
medad y establecieron el primer modelo experimental para este
nuevo agente infeccioso. Las observaciones clinicas del Dr. Alter y
otros, llevaron a identificar al virus no-A, no-B como un agente in-
feccioso responsable del desarrollo de hepatitis cronica y de su evo-
lucién hacia cirrosis (10).

Tras este éxito, siguieron afios de frustracion por la inca-
pacidad de aislar el agente infeccioso mediante su propagacion en
cultivos celulares, algo que sin duda, retrasé la caracterizacion de
lo que luego vendria a denominarse como el virus de la hepatitis C
(11). En estos afios, el inico modelo de infeccion experimental con-
tinud siendo el del chimpancé, lo que llevd a tener que emplear di-
chos animales para establecer pardmetros tan bdsicos como el
didmetro aproximado (60 nm) (12) o la presencia de una envuelta
lipidica de la particula infecciosa (13).

Michael Houghton: Técnicas moleculares para identificar
el agente causante de la hepatitis no-A, no-B

La imposibilidad de aislar el virus causante de la hepatitis
no-A, no-B llevé a los investigadores a tomar estrategias alterna-
tivas a las de la virologia ddsica para identificar inequivocamente
el agente infeccioso. Una de estas estrategias fue la tomada por el
equipo del Dr. Michael Houghton en la empresa Chiron (California,
EEUU). EI Dr. Houghton era experto en clonaje molecular y expre-
sion de genes en sistemas recombinantes, como asi atestigua su fra-
bajo sobre el gen del interferon beta humano, que cloné y expreso
de manera recombinante en bacterias (14). El Dr. Houghton estaba
implicado en el clonaie y caracterizacion de los dcidos nucleicos del
virus de la hepatitis no-A, no-B. Para ello tomaron diversos abor-
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dajes experimentales, como la hibridacion con sondas de virus de
géneros a los que se sospechaba que pertenecia no-A, no-B como
Flaviviridae o Togaviridae, sin éxito. Su experiencia en la expresion
de proteinas recombinantes en bacteria y los trabajos de Shimizu y
cols. en los que pudieron demostrar inmunoreactividad en especi-
menes histolégicos de chimpancés infectados con no-A no-B (15),
inspiraron la estrategia del equipo del Dr. Houghton para identificar
el agente causante de la hepatitis. Esta metodologia consistio en la
generacion de libreria de dcidos nucleicos, tanto RNA como DNA,
presentes en material ultracentrifugado a partir de plasma de chim-
pancés infectados con el virus no-A no-B. Estas colecciones de se-
cuencias se clonaron en un fago recombinante egt11, vector capaz
de inducir la expresion de los cDNA presentes en la coleccion en bac-
terias. La expresion de antigenos no-A, no-B seria posteriormente
defectada mediante anticuerpos de pacientes convalecientes. Este
proceso de cribado de miles de secuencias presentes en material in-
feccioso obtenido de chimpancés produjo numerosos resultados ne-
gativos, pero llevd a la identificacion de un dnico clon molecular
capaz de expresar antigenos susceptibles de ser reconocidos por los
sueros (16). En este sentido, la utilizacion de un suero de un paciente
con una hepatitis particularmente severa parecio ser la clave para
la identificacion del clon 5-1-1, que codifica el antigeno C100-3 (16).

La secuenciacion de dicho clon, asi como la de ofros clones
portadores de la secuencia, permitieron ensamblar un genoma viral
de cadena sencilla y polaridad positiva de unas 9,600 nucledtidos
de longitud, con un Gnico marco de lectura abierta flanqueado por
dos regiones aparentemente no traducidas (16). Este genoma re-
lacionaba filogenéticamente a este agente con la familia Flaviviri-
dae, que pasé a fundar un nuevo género de los Hepacivirus, bajo
el nombre de virus de la hepatitis C (16).

