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RESUMEN

La hepatitis C es una enfermedad que provoca una inflamacion en el higado
causada por el virus de la hepatitis C, esta enfermedad puede presentarse de forma
aguda o crénica, siendo esta Ultima la causal de manifestaciones clinicas como
cirrosis o carcinoma hepatocelular; tiene una morbilidad estimada de 400 millones
de personas alrededor del mundo, por lo que a lo largo de los afios se han utilizado
diferentes tratamientos médicos con la finalidad de erradicarla como lo son los
antivirales de accion directa pangenotipicos enfocado a interrumpir el ciclo de
replicacion del virus, entre los que se encuentre el farmaco epclusa
(velpatasvir/sofosbuvir), dirigido a las proteinas virales NS5A y NS5B. A pesar de la
alta eficacia del tratamiento (95% a 100%) para lograr una respuesta viral sostenida,
un subconjunto de pacientes etiquetados como no respondedores sigue sin poder

erradicar el VHC.

La alta variabilidad del genoma del virus de la hepatitis C limita la amplificacion por
RT-PCR. En la primera parte de este trabajo se amplificé un producto de 150pb de
la regidbn NS5B. Los oligonucleétidos empleados lograron amplificar otros
segmentos de las proteinas NS5A y NS5B, por lo que se considerd genotipificar al
virus a partir de la muestra. En la segunda parte de este trabajo se disefiaron
oligonucledtidos para la region Core, region conservada que se utiliza para la
genotipificacion de este tipo de virus, los resultados de secuenciacién permitieron
identificar correctamente el genotipo de la muestra como una recombinante 2k/1b
de origen europeo de poca prevalencia a nivel mundial. En la literatura se reporta
que los tratamientos habituales tienen poca efectividad en este tipo de recombinante
y es uno de los pocos casos reportados de esta recombinante dentro de la

Republica Mexicana.
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INTRODUCCION

La hepatitis C es una enfermedad que causa inflamacion del higado y es producida
por el virus de la hepatitis C (VHC). En un primer escenario su transmision se da a
través de transfusion de sangre, trasplante de érganos solidos, uso de drogas
intravenosas, asi como el realizarse tatuajes o piercings con material contaminado,
tener practicas sexuales de riesgo con personas infectadas y la transmision
perinatal (de madres a hijos recién nacidos), siendo esta la de menor frecuencia. En
el segundo escenario patogénico da inicio con la replicacion del virus, desarrollando
asi la sintomatologia de la enfermedad. Se pueden presentar sintomas de una
hepatitis aguda, y la infeccion puede ser resuelta en forma natural por el individuo,
o bien persistir durante varios afios como hepatitis C crénica (HCC), que al inicio
sera clinica y bioquimicamente indistinguible, llegando a presentar la transicion
insidiosa y sin manifestaciones clinicas aparentes hacia la cirrosis llegando a
desencadenar carcinoma hepatocelular (CHC) (Preciado et al., 2014; Houghton,
2019; Razavi-Amoli & Alipour, 2022)

Epidemiologia del VHC

Se estima que para el afio 2019, 58 millones de personas alrededor del mundo
estaban infectadas con el VHC, de las cuales solo 15.2 millones (21%) de estas
personas se encontraban diagnosticadas; y solo 9.4 millones (62%) de las personas
ya diagnosticadas habian sido tratadas con antivirales de accion directa (AAD)
(Organizacién Mundial de la Salud, 2022). Se ha registrado que de 3 a 4 millones
de personas son infectadas cada afio, de las cuales mas de 350 mil mueren por

comorbilidades (Salvatierra, 2017).

En el afio 2021 Sedefio-Monge, et al., estimaron que para el afio 2015, la morbilidad
por virus de hepatitis C fue de aproximadamente 500 millones de personas
infectadas, de las cuales aproximadamente 400 mil fallecieron por complicaciones
meédicas como lo son la cirrosis hepatica (CH) y carcinoma hepatocelular. Ademas

se observo que el 25% de las personas infectadas con VHC que presentaban una
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infeccion aguda eliminaban al virus de forma espontanea, y la mayoria de ellos se
infectan de forma crénica afectando asi a 71 millones de personas, siendo
propensos a presentar alguna complicacion médica a lo largo de su vida (Sedefio-
Monge et al., 2021). Debido a su alta prevalencia la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha implementado la “estrategia mundial del sector de la salud sobre
las hepatitis virales 2022-20307, con la finalidad de reducir en un 65% la mortalidad
y en un 90% la incidencia del VHC para el afio 2030 (Organizaciéon Mundial de la
Salud, 2022).

Existen seis genotipos (GT) de VHC, cada uno de ellos con multiples subtipos (a,
b, ¢, en adelante). La variabilidad genética entre genotipos es de alrededor de 30%,
mientras que para los subtipos es de 15% (Preciado et al., 2014) siendo cada uno
de estos distribuido por regiones en el mundo, siendo las regiones de mayor
prevalencia el Mediterraneo Oriental con 2.3%, Europa con un 1.5% seguidos de
América con un 1.0% segun datos de la OMS (Figura 1); dentro de la distribucion
de los GT para el VHC, los GT 1-3 se encuentran presentes en todo el mundo, el
GT4 se encuentra presente en Medio Oriente y Africa, el GT5 prevalece en su
mayoria en Africa y el GT6 en Asia, mientras que el GT7 es poco comun,
encontrandose solamente en Africa central. (Sedefio-Monge etal., 2022;
Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

1y Madigraned

mm

Created with mapchai.nel
FIGURA 1. INCIDENCIA DEL VHC A NIVEL MUNDIAL. MODIFICADO DE ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,

2023; SALVATIERRA, 2017
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Incidencia en México

Con los datos obtenidos entre los afios 2008 a 2019, en el afio 2021 Sedefio-Monge,
et al., observaron que entre los estados de mayor incidencia se encontraban Baja
california Norte, Ciudad de México, Jalisco, Sinaloa y Estado de México, teniendo
en conjunto un total de 19,271 nuevos casos, mostrandose mayor incidencia en
hombres que en mujeres con 1,490 y 859 respectivamente, con los rangos de edad
en hombres de 50 a 59 afios y en mujeres de 60 a 64 afios, asimismo, se determiné
la distribucion de los diferentes genotipos del VHC en México, tomando como
referencia un total de 11,838 muestras, determinando que 8,019 casos (67.74%)
fueron GT1, 2 495 casos (21.1%) para GT2 y 827 casos (7.0%) en GT3; siendo los
genotipos de menos incidencia los GT4 (0.41%) y GT5 (0.05%) (Sedefio-Monge et
al., 2021). En 2023, Kershenobich, et al., estimaron que la prevalencia de VHC en
México ronda entre el 0.4% a 0.6% de la poblacion, siendo los estados de mayor

prevalencia Jalisco, Colima y Baja California (Kershenobich et al., 2023).

Virus de la hepatitis C (VHC)

El virus de la hepatitis C pertenece a la familia Flaviviridae, género Hepacivirus, es
un virus de &cido ribonucleico (ARN) de cadena simple de polaridad positiva, cuenta
con seis genotipos diferentes que a su vez se dividen en subtipos (mas de 90
subtipos diferentes). El virion posee una estructura esférica (Figura 2) con un
diametro de entre 55 a 65 nm (Du & Tang, 2016), su genoma se encuentra cubierto
por una capside icosaédrica formada por el ensamblaje de unidades de proteina de
la capside, también conocida como proteina C o proteina core en inglés. Es un virus
envuelto ya que al exterior de la cdpside se encuentran unidas las proteinas de
envoltura 1 (E1) y proteinas de envoltura (E2) (Houghton, 2019).
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FIGURA 2. ESTRUCTURA DE LA PARTICULA VIRAL DEL VIRUS DE HEPATITIS C, EN EL QUE SE ENCUENTRA PRESENTE
UNA CAPSIDE ICOSAEDRICA, EN SU INTERIOR SE ENCUENTRA UN ARN EN SENTIDO POSITIVO Y UNA ENVOLTURA
LIPIDICA EN LA QUE SE ENCUENTRAN UNIDAS LAS GLICOPROTEINAS E1 Y E2. CREADO CON BIORENDER.COM

Organizacién gendémica

La estructura gendmica del VHC es una cadena de ARN de aproximadamente 9,600
nucleétidos (Echeverria et al., 2015) en el que se encuentran dos regiones no
traducibles (UTR por sus siglas en inglés de Untraslated Region) encontradas en
los extremos 5’ y 3’ respectivamente y un marco de lectura abierto (ORF, Open
Reading Frame) que codifica para una poliproteina de poco mas de 3,000
aminoacidos (aa) (Figura 3), esta poliproteina es procesada, dando lugar a 3

proteinas estructurales y 7 no estructurales (Hepatitis C Virus Databases, 2005).

La funcion de las proteinas tanto estructurales como no estructurales se muestran
en la Tabla 1. Las proteinas estructurales estan conformadas por la proteina C de
la capside (también llamada proteina core, aal al aal92) y las proteinas de
envoltura del virion E1 (del aal92 al aa384) y E2 (del aa384 al aa747), las cuales
desempefian un papel en la fijacién del virus a la célula huésped. Por otro lado, las
proteinas no estructurales presentan funciones especificas en la amplificacion del

genoma viral formando el complejo de replicacion viral (Li et al., 2021), entre las
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proteinas no estructurales se encuentran p7, una proteina integral de membrana de
fusién poco conocida; estudios in vitro sugieren que pertenece a una familia de
viroporinas y actia como canal i6nico de calcio (aa747 al aa810) (Steinmann &
Pietschmann, 2010).

El resto de las proteinas no estructurales esta centrado en el procesamiento de las
poliproteinas y la replicacion viral. La proteina NS2 (aa810 al aa1027) junto con el
dominio amino terminal de la proteina NS3 (aal1027 al aal658) forman la proteasa
NS2-NS3 dependiente de zinc, que procesa el lugar de corte entre NS2 y NS3,
ademas, NS2 interacciona molecularmente con p7 y E2 teniendo un papel crucial
en la produccién de viriones y NS3 que posee un dominio serina proteasa en el
extremo amino terminal y un dominio helicasa/ATPasa en el extremo carboxilo
terminal. La NS4A (aal658 al aal712) es un cofactor que se asocia con la proteasa
NS3, formandose la proteasa NS3-NS4A, siendo indispensable para el ciclo de
replicacion del VHC, catalizando al resto de las proteinas no estructurales en las
proteinas NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B (Koutsoudakis et al.,
2013a).

Por otro lado, NS4B (aal712 al aa1973) es una proteina integral de membrana cuya
funcion es formar una red de membrana esencial para la formacion del complejo de
replicacion. Otra de las proteinas no estructurales es NS5A (aal973 al aa2421) cuya
funcién aun no es clara en el ciclo de vida del VHC, sin embargo, se sabe que
interacciona con proteinas celulares ademas de regular vias de sefializacién y por
altimo la NS5B (aa2421 al aa3012) una ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) (Koutsoudakis et al., 2013b).
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TABLA 1. LAS PROTEINAS DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC) Y SUS DIFERENTES FUNCIONES EN LA REPLICACION VIRAL.

Proteina viral

Funcidn en el ciclo de replicacion del VHC

Core

Ely E2

p7

NS2

NS3

NS4A

NS4B

NS5A

NS5B

Empaquetar el ARN genémico del VHC para formar nucleocépsides y
también participa en la sintesis de lipidos

Responsables de la entrada del virion a las células

Canal i6nico, permitiendo la permeabilidad de la membrana por los iones y el
ingreso de los virus a las células

Autoproteasa para romper la uniéon entre NS2 y NS3

NS3 contiene un dominio de proteasa amino terminal responsable del
procesamiento de la poliproteina del VHC y un dominio de helicasa DExD-
box carboxilo terminal responsable de la replicacion del ARN del VHC a través
de estructuras secundarias de ARN desenrolladas

Cofactor de la proteasa NS3

Funciona como un andamio para el complejo de replicacién viral e inducir los
reordenamientos de las vesiculas de membran

Interactuar con una gran cantidad de proteinas celulares que son importantes
para el ensamblaje viral y la funcion del complejo de replicacion

ARN-polimerasa dependiente de ARN del VHC responsable de la
amplificacion del ARN del VHC

Modificado de Li et al., 2021
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GENOMA DEL VHC

A . ”
A Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

5'NC |< >|< >| 3'NC

Posicion nucleotidica

342 915 1491 2580 3420 5313 6258 7602 9378

(B)

1 192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3012

Posicion en |a proteina

FIGURA 3. ESQUEMA DE LA ORGANIZACION GENOMICA DEL VHC Y LAS PROTEINAS VIRALES. (A) PROTEINAS ESTRUCTURALES (ROJO) Y PROTEINAS NO ESTRUCTURALES (AZUL) DEL
VHC, (B) PROTEINAS VIRALES QUE CONFORMAN AL VHC, LAS FLECHAS NEGRAS INDICAN EL SITIO DE CORTE DE LAS DIFERENTES PROTEINAS, ASi COMO LA POSICION NUCLEOTIDICA
(PARTE SUPERIOR) Y POSICION AMINOACIDICA O PROTEINA (PARTE INFERIOR) EN EL GENOMA. MODIFICADO DE (ECHEVERRIA ET AL., 2015)
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Ciclo de replicacién

El ciclo de replicacion del VHC comienza con la union de los viriones mediante las
proteinas estructurales E1 y E2 a los receptores de los hepatocitos, el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDLr) y los proteoglicanos de sulfato de heparina
(HSPG), permitiendo la interaccion inicial entre el receptor B1 (SRB1 o SCARB1,
scavenger receptor class B member 1) y la proteina tetraspanina CD81 (Figura 4).
Luego de esto la proteina tetraspanina CD81 interactua con la claudina-1 (CLDN1),
y receptores de tirosina cinasa EGFR (receptor de factor de crecimiento epidérmico)
y EphA2 (receptor 2 de efrina tipo A) iniciando la entrada del virus en la célula del
hepatocito generando un endosoma dependiente de clatrina, dando inicio al proceso
de endocitosis (Hepatitis C Online, 2005). Una vez dentro de la célula, la clatrina es
dispersada, permitiendo a la vesicula permanecer libre dentro del citosol y
acidificando el endosoma. Al acidificarse el endosoma, la membrana de este y las
proteinas de membrana del virus se fusionan, el resultado es la liberacién de la
nucleocapside del virus, la cual es la encargada de contener el ARN gendémico viral
(Li etal., 2021).

