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2. RESUMEN

El virus de la hepatitis C (VHC) representa undatepatdogenos mas importantes
para la salud humana y se estima que alrededov@enillones de personas en el
mundo estan infectadas por este virus. El VHC esits de RNA altamente
dindmico que explota todos los mecanismos conoaldosriabilidad genética para
asegurar su supervivencia; ha sido caracterizadé ganotipos principales y en
varios subtipos siendo el genotipo 1b uno de los agiesivos pues de los pacientes
que reciben tratamiento con INMnas ribavirina, solo el 50% presenta respuesta. Lo
cual ha hecho que grupos de investigadores se miveoeen estudios donde se
asocia la resistencia del virus en dos de susmegidE2 y NS5 con la respuesta al
tratamiento. Sin embargo, pese a los muchos estupie se han hecho en estas
regiones del virus, las conclusiones a las guesdlegado son controversiales.

Actualmente, estudios han reportado que la regi®3 Mel VHC puede ser un
blanco importante para el desarrollo de nuevos daom en pacientes que no
responden al tratamiento. Sin embargo, no se landietado si la region NS3 del
VHC participa activamente en la falta de respuakteatamiento; el presente trabajo
se baso en las diferencias que se presentan egidam NS3 del VHC genotipo 1b y
su relacion con la respuesta al tratamiento corIMB&s ribavirina; se trabajo con el
plasma de 11 pacientes, 5 respondedores y 6 non@sgores al tratamiento
convencional, de los cuales se secuencio la rég&hhelicasa y se comparo con el
virus HCV-JT. Encontrando mutaciones de aminoacidp® corroboran la
variabilidad gendmica que presenta el virus deelpalitis C y su capacidad para
soportar éstos cambios sin que se afecte su wiftadi. No obstante, las diferencias
entre los aislados virales de esta region no sboientes para determinar si estas
variabilidades tienen que ver con la respuestaashrhiento. Solo nos habla de
diferencias entre los virus mexicanos con respecta cepa japonesa pero no
muestra cambios que pudieran relacionarse corspauesta al tratamiento mediada
por NS3 helicasa.



3. INTRODUCCION

Actualmente la hepatitis viral C se considera uadad infecciones virales cronicas
de mayor prevalencia en todo el mundo. La OrgaitimaMundial de la Salud,
estima que alrededor del 3% de la poblacién murdiadido infectada con el virus
de la hepatitis C (VHC) y que aproximadamente 17nes de personas (1) son
portadores crénicos (el 20-40% de estos individuogresaran hacia cirrosis y de
estos el 4% hacia hepatocarcinoma) (2, 3, 4, &b &reas de alta prevalencia
incluyen los paises del Lejano Oriente, la cuenealidrranea y ciertas areas de
Africa (6) y, Europa Oriental (3). En Estados Wsdse estima que 2.7 millones de
personas son portadores del virus (7), mientrasequérancia hay alrededor de 600
000 y en Espafia existen entre 300 000 y 800 OGopas infectadas (2,8).

En México se han realizado estudios de prevalesrigrupos seleccionados de la
poblacién por ejemplo entre 1994-1998 en el Bare&angre del Hospital Médica
Sur se determino la prevalencia del VHC en 909%&dores, encontrando un 0.47%
de portadores del VHC (8). De 1995 a 1998 enciabgs analiz6 a 3904 donadores
de dos bancos de sangre y se encontré una prewabiicVHC de 0.35%. En un
estudio realizado en 511 115 donadores del Banno&ele Sangre del CMN Siglo
XXI de 1995 al 2002, se encontroé una prevalenciavéC del 0.31% (9) y mas
recientemente en un estudio realizado en el 2062 Banco Central de Sangre del
CMN La Raza hubo una prevalencia del 0.195% en 8bdadores (10).

Recientemente en el 2007 se hizo un estudio padeandgiear la prevalencia de los
genotipos del VHC en un grupo que incluyo 421 pde® con anticuerpos C
positivos, tomados de 22 hospitales de 10 estaslts Republica Mexicana: Ciudad
de Culiacan, Torredn, Monterrey, Ciudad Obregéiahia, Ciudad de México,
Guadalajara, Ledn, Puebla y Veracruz. En dondensenéré una prevalencia del
70.55% para el genotipo 1, del cual el 40.1% cporedio al genotipo 1b, 17.81% al
lay 11.64% para el genotipo 1b/12; el 30% restamwieron genotipos diferentes al
1(11). Sin embargo no existen datos sobre la prevalemmilpVHC determinados
en grupos extensos de poblacién abierta.

La susceptibilidad al VHC es general en los humaysgjue todavia no existe
vacuna debido a la gran variabilidad genética dielsva nivel de su envoltura
(12,13).

El VHC ha sido caracterizado en 6 genotipos ppialeis y en varios subtipos
designados con las letras a, b, c, etc. (1) siexidba, 1b, 2a, 2b, 2c y 3c los
responsables del 90% de infecciones en Europa, Y 3#pon; y el genotipo 4 en
Egipto (3).

De los pacientes con genotipo 1b que estan enmiextéo (INFo mas ribavirina)
para la infeccion por el VHC, sélo el 50% de ejpossenta respuesta al tratamiento



(1, 14); lo cual hace necesario buscar nuevasmatieas (15,16). Se ha observado
en diversos estudios la vinculacion de diferergggones del VHC con la resistencia
al tratamiento (14).

La NS3 proteasa es esencial para la replicaci@i yies uno de los blancos mas
prometedores para la terapia especifica anti-VHT), (hctualmente se estan
realizando los primeros ensayos en humanos carhigidor molecular BILN 2061
que es especifico para la proteasa NS3 y estardidpopor via oral (18). Asi
mismo, el VX-950 es otro inhibidor que esta actualte en desarrollo clinico para
el tratamiento (19).