El descubrimiento de una secuencia codificante de antigenos
del agente responsable de la mayor parte de las hepatitis cronicas se
presentd como una oportunidad para el Dr. Houghton para poder ex-
presar dichos antigenos de forma recombinante con el objetivo de im-
plementar el diagndstico seroldgico de pacientes infectados por el virus
de la hepatitis C (17). Esta metodologia, publicada por el propio
Houghton en colaboracidn con Dr. Alter, fue empleada para demostrar
de manera retrospectiva y prospectiva que muchos pacientes de la he-
patitis no-A, no-B eran portadores de anticuerpos que reconocian an-
tigenos del recién descubierto virus de la hepatitis C (17,18). En afios
posteriores, la implementacion de tests basados en antigenos inmu-
nodominantes permitieron una notable reduccion de los casos de he-
patitis adquirida mediante transfusion (19,20), algo que se reflejé
claramente en el ndmero de casos de hepatitis aguda en EEUU. Estos
logros en los que los Drs. Alter y Houghton estuvieron implicados, mds
alld de confirmar la existencia de un nuevo virus capaz de transmitir
hepatitis cronica, permitieron un control parcial de su propagacion
mediante la implementacion de tests seroldgicos de diagnastico y cri-
bado de los bancos de sangre (19,20).
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Charles Rice: virologia molecular para la generacion de
herramientas de estudio del virus

La identificacion de este nuevo virus de gran relevancia
biomédica atrajo sin duda la atencion de numerosos investigadores
que deseaban profundizar en las funciones de los diferentes ele-
mentos de RNA viral y de sus proteinas. Sin embargo, virdlogos de
todo el mundo se foparon con el hecho de que este virus no era sus-
ceptible de propagacion en cultivos, dificultando asi el estudio de
sus funciones. No obstante, estudios basados en la sobreexpresion
de proteinas virales permitieron comenzar a entender algunos de
los aspectos fundamentales de la infeccion por HCV. Entre otros, el
Dr. Charles Rice, en la Universidad de Washington (St. Louis, Mis-
souri), un virdlogo experto en el estudio de Flavivirus (familia Fla-
viviridae) como el virus de la fiebre amarilla, fue capaz de delinear
el mapa de expresion de proteinas del virus descubierto reciente-
mente por M. Houghton y para el que no existian modelos de in-
feccion, empleando para ello sistemas de expresion basados en virus
Vaccinia o virus Sindbis recombinantes y sueros de pacientes con-
valecientes (21-25). Estos trabajos permitieron, entre otros, la iden-
tificacion de dos proteasas virales NS3/4A y NS2, pero no permitian
el estudio de elementos del genoma que no estuvieran directamente
relacionados con el procesamiento de la poliproteina viral. Para di-
chos estudios de genética inversa, es decir, estudios donde se estudia
el impacto de una mutacion introducida experimentalmente en un
gen en un determinado fenotipo, Rice disponia de la secuencia, mds
o menos completa del agente infeccioso, pero carecia de células sus-
ceptibles para el rescate de virus infeccioso, ya que el Gnico modelo
de infeccion experimental disponible era el chimpancé. Por ello, el
grupo del Dr. Rice se puso manos a la obra para poder clonar la se-
cuencia completa de virus presentes en el suero de chimpancés por-
tadores de la infeccion cronica y para ello construyeron una serie
de clones moleculares, para los que no tuvieron otra alternativa que
inocular intrahepdticamente en el higado de chimpancés no infec-
tados. Asi fue como, en 1997, el grupo de Rice y colaboradores pu-
blico el rescate (produccion de virus infeccioso a partir de DNA
recombinante) de virus del hepatitis C infeccioso a partir de clones
moleculares inoculados en forma de ARN transcrito in vitro en el
higado de chimpancés (26). Estos estudios llevaron a la propagacion
de virus infeccioso y a la transmision de la patologia (hepatitis) a
los animales inoculados logrando por primera vez la demostracion
experimental de los requerimientos estructurales del genoma del
virus de la hepatitis C necesarios para iniciar la infeccion (26). Es-
tudios muy similares fueron llevados a cabo por el grupo del Dr.
Jens Bukh (NIH), donde realizd experimentos andlogos (27). Pos-
teriormente el equipo del Dr. Bukh fue pionero en los estudios de
genética inversa, al introducir mutaciones y deleciones deseadas en

dichos clones moleculares infecciosos, demostrando la relevancia
funcional de la proteina p7 del virus de la hepatitis C (28).