Por otra parte, la sintesis del genoma del virus da inicio en el lugar conocido como
sitio de entrada interno del ribosoma, (IRES, del inglés internal ribosome entry site),
en la regidon 5’ del ARN viral este forma un complejo ribosoma-ARN, el cual se une
a la membrana del reticulo endoplasmico permitiendo el proceso de la traduccion y
da lugar a una Unica poliproteina que posteriormente es procesada por proteasas
celulares y virales, inicia con la divisién de las proteinas estructurales E1, E2 luego
de eso la cisteina proteasa NS2 y el extremo N-terminal de la proteina NS3 escinde
a NS2 de NS3. Por ultimo, NS3 junto con NS4A se unen a la membrana formando
asi el complejo de proteasa NS3-NS4A, este complejo se encarga de escindir las
proteinas faltantes (NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Tabata et al., 2020).
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FIGURA 4. EL CICLO DE REPLICACION DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC). SE MUESTRAN LOS OCHO PASOS DEL CICLO DE REPLICACION VIRAL
(KOUTSOUDAKIS ET AL., 20138; MORADPOUR ET AL., 2007)

22



El ensamblaje de la particula viral se lleva a cabo en el citoplasma formando la
nucleocépside, esto ocurre cerca del colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad (cLDL) y la enzima diacilglicerol acetiltransferasa-1 (DGAT1) formando la
nucleocapside, la cual rodeara al ARN del virus. En el aparato de Golgi las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se encuentran implicadas en la
secrecion del VHC a la superficie celular mediante vesiculas de transporte, mejor
conocidos como cuerpos multivesiculares, luego de este trasporte, las vesiculas se
fusionan con la membrana celular del hepatocito y con ayuda de las particulas
lipoproteicas VLDL son liberadas las particulas virales del VHC (Moradpour et al.,
2007; Scheel & Rice, 2013)

Tratamientos contra la hepatitis C

Durante cerca de 15 afios, el interferén alfa pegilado y la ribavirina (pegINFa-RBV)
fue el tratamiento contra VHC, su meta era alcanzar una respuesta viral sostenida
(RVS) a la semana 24 o 48 después de terminar el tratamiento, es decir, un periodo
de mas de 24 semanas después de haber completado en tratamiento en el cual no
se presenta una respuesta 0 carga viral positiva, sin embargo, la RVS era
usualmente menor al 50%, en 2005 un estudio realizado por Duvnjak M. reporto una
RVS del 42% al 45% para el genotipo 1, y para los genotipos 2y 3 (GT1, GT2y
GT3) del 76% al 82% (Duvnjak etal., 2005). En el 2015 Sandoval-Ramirez y
colaboradores informaron de una RVS de alrededor del 38% en pacientes
mexicanos infectados con GT1, la baja RVS con pegINFa-RBV fue atribuida a la

presencia de cirrosis y a una alta carga viral (Sandoval-Ramirez et al., 2015).

Mas adelante, en el afio 2011 fue aprobada la primera generacion de los
denominados antivirales de accion directa (AAD), conocidos también como DAAs
por las siglas en inglés (direct acting antivirals), teniendo una mejora en la RVS
siendo esta de entre el 65% al 75% (Pérez-Hernandez et al., 2022). La ultima
generacion AAD fue aprobada en el afio 2014, siendo estos una combinacién de
inhibidores cuyos farmacos pueden ir dirigidos a proteinas especificas, por lo que
pueden ser diferenciados unos de otros gracias a que sus nombres comerciales

poseen terminaciones diferentes, es decir, aquellos que utilizan la terminacién
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“previr” son inhibidores de la proteasa NS3/NS4, los inhibidores de la proteina viral
NS5A presentan terminacion “pasvir” e inhibidores de la ARN polimerasa
dependiente de ARN, NS5B cuentan con la terminacién “buvir’. Los AAD son
usados siguiendo el historial clinico del paciente, debido a que los pacientes con
cirrosis pueden tener efectos de descompensacion hepética. Existen AAD mas
factibles en caso de tener o no cirrosis, conocidos como AAD de Ultima generacion
teniendo una RVS del 94% al 100% (Sandmann et al., 2019).

En México en 2017 el sector de salud publica inicio el tratamiento con AAD genotipo
especifico en pacientes infectados con GT1, los comercialmente conocidos como
Viekira-Pak (dasabuvir, ombitasvir, paritaprevir, y rinotavir) y Harvoni (ledipasvir y
sofosbuvir) debido a que no se contaba con farmacos que fueran eficaces contra
otros genotipos del virus. En un estudio realizado en una Unidad Médica de Alta
Especialidad del Instituto Mexicano del Seguro Social (UMAE-HE, IMSS) en la
ciudad de Puebla, México, con ambos esquemas se obtuvo 97% al 100% de RVS
en pacientes con y sin cirrosis hepatica, posterior al tratamiento AAD, se observo
una mejora en el proceso inflamatorio del higado, pero no asi con el grado de fibrosis
hepatica (Melendez-Mena et al., 2021). En 2019 el IMSS inicio tratamiento con AAD
pangenotipico para los genotipos 1, 2 y 3 con las combinaciones de AAD: sofosbuvir
/ velpatasvir, sofosbuvir / velpatasvir / ribavirina y glecaprevir / pibrentasvir. Siendo
sofosbuvir un inhibidor de la NS5B (Eltahla et al., 2015, Gao et al., 2016); velpatasvir
y pibrentasvir inhibidores de la NS5A, y el glecaprevir un inhibidor de las proteasas
NS3/4A de tercera generacion (McCauley & Rudd, 2016). En un estudio realizado
en Puebla, México en 2019 por Carranza Aguilera, se trataron a 102 pacientes con
diferentes esquemas: 42 pacientes recibieron el tratamiento con
sofosbuvir/velpatasvir, mientras que 11 fueron tratados con
sofosbuvir/velpatasvir/ribavirina, y 49 mas con glecaprevir/pibrentasvir, respecto a
los genotipos virales detectados en los pacientes el GT1 fue el de mayor prevalencia
(37%), GT2 (36%), GT1lb (22%), y GT3 (3%), con respecto al estadio de la
enfermedad hepatica, el 54% de los participantes en el estudio presentaron cirrosis,
no obstante obteniendo una RVS del 98% (Aguilera Guirao et al., 2006).
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PROTEINAS VIRALES NS5A Y NS5B DEL VHC

Proteina NS5A VHC

Actualmente se conoce poco sobre la estructura de la proteina NS5A, sin embargo,
se sabe que posee una hélice anfipatica corta en el carboxilo terminal formada por
33 aminoacidos, cuya funcidon es indispensable para su union a la membrana
citoplasmatica y para la replicacion del genoma en un sistema de replicones. La
proteina NS5A ayuda a la proteina NS5B a unirse a la plantilla de ARN viral (-),
ademas de ser una fosfoproteina multifuncional que contiene zinc. Tiene una
longitud aproximada de 450 aminoéacidos, posee tres dominios, cada uno de ellos
separados por secuencias cortas de baja complejidad (SBC, denominados LCS por
sus siglas en inglés Low-complexity regions), que contribuyen a la formacion de
bucles flexibles expuestos a la superficie, y que unen alos 3 dominios de la proteina
(Figura 5a) (Tellinghuisen et al., 2004).

El dominio | (aa33 al aa213) contiene un motivo conservado de tetracisteinas capaz
de coordinarse con un atomo de zinc (Figura 5b), las mutaciones en el dominio de
tetracisteinas interrumpen la interaccion y anulan la replicacion del genoma en un
sistema de replicones, este dominio cuenta con un enlace disulfuro cerca del
extremo C-terminal, y tanto el zinc como el disulfuro permiten el mantenimiento del
pliegue del dominio en general. Entre las funciones del dominio I, se sabe que es
una region de union al ARN, involucrado en la replicacion del virus, ademas tiene
un papel en el ensamblaje del virus. El dominio Il (aa250 al aa342) y el dominio Il
(aa356 al aa447) por otra parte interactian con factores virales y/o celulares (como
es el caso de la ciclofilina A y la fosfatidilinositol 4-quinasa llla, también conocida
como PI4KA). El dominio Il se tiene evidencia de que contiene 3 estructuras alfa-
helicoidales cerca del extremo C-terminal, mientras que el dominio 1l solo se tiene

evidencia de que participa en el ensamblaje de los viriones (Yin et al., 2018).
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La proteina NS5A tiene dos formas con caracteristicas moleculares aparentemente
distintas, referidas como la especie basal y la hiperfésforilada, se han detectado
multiples sitios de fosforilacién dentro del LCSI, también se han identificado otros
sitios de fosforilacion en el dominio I, en el péptido LCSII y en el dominio IIl (Ross-
Thriepland & Harris, 2015). Cada una de las diferentes funciones de NS5A parecen
estar reguladas mediante la fosforilacion de los LCS ya que pueden actuar como
reguladores intermediarios en la replicacion del ARN y el ensamblaje del virion. La
fosforilacion de la NS5A es funcionalmente importante, pero los mecanismos
moleculares por la cual esta modificacion postraduccional, modula la funcién de la

proteina aun quedan por dilucidarse (Goonawardane et al., 2018).

(a) ( SBC | \ SBC |
T Y
’H‘llu ' Dominio | H Dominio Il Dominio Il
| B '
1 33 213 250 342 356 447

(b) Zn Zn

Inhibidor

C-terminal

NSSA Dominio 1

Figura 5. La organizacion esquematica de los dominios NS5A. (a) NS5A contiene una alfa-hélice
anfipatica N-terminal critica para su orientacién a la membrana celular y tres dominios (dominios I, Il
y lll) separados por dos secuencias de baja complejidad (LCS). (b) Los inhibidores de la NS5A se unen
al dominio dimerizado |, lo que bloquea potencialmente a la NS5A para que ejerza sus funciones. Las
sustituciones de aminoacidos asociadas a resistencia (SAR) de los inhibidores de la NS5A a menudo se
encuentran en M28, Q30, L31, e Y93 (Gao et al., 2016). Imagen modificada de Li et al., 2021.
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Proteina NS5B VHC

La NS5B tiene un dominio catalitico que abarca a la mayor parte de la proteina (aal
al aa530), seguido de una secuencia enlazadora (aa531 al aa570) y un dominio
catalitico transmembrana C-terminal (aa571 al aa591) que es esencial para la
replicacion. La NS5B como todas las ARN polimerasa dependiente de ARN virales
contiene subdominios de palma (aa360 al aa530), pulgar (aal89 al aa359) y dedos
(aal al aa188). Ademas, posee un dominio B-plegada especifico de las RdRps de
la familia Flaviviridae, asi como un dominio enlazador (Figura 6). Cada dominio
contribuye en especificos pasos de la sintesis de ARN viral (Sesmero & Thorpe,
2015).

La replicacién del ARN del VHC se ha detectado que tiene lugar en organelos de
replicacion (OR), es decir proteinas no estructurales (sitios de replicacion del
genoma viral) que se forman debido a diferentes tipos de alteraciones de la
membrana citoplasmatica inducidas por el VHC, entre estas se encuentran unas
vesiculas de doble membrana (VDM) que han sido asociadas a ARN viral de doble
cadena (dsARN) y en donde se han encontrado a las proteinas no estructurales del
VHC, es decir, los OR con alto contenido de colesterol y esfingolipidos (Li et al.,
2021). Aun no se conoce si la replicacion del ARN del VHC tiene lugar en la
superficie interior o exterior de los OR, sin embargo, se sabe que un mecanismo de
transporte debe estar presente en los OR para la entrada de metabolitos necesarios
para la replicacion. La ventaja de los OR es que el complejo de replicacion NS3-
NS5B y factores celulares se concentran dentro, mientras que estan excluidos los
ARN celulares, por consiguiente se tiene especificidad de la plantilla de ARN viral
(Neufeldt et al., 2016).

La NS5B del VHC es una RdRp (la NS5B in vitro puede copiar el ARN del VHC sin
ayuda de otros factores, pero in vivo requiere de actividades especificas de la accion
en cis y trans de las proteinas no estructurales NS3-NS5B (Bartlett et al., 2018), asi
como de las estructuras bucle tallo de la region 5’ UTR, y del extremo 3’ altamente
conservado de laregion 3'UTR. "El inicio de la sintesis de ARN de cadena negativa"

(“(PDF) Aspectos genéticos del virus del dengue Genetic ... - ResearchGate”)
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Comienza en el apareamiento uridina-guanosina terminal del extremo 3" (Adams
etal., 2017).

El proceso de sintesis de ARN realizado por la NS5B se divide en 4 pasos: Union,
iniciacion, amplificacion y terminacion del ARN (Tabata et al., 2020). La sintesis de
ARN del VHC inicia en el extremo 3" y se requieren de altos niveles de GTP, el cual
se une al dominio B-plegada de la NS5B, también son requeridas las interacciones
proteina-proteina entre NS3, NS5A y la NS5B, en el paso de amplificacion la NS5B
requiere de un cambio conformacional hacia una conformacion abierta para la salida
del dsARN (Lépez-Jiménez et al., 2014). Hasta ahora no se sabe cémo termina la
NS5B la sintesis del ARN del VHC, si bien la NS5B es notablemente propensa a
errores con una tasa de error de 10 en cada ronda de replicacion, al parecer tiene
un mecanismo de incision de nucledtidos, lo que puede permitir una correccion de
errores limitada (Jin et al., 2013).