No se ha determinado si la region NS3 participvattente en la falta de respuesta
al tratamiento, sin embargo dado que puede serlamcd importante para el
desarrollo de nuevos farmacos en pacientes quespomden al tratamiento (20),
resulta necesario conocer si esta variabilidad edge da las diferencias que se
presentan en la regién NS3 del VHC (21).

Actualmente se habla de que la region E2 presemdasecuencia hipervariable
localizada cerca del extremo terminal 5~ que patecser que ver con la resistencia
al tratamiento, a través de un mecanismo de sndesanticuerpos neutralizantes
gue probablemente funcionan como sefiuelo ayuddndauga a escapar del sistema
inmune (1) .

Otros estudios relacionan a la regidn NS5A conekistencia al tratamiento (14)
mediante un mecanismo propuesto a través de lmatién de ISDR (region de
sensibilidad al interfer6n) de NS5A con la PKR {pfoa kinasa R) (22,23,1,14).



4. MARCO TEORICO
4.1 Generalidades del Virus de la Hepatitis C.

El VHC pertenece al genero hepacivirus dentro dartalia flaviviridae (14, 24), el
humano es el Unico huésped que naturalmente pudmfectado por el virus,
aunqgue en forma experimental se ha infectado alpdmcé (25,12).

EL VHC es una particula con un diametro de 55-65gu@ posee una envoltura
lipoproteica con pequefias proyecciones de aprod@madte 6 nm y con una
nucleocapside de probable simetria icosaédrica.

Su genoma esta compuesto por un RNA de cadendlagnpolaridad positiva de
9500 nucledtidos (nt) aproximadamente, presentaolm marco de lectura abierta
(ORF) que da lugar a una poliproteina precursor@€-3033 aminoacidos que
posteriormente es procesada por proteasas viraleslwWares en 10 diferentes
productos, es decir, en 3 proteinas estructurldere, E1 y E2; p7 vy, 6 proteinas
no estructurales: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y N&BR5,16,26).Figura 1
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Figura 1. Diagrama del genoma del VHC. Se mueattéicacion de las proteinas estructurales y moatstales, asi como las dos
regiones no codificantes del genoma.

Las proteinas estructurales son C, E1 y E2 ynlaestructurales son p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A Y NS5B (15, 27, 1) Figura 1. Lamtpinas estructurales
forman la capside viral y sus glicoproteinas, mantque las proteinas no
estructurales son las responsables de la repicadel genoma viral (26,28).
Ademas existen dos regiones no codificantes 5 Umfblucrada en la traduccion
del genoma viral, la cual presenta un sitio intetanominado IRES que permite la
entrada del ribosoma, ahi se encuentra el codanidacion AUG vy, la 3'UTR
involucrada en la replicacion y expresion del gea¢gy, 1, 28).



La proteina C o core tiene como funcion princigaresamble de la nucleocapside,
las glicoproteinas E1 y E2 forman la envolturauels (28), pero E2 presenta una
secuencia hipervariable localizada cerca del exirearminal 5° que parece tener
que ver con la resistencia al tratamiento (1) yepin canal de iones esencial para
la efectividad del VHC.

La NS3 esta formada por dos dominios con activisaslezimaticas distintas: el
dominio amino terminal con actividad serina proteagie se requiere para el
procesamiento adecuado de la regién que comprerstiie ANS3 hasta NS5B vy el
dominio carboxilo terminal con actividad de nucldostrifosfatasa (NTPasa) y
helicasa esenciales en el proceso de desenrrofimidel RNA durante la

replicacion (15,26). Figura 2

NS4A es un cofactor que activa a la proteinasa; NSBIS5A juega un papel
importante en la replicacion viral (28) y se lerkacionado con la resistencia al
tratamiento con IN& mas ribavirina, pero esto es todavia controverMapor
ultimo la NS5B que es la RNA polimerasa dependiel#eRNA esencial para la
replicacion del virus.
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Figura 2. Organizacion del genoma del VHC. Lashifecnegras indican los sitios de corte que serllevabo por las proteasas del
huésped y las flechas blancas indican los sitiosode de las proteasas virales. Las proteinaf\E3/4A y NS5A se ha sugerido
gue contribuyen con mecanismos de resistenciatahtiento con IN&. (14)




4.2 Ciclo de replicacion del VHC.

La infectividad del VHC es pH-dependiente y regfidia a los hepatocitos; la
entrada del virus es a través de un transportesentad, un compartimiento de pH
bajo y la fusion con la membrana endosomal. La®gtoteinas E1 y E2 participan
en la union del virus a la célula huésped (29); wemque el virus ha entrado a la
célula y se ha liberado el genoma de RNA viral (BOJegion IRES (sitio interno de
entrada ribosomal) promueve la traduccién de l@regodificante para dar lugar a
la poliproteina, que es procesada para generampiainas maduras, en la
membrana del reticulo endoplasmico (ER) de la aelDé ellas, la proteina NS5B,
al presentar actividad RNA-polimerasa dependieeteRNA (RARp); es la pieza
central de la maquinaria replicativa que usa elbgenviral como molde para la
transcripcion de una molécula de RNA complementddacadena negativa. La
cadena negativa sirve, por su parte, como moldelpaintesis de nuevas moléculas
de RNA de polaridad positiva, que pueden ser erdpkepara traducirse, replicarse
0 bien, empaquetarse en los virus progenie. Figura
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Finalmente, las proteinas estructurales junto cas topias de RNA son
empaquetadas como particulas virales infecciosi@enadas al medio extracelular a
través del aparato secretor de la célula y sonceapde infectar nuevas células (31,
32).

4.3 Hepatitis C.

El virus de la hepatitis C provoca una enfermeddldratoria que afecta al higado
causando la destruccion de pequefas zonas del tegjhtico y esta incluido en el
grupo de las hepatitis virales en donde, tambiémsaentran la hepatitis A, B, D, E
y G.