Parecia evidente que la utilizacion de chimpancés para
estudios de aspectos fundamentales de la biologia de la infeccion
por HCV no permitiria avanzar de una manera razonable y eficaz.
Los fracasos a la hora de buscar lineas celulares que permitiesen la
replicacion de RNAs virales funcionales generados por diferentes
grupos se contaban por decenas, ya que ningdn grupo de investi-
gacion fue capaz de obtener y propagar virus infeccioso a partir de
los clones moleculares que si funcionaban en chimpancés. Esto llevo
a grupos como los del Dr. Rice o del Dr. Bartenschlager (Universidad
de Heidelberg) a tratar de recapitular aspectos parciales de la in-
feccion mediante la eliminacion de elementos de RNA que pudieran
ser prescindibles para la replicacion del RNA viral, como la region
correspondiente a las proteinas estructurales, presentes en el virion
y la introduccion de elementos de RNA que permitieran la seleccion
de genomas y lineas celulares capaces de replicar eficazmente me-
diante aplicacion de una presion selectiva en forma de antibidtico.
Asi, nacieron los replicones de HCV, elementos autorreplicativos de
ARN di-cistronicos basados en genomas delecionados y en la intro-
duccion de un gen de resistencia a neomicina y de un segundo cistron
bajo el control traduccional del IRES del virus de la encefalomio-
carditis. Estos ARN subgendmicos y las lineas celulares portadoras
resultantes constituyeron una auténtica revolucion en el campo por-
que permitian por primera vez disponer de un modelo de cultivo
celular para el estudio del virus de la hepatitis Cy de la identificacion
y/o seleccion de lineas celulares hipersusceptibles (29). Estos fraba-
jos de los equipos alemdn y americano fueron publicados en el aiio
1999 y 2000 respectivamente, cambiando para siempre el estudio
del virus de la hepatitis C (30) (31).

Una enorme produccion cientifica basada en éstos y otros
replicones similares hicieron avanzar el conocimiento de los aspectos
mds fundamentales de los determinantes genéticos del genoma del
virus, al menos en sus aspectos de replicacion de ARN viral y de sus
interacciones con el hospedador. Sin embargo, a pesar de la iden-
tificacion de lineas celulares que sostenian la replicacion del RNA
viral y la expresion de una replicasa funcional, la propagacion de
virus infeccioso en cultivo se resistia, con algunas excepciones en
cultivos de hepatocitos primarios humanos.

Esta situacion cambid con la identificacion de una cepa
muy particular del virus, la cepa JFH-1 (Japanese Fulminant Hepa-
titis 1) construida a partir de la secuencia consenso de los virus cir-
culantes en un paciente japonés con hepatitis fulminante. La
primera pista de que éste seria una cepa particular vino del hecho
que la tasa de replicacion del replicon subgendmico JFH-1 era ex-
cepcionalmente alta y de que los replicones podian establecerse in-
cluso en lineas celulares no hepdticas, aunque con baja eficiencia
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(32). Esto llevo al Dr. Wakita del Metropolitan Institute de Tokio y
responsable de la caracterizacion inicial de los replicones a colaborar
con diferentes equipos en el mundo para tratar de producir virus
infeccioso gracias a un clon molecular completo de JFH-1. Se toma-
ron diversas estrategias, tanto la transfeccion de genomas completos
de JFH-1 como de quimeras de la replicasa de JFH-1 con regiones
estructurales de otros genotipos (33,34). En el caso del equipo del
galardonado Dr. Rice, se empled una quimera con ofro virus del
mismo genotipo, logrando el rescate de virus infeccioso tanto en
cultivo celular como en modelos de infeccion con chimpancés (35,36).
Otros grupos publicaron simultdneamente este hallazgo, que per-
miti6 por primera vez la propagacion de HCV en cultivo celular (37).
Estos estudios animaron a otros expertos a incrementar la capacidad
replicativa de sus clones moleculares hasta forzar su propagacion
en cltivo celular mediante la introduccion de mutaciones adapta-
tivas. Gracias a estos clones moleculares infecciosos, se ha podido
profundizar en el estudio tanto de aspectos bdsicos como mds apli-
cados en el campo de la hepatitis C (38).