359 531 5N

360 530 570591

(b)

FIGURA 6. ESQUEMATICA ORGANIZACION DE LA ESTRUCTURA DE LA NS5B. (A) NS5B ABARCA UN DOMINIO CATALITICO
TERMINAL, UNA SECUENCIA ENLAZADORA Y UN DOMINIO TRANSMEMBRANA C-TERMINAL (TMD). (B) EL DOMINIO
CATALITICO DE LA NS5B TIENE UNA FORMA DE MANO DERECHA QUE CONTIENE LAS REGIONES DE PALMA, PULGAR Y
DEDOS (IMAGEN MODIFICADA DE LI ET AL., 2021)
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Antivirales de accion directa contra VHC genotipos GT1-GT6

Velpatasvir

Es un inhibidor del complejo de replicacion de la proteina no estructural NS5A
(formula quimica Ca9Hs4NsOs, Figura 7, Pubchem identifier: CID 67683363)
(Velpatasvir, 2023), esencial para la replicacion del VHC, para el ensamblaje de los
viriones, recetado para el tratamiento de personas con la infeccion por VHC
(genotipos 1 al 6) y para aquellos coinfectados con VIH, con o sin cirrosis
descompensada. La terapia con este medicamento ademas puede ser combinada
con Ribavirina cuando el paciente cuenta con cirrosis descompensada (Bourliere
etal., 2017).

Aunque no esta claro la forma de actuar de este medicamento, se cree que sea
similar al de otros inhibidores de NS5A los cuales se unen al dominio 1 de NS5A
(del aa33 al aa213), compitiendo con el ARN del VHC para unirse a este sitio
durante la replicacion (Mariantonietta et al., 2019; Velpatasvir, 2023).

El velpatasvir presenta una similitud en su mecanismo de accion (inhibicion de
NS5A) y de estructura con su recombinante daclatasvir (primer AAD contra NS5A,
Figura 8, Pubchem identifer: CID 25154714) formando un amplio sistema resonante
de alta densidad electrénica, el cual facilita la uniébn a la proteina NS5A,
estabilizando su estructura y bloqueando sus funciones, asi mismo su estructura en
los extremos de la molécula emulan secuencias peptidicas (en realidad,
carbamatos), que facilitan la insercion del farmaco en los huecos (bolsillos) de la
proteina NS5A. Atendiendo a la gran similitud estructural ente el velpatasvir y el
daclatasvir, es previsible que ambos tengan un comportamiento molecular similar,
siendo su sitio de union idéntico. Los anillos de bifenilo descansan en la parte
superior de los dos grupos metilo del aminoacido T95 en los dos mondmeros de la
NS5A. Los anillos de los dos residuos Y93 extienden el canal hidréfobo para
acomodar el resto del grupo bifenilo y uno de los anillos laterales del DCV. Los
aminoacidos ubicados en las posiciones K26, 127 e 128 de las dos a-hélices y P97
de cada mondémero completan las esquinas hidréfobas, permitiendo que el farmaco

se ajuste facilmente en la ranura hidr6foba formada en la esquina de los bolsillos de
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la proteina NS5A (“Daclatasvir, 2023). Mientras que los restos R30 y Q54 forman

cuatro enlaces de hidrégeno simétricos con el DCV (Barakat et al., 2015)
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FIGURA 7. ESTRUCTURA QUIMICA DE VELPATASVIR.
INHIBIDOR DE LA PROTEINA NO ESTRUCTURAL NS5A
DEL VIRUS DE HEPATITIS C, ACTUA SOBRE LA
REPLICACION DEL ARN VIRAL, CUENTA CON TRECE
ACEPTADORES DE ENLACES DE HIDROGENO, CUATRO
DONANTES DE ENLACES DE HIDROGENO, EN COLOR
ROJO SE OBSERVAN LOS OXIGENOS, MIENTRAS QUE EN
COLOR AZUL SE REPRESENTAN LOS NITROGENOS.

FIGURA 8. ESTRUCTURA QUIMICA DE DACLATASVIR.
MEDICAMENTO ANALOGO DEL VELPATASVIR, ES UN
INHIBIDOR DE LA PROTEINA NO ESTRUCTURAL NS5A DEL
VHC. EN COLOR ROJO SE OBSERVAN LOS OXIGENOS,
MIENTRAS QUE EN COLOR AZUL SE REPRESENTAN LOS
NITROGENOS.
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Sofosbuvir

Es un inhibidor nucleosidico de la polimerasa de ARN dependiente del ARN de la
proteina NS5B imprescindible para la replicacion del VHC, es un profarmaco de un
nucledtido de pirimidina monofosforilado, 2-desoxi-2-fluoro-2-C-metiluridina
monofosfato (formula quimica C22H290FN3O9P, Figura 9, Pubchem identifier: CID
45375808), tras su administracion oral el sofosbuvir es metabolizado en el interior
de los hepatocitos para luego formar el analogo trifosfato farmacol6gicamente activo
de wuridina (GS-461203), compitiendo con los nucledtidos naturales e
incorporandose en el ARN del VHC por accion de la NS5B polimerasa durante la
replicacion del genoma viral y actuando como un terminador de cadena (Bourliére
et al., 2017; Sofosbuvir 2023).

Sofosbuvir previene la replicacion viral del VHC uniéndose a los dos iones Mg?*
presentes en el motivo del sitio activo GDD (Glicina-Aspartico-Aspartico; distintivo
de la proteina NS5B del VHC, presente en el sitio activo del subdominio de la palma
y se encuentra rodeado por los dominios |y Il) de la polimerasa NS5B del VHC y
evitando la replicacién del material genético del VHC, GS-461203 (metabolito activo
del farmaco) inhibe la actividad de la polimerasa de la NS5B recombinante de los
genotipos 1b, 2, 3 y 4. Aunque puede considerarse como un inhibidor de amplio
espectro, no es un inhibidor de las polimerasas ADN y ARN humanas ni un inhibidor

de la ARN polimerasa mitocondrial (Bourliére et al., 2017; Vademecum, 2020)
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FIGURA 9. ESTRUCTURA QUIMICA DE SOFOSBUVIR. TERMINADOR DE LA CADENA DE

REPLICACION DEL VHC Y ANALOGO NUCLEOTIDICO, CUENTA CON NUEVE

ACEPTADORES DE ENLACES DE HIDROGENO, TRES DONANTES DE ENLACES DE

HIDROGENO, SE OBSERVAN DE COLOR ROJO LOS OXiGENOS, DE COLOR AZUL MARINO

LOS NITROGENOS Y DE COLOR AZUL CIELO LOS HIDROGENOS, MIENTRAS QUE EN

COLOR NARANIJA SE OBSERVA UN FOSFORO.
Sustituciones Asociadas a Resistencia (SAR)
A pesar de la alta tasa de éxito (mas del 95%) en pacientes con VHC tratados, existe
un porcentaje de menor eficiencia en el tratamiento (del 3% al 5%), existiendo
diferentes factores que contribuyen a esto con los AAD, lo que puede generar
sustituciones asociadas a resistencia (SAR), limitando las opciones de retratamiento
(Howe et al., 2022). La alta tasa de homogeneidad genética del VHC causada por
su falta de mecanismos de correccién por su ARN polimerasa en comparacién con
su alta actividad de replicacion viral, produce una gran cantidad de recombinante
virales, mejor conocidas como cuasiespecies, lo que podria generar recombinante

con susceptibilidad reducida a los AAD (Perales et al., 2018).
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En diferentes estudios, se han detectado diferentes mutaciones relacionada con la

disminucion de la susceptibilidad a antivirales (Tabla 2), es por ello por lo que se

recomienda que los inhibidores de NS5A sean usados en combinacion con otros

regimenes para prevenir la aparicion de recombinante resistentes a los diferentes

farmacos. Cabe sefiar que existen diferentes tipos de inhibidores, los inhibidores

nucleosidicos (NI) y los inhibidores no nucleosidicos (NNI).

TABLA 2. SUSTITUCIONES ASOCIADAS A RESISTENCIA (SAR) EN MEDICAMENTOS INDICADOS EN EL TRATAMIENTO CON

AAD.
Genotipo Régimen SAR
VHC AAD Referencias
NS3 NS5A NS5B

1b

SOF+LDV

L31V

Y93H

L31M
L31l

(Stefano et al.,

sff)
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V36L L31V
OBV+PTV+DSV S122N L31I Ceoen
V170l Y93H
L31M
EBR+GZR P58S
Y93H
L31F/V
P (Nakamoto
Y93H/N
DCV L23F et al., 2014)
(Lontok et al.,
R 2015)
P58S
L28M/T
L159F
SOF S282G/R/T/IC (Howe et al.,
C316F/H/IN 2022)
V321l
C316H/N/Y/W
S368T
N411S
M4141/TIV (Howe et al
C445F1Y 2022) v
DSV Y448C/H
(Lontok et al.,
AB53V 2015)
G554S
S556G/R
G558R
D559G/N
F28S
L31M (Nakamoto
RCY C92R etal, 2014)
5 Y93H
(Howe et al.,
SOF L159F 2022)
S282G/RIT (Lontok et al.,
2015)
L31M (Stefano et al.,
OBV+PTV+DSV Y93H sif)
(Nakamoto
ey Ve et al., 2014)
Y93H
S14M
Al17S
e
DCV+SOF N307G
3 S98G A338V (Stefano et al.,
S103P s/f)
D126E
F127C
D172E
SOF+VEL Y93H
A150V/EIT/IRNISILIG (Howe et al.,
L159F/P 2022)
SOF K206E/R/Q/N/T/G/H (Lontok et al.,
S282G/RITIC 2015)
V321A/GIV

SAR (sustituciones asociadas a resistencia), SMV: Simeprevir, SOF: Sofosbuvir, RBV: Ribavirina, OBV: Ombitasvir,
PTV: Paritaprevir, RTV: Ritonavir, DSV: Dasabuvir, EBR: Elbasvir, GZR: Grazoprevir, LDV: Ledipasvir, VEL: Velpatasvir,

DCV: Daclatasvir, GLE: Glecaprevir, PIB: Pibrentasvir
Terminacion Previr, inhibidores de proteasas, (rojo)
Terminacion Buvir, NS5B (azul)

Terminacion tasvir, NS5A (negro)
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HIPOTESIS

El analisis de las secuencias nucleotidicas de las proteinas virales NS5A y NS5B
del VHC obtenidas de pacientes no respondedores al tratamiento con los AAD
velpatasvir y sofosbuvir permitira identificar sustituciones asociadas a resistencia

gue generen modificaciones respecto a las proteinas consenso NS5A y NS5B.

JUSTIFICACION

Las proteinas virales NS5A y NS5B cumplen varias funciones en el ciclo replicativo
del VHC, lo cual las ha convertido desde hace varios afios en un blanco terapéutico
importante. Desde el afio 2017, el IMSS introdujo los antivirales de accion directa
(AAD) para GT1, en 2019 los AAD pangenotipicos cuyas formulaciones contienen
inhibidores de estas proteinas para los genotipos GT1, GT2 y GT3. Las
sustituciones asociadas a resistencia (SAR) de los inhibidores de las proteinas
virales NS5A y NS5B han sido detectadas en los genomas de los virus que infectan
a pacientes sin tratamiento previo, por lo que las SAR pueden existir en forma
natural, la presencia de SAR preexistentes puede atenuar la efectividad de los AAD
de la NS5A y NS5B. Las SAR también pueden inducirse y sumarse a las ya
existentes de manera natural. Lo anterior ha sido reportado por estudios con
pacientes pre o post tratamiento con AAD en otras regiones. En México no existen
estudios sobre SAR post tratamiento con AAD pan gendmicos, por lo que se
desconoce si circulan este tipo de cepas de VHC entre los derechohabientes del
IMSS.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar las secuencias nucleotidicas las proteinas NS5A Y NS5B del VHC
obtenidas de pacientes no respondedores al tratamiento con ADD pangenotipicos
sofosbuvir/velpatasvir con la finalidad de identificar la presencia de SAR que

pudieran estar implicadas en la respuesta fallida al tratamiento farmacoldgico.

Objetivos especificos

1. Identificar a pacientes no respondedores al tratamiento contra VHC con
antivirales de accion directa como epclusa (sofosbuvir/velpatasvir).

2. Determinar las SAR en el marco de lectura abierto de las proteinas NS5A y
NS5B del VHC.

3. Generar de manera in silico la estructura de las proteinas NS5A y NS5B del
VHC genotipo 2.

MATERIALES Y METODOS

Disefo de estudio

Observacional, descriptivo, transversal, analitico, homodémico.

Tamafio de muestra
A conveniencia, pacientes no respondedores al tratamiento sofosbuvir/velpatasvir
qgue iniciaron y terminaron tratamiento durante 2021 y 2022. Se esperan 1 0 2

muestras de pacientes con VHC.

Muestras

Las muestras de suero o plasma fueron obtenidas en el servicio de
gastroenterologia del Hospital de Especialidades, Unidades Médicas de Alta
Especialidad (UMAE), IMSS, Pue. Puebla; de pacientes no respondedor al
tratamiento con AAD sofosbuvir/velpatasvir que iniciaron y terminaron tratamiento
durante 2021.
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Poblacién de estudio
Pacientes infectados con VHC no respondedores al tratamiento con el farmaco

Epclusa (sofosbuvir, velpatasvir).

Criterios de inclusion

e Hombre o Mujer

e Mayor de 18 afios

e No respondedores al tratamiento con AAD (sofosbuvir, velpatasvir)

e Con o sin cirrosis

e Coinfectados con virus de inmunodeficiencia humana (VIH), pero con carga

viral negativa por tratamiento con anti retrovirales

Criterios de exclusion

e Paciente coinfectado con VHB con carga viral detectada

Criterios de eliminacion
e Carga viral menor 10,000 Ul/MI

e Muestra de suero hemolizada

METODOLOGIA

Protocolo
El estudio se realizé en el laboratorio de virologia medica del Centro de
Investigacion Biomédica de Oriente (CIBIOR), IMSS.

Muestreo
Las muestras fueron proporcionadas por el area de gastroenterologia perteneciente

al hospital de especialidades IMSS San José.