4.3.1 Via de Transmision.

La via de transmision del virus de la hepatitisu@ége darse mediante dos formas,
ya sea por via parenteral 6 por via no parenteaalia de transmision parenteral es
la principal fuente de contagio en la hepatitis @ugde ser por:

* Transfusiones (hepatitis postransfusionales) autagdeterminacion de anti-
VHC en donaciones sanguineas ha disminuido elaiesg

 Hemodidlisis con una prevalencia del 20% en donbtenlenero de
transfusiones y el tiempo de hemodidlisis es pr@poal a la probabilidad de
adquirir la infeccion.

e Adiccion a drogas parenterales que es la primetsacae infeccion en
adultos jévenes generalmente al compartir jeritegiil

e Transplante de 6rganos

Tatuajes, acupuntura, pendientes, piercing (238, 3

Entre las no parenterales se describen:

» Vertical que acontece de madre a hijo durante gbpaunque es rara y
ocurre en un 5% de mujeres con elevada viremia yre@0% de aquellas
gue también estan coinfectadas con el VIH debido ancremento de la
carga viral del VHC a consecuencia de la inmunastan.

e Sexual, con un riesgo del 5% en prostitutas y v@dmomosexuales con
multiples parejas (2,3).



4.3.2 Manifestaciones clinicas.

a mayoria de los pacientes con hepatitis cronica estan asintomaticos y la
enfermedad hepatica se identifica al explorarlogios motivo, como una revision

de rutina, una enfermedad intercurrente o una d@mamluntaria de sangre (2).
Entre los pacientes sintomaticos los principalatosias que presentan son perdida
del apetito, nduseas y vomitos, fiebre, cansandatiga, dolores en articulaciones
(25), manchas en la piel, orina oscura (colurigtericia (ojos y piel amarillentos)

(2, 3, 34).

4.3.3 Diagndstico y Tratamiento.

El diagndstico de la infeccion por VHC es fundaraénénte viroldgico. Se basa en
la deteccion de anticuerpos anti-VHC mediante @ ELISA (34), o de forma

cuantitativa y cualitativa, determinando la preserde RNA del VHC mediante

técnicas de PCR y mediante biopsia hepéatica (2, 33)

El tratamiento sugerido para tratar la enfermedaddb modificAndose a través de
los afios, primero en 1986 al comunicarse que lamsinacion de interferén alfa
(INFa) contra el VHC podria inducir cambios sustanciagesempezo a utilizar el
INFa (28) pero los resultados de la monoterapia (3-5 midode unidades MU 3
veces por semana durante 6-12 meses) fueron denaptas, pues soélo el 50% de
los pacientes respondian y de estos un 15-20%asgenian. Por lo que en la
actualidad sélo se utiliza esta terapia para ptasenon contraindicaciones para
recibir ribavirina.

La ribavirina es un nucledsido sintético, hidrobtdu con aceptable
biodisponibilidad por via oral, con actividad am pero por si sola no modifica
significativamente las concentraciones de RNA-VHiICGeEsuero (36), sin embargo,
al administrarla simultaneamente con tNANFa 3 MU 3 veces por semana y
1000-1200mg de ribavirina fraccionada en 2 tomasah por 24 o 48 semanas) se
observo que aumentaba la efectividad del tratamienismo que actualmente se
administra (34, 37, 19).

Posteriormente el INlFPEG que es muy estable y que a diferencia dettIbstbio
que tiene amplios periodos de ventana en dondencasiiste INE y el virus
puede replicarse; presenta una eliminacion lenta, dende se consiguen
concentraciones prolongadas de entre 140 y 170G Haleededor de una semana)
con efectos secundarios similares a los observedodNFx (38). Por lo que la
terapia combinada de INFPEG 180ug/kg/semana mas 800mg de ribavirina ha
proporcionado mejores resultados.



No obstante la utilizacion de INF en monoterapmpprciono informacion acerca
de los tipos de respuesta al tratamiento y dedct®ifes predictivos de la respuesta a
este (2). Tabla 1.

Tabla 1. Factores predictivos de respuesta ahtiatao con INF.

Buena respuesta: Mala respuesta:

Infeccion por VHC genotipo 2 0 3 Infeccion por VHC genotipo 1 0 4
Baja viremia Viremia elevada

Fibrosis  hepatica  ausente |o Fibrosis hepatica marcada o cirrosis
moderada Raza negra

Edad menor de 40 afios Edad méas avanzada

Sexo femenino
Transaminasas elevadas




5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aproximadamente 170 millones de personas en el m@stiin infectadas por el
VHC vy de los pacientes que estan en tratamientbo(IMas ribavirina), el 50% de
ellos no presentan respuesta a dicho tratamierdo;cdal se ha asociado
principalmente al genotipo 1b.

No se ha determinado si la region NS3 participvattente en la falta de respuesta
al tratamiento, pero se ha reportado que puedeirséanco importante para el

desarrollo de nuevos farmacos en pacientes no mdsgdores. Por lo que resulta
necesario conocer si la respuesta al tratamiemtdNiéa en los pacientes, se debe a
las diferencias que se presentan en la regién MESHIC. ¢ Es importante conocer

la variabilidad genética en la region NS3 del VHEgdeterminar el tratamiento en

los pacientes VHC-infectados?

10



6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Secuenciar la region que codifica para el extremo carboxilo de la proteina NS3 del

VHC y determinar si la variabilidad genética esta relacionada con la respuesta al
tratamiento por el IN& mas la ribavirina.

6.2 Objetivos Particulares

Realizar la técnica de PCR (12y 22 PCR) para la region estudiada de NS3.

Secuenciar los fragmentos obtenidos a partir de los productos de PCR para la region
carboxilo de NS3.

Analizar las secuencias para determinar la variabilidad genética de la regiébn NS3

(helicasa) de pacientes respondedores (PR) y pacientes no respondedores (PNR) al
tratamiento.

11



7. HIPOTESIS

La variabilidad genética de la region NS3 del videsla hepatitis C modifica la
actividad de la helicasa e induce que la respukstpaciente al tratamiento por el
INFa, disminuya su efectividad
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8. DISENO EXPERIMENTAL

8.1Tipo de estudio

Experimental, retrolectivo y transversal.