Si bien los clones moleculares infecciosos han sido muy
importantes para la generacion de conocimiento fundamental sobre
el virus, los sistemas de replicon puestos a punto por los grupos del
Dr. Rice y del Dr. Bartenschlager han sido instrumentales para que
en la actualidad se esté considerando la erradicacion del virus de
la hepatitis C mediante terapias con antivirales de accion directa
(39). La identificacion de las actividades proteasa y polimerasa en
NS3/4A (40) y NS5B respectivamente y la determinacion de sus es-
tructuras tridimensionales (41-43) permiti6 iniciar el camino para
el disefio de compuestos antivirales frente a estas dianas virales
(44). No obstante, los modelos de replicacion en replicones han
aportado varias ventajas adicionales. En primer lugar, permitieron
validar compuestos seleccionados en ensayos enzimaticos in vitro,
verificando que fueran efectivos en un sistema celular donde los
complejos de replicacion podrian no alcanzarse, al encontrarse en
complejos de replicacion membranosos dentro de la célula (45). En
segundo lugar, los replicones permitieron acelerar el estudio de me-
canismos de accion y de determinar los perfiles de resistencia a los
farmacos. Esto se debe a la posibilidad de imponer una doble pre-
sion selectiva de manera experimental: i) sobre el gen marcador
presente en el replicon para forzar la seleccion de replicones fun-
cionales; ii) sobre la diana terapéutica viral, en presencia de canti-
dades crecientes de compuesto antiviral, de forma que se seleccionan
replicones portadores de mutaciones de escape para dicho com-
puesto. Esto ha permitido determinar la barrera genética a resis-
tencia frente a distinfos farmacos, asi como las mutaciones asociadas
a resistencia, una informacion de gran relevancia clinica a la hora
de disefiar las combinaciones de farmacos para los tratamientos

(46).
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Ademds, nuevas generaciones de replicones en los que el
marcador del primer cistron de los replicones ha sido sustituido por
marcadores fdcilmente medibles, como el gen de la luciferasa o de
una profeina fluorescente, han permitido cribar colecciones de com-
puestos sin necesidad de conocer la diana molecular. En este sentido,
los inhibidores mds potentes en el arsenal terapéutico frente al HCV,
han sido descubiertos mediante cribado en un sistema basado en
fenotipo, no sesgado a ninguna de las dianas moleculares conocidas
(47). Por ejemplo, estudios de perfil genético a resistencia llevaron
a identificar a NS5A, una proteina multifuncional sin actividad en-
zimdtica conocida, como diana molecular de farmacos como dacla-
tasvir o ledipasvir, esenciales en el tratamiento de la hepatitis C,
pero sin un mecanismo molecular plenamente esclarecido a dia de
hoy (47).

El cambio de paradigma en el tratamiento de la hepatitis
Cvino dado por la aprobacion de un inhibidor de la actividad poli-
merasa de NS5B, sofoshuvir, en forma de precursor del principio
activo que aseguraba un enorme incremento en la eficacia de ver-
siones anteriores de los inhibidores basados en nucledsidos modi-
ficados (48). Dicho antiviral de accion directa fue el primero en ser
aprobado para su uso en ausencia de interferon en la terapia. La
concepcion y sintesis del sofosbuvir, la llevé a cabo el Dr. Sofia, lo
que le valid junto a los desarrolladores de los replicones subgeno-
micos de HCV, los Dres. Rice y Bartenschlager el Premio Lasker en
2016 (http://www.laskerfoundation.org/awards/show/hepatitis-c-
replicon-system-and-drug-development/). Sofosbuvir, en combi-
nacion con ofros fdrmacos frente a la proteasa o NS5A
anteriormente mencionados, permitio dejar atrds la era de los fra-
tamientos basados en interferdn, tratamientos largos, de baja efi-
cacia y plagados de efectos secundarios, y abrir la era de los
antivirales de accion directa (DAA), con tasas de éxito cercanas al
100% en todas las poblaciones tratadas con un tratamiento oral de
8-12 semanas (44,45). Este hecho ha llevado a la OMS a elaborar
un plan ambicioso de erradicacion del virus de la hepatitis C, con el
objetivo de reducir la incidencia en un 80% y mortalidad asociada
a hepatitis C en un 65% para el afio 2030, con un amplio arsenal
de antivirales de accion directa como Gnica herramienta terapéutica.
En Espaiia, se ha elaborado un Plan Estratégico Nacional para la
eliminacion de la hepatitis C en los que ya se han tratado unos
144,000 pacientes con una tasa de curacion del 95%
.(https://www.mschs.gob.es/ciudadanos/enfLesiones/enfTransmisi-
bles/-hepatitisC/PlanEstrategicoHEPATITISC/home.htm).