Poblacion de estudio
Pacientes infectados con VHC no respondedores al tratamiento con el antiviral de

accion directa Epclusa (sofosbuvir, velpatasvir).
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Criterios de seleccion de muestras
Se seleccionaron a aquellos pacientes que fueran no respondedores al tratamiento,

ademas de poseer las siguientes caracteristicas:

e Hombre o Mujer
e Mayor de 18 afios

e No respondedores al tratamiento (sofosbuvir, velpatasvir)

Extraccion de ARN viral de muestras de pacientes con VHC

Para la extraccion del ARN de las muestras de suero o plasma de los pacientes con
VHC, se utilizo6 el kit comercial QlIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, No. de catalogo
52904). La extraccion del ARN viral se realizé conforme al protocolo del fabricante.
La integridad del ARN se verifico mediante la concentracion y pureza por

espectrofotometro.
Determinacion de la concentraciéon de ARN y ADN

La medicion de la concentracion se realiz6 en un espectrofotdmetro (Implen
NanoPhot 16), para determinar las concentraciones del ARN extraido y de ADN
obtenido por PCR en ng/uL, y verificar las relaciones de absorbancia a 260/280 y
260/230 nanémetros.

Obtencion de ADN a partir de ARN viral por retrotranscripciéon (RT)

La sintesis de la primera hebra de cADN a partir de molde de ARN monocatenario
mediado por una transcriptasa reversa (RT). EI ARN utilizado para la obtencion de
ADN fue obtenido previamente a partir de muestras de plasma de los pacientes con
VHC. La muestra procesada fue identificada como la muestra P-1, protegiendo asi

la identidad del paciente.

La obtencion del cADN fue obtenida por medio del kit comercial RevertAid H Minus
Firts Strand cDNA Syntesis (Thermo Scientific, No. de catalogo EP0752) siguiendo

las especificaciones del fabricante, los reactivos (proporcionados por el kit) fueron
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colocados en un tubo estéril libre de nucleasas y agregando en el orden que se
muestra a continuacion (Tabla 3).

TABLA 3. MEZCLA DE REACCION UTILIZADA EN LA RETROTRANSCRIPCION.

ARN molde 8 uL
Oligonucleétidos hexaméricos 1uL
Agua (libre de nucleasas) 3 uL
Buffer 5X 4 uL
Inhibidor de RNasa RiboLock (20U/ puL) 1puL
Mezcla de dNTP’s 10 nM 2 uL
Rever A_id H Minus M-MuLV Reverse 1L
Transcriptasa (200 U/ pL)

Volumen total de reaccién 20 pL

Genotipificacion del VHC por RFLP (en caso de no tener reportado el genotipo
viral por otras técnicas)

Con un fragmento de 251pb de la region 5 UTR se puede determinar el genotipo
viral mediante la accién de las enzimas de restriccion Mval, HinFl y ScrFl,
empleando en cada caso un amortiguador, adecuado (Tabla 4); los productos de la

restriccion fueron verificados mediante gel de agarosa.

TABLA 4. REACCION DE RESTRICCION ENZIMATICA PARA GENOTIPIFICACION VIRAL.

Componentes Volumen ‘
Agua (libre de nucleasas) 9.5 uL
Amortiguador Tango 10X 2.0 uL

Mval 10 u/ pL 0.50 pL

HinFl 10 u/ pL 0.50 uL

cADN 251 pb 7.5 pL

Volumen total 20.0 uL
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Obtencion de fragmentos de los genes que codifican a las proteinas NS5A y
NS5B por RT-PCR punto final

A partir del ADNc obtenido de la reaccion RT, se obtuvieron productos de PCR de
entre 300pb a 600pb por PCR punto final, o por PCR anidado, el tamafio depende
de los oligonucledtidos iniciadores disefiados para obtener las regiones donde
codifican las proteinas virales NS5A y NS5B.

Primera ronda de unareaccion de PCR y unareaccion de PCR anidado

Se realizaron reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de 15 a
40ul dependiendo de la disponibilidad de ADNc al momento de realizar el proceso.
Se realiz6 una mezcla de la reaccion en un tubo de PCR y siguiendo las
instrucciones del instructivo PCR Master Mix (Promega). Los tubos con las
reacciones se colocaron en el termociclador bajo los siguientes parametros: 40
ciclos a 94°C por 2 min, 94°C por 40 s, la temperatura de alineamiento cambio de
acuerdo con la Tm de los oligonucleétidos iniciadores utilizados, posteriormente a
72°C por 1 min, 72°C por 10 min y 4°C constante. Se almacenaron a -80°C. La
reaccion de PCR anidado es similar a la de la primera ronda de PCR, solo hace la

diferencia que el ADNc empleado es el producto de la primera ronda de PCR.

Purificacién de productos PCR
La purificacion de los productos de PCR para su envio a secuenciacion se realizé

siguiendo las instrucciones del Kit DNA Clean & concentrator (Zymo Research)

Secuenciacién

El proceso de secuenciacion se realizé por el método Sanger automatizado, las
muestras se enviaron al Laboratorio LANGEBIO ubicado en el CINVESTAV-
Irapuato. Los resultados de la secuenciacion fueron analizados mediante el
programa BioEdit 7.2.5.0.
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Disefio de oligonucledétidos iniciadores (paciente no respondedor con

resultado de estar infectado con genotipo 2)
Obtencion de secuencias del VHC

Se identificO una secuencias consenso con ayuda de las secuencias del VCH
genotipo 2 de las proteinas no estructurales NS5A y NS5B del VHC. Las secuencias
fueron obtenidas de la base de datos GenBank. La secuencia consenso fue
realizada con ayuda del programa BioEdit, por medio de el alineamiento multiple de
49 secuencias (siete secuencias GT2, 25 secuencias GT2a y 19 secuencias 2b),

siguiendo con los parametros siguientes:

¢ Alinear las posiciones homologas
e |dentificar sustituciones en un residuo por otro
¢ |dentificar la falta de una base (gap)

e Un gap puede corresponder tanto a una delecion como a una insercién
Otras puntuaciones de los alineamientos

La mejor puntuacién del alineamiento es aquella en la que alinea mas posiciones
homologas como numero de letras que coinciden, porcentaje de identidad,
numero de coincidencias en cada cien posiciones, porcentaje de similitud, tiene

en cuenta la similitud fisicoquimica de los diferentes nucledétidos.

El disefio de los oligonucledtidos iniciadores se hizo con el programa IDT Oligo

Analyzer Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), una herramienta

que busca comprender el comportamiento esperado de los oligonucleétidos, asi
como identificar y manipular las caracteristicas que deben presentar, como se

muestra a continuaciéon (Thornton & Basu, 2011; Ye et al., 2012)

. Contar con un tamafio mayor a 18 nucleétidos.

. Tener una relacion de guaninas (G) y citosinas (C) de entre 50 a 60%.
. Evitar la auto complementariedad

. No formar estructuras secundarias (horquillas).

. Tener una temperatura de fusion (Tm) de 55 a 65°C.
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. No variar mas de 5°C de diferencia entre los oligos.

Como parte del proceso de verificacion de los oligonucleétidos disefiados, se utilizd
el programa BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi) con la finalidad de

comprobar que los oligonucleotidos iniciadores hibrida dentro del genoma del VHC.

RESULTADOS

Muestra de plasma obtenida de paciente masculino de 41 afios con diagndstico de
hepatitis C crénica, recibio tratamiento con los AAD sofosbuvir/velpatasvir por 12
semanas, después de ese tiempo al final de tratamiento tuvo una carga viral de
4,402,834 Ul/ml, paciente con reporte de genotipo 2 por técnica de INNO-LiIPA HCV

I, y fue clasificado como no respondedor al tratamiento con AAD.

Genotipificacion por RFPL

Como parte del proceso de genotipificacion de la muestra en estudio, se realizé una
reaccion de PCR punto final estandarizada previamente con los oligonucleétidos
940 y 211 para la obtencion de la region UTR, para la muestra de interés
denominada como P-1y dos controles, una muestra genotipo 1b y otra del genotipo
2 (P-2 y P-3, respectivamente) (Figura 10, en donde se observa en el primer pozo
el marcador de peso molecular de 100pb, en el pozo dos se encuentra el P-1,
seguido de la muestra control P-2 y P-3 en los pozo tres y cuatro respectivamente
y por ultimo un control negativo (CN) en el pozo cinco), obteniéndose un producto

de 251pb para las tres muestras.

1000pb —

500pb —
—251pb
100pb __

FIGURA 10. REGION UTR (FRAGMENTO DE 251PB).
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El genotipo fue confirmado mediante la técnica de RFPL (fragmentos de restriccion
de longitud polimorfica, por sus siglas en ingles), que emplea las enzimas de
restriccion Mval (Fermentas) / HinFl (Promega), para discriminar entre los genotipos
1y 2 (Patron para GT1 53+63+42+93; patron GT2 53+198)

Mostrandose el patrén GT2 para los pacientes P-1 y P-3 en los pozos tres y cinco
respectivamente, en donde se observan dos fragmentos, uno de 198 pb y uno de
53pb, por el contrario, el paciente P-2 mostro un patrén GT1, visualizandose una

Unica banda de 93pb en el cuarto pozo (Figura 11)

MP MP P-1 P-2 P-3
100pb 50pb

100pb —

500ph —

200pb __. —198ph
-~ 94ph

S0pb — - 53pb

FIGURA 11. PRODUCTOS DE RESTRICCION CON LA ENZIMA MVAL EN UN FRAGMENTO DE 251pB. DE
IZQUIERDA A DERECHA EN LA COLUMNA 1 SE MUESTRA EL MARCADOR DE PESO MOLECULAR DE 100 PB, EN
LA COLUMNA 2 SE MUESTRA UN MARCADOR DE 50 PB Y EN LAS COLUMNAS 3 Y 5 SE VISUALIZA UN
PRODUCTO DE 198PB CORRESPONDIENTE AL GENOTIPO 2 DEL VHC

Secuencias de nucledtidos de las regiones NS5A y NS5B del VHC genotipo 2
Se obtuvieron del GenBank secuencias del genotipo 2, 2a y 2b del VHC, a
continuacion, se muestran los ID (nimero de identificacion de las secuencias). Se
realiz6 un alineamiento multiple, el cual fue generado con ayuda del programa
BioEdit con el propdésito de obtener secuencias consenso de los genotipos 2, 2a y
2b para la elaboracion los oligonucleétidos. Se alinearon un total de 49 secuencias
(Tabla 5).
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TABLA 5. NUMEROS DE ACCESO DEL GENBANK DE LOS SUBTIPOS 2, 2A Y 2B DEL VHC.

D00944.1

KY620314

KY620323

KY620323

KY620326

KY620327

KY620328

2a

HQ639939

AY746460

AF238486

HQ639938

HQ639944

HQ639945

ABO047639

AB047640

AF169003

AF169004

AF169005

AF169002

AF238482

AF238483

AF238484

KM587616

ABO047643

AB047644

ABO047645

KY620316

AB047641

AB690461

ABO047642

2b

AY232738

AY232739

AF238486

AY232730

AY232731

AY232734

AY232735

AY232736

AY232742

AY232743

AY232744

AY232745

AY232746

AY232747

AY232748

AY232749

AY232737

AY232740

AY232741
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Oligonucledtidos Iniciadores

Se disefiaron 26 diferentes oligonucledtidos para cada una de las proteinas de
interés (NS5A y NS5B), doce de ellos (Tabla 6) especificos para la proteina NS5A

y catorce especificos para la proteina NS5B (Tabla 7). Los oligonucleotidos

disefiados de forma in silico fueron sintetizados por el laboratorio IDT (Integrated

DNA Technologies) y Sigma-Aldrich.

TABLA 6. OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES DISENADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION NS5A DEL GENOTIPO 2 DEL VHC.

Nombre
de
secuencia

G2NS5B1s

G2NS5B1la

G2NS5B2s

G2NS5B2a

G2NS5B3s

G2NS5B3a

G2NS5B4s

G2NS5B4a

G2NS5B5s

G2NS5B5a

G2NS5B6s

G2NS5B6a

G2NS5B7a

G2NS5B8a

5a3d

TTG GTC TAC TTG CTG CGA GGA

TCC TCG GAG CAA GTA GAC CAA

ACA TCA AAG AGC GCC TCA

TGA GGC GCT CTT TGA TGT

AGC TCG CCT TAT CGT TTA CCC TGA

TCA GGG TAA ACG ATA AGG CGA GCT

TCT GCG AGA AAATGG CCCTT

AAG GGC CATTTT CTC GCA GA

TGC GCC CAC AAT GCT GGT

ACC AGC ATT GTG GGC GCA

ATG GGC TCG CAT GGT CCT

AGG ACC ATG CGA GCC CAT

ACG CGA CACGCT GTG ATAA

AGT AGG AGT AGG CCA AGG AGT A

Posicion en
el genoma
7644-7624
7624-7644
7787-7804
7804-7787
8134-8157
8157-8134
8172-8181
8181-8172
8593-8669
8669-8593
8923-8940
8940-8923
9364-9346

9402-9381

Numero de
bases

21

21

18

18

24

24

20

20

18

18

18

18

19

22

Tm
(°C)
51.4
51.4
62.3
62.3
69.3
69.3
67.9
67.9
715
71.5
68.1
68.1
65.6

50.0

% de
GC

52.9

52.9

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

50.0

61.1

61.1

61.1

61.1

52.6

50.0
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TABLA 7. OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES DISENADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION NS5B PARA EL GENOTIPO 2 DEL
VHC.