8.2 Poblacion de estudio

a) Pacientes infectados con VHC genotipo 1b que refporal tratamiento
convencional con ING y ribavirina.

b) Pacientes infectados con el VHC genotipo 1b que respondan al
tratamiento con IN& y ribavirina

Entendiendo por paciente respondedor aquel indivain hepatitis C que no tiene
RNA del VHC detectable, que presenta una dismimuaé la alanin amino
transferasa (ALT) sérica dentro de los limites eé&rencia normales y una
disminucién de dos unidades en el indice de Knpde#ipués de haber terminado su
esquema de tratamiento con dosis de 3 millonesnitades de IN&-2b lunes,
miércoles y viernes y 400 mg de ribavirina cad@&@&é durante un afio.

Y por paciente no respondedor aquel individuo cepatitis C que después del
tratamiento con dosis de 3 millones de unidade$Nda-2b, lunes, miércoles y
viernes y 400 mg de ribavirina cada 8 horas durantafio, muestra RNA de VHC
detectable y una elevada ALT sérica durante ebodesa terapia, asi como ninguna
mejoria en el dafo hepéatico.

8.3 Criterios de inclusion
Se seleccionaron para el estudio los plasmasadenpes que cumplieron con:

* Pruebas de ELISA (EIA-3) para el VHC positivas

» Antigenos codificados por el virus de HepatitisRIBA) positivos

» Hepatitis C crénica activa, determinada por biopsia

» Ausencia de anticuerpos y antigeno contra Hep#titis

* Que no presentaron anticuerpos antinucleares

» Virus de hepatitis C genotipo 1b

* Que fueron tratados con IMFy ribavirina en dosis de 3 millones de kNF
2b lunes, miércoles y viernes y 400 mg de ribaaigada 8 horas durante un
afno.
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Las muestras de los pacientes fueron tomadaspsrietlo que comprende de 2002-
2003.

8.4 Criterios de exclusion

Fueron excluidos todos aquellos pacientes que mig@®s® alguno de los siguientes
criterios:

» Alcoholismo

» Adiccion a drogas hepatotéxicas

e Que no terminaron el tratamiento

* Respondedores o no respondedores con genotiposrdéde al 1b

8.5 Material y equipo

» Plasma de pacientes respondedores

* Plasma de pacientes no respondedores

» Microcentrifuga. MicroCentrifugette 4214-V1, No.r&e059-0255

* Centrifuga clinica, HERMLE Labortechnik Z 233 MK-2No. Serie
52000090

e Balanza analitica, Denver Instrument Company M-2&f),Serie P 0103879

» Eppendorf Vacufuge, Netheler Linz GMBH, No. Ser895 01176

« Céamara de electroforesis, Horizon 58. GIBCO BRL ittmtal Gel,
Electrophoresis Apparatus. No. Serie 00228053

* Transiluminador, Kodak EDAS 290 GVM30, serie SYGMZ SYNGENE
Adivision of the synoptics

» Termociclador, Biometra T Gradient Thermoblock, Serie | 409220

» Pipetas Finnpipette, ThermoLabsystems

e Tubos con EDTA, BD Franklin Lakes NJ USA 5ml BD Méainer K3
EDTA 9 mg

» Ultra congelador REVCO, Termo Electron CorporatidinT 1786 -3-A40,
No. Serie N 11 S-236780-NS

e Tubos eppendof
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9. DIAGRAMA DE FLUJO

Seleccion de pacientes

/

con VHC

T~

PR al tratamiento PNR al tratamiento
con INFo y Plasma de los con INFa 'y
ribavirina pacientes < ribavirina
Aislamiento de RNA
viral
A 4
Sintesis de
cDNA
A4
12y 22 PCR Amplificacion > Gel preparativo

Purificacién del

producto

A

Cuantificacion de
DNA

!

Secuenciacion

|

Analisis de secuencias

Conclusiones

15



10. METODOLOGIA

10.1. Pacientes

De cada uno de los pacientes seleccionados ensgitlllode Infectologia CMN “La
Raza”, que cumplieron con los criterios de inclosi@ntes mencionados; se
obtuvieron muestras de sangre, por puncion vermsaubos con EDTA como
anticoagulante para posteriormente obtener el gla€abe sefialar que este estudio
fue realizado a ciegas por lo que los tubos seetagon con nimeros sin anotarles a
gue grupo pertenecian y con este numero se trhbaja el andlisis de resultados.

10.2. Obtencién de plasma

Los tubos con las muestras de sangre se centrfigam una centrifuga clinica
(HERMLE Labortechnik Z 233 MK-2, No. Serie 520000@ 1500 rpm durante 15
minutos a 4°C para obtener el plasma que se alasealicuotas de 5Q0 a

-80°C en un ultra congelador REVCO.

Se trabajo con el plasma de 11 pacientes que fyEgitivos para EIA-3y RIBA, y
gue ademas presentaban el genotipo 1b.

10.3. Aislamiento de RNA viral a partir del plasma.

Para el aislamiento de RNA se utilizé el estuchéAtgp Viral RNA Mini” de la
marca QIAGEN, utilizando columnas de acuerdo alisigte procedimiento:

1.- Pipetear 50Qul de regulador AVL, al que previamente se le adiaicel
acarreador de RNA, en un tubo eppendof de 1.5ml

2.- Aiadir 14Qul de plasma del paciente, descongelado a temparatuibiente.

3.- Agitar durante 20 seg. en el vortex con eld&nliberar el RNA de la capside,
dejar incubar en reposo por 10 minutos.

4.- Anadir 560 pl de etanol absoluto, mezclar durante 15 seg., ribeydr
brevemente para eliminar el liquido de la tapa.

5.- Colocar 63@Ql de la solucion en una columna, centrifugar unutdra 8000 rpm
en una microcentrifuga* a temperatura ambiente.