A pesar de la calidad y cantidad de los DAA disponibles,
el éxito de los planes de erradicacion de la OMS pasan por la im-
plementacion de diversas politicas sanitarias que incluyen el control
de calidad de los bancos de sangre asi como politicas activas de re-
duccion de daiio en individuos adictos a drogas inyectables, entre
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ofras (49). No obstante, entre los principales desafios a dia de hoy
se encuentra el de identificar, diagnosticar y tratar a los mds de 30
millones de personas infectadas que no han sido diagnosticadas y
que, por lo tanto, desconocen que estdn infectadas por el virus (49).
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EL PREMIO NOBEL EN QUiMICA 2020
Juan-Ramon Lacadena
Académico de Ntmero de la Real Academia Nacional de Farmacia

LA TECNICA CRISPR-Cas9: CRONICA DE UN PREMIO
ANUNCIADO

En el afio 2017 publiqué mis reflexiones sobre los aspectos
cientificos y éficos de la técnica CRISPR-Cas9 y en esa ocasion, como
en muchas otras, vaticiné que, antes o después, seria objeto del pre-
mio Nobel. Y efectivamente, asi fue: EI 7 de octubre de 2020, la Real
Academia de Ciencias de Suecia concedid el Premio Nobel en Quimica
2020 a las doctoras Emmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna
“por el desarrollo de un método para la edicion gendmica”. Para-
freasando el titulo de la famosa novela “Crénica de una muerte
anunciada” del Premio Nobel Gabriel Garcia Mdrquez, se hacia re-
alidad la “cronica de un premio anunciado”.

Como profesor de Genética, la noticia me ha alegrado
mucho, pero me ha dejado un sabor agridulce porque muchos pen-
sdbamos que cuando se diera el Premio Nobel a la técnica CRISPR-
Cas9 de edicion genomica también se deberia incluir al dientifico
espaiol Francisco Juan Martinez Mojica que describio, estudio y bau-
iz6 las secuencias CRISPR en los genomas de arqueas y bacterias.
CRISPR es el acronimo de  Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (repeticiones palindromicas cortas interespa-
ciadas regularmente agrupadas) y Cas el acrénimo de CRISPR as-
sociated (asociada a CRISPR).

Por edicidn genomica se entiende un tipo de ingenieria ge-
nética en la que el ADN es insertado, eliminado o reemplazado en
el genoma de un organismo utilizando enzimas del fipo nucleasas
(denominadas “tijeras moleculares”). Las nucleasas producen roturas
de doble cadena (DSB) en lugares precisos del genoma y las dobles
roturas del ADN pueden ser reparadas por mecanismos de union de
extremos no homdlogos (NHE/) o mediante reparacion dirigida por
homologia (HDR), dando lugar a mutaciones controladas (edicidn).
La edicion gendmica se denomina coloquialmente como la técnica
de “cortay pega”. En la actualidad se dispone especialmente de cua-
tro tipos de nudeasas: meganucleasas, nucleasas de dedo de zinc
(ZF nuclease ), Talen ( Transcription Activator-Like Effector-based Nu-
dease) y el sistema CRISPR-Cos.