Nombre de Posicién en # de % de

secuencia >ad el genoma bases m(0) GC
G2NS5A1s  AGC GTG TGACCCAACTACT 6177-6195 19 56.1 52.6
G2NS5A2s  TGC CTG GTC TCC CCT TTATCT 6359-6380 21 57.7 52.4
G2NS5A3s | TGG TAT CAT GAC CAC ACG GT 6417-6437 20 56.0 50.0
G2NS5A3a  ACC GTG TGG TCA TGA TAC CA 6417-6437 20 56.0 50.0
G2NS5A4s | TCG GGA TGA GGTCTC GTTCT 6775-6794 20 57.5 55.0
G2NS5A4a  AGA ACG AGA CCT CAT CCC GA 6794-6775 20 57.5 55.0
G2NS5A5s | AAT CGT GGA AGA GGC CAG AT 7236-7255 20 56.1 50.0
G2NS5A5a  ATC TGG CCT CCT CCACTATT 7255-7236 20 55.2 50.0
G2NS5A6s | AGC TGG CCA TCA AGT CCT 7395-7377 18 56.5 55.6
G2NS5A6a  AGG ACT TGA TGG CCA GCT 7377-7395 18 56.5 55.6
G2NS5A7s | TTC TTT TCC TGG GTG GAG GG 6713-6732 20 57.3 55.0
G2NS5A7a  CCG TCC ACC CAG GAA AAG AA 6732-6713 20 57.3 55.0

La Figura 12 muestra la secuencia de referencia obtenida de GenBank (D00944.1),
en la que se observa la posicion de la hibridacion in silico de los oligonucle6tidos
disefiados para la proteina NS5A. La secuencia nucleotidica se resalta en color rojo;
asimismo, es posible visualiza la hibridaciéon in silico de los oligonucledétidos

disefiados para la obtencion de la proteina NS5B en color azul (Figura 13).
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e001
e06l
elil
eldl
g241
6301
636l
642l
6481
6541
eall
eo6l
6721
e781
6841
6901
696l
7021
7081
7141
7201
726l
7321
7381
7441
7501
756l
7621
7681

FIGURA

GCCTGGRATT
CCGACACGTG
TTCCAGAGGA
TGTGACCCRA
GATTACTGRA
GGETTTGCACC
GCCTGGTCTC
TATCATGACC
CATGAGRATT
TTGTTACACG
GAGGGTGGCGE
LAGGRCTTACC

CTIGTCTCCGG
GEACCGGEGEGGE
RACCRCGTCG
CTACTTGGCT
GACTGCCCCA
ATCCTRACRG
CCCTTTATCT
ACACGGTGTC
ACGGGGCCCA
GAGGGCCAGT
GCCTCAGAGT
LACTGATAACT

CTGGGTGGAC
TGAGGICTCG
TCCTGRACCT
GGAGACTGCA
GAGCCRGCTA
TGETGGRACATE
GTCCARAGTG
GCCTTCGATA
TTGGGCACGE
RACCGGCCACT
RAGGAGACGEC
GGCCATCARG
GGEACGCAGCC
TTCCATCTCC
GCAGGTAGRAG
GTCTTGETCT
CTGGACCGGGE

TTCTGCGTTG
GACACAGACG
GCGCGGECGTT
TCGGCARCCAT
GTGGATGCCA
GTCGTTICTGG
CCATCGGAAT
CCTGATTACA
GTTGCGGGCT
CGGACAGTGG
TCCTTTGGCC
GATTCCGGCA
TCCATGCCCC
CTTCARRCCTC
ACTTGCTCCG
GCTCTRATRA

GITGCCCTGET
BAGGCGCTGET
CCCCCRCCCA
CCCTTACCAT
TCCCATCCRG
ACTTTRRARR
CITGTCAARRA
CTITGCGGCGT
BARACCTGCAT
GCGTGCCGRA
ACGCGGAGGET
TGARAGTTCC
TCCATAGGIT
GGCTTRATTC
TATTGRACGTC
TGGCRACGGEEG
CGCTGCGAGT
ACCTGTTCAT
ACTCTCTCGA
ATATGCTCCC
ACCCRCCGCT
GCGCTCTCCC
GTCTGAGTGA
AGCCCCCCCC
GTCGGACGCC
CTCTCGAGEG
CCCCCCAGGG
AGGAGGACGA
CTCCTTGTAG

GGETGGGAGTC
CCRATGGATG
CTRACGTGACG
BACCAGCCTG
CGGCTCGTGGE
CTGGCTGACC
GEGGTACRAAG
CRATATCTCT
GRATATCTGG
ACCCGCACCA
GACGCRAGCAC
TTGCCRACTR
TGCCCCCATA
ATTTGTCGIC
CATGCTAACE
GTCACCCCCG
CACCTGCACC
GGGGGECEAT
CCCRATGGTC
CARGALGAGA
TGTGGRATCG
CCCCCCTARG
GAGCTCCATA
RRGCGECGEAT
CCCCGATGAG
GGAGCCTGGA
GGGEGGTGETA
CTCCGTCGTG
CCCCGRAGAG

ATCTGECGCGGE
BATAGGCTCAR
GAGTCGGATG
CTCAGGAGAC
CTCCGCGATG
TCCRARATTGT
GGCGTGIGGE
GGCAATGTCC
CAGGGGACCT
AACTTTRAGR
GEGTCATACTC
CCTTCTCCRG
CCGRAGCCGET
GGGTCICAGC
GACCCATCCC
TCCGAGGCRR
ACCCRCGGCR
GTGACCCGGR
GALGRLAGGR
TTCCCACCARG
TGGARGAGGT
ARRACCCCGR
GCAGATGCCC
TCAGGCCTTT
TTGGCCCTTT
GATCCAGACT
ACCCCCGECT
TGCTGCTCCA
GRRARGTTGC

CCATCCTGCG
TTGCCTTTGES

CETCGCRAGEG— NS5A1s

TCCACRACTG
TGTGGGATTG

TCCCRAAGAT —»NS5A2:

CTEECACTEG— NS5A3s, NS5A3a

GUCTGGGCTC
TTCCCATCAR
TCGCCATCTG
ACTRACATRAC

LCIUREREBE. s NS5ATs, NSSATa

TTTTTCGEEEL— NS5Ads, NS5Ada

TCCCTTGCGA
ATATCACGGC
GUTCCTCAGC
AGGCCTATGA
TAGAGTCTGR
GUGACCTTGA
CCTTACCGGEC

CLERTTLCCLe— N35A5s, N55Aa

CGCCTCCCCC

TLCLLCRGCT«——NS5AGS, NS5ABa

CCACGGGGEEC
CGGAGACAGE
TGGAGCCTGA
CAGGCTCGGG

TGETCLATLCTCe— N35B1s, NS5B1a

CRATTARCCC

12. OLIGONUCLEOTIDOS QUE FUERON DISENADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION NS5A. SE MUESTRA LA
UBICACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES EN LA SECUENCIA DE LA REGION NS5A (SECUENCIA EN COLOR ROJO)
DEL VHC, CADA OLIGONUCLEOTIDO SE MUESTRA DE UN COLOR DISTINTO, ASi COMO EL NOMBRE ASIGNADO A CADA
OLIGONUCLEQTIDO.
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7536l
7621
TeH1
7741
7801
7861
7521
7981
a041
8101
816l
g221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
ged4l
8701
g7el
gaz2l
8881
8941
S001
S06l
8121
9181
9241
9301
936l
F421
9481
2541

GCRGETAGAG
GTICTTGGICT
CTGGACCGEGE
CTTGAGCAAC
CETCATTARAGS
CTCAGICTTIG
AGRGGAGGCC
TAAGGAGGIC
CCTCCTGGAR
CTGCGTGGAC
CEECGETCAGS
GETGATGGGEE
GRAGGCATGE
CTCAACCGIC
GCCCGAGGAG
CATGTTCRAC
TACCACTAGC
TECAGGGATA
GAGCCAGGGG
GTATTCTGCC
TTGCTCCICA
CRGRGACCCT
CRATTCATGE
GATGACACAC
TGAGATGTAC
GTTACACGGE
GGECTTCAGCC
TGCAGTCAGE
CTTCRACTGG
GGATTTATCC
S zCCCGR
TTTCCTACTIC
CTITTTTITITIT
TTTTTTTTTIT

CITCRRCCTC
ACTTGCTCCG
GCTCTAATRR
TCCCIGTTGC
GCTRRRRARGE
ARGGRCATTR
TGECCAGTTAR
CGCAGCTTGT
GACACRCRARR
CCCRCCARRAGE

CT& {
GCTICTITIATG
GCGGRARAGR
ACTGAGRGRG
GCCCARCACTG
AGCRRGGGECC
ATGGEGGERARCE
ATTGCGCCCR
ACCGAGGAGS
CCICCTIGETG
AATGTGICTG
ACCARCTCCRR
CTAGGRRACRE
TICITCICCR
GGAGCGGETET
CITGRCGCTT
CTCAGRRRRC
GCGICCCTICR
GCGETGRAGR
AGCTGGTITCA
CCCCGCTTAT
CCCGCTCGEET
TITTITTTITIT
TTTTTITTITTIT

CCCCCCAGGG
AGGRGGACGR
CTCCTITGTAG
GATATCACAR
TARCTTTTIGA
AGCTAGCGEC
CTCCRCCCCA
CCGGGAGAGT
CACCRATTCC
GGGGTAAGAR
ARRTGGCCCT
GATTCCAGTA
BRGRCCCTAT
ACATCAGGAC
CCATACACTC
AGRCCTGCGE
CCATCACATG
CARTGCTGET
ACGAGCGGAR
ACCCCCCCAG
TGGCETTGEG
TCGCCCGEEE
TCATCCAGTA
TTCTCATGEC
ACTCCGTGAG
TCTCICTIGCA
TTGGEGEGCGECC
TICTCCCGIGE
CCRRGCTCAR
CTGTCGGCGE
TACTCCTIGG
AGRAGCGEGECAC
ITTITTITIIIT
TTTTITTTITT

GGEEGEGETGEETA
CTCCGTICGETE
CCCCGRAGRG
CARGGTGTAC
TAGGATGCRR
CTCCARAGGTC
CTCTGCRRGR
CGTTARCCARC
TACRRCCATC

LGCTCGC
INTATGATATC
CTCCCCCGCT
GGEETTITTICS
TGEAGGAGTCC
ACTGACTGAG
GTACAGGCGET
CTATGTIGRRR
ATGECGGECGAT
CCTGAGAGCC
ACCGEGERATAT
CCCACRAGGC
TGECCTGEEAR
CGECCCCRARCC
CCRRGATRCT
TCCCTTGGEARC
CACATACACT
ACCCCTCRGR
GEEGAGAGCE
ACTCACTCCR
CGECGEGEEEGC
CCTACTCCTA
ACATTAGCTAR
TTITTTITITIT
TTTTTITTITT

ACCCCCGGCT
TECTGCTICCA
GARAAGTTGC
TGTACCACAT
GCGCTCGACE
ACCGCAAGEC
TCCRAGTATG
ATCAAGTICCG
ATGGCCRARRR
CTTATCGITT
ACRCRRARAAGC
CAGCGGGEIGE
TATGATACCC
ATATATCGGG
AGRCTTTACG
TGCCGCGCCA
GCCTITAGCGE
GACTTGGITG
TTCACGGAGS
GACCTGGAGC
CGCCGCAGAT
ACRAGTTAGAC
ATATGGGCTC
CTGGACCAGR
CTCCCAGCCA
CCCCACGAAC
GCGTGGAAGR
GCCGITIGCG
TTGCCGGAAG
GACAT
CTITTTIGIAG
CRACTCCATAG

CAGGCTCGEE

TGTCATACT Ce—s N55B1s, NS5B1a

CAATTRRCCC

CARRGRAGCGCe— N5582s, NS5B2a

CTCATTATGA
TTICTCACTTT
GETTTGEEEEC
TGETGEAAGGA
ATGRGGETGETT

AGTTTCTCTT
GATGCTTTGRA
CTTGTITCCTIT
TEEERAGEECC
GCGEEEETECT
CCTGTRAAGGT

TCATCTCRGLes N55B5s, NS5BSa

CTATGARCCAG
TGATRRCATC
ACTACCTGAC
ACTCCCCTGT

GCATGGTCCT «» NS5B6s, NS5B6Ga

ACCTCRACTT
TAATTGARLG
TGACACGGET
GCOGEECACE
GCCGATATCT
CGCOGCCTCCT

TATC ACAGCGTGTC
GEETRAGECCT+ NSSBEs

CTARCTGETCC

TITTITTITITIIT
TTTTTTTIT

ITTTITTITITITTI

Ui e O Te—s NS5B3s, NS5E3a
TTCCTCLEGEe—s NS5Es, NSSBda

FIGURA 13. OLIGONUCLEOTIDOS QUE FUERON DISENADOS PARA AMPLIFICAR LA REGION NS5B. SE MUESTRA LA UBICACION
DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES EN LA SECUENCIA DE LA REGION NS5B (SECUENCIA EN COLOR AzuUL) DEL VHC,
CADA OLIGONUCLEOTIDO SE MUESTRA DE UN COLOR DISTINTO, ASi COMO EL NOMBRE ASIGNADO A CADA
OLIGONUCLEQTIDO.

Obtencién de fragmentos de PCR

Para la obtencion de las proteinas NS5A y NS5B se probaron cada uno de los
oligonucledtidos iniciadores disefiados a diferentes temperaturas de hibridacion, sin
embargo, no todos funcionaron para el paciente P-1 y P-3, por lo que solo fue
posible la obtencion de un fragmento de 150pb de la proteina NS5A con los
oligonucledtidos G2NS5A1ls y G2NS5A3a. En el primer pozo se muestra un
marcador de peso molecular de 100pb, seguido de las muestras P-1 y P-3 en los
pozos dos y tres respectivamente (Figura 14).
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MP P-1
100pb

1000pb —

500pb —
450pb

100pb —

FIGURA 14. FRAGMENTOS OBTENIDOS CON LOS OLIGOS PARA
LA PROTEINA NS5A

Para la proteina NS5B se obtuvo un fragmento de 439pb con los oligonucleétidos
iniciadores G2NS5B3s y G2NS5B8a y los G2NS5B4s y G2NS5B5a (Figura 15),
siendo estos ultimos, utilizados como anidado del primer producto de PCR,
obteniéndose Unicamente un fragmento para el P1 en el segundo pozo del gel de
agarosa, mientras que, en el primero pozo, se encuentra un marcador de peso
molecular de 100pb.