6.- Desechar el tubo que contiene el filtrado yisudo por un tubo limpio.

7.- Repetir el paso anterior hasta que toda lacgnisea filtrada.

8.- Lavar la columna con 5Q0@ de regulador W1, centrifugar a 8000 rpm durante
un minuto.

9.- Lavar con 50Qul de regulador W2 y centrifugar a 13000 rpm poriutos.
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10.- Colocar la columna en un tubo limpio y repleticentrifugacion.

11.- Eluir el RNA con 4Qul de agua inyectable, centrifugar a 8000rpm un ynin
recolectar la solucion en un tubo limpio.

12.- Repetir el paso anterior, el RNA obtenidolsgaaeno a -80°C.

*Todas las centrifugaciones se realizaron en umaanentrifuga MicroCentrifugette
4214-V1, No. Serie 059-0255.

10.4. Sintesis de cDNA

La sintesis del cDNA se realizé utilizando la ereitranscriptasa reversa M-MV
RT de la marca Promega:

1.- Colocar en un tubo de PCR fibdel RNA del paciente y 1 ml de iniciadores
universales (hexanucleotidos 10X Roche)

2.- Incubar a 60°C por 5 minutos

3.- Afadir 8pl de la siguiente mezcla:

5 ul de regulador de enzima 5X

1l de dNTP 10mM (Promega)

1 pl de inhbidor deRNAsa (Promega)

1 pl de enzima M-MV-RT (Promega)

4.- Incubar a 37°C por 1 hora

5.- Guardar el cDNA a -20°C hasta su uso

10.5. Técnica de PCR

Se realizo la técnica de PCR con la enzima Tagmgoéisa y los iniciadores 7
sentido (5" -atatgtgatgaatgccactca-3°), 7 antiser{bd-tttgaacggctcctagectgt-37) y 7
nester (5 -gtatgagacacttccacattt-3).

La regién amplificada abarca del nucleétido 4268145 que comprende parte de

la secuencia que codifica para la proteina NS3. tasdiciones para la
amplificacion de la 12 PCR y PCR semianidada sestrareen las Tablas 2y 3
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Tabla 2. Condiciones para 12 PCR

Componentes Volumen pl
Regulador PCR 10X 5
MgCl, 25mM 3
dNTP 10 mM 1
Iniciador 7 sentido 2
Iniciador 7 antisentido 2
Taq polimerasa 5 Wl 0.2
cDNA 2
Agua 34.8

Tabla 3. Condiciones para PCR semianidada

Componentes Volumen pl
Regulador PCR 10X 5
MgCl, 25mM 3
dNTP 10 mM 1
Iniciador 7 sentido 2
Iniciador 7 semianidada 2
Taq polimerasa 1 Wl 0.2
12 PCR 2
Agua 34.8

En ambas PCRs se utiliz6 el mismo programa:

94°C 11 min

94°C 30 seg

55°C 30 seg

*72°C 60 seg

72°C 3 min

4°C Pausa

*regresar al paso 2 y repetir 34 ciclos

Para corroborar que hubo amplificacion se real&lectroforesis en geles de
agarosa al 1.5% en regulador TBE 1X con bromuretidio, y se corrié con TBE
1X a 75 volts; posteriormente se examinaron enracgsador de imagenes.
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Una vez lograda la amplificacion, la purificaciée #$izo empleando geles
preparativos de agarosa al 1% con bromuro de efiggose desarrollaron a 60 volts,
la banda seleccionada se extrajo cortando la amayopurificando el DNA
amplificado.

10.6. Purificacion de los fragmentos de PCR a partir de geles

preparativos.

Se utilizé el equipo de QIAGEN “QIlAquick gel extteon” que se basa en la
separacion por cromatografia de adsorcion. El pliogento se realizd de la
siguiente manera:

o g

9.

1. Pesar el fragmento de agarosa en un tubo eppendoff.
2.
3. Incubar a 50°C por 10 minutos (0o hasta que el gel dsuelva

Adicionar 3 volimenes de regulador QG, por volumermel.

completamente).Para ayudar a disolver el gel, mezeh el vortex 2-3
minutos durante la incubacion.

Una vez disuelto el gel, comprobar que el colofadsolucion permanezca
amarillo.

Adicionar a la muestra del gel, un volumen de isppnol y mezclar.

Colocar la columna en un tubo de recoleccion de 2ml

Agregar 73@l de la muestra a la columna y centrifugar a 10@@0durante
un minuto.

Anadir el volumen restante y repetir el paso aatdrasta terminar con toda
la muestra.

Anadir 75Ql de regulador PE a la columna, centrifugar al4@®0por 3
minutos.

10.Eliminar el sobrenadante y centrifugar nuevamenie!, 800rpm durante 1

minuto.

11.Eluir con 5@l de agua inyectable, incubar 20 minutos a tempsaat

ambiente, centrifugar a 10,000rpm durante 10 msuto

12.Recibir la solucién en un tubo eppendoff perfectaimbien etiquetado.
13.Montar un gel de electroforesis para observar tegnmdad y pureza de la

banda.

14.Guardar la muestra a -80°C.

*Todas las centrifugaciones se realizaron en urmaarentrifuga MicroCentrifugette
4214-V1, No. Serie 059-0255
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10.7 Cuantificacién de DNA por espectrofotometria

Se hizo una dilucién 1:100 de cada una de las masegtrificadas y se determino la
absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Pérelatener una concentracion
de 20ng de DNA por muestra para poder secuenciar.

Todas las lecturas se hicieron en un espectrofatorBgomate 3 Thermo Electrén
Corporation.