Con la llegada de la técnica CRISPR-Cas9 puede decirse
que se ha popularizado o “democratizado” el “tiro al blanco génico”
(gene target ). En efecto, mientras que la utilizacion de las meganu-
cleasas necesitan 4-5 afios de frabajo y un costo de 6.000 € para lle-
var a cabo una investigacion de edicion, las ZF nucleasas implican
un costo 30.000 € , las TALEN implican un tiempo de 3-4 meses y
un costo de 10.000 € , con la CRISPR-Cas9 se necesitan solamente
2-3 semanas de trabajo y un coste de 20-30 € .

§

®

Una breve historia de CRISPR-Cas9

Aunque la primera descripcion de la existencia de las se-
cuencias CRISPR en el genoma de las bacterias se hizo en 1987 por
un grupo japonés, sin embargo se debe principalmente a los frabajos
del investigador espaiol Francisco Juan Martinez Mojica (Francis Mo-
jica) (3, 4, 5) en los afios 1993, 2000 y 2005 el estudio de unas se-
cuencias de ADN repetidas (las secuencias CRISPR) descubiertas en
bacterias y en arqueas —que posteriormente se descubrid su relacion
con el sistema inmunitario de la bacteria para defenderse de los ata-
ques de los virus que las atacan— se han convertido en una de las
herramientas biotecnoldgicas mds eficaces para modificar el genoma
(edicion gendmica) de cualquier clase de organismo. Sin embargo,
fueron Emmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna quienes se
dieron cuenta que este sistema ancestral de defensa de las bacterias
contra la infeccion por virus podia convertirse en una herramienta
para la modificacion dirigida del material genético de ofros seres
Vivos.

La caracteristica mds relevante que diferencia a los métodos
de correccion del ADN por transgénesis es que el fransgén se integre
al azar en el genoma o que se produzca el reemplazamiento del gen
original. Por ofro lado, una vez producida la doble rotura en la mo-
lécula de ADN puede haber dos rutas para fijar la rotura de la doble
hélice: la NHEJ (uni6n de extremos no homélogos) que produce la
disrupcion génica (INDEL, inserciones y/o deleciones) y la HDR (re-
paracion dirigida por homologia) que da lugar a la reparacion génica
y a la edicion.

El sistema CRISPR-Cas9 consta de dos elementos: una pe-
quefia molécula de ARN (la parte CRISPR) que contiene una secuen-
tia complementaria con la secuencia diana contra la que se dirige
en el ADN, y una endonucleasa (denominada Cas9) que es una pro-
teina con actividad enzimdtica capaz de cortar el ADN y hacerlo so-
lamente donde le indique la pequeiia molécula de ARN antes
mencionada. Al producir la doble rotura en la molécula de ADN en-
tran en accion ofras enzimas existentes en las células que reparan el
daiio producido, pero que pueden generar errores al insertar o eli-
minar algunos nucledtidos en el lugar del corte; es decir, se genera
una mutacion en el gen afectado por el corte (NHEJ). Sin embargo,
si se anade un tercer elemento al sistema CRISPR-Cas9 consistente
en una molécula de ADN que tenga secuencias complementarias a
la zona donde se producird el corte y, ademds, se incorporan en esta
secuencia algunos cambios especificos que no estuvieran en el ge-
noma original, el sistema tenderd a utilizar esta molécula de ADN
como molde para restaurar el corte cambiando asi el genoma; es
dedir, editdndolo (edicién gendmica). Como si de un procesador de
textos se tratara, el sistema CRISPR-Cas9 y la molécula de ADN con-
siguen localizar un error y corregirlo en un gen o, viceversa, instaurar
un error donde antes no lo habia, reproduciendo asi en un modelo
animal experimental aquella mutacion detectada en un paciente

Sesion cientifica celebrada el 26 de noviembre de 2020 para conmemorar

los premios Nobel en fisiologia o medicina y en quimica 2020 z” I

Juan Ramon Lacadena, Pablo Gastaminza, Liuis Montoliu



0

R

afectado por una enfermedad. En otras palabras, somos capaces de
reproducir en el genoma de los animales de experimentacion las
mismas mutaciones observadas en los pacientes.