MP P-1  P-3
100pb

1000pb ~=

500pb —

—150pb
100pb -

FIGURA 15. FRAGMENTO DE 439PB DE LA PROTEINA NS5B
PERTENECIENTE AL PACIENTE 3.
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Resultados de secuenciacion

Luego de la obtencion de los productos de PCR, estos fueron procesados mediante
el método de secuenciacion SANGER por el Laboratorio de Servicios Genomicos
(LANGEBIO). Antes de ser enviados a secuenciar, los productos de PCR fueron
purificados y determinada su concentracion de acuerdo con las especificaciones del
laboratorio (100ng en 20ul de producto de PCR y 10uM para los oligonucledétidos).

El resultado de la secuenciacion del fragmento de 150pb de la regidon NS5A, en los

pacientes P1 y P3 no fue identificada ninguna similitud.

Como parte de los resultados de secuenciacién del producto de PCR de 439pb de
la proteina NS5B del P1, fueron identificados 86 de los 450 nucledtidos,
encontrando una similitud del 93% con la regién core del n260 al n346, identificado

como genotipo 2 (Figura 16).

>11.-PINS5E pGZNS5BE4s

CAGGGTGGCTCCTGTCCCCTCGAGGTTCTCGTACTTCGTGGGEGLCC

ID de la secuencia con la que se encontro identidad: MN209140, genotipo 2k/1b

Score:69.4 bits(37), Expect:3e-08, Identidad:43/46(93%), Gaps:0/46(0%)

Busqueda 1 CAGGGTGGCTCCTGTCCCCTCGAGGTTCTCGTACTTCGTGGGGCCC 46

trerrerrreererrerrrereerrrrrrerr e rerrrenl
Resultado 240 CAGGGTGGCTCCTGTCCCCTCGAGGTTCTCGTCCATCTTGGGGOCT 285

FIGURA 16. RESULTADO DE SECUENCIACION DEL PRODUCTO DE LA PROTEINA NS5B DEL P1. A) SECUENCIA
LIMPIA COMO RESULTADO DE LA SECUENCIACION. B) BLAST CON LA SECUENCIA MN209140.
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Debido a estas discrepancias, nuevamente obtuvimos la region UTR de los
pacientes P1 y P3y fueron enviadas a secuenciacion obteniéndose lo siguiente, el
P1 fue identificado como genotipo 2k/1b, al ser realizado un BLAST en donde se
obtuvo una identidad del 99% con la secuencia identificada como MK527508, la cual
es caracterizada con el genotipo antes mencionado (Figura 17), y el control P3
genotipo 2b, con una identidad del 99% con la secuencia KM275478.1 (Figura 18).
Ademas, en la secuencias se identificaron los nucleotidos donde cortan las enzimas

de restriccion para cada una de las muestras

>96.-P1UTR_pS40  GENOTIPO 2k/1b

) ATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCOCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCEGGAACCGGTGAGTAC
ACCGGAATTGCCGGGAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGLCATTTGGGCGTGCCC
CCGCAAGACCGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTCGAG
AGTG

B) 1D de la secuencia con 1a que se encontrd Identidad MK527508.1, genotipo 2k/1b

Score: 392 bits (212), Expect: 2e-104, Identities: 216/218 (99%), Gaps:0/218(0%)

Biagueda 1 RIGAGTGTICGTACAGCCTCCRGGocoooooc TCCCGEGRGRECCATAGTEETICTGCGE €
Resultado 76 138
Bdsqueda €1 12
Resultado 138 GECARGACTCOCICCTITICITCEATARALCCCACTICTIA 185
3dsgueda 121 TECCOGGLC CATITGEECETGCCCCCECAAGACCGTTAGT 18
Resultade 126 OO CCGCARGACCGCTAGCCGAGSTALCST 255
Bldsgueds i1 AGGCCTIGIGSTIACTIGCCTIGATAGGGIGCTICGAGAGIG 212

e o o o o -as
AT dTLOATLY 3

FIGURA 17. RESULTADO DE SECUENCIACION DEL PRODUCTO DE LA PROTEINA UTR DEL P1. A) SECUENCIA LIMPIA
COMO RESULTADO DE LA SECUENCIACION. B) BLAST CON LA SECUENCIA MK527508.1.
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A) >PIUTR_p940  GENOTIPO 2b

ATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA
CCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTAT
GTCCGGTCATTTGGGCATGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAA
GGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCCTCGAGAGT

ID de la secuencia con la que se encontro identidad KM275478.1, genotipo 2b
Score: 388 bits (210), Expect: 3e-103, Identities: 215/217 (99%), Gaps:1/217(0%)

B) Busqueda 1 ATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGe et TCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA 60
AR R R RN NN R R R R NN R RN R R R RN
Resultado 34 ATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA 93

Blusqueda 61 CCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAMGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTA 120

PERRREREE e e bbb e e b e e b e erenny
Resultado 94 CCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTA 153

Busqueda 121 TGTCCGGTCATTTGGGCATGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAR 180
RN R R R R R R NN AR R AR
Resultado 154 TGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCARGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAR 213

Busqueda 181 AGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCCTCGAGAG 217
PERERRERERE e et b e b e e vt
Resultado 214 AGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGC-TCGAGAG 249

FIGURA 18. RESULTADO DE SECUENCIACION DEL PRODUCTO DE LA PROTEINA UTR DEL P3. A) SECUENCIA LIMPIA COMO
RESULTADO DE LA SECUENCIACION. B) BLAST CON LA SECUENCIA KM275478.1.

como siguiente paso fue obtener iniciadores para la region core empleando
secuencias de los genotipos 2a y 2b (Tabla 8), esto debido a que la proteina Core

es especifica para la determinacién del genotipo de las muestras.

TABLA 8. NUMERO DE IDENTIFICACION DE LAS SECUENCIAS DE LA REGION CORE DEL VHC GENOTIPO 2A Y 2B.

Subtipo ID de la secuencia
KC844048.1 1Q061472.1 KM587617.1
2a M2327800.1 JQ061472.1 KY620352.1
M2327784.1 KM349851.1 KM587618.1
AF1770036 AF169005.1 AF238485
AB047639.1 KC967476.1 KM587616.1
2 KF676352.1 AF169004.1 LC368378.1
KM577616.1
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La secuencias anteriores fueron empleadas en la realizacién de oligonucleétidos

especificos para las proteinas core de ambos genotipos, tanto 2a como 2b. La

hibridacién in silico de los oligonucledtidos se muestran a continuacion (Figura 19)

en la secuencia de referencia JX014307.1 obtenida en GenBank, asi como las

caracteristicas de cada uno de los oligonucledétidos (Tabla 9).

181
241
301
36l
421
481
541
601
g6l
721
781
841
201

aagactgggt
caagactgct
cgcttgocgag
tcaaagaaaa
cggccagatc
cacgacaagqg
agatcggcge
gaatgaggga
gggccccact
gtgtggcttt
cgccagagct
gaacctaccc
tcocggtetcet

cctttottgg
agccgagtag
tgccoccggga
accaaaagaa
gttggcggag
aaaacttcgg
tccactggea
ctcggctggg
gacccccggc
gccgacctca
gtcgecgcacg
ggttteccect
goctgocccagy

ataaacccac
cgttgggttyg
ggtctcgtag
acaccaaccg
tatacttgtt
agcggtccca
cggcctgggg
cgggatggct
ataggtcgcg
tggggtacat
gcgtgagagt
tttctatctt
tgaagaatac

toctatgeceg
cgaaaggcet
accgtgcacc
tcgocccagaa
gecgcgcagg
gccacgtggg
aaaaccaggt
cctgtcaccc

caacgtgggt aaggtcatcg Cle-leloede-FElel oo 2

gocatttagg
tgtggtactg
atgagcacaa
gacgttaagt
ggcoccaggt
agacgccagc
cgccectgge
cgaggctctc

cgtgcccccg —
cotgataggg —»

atcctaaacc
tococcgggegg
tgggtgtgcg
ccatccccaa
ccctatatgg
gcccttcctg

cccocgtcgta ggogococcge ttagtggege

cctggaggac
cttgctggcc

ggggttaatt
ctgttgtecct

atgcaacagg
gcatcaccgt

GZbPCls
GZbPCZs

cagtageage .
ggctgcggtt ctccacgtocc cocgggtgcgt 44—
gtgttgggtg ccagtcteoge caaacatggo 4—
tctgcggacyg cacatcgata tggttgtgat

g6l
1021
1081

ctccaatgac
cccgtgcecgag
tgtgocggoag

agcatcactt
agagtgggga
ctcggtgcec

ggcagctega
atacgtcacg
tcacgcaggyg

FIGURA 19. OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS PARA OBTENER LA REGION CORE. SE MUESTRA LA UBICACION DE LOS
OLIGONUCLEGTIDOS INICIADORES EN LA SECUENCIA DE LA REGION CORE (SECUENCIA EN COLOR AzUL) DEL VHC, CADA
OLIGONUCLEGTIDO SE MUESTRA DE UN COLOR DISTINTO, ASi COMO EL NOMBRE ASIGNADO A CADA OLIGONUCLEOTIDO

TABLA 9. OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS PARA OBTENER LA PROTEINA CORE PARA EL GENOTIPO 2AY 2B DEL VHC.

Tm
(°C)

Numero
de bases

Posicion en el gen

G2bPCls GAT AAA CCC ACT CTA TGC CCG 297-317 21 59
G2bPC2s CTT GTG GTA CTG CCT GAT AG 376-395 20 59
G2bEla 1060-1041 20 60
G2aCls 692-710 19 61
G2aCla 710-692 19 61
G2aE2a 960-941 20 59
G2aEla 1023-1041 19 62
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Los oligonucledtidos iniciadores utilizados fueron los pares G2bPC1s y G2aEla del
cual se cual obtiene un producto de PCR de 788 pb, a partir de ese producto se
realizd una PCR anidada con los oligonucleétidos G2bPC2s y G2bEla,
obteniéndose un producto de PCR de 684pb para las muestras P-1; realizado por
duplicado en los pozos dos y tres, y P-3, en los pozos cuatro y cinco del gel de
agarosa, también fue empleado un marcador de peso molecular de 100pb, en cual

esta presente en el primer pozo del gel (Figura 20).

1000pb
3 684pb

500pb -

100pb —

FIGURA 20. RESULTADO DE LA OBTENCION DEL PRODUCTO PCR DE LA PROTEINA CORE.

Los productos de PCR de la proteina core fueron secuenciados para el P-1y el P-3
(control), los resultados se muentran a continuacion, de nuevo comprobando que el
P-1 presenta una recombiante 2k/1b (Figura 21) mientas que el P3 fue caracterizado
como genptipo 2b (Figura 22)
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ID de la secuencia con la que se encontré identidad MK039720.1, genotipo 2k/1b
Score:889 bits{481), Expect: 0.0, Identidad:595/651(91%) Gaps:1/215(0%

Basgueda HIAGOTCTCETAGACCOTUCATCATGAGCACAAATCTTAALCTTTARAGAAAARCTAAAA 60
11

FRNRREEN) R ARRARENERRA (RN RSN RN AN AR NR
Resultado 246 GOAGGTCTOGTAGACOG TOCATUATGAGCADARATCCTAAACCTCAARGAAARALCARAR 105

e
15

Biusqueda 63 SAAACACTAACTGOCGCTTACAGGACETCAASTTCCCS! G

AR 1 SRRRRE! 1 N ARRR SEANRRARN
Resultado 306 GAAACACAAACCCOUGUCCACAGOACETCAAGCTTCOCCGEOOGOTCOCICACATCS

? 4 191

Pusqueda 157
Resultade (26 CCGARACCGOTC

i AERREEN! I 8 |
AGOCCATCOCTARAGATOGL

Busgueda 241 GTAARSTOCTC 1 100
i R RERRRE |
Resultado 406 GCAAGTOOTC ATACCCCTSGUCCCTETATGAEARTGAL 3T 4

111

T AT CGATACCCICACGTOTGOTITTOLTGADS €46

Resultado €06 GOUATAGATCGLGCAATTTUGUT

AGCGACGGEATARACTA
ERRERRRRARE BN 11

COGGATAAACTATOCAAC 785

Basgueda 441 CTTTCTCTATCTICGTCTITAGUOCTTCTATCITGCATCACTGTGONCGTTTCTGOTATAS 600
i | 1 it 11 i il | i1 1 11 I 1

Resultado 784 CTTTTTCTATCTTCOTAC CTCTTGTCTTGTATATCTG TGCCAL 145

Basqueda €01 AGSTCAAGAACAACACT--GACCATTAC CAAATGACTGCTICTAR €49
| 111 | 111 i1 | | 111 111
Resultado #46 ASETCAAGAACACCAGOCAGACC--TACATGGTCACCAATSATTGOT

FIGURA 21. RESULTADO DE LA SECUENCIACION DEL PRODUCTO CORE DEL P1, ASi COMO EL RESULTADO DE
BLAST CON LA SECUENCIA MK039720.1, CONFIRMANDO QUE ES RECOMBINANTE 2K/1B.
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>5.~PICORE_pGIbpCla GEROTIPO 2b
CGOGAGTCTCOTAGACCGTGCATCATGAGCACTAATCCTAARACC TCAAAGAAAAAC CAAAAGAAACACAAACTGOCOCCCACAGGA

AGTCAGGAACATTAGCCGTAGCTATTACGCCACTAATGACTGCTCAMCAGCAGCATC

1D de la secuencia con la que se encontrd identidad M2327784.1 , genotipo 2k/1b
Score:385 bits(208), Expect: 3e-102, Identidad:213/215(99%) Gaps:3/651(0%

Bdsgueda 10 CGGGA-GICTCCTAGACCGTGCATCATGAGCACTAATCCTAAACCTCAAAGARARACTAA 62
PRI PR e e v nenennnnnnnnin
Resultado 241 COGGAGGTCTCOTAGACCOTGCATCATOASCACAMITCCTAMCCTCAMGAMAMACTAR 300