10.8. Secuenciacion.

Las reacciones para la secuenciacion ciclica $easmn utilizando el equipo “ABI
Prism Big Dye terminator cycle sequencing readgtien” de Applied Biosystems
junto con el siguiente programa:

Temperatura Tiempo
96°C 10 seg
50°C 5 seg
60°C 4 min

El programa se repite por 25 gece

El producto obtenido de la PCR de secuenciacidpusiéco, utilizando columnas
“Dye Ex Spin para Dye terminator renoval’, que ss&en el principio de tamices
moleculares cuyo procedimiento a continuacion serize:

1.

agkwn

© N

Mezclar suavemente en el vortex las columnas cgelepara resuspender el
mismo.

Aflojar un poco la tapa de la columna.

Cortar la punta de la columna y colocarla en uo tidrecoleccion.
Centrifugar a 3000rpm por 3 minutos.

Agregar cuidadosamente a la columna la solucioR@IR de secuenciacion,
a purificar.

Centrifugar a 3000rpm por 3 minutos.

Recibir el eluido en un tubo eppendoff limpio.

Secar totalmente la muestra por calentamiento @aeumnperatura de 42°C.

*Todas las centrifugaciones se realizaron en umaatentrifuga MicroCentrifugette
4214-V1, No. Serie 059-0255
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10. 9. Analisis de las secuencias

Con las secuencias obtenidas se calculo la sidhitjiwe existe entre los virus de
cada uno de los pacientes con respecto al HCV-JOL168B), reportado en el
“Genbank” que es un virus perteneciente a una @panesa que ha sido muy
estudiada y; con una cepa concensus que es unguweh programa MULTALIN
proporciona y selecciona de entre muchas cepatieneen su base de datos, esta
cepa puede provenir de Europa, Asia, América, Afeitcétera. MULTALIN elige la
cepa que tenga mayor similitud con las cepas queasea analizar. Se utilizé el
programa Bioedit version 5.0.9 y sbftware: “Multiple sequence alignment with
hierarchical clustering”.
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11. RESULTADOS

En la tabla 4 se muestran los porcentajes de sinhile los virus aislados con
respecto a la cepa de referencia. En el grupo deemas respondedores se
encuentran las secuencias 3, 37, 77, 81 y 85; elegrupo de pacientes no
respondedores estan las secuencias 1, 4, 10, 1175

Secuencia Grupo % de
similitud
1 PNR 97
3 PR 96
4 PNR 94
10 PNR 79
11 PNR 10
15 PNR 88
17 PNR 94
37 PR 51
77 PR 87
81 PR 94
85 PR 85

Tabla 4. Porcentajes de similitud de los 11 VH(adiss de pacientes respondedores (PR) y no respamede(PNR), con respecto
a la cepa de referencia HCV-JT. Estos porcentageii calculados de las secuencias que estan apauitos.

A partir del cDNA se obtuvo el producto de PCR gsgede un tamafo aproximado
de 877pb y en la figura 4 se muestra la electesfer de los productos de PCR de
algunas muestras de pacientes amplificadas.

900pb

_'0;5;_"

Figura 4. Electroforesis del producto de PCR dedgon NS3 helicasa de VHC aislados de pacientek. 3, 5,6 VHC aislados de
pacientes y 4 marcador de tamafio molecular de 100pb
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Posteriormente de las 11 muestras que se secummcige analizaron los
electroferogramas de cada una de ellas y por medioprograma Bioedit se
alinearon, tanto en bases como en aminoacidos, g@argararlas con la cepa
prototipo HCV-JT. Como se muestra en las figuras/s

Lo mismo se hizo con el programa MULTALIN en doratkemas, de comparar con
la cepa HCV-JT, también se comparo con la cepaermus. Ver figuras 8 a 14.

En la figura 5 se muestra la alineacién en baséssdEl VCH aislados, comparados
con el HCV-JT, Bioedit, en donde cada color coroesie a una base en particular
(ver anexo) y nos permite observar la similitud bag con el HCV-JT a lo largo de

toda la regidn secuenciada, ademas, de observall@geambios de base que se
presentan en cada uno de los virus aislados. Shargm, como es sabido la union
de diferentes bases (tripletes) pueden originanismo aminoéacido (aa), por lo que
es en la alineacion de aa en donde se observaas lBases en realidad estan
originando un cambio en las secuencias que lasditega de la cepa prototipo.
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Figura 5. Alineacion de 11 VHC aislados de paceméspondedores y no respondedores al tratamienttNga, contra la cepa
HCV-JT en bases.
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GCCACCECTACGCCTCCEGEATCEETCACCETEGCCACATCCCALCATTGAGEAGEGTGECCCTEGTCCAACATTGEAGAGAT
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GCOCACCGCTACGOCTCCAGGATCAGTCACCGTGCCACACCCCAATATCGAGEGAGGTGGGCCTGTCCACCACTGGGEAGAT
GCCACCECTACECCCCCEGEATCAGTCACCETEGCCACATCCCAATATTGAGEAGEGTGECCCTEGTCCAATACTGGEGAGAT
GCCACCGCTACACCTCCGEGGATCAGTTACCETGCCACATCCCAATATTGAGEAGATGECCCTEGTCCAACGATGGAGAGAT
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ACTGCAATACATGTEGTCACCCAGACAGTCGATTTCAGTTITGGACCCCACC TTCACCATTGAGACGACGACCETECCACA
ACTGTAATACATGTGTCACCCARMACAGTCGACTTCAGCTTGGATCCCACC TTCACCATTGAGACAACAACCGTEGCCCCA
ACTGTAATACATGTGTCACCCARMACAGTCGACTTCAGCTTGGATCCCACCCTTCACCATTGAGACGACGACCGTGCCCCA
ACTGCAACACATGTGTCACCCARRCAGTCGATTTCAGCTTAGACCCCACC TTCACCATCGAGACGACGACCGTGOCTCA
ACTGTAACACATEGTETTACCCAGACAGTCEGATTTCAGCTTGGACCCTACC TTCACCATCGAGACG ACGACCETEOCCCA
ACTGCAATACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGCTTGGACCCCACC TTCACCATTGAAMMGACGACCEGTECCCCA
ACTGTAACACATGTGTCACCCAGACAGTCGACTTCAGCCTGGACCCCACC TTCACCATTGAGACGACGACCEGTEGCCCCA
ACTGCAACACATGCGTCATCCAGRCAGTCGATTTTAGCTTGGACCCCACC TTCACCATTGAGACGACGACCGTGCOCCCA
ACTGTAATACATGCGTCACCCAGRACAGTCGATTTCAGCTTGGACCCTACC TTCACCATCG AGACGACARCCGTGOCOCA
ACTGCAACACATGCGTCATCCAGACAGTCGATTTTAACTTGGACCCCACC TTCACCATTGAGACGACGACCEGTECCCCA