En una revision del tema, Lander (8) analizaba la contri-
bucion de diversos investigadores al desarrollo de los fundamentos
y aplicaciones de la técnica CRISPR-Cas9. Los 12 “héroes CRISPR" —
como €l los llama— son, por orden de aparicion en escena:

e Descubrimiento de CRISPR: Francisco Juan Martinez Mojica

(1993)

*  (RISPR es un sistema inmune adapatativo: FJ.M. Mojica

(2005), Gilles Vergnaud (2005), Alexander Bolotin (2005)

*  Evidencia experimental de que CRISPR confiere inmunidad

adaptativa y utiliza una nucleasa: Philippe Horvath (2007)

*  Programando CRISPR: John van der Oost (2008)
*  Dianas CRISPR en el ADN: Luciano Marrafini (2008)
*  (as9 es guiada por crRNAs y crea dobles roturas en el ADN:

Sylvain Moineau (2008)

*  Reconstituyendo CRISPR en un organismo distante: Virgi-

nijus Siksnys (2011)

o Estudiando CRISPR in vitro: V. Siksnys (2012), Emmanuelle

Charpentier (2012), Jennifer A. Doudna (2012)

* Edicion genomica en células de mamiferos: Feng Zhang

(2012, 2013), George Church (2013)

De los doce investigadores citados, hay cinco especialmente cualifi-
cados para ser merecedores del galardon Nobel que, por orden de
aparicion en escena —como se dice en los programas de representa-
ciones teatrales— son los doctores Mojica, Charpentier, Doudna,
Zhang y Church. Como las normas de concesion de los galardones
dicen que no sean mds de tres personas (a no ser que se trate de al-
guna organizacion), la Real Academia de Ciencias de Suecia, que
otorga el Premio Nobel en Quimica, se vio en le necesidad de aplicar
un juicio saloménico, a mi juicio equivocado, premiando solamente
a Emmanuelle Charpentier y a Jennifer A. Doudna. En mi opinin,
sin los descubrimientos bdsicos de la secuencia CRISPR que hizo el
Dr. Mojica, las galardonadas con el Premio Nobel no hubieran podido
desarrollar su técnica premiada y, por tanto, el Dr. Mojica deberia
haberles acompaiado en el galardon. En la historia de los Premios
Nobel, hay casos similares en los que se premiaba también la inves-
tigacion bdsica que, muchos aios después, servia de base a los tra-
bajos de los premiados. En elegantes palabras del excluido Dr. Mojica,
“han premiado a las personas que desarrollan la herramienta. No
a quien sentd las bases [é] mismo] ni a quienes primero la aplicaron
[George Church y Feng Zhang]".

Un comentario final: la Genética y los Premios Nobel

Una vez mds, investigaciones genéticas —en este caso, afio
2020, las llevadas a cabo por los Dres. Houghton y Rice con el virus
de la hepatitis Cy las de las Dras. Charpentier y Doudna con la técnica
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CRISPR-Cas9- han sido galardonadas con el Premio Nobel. Utili-
zando palabras similares a las que usé en anteriores ocasiones se-
mejantes a ésta, puedo sefalar globalmente que investigaciones
genéticas han sido galardonadas con el Premio Nobel en 56 ocasio-
nes, correspondiendo el premio a 110 cientificos del campo de la Ge-
nética o ciencias afines. De los 56 premios considerados, 42
pertenecen al dmbito de la Fisiologia o Medicina, 13 a la Quimica y
1 de la Paz. De los 110 cientificos galardonados, 83 corresponden a
premios de Fisiologia o Medicing, 26 de Quimicay 1 de la Paz. Sdlo
hay 10 mujeres entre los galardonados.

Me siento orgulloso de pensar que en los veinte afios que
van transcurridos del siglo XXI se ha premiado la investigacion ge-
nética en 22 ocasiones, a saber: 2001, 2002, 2004, 2006, 2006, 2007,
2008, 2008, 2009, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2013, 2016, 2017,
2018, 2018, 2019, 2020, 2020.
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