Blsqueda 69 ARGAAACACAANC CGCCGCCCACAGGACGTCARGTTCCCGEGTUGCUATCAGATIGTTGS 128
FRERRRERR R et e ey
Resultade 101 AAGAAACACAMCCGOCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCOGOOTGOCGGOCAGATCGTTGE 360

Blsqueda 13IF TEGAGTTTACTIGCTGCOGCGCAGLEGOCCCAGGTIGOETCTUCGIGCGACGAGGAAGAL 188
PRRER R et et neepeen)
Resultado J61 COOGAGTTTACTICCTOCCOOGCAGOGOOCCCACOTTOGOTUTUCOOCCGACAAGCANGAL 420

Bosqueds 1E9 TTCCGAGCGATCCCAGCCGLGTGGGAGGCCUCAGICTATICOGAAAGATCLGOGITCTAC 248
FRRRRRRET RN R R e e eeny s e ennennennnivnnenen
Rasultado 421 TTCCOAGCGATCCCAGCCGCGTGOGOAGACGCCAGCCCATCCOGAAGATCOGCGCTCCAL 480

Plsqueda 249 COGCAAGTCCTGGGGAAGGICAGGATATCCCTGROCCCTOTATCOAAACGAGEGCTGTGG 308
PEERRRERRRR R R ey e rrn ety ny
Resultado 481 COGCAAGTCCTUGGGAMAGCCAGGATATOCTTOGCCTCTOTATOGAAMCGAGGGCTGCOG 540

309 CTGGLCAGETIGECTOCTETOCCOCCGIGGITCTCOTCCTACTICGGGOCCCACTGACCE 368
FORRRRRRRR R e e e bR e nennnnngiend
5341 CTGGOCAGGTTOOCTOCTAGTCOCCOCGICGOTCTOGTCOTACTTGOGEOCOCACTGALCE 00

369 CCGGTATAGATCACGCAACCTGLGCAGAGTCATCGACACCATTACGTGTGGTCTTGOCGA 428
FRRERRRRR R e ne v CRRnn e Ve n sy v
601 CCGGCATAGATCACGCAATTTGGOTAGAGTCATCOATACCATTACGTIGTGATTITTIGCCGA €60

Busqueda
Rasultade
Dusqueda
Pesultaido
Blsqueda 429 COTCATGGECTACATCCCCOTCOTTEGOLCTCCACTTGRAGECOTTUCCAGAGCTCTRGS 488
FRORRRRRERR R e CRn e ey ety e
Resultado 661 CCTCATGGGGTACATCCCTGTCGTTGACGLTCOGGTTOGAGGCGTCGLCAGAGCTCTGLS 720
Blaqueda 4EF ACATGGCIGTTAGGGTCCTLGAGGACGGGATAAATTATGCAACASGGAATTTGCCTGETTG 548
Resultado
Pasqueda
Rasultado
Dasqueda

EOL RRRR R e e enennerrnnnnnnniemn
721 ACACGGTGTTAGGGTCCTGOAAGACCGGATAMTTATGCACASGGAATTTGCCTGETTE 780

849 CTCTTICICTATCITICTACTIGOTCTICTGTCCTECATCACACTGCCGRTGTCTIROAGT 608
BRRRRD TR ene 0 R e v e
781 CTCTTTTICTATCITCTTOCTTOCTCTICTGTCOTGCGTCACAGTGCCAGTGTCIGEAGT 840

609 COAAGTCAGGANCATTAGCCCCAGCTATTACCCCACTAATGACTCCTCAAACAGTAGTAT 668
ERERRE bRt CORRE DR ey vhee g peteny
Resultado 241 GOGAAGTAAGGAACATTAGTTCTAGCTACTACGOCACTAATGATTGCTCTAMCAACAGCAT 900

Dasqueda £E5 C 665
|

Resultade 901 < 901

FIGURA 22. RESULTADO DE LA SECUENCIACION DEL PRODUCTO CORE DEL P3, ASi COMO LA
COMPARACION CON LA SECUENCIA M2327784.1, CONFIRMANDO QUE ES RECOMBINANTE 2B.
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Después de analizar el BLAST de NS5B se determind que la secuencia de la
proteina obtenida no fue NS5B sino un fragmento de la proteina core, ademas y que
el paciente presentd una recombinante del genotipo 2k/1b; por lo que se buscaron
en NCBI (National Center for Biotechnology Information, s/f) secuencias
pertenecientes a dicha recombiante (Tablal0) y se obtuvo una secuencia consenso
gue subsecuentemente fue comparada con la secuencia consenso de los subtipos
2,2ay 2b.

TABLA 10. ID DE SECUENCIAS DEL VHC RECOMBINANTE 2K/1B.

Subtipo Numero de identificaciéon de GenBank

oK/l MK527508 MK039720 FJ821465 HQ537006 KY780123

MK527509.1] JX227952.1

Las secuencias consenso de cada uno de los genotipos (2, 2a, 2b) y la
recombinante 2k/1b fueron comparadas mediante el programa BioEdit 7.2.5.0 con
la finalidad de identificar si la diferencia entre estos subtipos era relevante o si por
el contrario presentaban gran similitud, a continuacion, se muestra la comparacion
de estas secuencias consenso, tanto para la proteina NS5A (Figura 23) como para
la proteina NS5B (Figura 24).
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FIGURA 23. FRAGMENTO DEL ALINEAMIENTO ENTRE LAS SECUENCIAS CONSENSO DE LOS SUBTIPOS 2, 2A
Y 2B, ASi COMO DE LA RECOMBINANTE 2K/1B PARA LA PROTEINA NS5A.
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FIGURA 24. FRAGMENTO DEL ALINEAMIENTO ENTRE LAS SECUENCIAS CONSENSO DE LOS SUBTIPOS 2, 2A
Y 2B, ASi COMO DE LA RECOMBINANTE 2K/1B PARA LA PROTEINA NS5B.
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Obtencién de estructuras proteicas

Obtencion de estructuras proteicas NS5A y NS5B del VHC GT2

Se busco en la base de datos de Protein Data Bank (PDB) proteinas cristalizadas
para las proteinas NS5A y NS5B del virus de hepatitis C, no obstante, no se
encontraron reportadas estructuras cristalizadas del genotipo 2 para VHC, por lo
que fueron seleccionadas dos estructuras del genotipo 1b para ser utilizadas como
referencia, teniendo estas el PDB ID 3FQQ en color azul para la proteina NS5A, un
homodimero del dominio | (Figura 25) y 4TLR en color amarillo para NS5B,
mostrandose una Unica cadena, con una estructura caracteristica de las

polimerasas (Figura 26).

FIGURA 25. ESTRUCTURA CRISTALIZADA DE LA PROTEINA NS5A GENOTIPO
1B DEL VHC CON PDB: 3FQQ

60



FIGURA 26. ESTRUCTURA CRISTALIZADA DE LA PROTEINA NS5B GENOTIPO 1B DEL
VHC PDB: 4TLR.
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Obtencién de estructuras por homologia

Con base en la informacion obtenida de la base de datos PDB y con ayuda de una
secuencia de referencia para GT2 del VHC (GenBank: D00944.1) se realizaron
modelados para las estructuras proteicas NS5A y NS5B utilizando el programa
ITASSER, el cual se encarga de predecir la conformacion de las estructuras
proteicas mediante homologia, obteniéndose cinco modelos distintos de cada
proteina. Estos modelos fueron comparados con las estructuras de almacenadas
en el PDB mediante sobre posicionamiento. Los modelos que presentaron mayor
similitud estructural y un valor de RMSD menor fueron seleccionados para su
andlisis. En la Figura 27 se observa de color azul la proteina de PDB 3FQQ y en
color rojo el modelo de ITASSER con un RMSD de 0.529 para la proteina NS5A y
en color amarillo (Figura 28) la proteina cristalizada de PDB 4TLR mientras que en
morado se presenta el modelo de ITASSER con un RMSD de 0.775 para la proteina
NS5B (Yang et al., 2015). El valor de RMSD o distancia cuadratica media (root mean
squared distance, por sus siglas en ingles), es la comparacion cuantitativa de
estructuras tridimensionales la cual se calcula mediante los atomos equivalentes
entre dos estructuras, en donde un valor de cero representa estructuras idénticas,
mientras que al aumentar el valor de RMSD determina que las estructuras proteicas
comparadas presentan mayor diferencia estructural (Bolton et al., 2011; Yusuf et al.,
2008).
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FIGURA 28. SUPERPOSICIONAMIENTO DE LA ESTRUCTURA OBTENIDA EN
PDB:3FQQ (COLOR AZUL) Y LA ESTRUCTURA OBTENIDA POR HOMOLOGIA
(COLOR R0OJO) DE LA PROTEINA NS5A DEL VHC.

FIGURA 27. SUPERPOSICIONAMIENTO DE LA ESTRUCTURA OBTENIDA EN PDB: 4TLR (COLOR
AMARILLO) Y LA ESTRUCTURA OBTENIDA (COLOR MORADO) POR HOMOLOGIA DE LA PROTEINA
NS5B DeL VHC.
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Localizaciéon de las SAR dentro de las proteinas NS5A y NS5B del VHC

Una vez obtenidos los modelos para cada una de las proteinas, fue posible localizar
la ubicacion dentro de la secuencia nucleotidica cada una se las sustituciones
asociadas a resistencia reportadas en la literatura para el genotipo 2 (Tabla 2), de
este modo se muestra a continuacion a ambas proteinas, NS5A (en color rojo;
Figura 29) y NS5B (de color morado; Figura 30) con sus respectivas SAR (color

verde).

FIGURA 29. MODELO GENERADO POR HOMOLOGIA DE LA
PROTEINA NS5A (COLOR ROJO) DEL VHC CON SUS
RESPECTIVAS SUSTITUCIONES ASOCIADAS A RESISTENCIA
(COLOR VERDE).
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FIGURA 30. MODELO GENERADO POR HOMOLOGIA DE LA PROTEINA NS5B (COLOR
ROJO) DEL VHC CON SUS RESPECTIVAS SUSTITUCIONES ASOCIADAS A
RESISTENCIA (COLOR VERDE).

Asi mismo, se muestra cada una de las SAR reportadas en la literatura para el
genotipo 2 (Tabla 2) en NS5A (Figura 31), siendo las sustituciones L31M, C92R y
Y93H y en NS5B (Figura 32) las sustituciones L159F y S282R en las que se muestra
a ambas proteinas con los aminoacidos originales o de referencia a su secuencia
(en color verde) y al mismo tiempo las sustituciones reportadas en la literatura (de
color azul), con la finalidad de observar cémo la sustitucion de un aminoé&cido por
otro podria modificar la estructura conformacional de la proteina, impidiendo asi la
union de los farmacos en el sitio de accién de estos, evitando asi la funcion del

farmaco y por tanto, generar un paciente no respondedor al tratamiento contra VHC.
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L31M Y93H

FIGURA 31. SUSTITUCIONES ASOCIADAS A RESISTENCIA EN LA PROTEINA NS5A DEL VHC. DE COLOR
VERDE SE MUESTRA AL AMINOACIDO DE REFERENCIA, MIENTRAS QUE EN COLOR AZUL SE PRESENTA LA
SUSTITUCION L31M, C92R Y Y93H.

L159F S282R

FIGURA 32. SUSTITUCIONES ASOCIADAS A RESISTENCIA EN LA PROTEINA NS5B DEL VHC. DE
COLOR VERDE SE MUESTRA AL AMINOACIDO DE REFERENCIA, MIENTRAS QUE EN COLOR AZUL SE
PRESENTA LA SUSTITUCION L159F Y S282R

Al determinarse que la muestra problema era una recombinante 2k/1b y no
encontrarse estructuras reportadas de esta recombinante en PDB, se opto por
predecir los modelos de las proteinas NS5A y NS5B, del mismo modo que los
modelos para las proteinas del genotipo 2, fueron seleccionados aquellos que
presentaran una mayor similitud estructural con los modelos generados
anteriormente, asi como un valor de RMSD menor, mostrandose en color naranja el
modelo de dominio | de NS5A (Figura 33) y en color verde limén la proteina NS5B
(Figura 34).
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FIGURA 33. MODELO GENERADO POR HOMOLOGIA PARA EL
DOMINIO 1 DE LA PROTEINA NS5A DE LA RECOMBINANTE 2K/1B.

FIGURA 34. MODELO GENERADO POR HOMOLOGIA PARA LA PROTEINA NS5B DE
LA RECOMBINANTE 2K/1B.
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Por ultimo, se realiz6 una superposicion de ambos modelos realizados por
ITASSER, determinandose el valor de RMSD entre las estructuras, con la finalidad
de poder observar si existia diferencia estructural entre el genotipo 2 y la
recombinante 2k/1b. Para el superposicionamiento de las estructuras del dominio |
de NS5A se determind un RMSD de 0.284, en donde la proteina GT2 se representa
de color azul, mientras que la recombinante 2k/1b se visualiza en color naranja
(Figura 35).

FIGURA 35. SUPERPOSICIONAMIENTO DEL DOMINIO | DE LA PROTEINA NS5A ENTRE EL GENOTIPO 2 (AZUL) Y EL MODELO
DE LA RECOMBINANTE 2K/1B (NARANJA)

Para el superposicionamiento de los modelos de la proteina NS5B el valor de RMSD
fue de 0.770, visualizandose el GT2 de color morado y la recombinante de color
verde limon (Figura 36); esto mostro al final que no hay gran diferencia estructural
por lo menos entre el dominio | de NS5A de ambos modelos, sin embargo, si existe
una ligera diferencia estructural entre los modelos del GT2 y el GT2k/1b.
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FIGURA 36. SUPERPOSICIONAMIENTO DE LOS MODELOS PARA LA PROTEINA NS5B GENOTIPO 2
(MORADO) Y LA RECOMBINANTE 2K/1B (VERDE LIMON).