430 500 510 520 530 540 550 s60
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AGACGCEETE TCOGCECTCACRACGECEAGECAGEACTEGCAGEEGTA GEEGAGECATCTACA GETTTGTGRA CTCCG
AGACGCCETE TCGCECTCECRACGGCEAMGTARGACTEGTARGGGCE MFGCEEECATCTACRALGGTTTGTGA CTC A
AGACGCGETEATCGCECTCGCAACEGCEAGECAGEACTEGTAGGGGCA GGAGGEECATCTACA GGTTTGTGAACTCCA
AGACGCGETE TCACGCTC CAACGEGCGGEGTAAGACTGGTAGGGGCA AGAACGGCATCTACA GGTTTGTGRA CTCCA
AGACGCEETE TOGCECTCACRGCEECEAGETAGEACTEGTAGGGGCA GEEGEEECATCTACA GEGTTTGTGA CTCCA
AGATGCEETE  TCGCECTCECRAACGECEAGECAGRACTEGTAGGGGCA GEAGAGECATCTACA GETTTGTGA CTCCA
AGACGCGETE TCACGCTCGCAGCEGCEAGECAGEACCEGTAGGEGGCA GGATGEECATCTACA GGTTTGTGA CTCCA
AGACGCEETE TOGCGCTCGCAGCGEGCGGEETAGGACTGETAGGEGGCA GGGGAGGCATCTACA GETTTGTGRA CTCCA
AGACGCEETE TOGCECTCECRAGCEECEAMGCAGEACTEGTAGEGGCA GEALMAGCATCTACA GEGTTTGTGA CTCCA
AGACTCGETE TCGCECTC CRACGGCEAGETAMG ACTEGTAGEGGCA GGEGEEECATCTACA GETTTGTGA CCCCA
AGACGCEETE TCACECTCGCRACGGCEAGECAGEACCEGTAGEGGCE GEEGEEECATCTACA GGTTTGTGA CTCCA
AGACTCGGTG TOGCGCTC CAACGEGCGAGGTAAGACTGETAGGGGCAMGGEGEGGGCATCTACAMGTTTGTGR COCCA

570 580 590 &00 &l0 620 630 G40
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GEAGARCEGCCCTCEGGCATEGTTCEATTCTTCGETCCTETETEAGTGCTATGACGC GGECTETGCTTEGGTATGAGCTCA
GGARAMCGGGCTTTEGGGCATGTTCGAATTTTCGGTCCTITGTGAATGCTTTTAACC COGTTGTGCTTTGTACCARCTTA
GGAGALCEGCCCTCEEGTARGTTCEATTCCTCGGCCATGAGTEGAGTGCTATGACGCEEACTETTGCTTEE AACEACATCT
AGAAAMCEGCCTTCEE CATGTTCEATTCTTCCEGTCCTETECEAATGCTATGACGC CG6GCTETTICTTGEGTACAARCT A
GEAGAMCEGCCTTCEGGCATGTTCEATTCCTCGETCCTETECEAGTGCTATGACGC GGECTETEGCTTEGEGTACGAGCT T
GGAGAMCGACCCTCGGETATGTTCGATTCCTCGGTCCTETECGAGTGCTATGACGD GEEGCTETGCTTGETACGAGCTCA
GECEAGCEGCCCTCEEGCATGTTCEATTCCTCGGTCCTETECEAGTGCTATGACEC GGECTETEGCTTEGETACGAGCTCA
GGAGALCEGCCCTCEEGCATGTTCEGATTCCTCGGTCCTETETEGAGTGCTATG ACGCCEGECTETEGCTTEGE TACGAGCTCA
GEAGAMACGGCCTTCAG CATGTTCEATTCCTCGETCCTETEGTEGAATGCTATGACGC GGCTTETGCTTEGGTACCARCTCA
AGARAMCGEGGOCTCOGGECATGTTCGAATCTTCGGTCTTTGGTEGAATGCTATGACCC GECTTGTGCTTGGTACRARCTCR
GEAAAMCEGECCTCGE CATGTTCGATTCTTCGG CCTETECEAATGCTATGACCC GGETTEEGCTTEGETACCARCTTA
AGAAAACGGCCCTTEEGCATGTTCGAATTTTTCGTCTTITEGTGAATGCTATGACCC - G6GCTTTGCTTTG TACAARCTTA

G50 Ga0 &a70 a0 G630 il 710 720
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CECCCECT - GAGACTACAGTCRGE TTECGEGCTTACCTGAATACACCA GEGTTECCCE  TCTEGCC - AGGACCATC TG