DISCUSION

El andlisis de las mutaciones en las secuencias de nucleétidos de las proteinas
virales NS5A y NS5B asociadas a resistencia al tratamiento con los inhibidores de
accion directa pangendmicos obtenidas de un paciente denominado P-1 el cual no
respondio al tratamiento con sofosbuvir/ velpatasvir se llevé a cabo, sin embargo,
no se obtuvieron los resultados esperados debido a que no fue posible obtener las
secuencias de las proteinas NS5A y NS5B a consecuencia del genotipo viral que
presentaba la muestra. El P-1 antes del estudio presentaba la clasificacion viral de

genotipo 2 por un laboratorio particular.
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El tratamiento conocido comercialmente con el nombre de Epclusa es un antiviral
utilizado en el tratamiento de personas con hepatitis C crdnica, caracterizado por
ser un medicamento pangenotipico (Borgia et al., 2019). Sofosbuvir se trata de un
antiviral dirigido a inhibir a la proteina viral NS5B, una polimerasa dependiente ARN,
en tanto que velpatasvir es un inhibidor de la proteina viral NS5A implicada en el
complejo de replicacion del VHC (Bourliére et al., 2017).

El resultado del analisis de las secuencias codificantes para las proteinas virales
NS5A y NS5B para comprender el por qué el P-1 no respondi6 al tratamiento con
los AAD velpatasvir y sofosbuvir no fue posible debido a que los oligonucle6tidos
disefiados eran especificos para el genotipo 2 del VHC y no para la recombinante

2k/1b que se determiné presentaba el paciente no respondedor.

Al no poder obtener las secuencias de nucleotidos no fue posible identificar las SAR
dentro del marco de lectura abierto, no obstante, fue posible identificar aquellas ya
reportadas en literatura para el genotipo 2, tal es el caso del daclatasvir, en donde
las sustituciones reportadas para la proteina NS5A son las sustituciones F28S,
L31M, C92R y Y93H, mientras que para la NS5B se han reportado las sustituciones
L159F y S282G/R/T (Howe et al., 2022; Lontok et al., 2015, Nakamoto et al., 2014).

Como consecuencia de lo anterior se obtuvieron y secuenciaron también las
regiones core y UTR con la finalidad de identificar correctamente el genotipo viral
de la muestra, ya que en otros trabajos se ha visto que la region UTR del virus es
una regién altamente conservada entre genotipos y por ello es empleada para la
genotipificacion del virus, asi como la region core, ya que se ha identificado que
presentan la variabilidad genética suficiente para poder discriminar entre diferentes
subtipos (Chevaliez & Pawlotsky, 2009).

Por secuenciacion de las regiones UTR 5" y de la proteina C de la capside viral el
paciente P-1 fue clasificado como genotipo recombinante 2k/lb. La forma
recombinante 2k/1b del virus de hepatitis C, identificada por primera vez en el afio
1999 en San Petersburgo (Hostager et al., 2019) siendo denominado KP1_2k/1b en

lo que antiguamente se conocia como la Unidn de Republicas Socialistas Soviéticas
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(URSS). La presencia de esta recombinante ha sido detectada en paises como
Rusia, Irlanda, Francia, Alemania, Georgia, Uzbekistan, entre otros, siendo Georgia
el pais con mayor prevalencia de casos con el 20% de prevalencia de los casos
totales de VHC (Hostager et al., 2019; Zubkin et al., 2019). Otro dato importante que
resaltar sobre esta recombinante es que no ha sido reportada en la Republica

et al., 2017)

La deteccion de recombinantes es un proceso dificil de realizar, debido a que son
escasas sin mencionar que el proceso de genotipificacion es especifico para
genotipos y subtipos. En la actualidad se han identificado solo cinco recombinantes
naturales intergenotipo e intersubtipo (1a/lb, 2b/b, 2k/1b, 2i/6p y 2/5) (Fanciulli,
2024; Gonzalez-Candelas et al., 2011)

El origen de la recombinante 2k/1b en un comienzo fue errbneamente asociado con
la alta frecuencia de mutaciones originadas por la polimerasa viral NS5B que es
incapaz de corregir mutaciones, mas adelante se descubrié que esta recombinante
es el resultado de la recombinacion homoéloga producida entre el ARN del VHC del
genoma de los subtipos 2k (perteneciente a los genes estructurales del genoma del
virus) y el subtipo 1b (genes no estructurales del virus) (Anekceeswu et al., 2021).

Al parecer la no respuesta al tratamiento de P-1 con los antivirales de accion directa
pangenotipicos sofosbuvir/velpatasvir se debié a que se ha reportado que la
recombinante 2k/1b suelen tener poca efectividad en este tipo de tratamientos
(AnekceeBwmu et al., 2021). Aunque se ha reportado respuesta viral sostenida para
esta recombinante en pacientes hemodializados con glecaprevir /pibrentasvir
inhibidores de las proteinas virales NS3/4A y NS5A respectivamente (Zubkin et al.,
2019), otro estudio reporto a 25 pacientes alemanes con la recombinante 2k/1b
recibieron tratamiento con sofosbuvir/ribavirina y el 93% presento recaida,
posteriormente 13 recibieron terapia de rescate con daclatasvir/ sofosbuvir,
paritaprevir/ombistasvir/dasabuvir o con ledispasvir/sofosbuvirtribavirina solo 9

alcanzaron RVS (Susser et al., 2017). Estos antecedentes nos dan la respuesta del
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por qué el P-1 no respondi6 al tratamiento con sofosbuvir/velpatasvir, por lo que una
estrategia diferente en el tratamiento podria resultar efectiva en la RVS al VHC.

Por otro lado, el analisis a nivel estructural no se encontraron en la base de datos
Protein Data Bank ninguna estructura 3D para el genotipo 2 de la proteina NS5A ni
NS5B, por lo que se uso de referencia las estructuras del genotipo 1b y se opt6 por
realizar un modelo propio para el genotipo 2. Del mismo modo no fue posible
encontrar ni en la base de datos PDB ni en literatura modelos de referencia para la
recombinante 2k/1b por lo que se opto por realizar un modelo por homologia en
ITASSER, estos modelos fueron elaborados desde cero con ayuda de las
secuencias aminoacidicas de ambos genotipos, tanto el genotipo 2 como la

recombinante 2k/1b.

Por dltimo, es importante mencionar que la correcta genotipificacion del virus es
importante para determinar el tratamiento adecuado para todos aquellos que; ya
gue en otros estudios que ha demostrado que la presencia de la recombinante 2k/1b
pueden ser errébneamente clasificados como genotipos 2, 2a 0 2c, lo que podria
menospreciar la cantidad de personas que presenten esta recombinante a nivel

mundial (Kassela et al., 2019; Schuermans et al., 2016)

CONCLUSIONES

— La evidencia presentada anteriormente demuestra el que el paciente P-1 no
respondedor a los AAD pangenotipicos sofosbuvir/velpatasvir presenta una
recombinante del VHC conocida como 2k/1b y el genotipo 2.

— Se disefiaron los oligonucleotidos especificos para las proteinas virales
NS5A y NS5B con secuencias GT2, 2a y 2b, asi como el disefio de
oligonucledtidos para la proteina core.

— Se obtuvieron los fragmentos de los marcos de lectura abierta de las
proteinas NS5A Y NS5B sin haberse encontrado identidad dentro de las
bases de datos BLAST.
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Se obtuvieron las secuencias de las regiones core y UTR, el resultado de
esta secuenciacion permitio identificar que el paciente no respondedor fue
mal genotipificado, siendo el genotipo correcto una recombinante 2k/1b.

La falla al tratamiento con sofosbuvir/velpatasvir en este estudio puede estar
asociado al error en la genaotipificacion del paciente, ya que se ha visto que
las personas que presentan la recombinante 2k/1b.

Se identificaron las sustituciones asociadas a resistencia causadas por el
tratamiento con los AAD pangenotipicos sofosbuvir/velpatasvir en las
proteinas NS5A y NS5B, tanto en las estructuras proteicas como en las
secuencias nucleotidicas, encontrdndose tres sustituciones asociadas a la
proteina NS5A y el farmaco daclatasvir; un analogo de velpatasvir, L31M,
C92R y Y93H y dos SAR para la proteina NS5B y el farmaco sofosbuvir, en
los aminoacidos L159F y S282R, sin embargo, ninguna de estas SAR ha sido
identificadas en la recombinante asociada al paciente, por lo que no fueron

identificadas en dicha estructura proteica.
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ANEXOS
Extraccion de ARN viral de muestras de pacientes con VHC

La extraccion del ARN obtenido de las muestras de suero de los pacientes fue
realizada con el kit comercial QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, No. de catélogo
52904) siguiendo la metodologia del fabricante como se muestra a continuacion.

1. Enuntubo de microcentrifuga de 1.5 ml se adicionaron 560 pL de buffer AVL
con 5.6 pL de carrier RNA.

2. Se adicionaron 140 pyL de plasma al buffer AVL del paso 1 y mezclar por
vortex durante 15s.

3. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y centrifugar brevemente.

4. Adicional 560 pL de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar por vortex
durante 15 segundos y centrifugar brevemente.

5. Con cuidado colocar 630 pL de la solucién preparada previamente en el paso
5 en la columna QIAamp mini con un tubo colector de 2 ml. Centrifugar a
6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo
colector y descartar el tubo colector que contiene el filtrado. Repetir el
proceso de centrifugado solo si el volumen de la mezcla inicial fue mayor a
630pL.

6. Con cuidado abrir la tapa de la columna y adicionar 500uL de buffer AW1.
Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Con cuidado
colocar la columna en un nuevo tubo colector y descartar el tubo con el
filtrado.

7. Con cuidado abrir la tapa de la columna y adicional 500uL de buffer AW2.
Cerrar la tapa y centrifugar a velocidad maxima (20,000xg; 14,000 rpm) por
3 minutos.

8. Recomendacion: Colocar la columna en un nuevo tubo colector, y descartar
el tubo anterior con el filtrado. Centrifugar nuevamente a velocidad maxima

por 1 minuto.

82



9. Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga nuevo y estéril de 1.5 ml.
Descartar el tubo colector anterior. Con cuidado abrir la columna y adicionar
60 pL de buffer AVE a temperatura ambiente. Incubar a temperatura
ambiente durante 1 minuto.

10. Centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto.
Una simple elucién con 60 uL de buffer AVE es suficiente para alcanzar una
eficiencia del 90% del ARN viral. Para aumentar en un 10% la eficiencia,

puede realizarse una doble elucion usando 2 x 40uL de buffer AVE.

Nota: EI ARN obtenido, fue almacenado a -80°C para su uso posterior.

Obtencion de ADN a partir de ARN viral por retrotranscripciéon (RT)

La sintesis de la primera hebra de cDNA a partir de molde de ARN monocatenario
mediado por una transcriptasa reversa (RT). El ARN utilizado para la obtencion de
ADN fue obtenido previamente a partir de muestras de plasma de los pacientes con

VHC. Las muestras utilizadas fueron la (nombre de las muestras)

La obtencién del ADN complementario fue obtenida con ayuda del kit comercial
RevertAid H Minus Firts Strand cDNA Syntesis (Thermo Scientific, No. de catalogo
M7502) siguiendo las especificaciones del fabricante, los reactivos fueron colocados
en un tubo estéril libre de nucleasas y agregando en el orden que se muestra en la
Tabla 11.

TABLA 11. COMPONENTES PARA LA OBTENCION DE ADN A PARTIR DE ARN MEDIANTE KIT

Componentes Volumen
ARN molde 8 uL
Oligos iniciadores 1L
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Agua (libre de nucleasas) 3 uL

Buffer 5X 4 pL

Iniciador de RNasa RiboLock (20U/ pyL) | 1pL

Mezcla de dNTP’s 10 nM 2 L

Rever Aid H Minus M-MuLV Reverse 1puL
Transcriptasa (200 U/ uL)

Volumen final 20 pL

Genotipificacion del VHC por RFLP

La determinacion de la genotipificacion de los pacientes se realizé mediante la
restriccion enzimatica del fragmento de 251 pb mediante la accién de las enzimas
de restriccion Mval (Fermentas) / HinFI (Promega) y ScrFI (BioLabs). Para cada una

de las enzimas fue utilizado un amortiguador, temperatura y tiempo adecuados.

Para la reaccion realizada con las enzimas Mval / HinFl las cuales buscan
diferencias entre los genotipos 1 a 6, cortando en las secuencias CCAGG y CCTGG
destacando la diferencia entre los genotipos 1y 6 y 2 y 5 respectivamente con la
enzima Mval; la secuencia GAATC para la identificacion del genotipo 3 y 4 mediante
la enzima HinFlI, fueron utilizados los reactivos como se muestra conforme a la

Tablal2. La temperatura de incubacion fue de 37°C durante 16 horas.
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TABLA 12. COMPONENTES PARA LA REALIZACION DE LA GENOTIPIFICACION

POR FRLP.

Componentes Volumen
Agua desionizada 9.3 puL
Buffer Tango 10X 2.0 puL
BSA acetilada 0.20 pL
Mval 10u/pL 0.50puL
HinFl 10 u/uL 0.50 pL
cADN 251 pb 7.5 pL
Volumen final 20 pL

Para la reaccion con la enzima ScrFl la cual corta con las secuencias CCAGG,
CCGGG y CCCGG buscando diferenciar entre los subtipos 2a, 2b y 3a, 3b,
utilizando los reactivos como se indica en la tabla 13, con una temperatura de

incubacion de 37°C por un periodo de 16 horas.

TABLA 13. REACCION DE GENOTIPIFICACION POR RFLP CON LA ENZIMA DE

RESTRICCION SCRFI.

Componentes Volumen

Agua desionizada 10 L
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Buffer 4 2.0 puL
ScrFl 10u/pL 0.50puL
cADN 251 pb 7.5 L
Volumen final 20 L

Los productos de restricciobn enzimatica fueron visualizados en gel de agarosa de

bajo punto de fusion al 1% con amortiguador TAE 1X a 80 V por 50 minutos con

SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, No. de catalogo

$33102)

Listado de reactivos

Buffer TAE 50X

REACTIVOS

Tris

Acetato

EDTA

Nota: El buffer TAE fue utilizado al 1X

86