CCCCCCCCEAARACTTTGTTAAGE TTGGEGGGCTTACTTAAL ACACCHA AGGTTTGCCC TTTGCC AAGRACATTTTG
CGTCCGAC GRAGACCTCTGTTAGGATTACGGGCTTACCTARCARCCCCG GATTGCCCCCTCTEOC AGGACCTTC AG
CeCCCeC GAGACCTCGETTAGE TTGCGE CTTAC TAAATCACCAL - GGITGCCTIC TeC CA-  AGACCATC TG
CCACCGCC GAGACCTCAGTTAGE TTGCEGEGCTTAC TTAATACACAG - GGTTGCCCC TCTECC - AGACCATC TG
CEGCCCTCT GAGACCTCGGTCAGLA CTGCEGGGCTTACCTARATACACCA GEETTEGCCCEG TCTETC AGGACCATC TG
CACCCGCC GAGACCTCGGTTAGE TTGCGGGCTTACCTAAACACACCA GGGTTGCCCEG TCTGCC AGGACCATC TG
CGCCTECT GAGACCTCTGTITAGE ATGCGGGCTTACCTARATACACCA GEGITTEGCCCG TCTGCCCAGGACCATCTTE
C-CCCGCC GAAMCCTCGGTTAML ATGCEE CTTACCTAAATACACCAAGGCTTGCCCE TCTECC AGGACCATC TG
CCCCGCC  GAGACCACAGTTAGLA CTGCEGGGCTTACCTAAATACACCA GEETTEGCCCEG TTTGEC AAGRACATCT G
CACCCCCC  AGACCTCGGTCAGE GTGCGGGCCTACCTAAACACACCAMGGGTTGCCCG TCTGCC AGGACCATC TG
COCCCCC  GRGAC ACAATTAAR CTG GGGECTTAC TARATACAC A AGGTTGCCCE TITG C ALAGAACATCT &

730
P T T T
GAGTTCTGGGARARGCGTC
GAATTTTGGGAARAGGGT
AMGTTCTGGCARRGTGTC
GAGTTCTE GGARACGCC
GAGT CTG GAARGCGTC
GAGTTCTGEGAGAGCGTC
GAGTTTTEGGAGAGCGTC
GAGTTCTEGEAGAGTGTC
GAGTTCTGEGGARRAGGEC
GAGTTTTGGGARLAGG T
GAGTTTTGGGARRACGTC
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La figura 6 por Bioedit, muestra la alineacion anda VHC aislados contra la cepa
prototipo, nuevamente cada letra de color diferentica un aminoacido en
particular (ver anexo). A lo largo de la secuesgiabserva una homologia de color
gue nos permite ver que no hay gran variacionodea& con respecto a la cepa de
referencia, pero si se presentan cambios puntgakeen la figura 8 se precisan con
mayor facilidad.

Figura 6. Alineacion de 11 VHC aislados de paceméspondedores y no respondedores al tratamienttNga, contra la cepa
HCV-JT en aminoacidos.

1a
T T T T O O A T
ILGIGTVLDQAETAG ARLVVLATATPPGSVIVPHFHIEEVALSHTGEIPFYGKAIPLEAIKGGRHLIFCHSKKKCDELLA

an 30 40 a0 ad 70 an

JT

sec 1 ILGYVGTVLDOAETAG ARTVVLATATP PGSV IVPHPFHIEEVALSHTGEIPFYGKATPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAR

sec 3 ILGIGTVLDQAETAG ARLYVLATATP PG SYIVPHPHIEEVALSHIGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAR

sec 4 ILGIGTVLDOAETAG ARTVVLATATP PGSV IVPHPHIEEVALSHEGEIPFYGEATPINTIKGGRHLIFCHSEKKCDELAL

sec 15 ILGIGTVLDOAETAG ARTVVLATATPPG SV IVPHPFHIEEVALSHTGEIPFYGEKATIPLETIKGGRHLIFCHSEKKCDELAS

sec 17 ILGIGTVLDOAETAG ARTVVLATATPPGSYVIVPHPFHIEEMALSHDGEIPFYGEKATPITATKGGRHLIFCHSKKKCDELAD

sec 17 ILGIGIVLDQAETAGARLYVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGKAIPLETIKGGRHLIFCHSKKKECDELAS

gsec 81 ILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVIVPHPHIEEVGLETTGEIPFYGEAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKECDELAL

sec B85 ILGIGTVLDOAETAG ARTVVLATATPPG SV IVPHHHIEEVALSHTGEVPFYGKATPIETIKGGRHLIFCHSKEKKCDELALR

sec 37 ILGIGTVLDOFPDGHME ART VVLATATP PGSV IVPHPHIEEVGLSHIGEIPFYGKATPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAR

sec 10 ILGIGIVLDQAETAGARLYVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGKAIPLETIKGGRHLIFCHSKKKCDEFAR

gec 11 HLGHPRHSPGPPGDGERGEFVVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGEAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAD
a0 100 110 120 130 140 150 160
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JT KLSGLGIHNAVAYYRGLDVWSVIPTSGDVVIVATDATHT G - Y TEGDFDESVIDCHTCVIQTVDEFSLDPTFTIETTTVPQDAVSR

sec 1 KLSGLGLHAVAY YRGLDVSVWIPTSGDVVVYATDATHMT G- Y TGDFDSVIDCHTCVIQTVDFSLDPTFTIETTTVPODAVSE

sec 3 KLSGLGINAVAYYRGLDVSVWIPTSGDVVVVATDATHTG -FTGDEDSVIDCHTCVIQTVDESLDPTFTIETTTVPODAVSE

sec 4 KLSSLeLHAVAYYRGLDVYSVIPTS G DVVVVATDALMTG -FTGDFDSVIDCHTCVIQT YD SLDPTFTIETTTYPQDAVSR

gec 15 KLSALGLHAVAYYRGILDVSVIPTSGDVVVVATDAIMTG-YTGDEFDSVIDCHTCVIQTVDFHLDPTFTIETTTVEPQDSVSER

gec 17 KLSGLGLHNAVAYYRGLDVSVIPANGDVVVVATDAIMIG-FTGDFDSVIDCHTCVIQITVDEFSLDPTFTIETTTVEPQDAVSER

sec 77 KLSALGLHAVAYYRGLDWSVIPTSGDVVVVATDAIMTIG-YTGDEDSVIDCHTCVIQTVDESLDPTEFTIETTIVPODSVSE

sec Bl KLSALGLHAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMIG-¥YTGDFDSVIDCHTCVIQTVYDE SLDPTFTIETTTYPQDAVSR

sec 85 KLSTLGLHAVAYYRGLDVSVIPTHGDVVVVATDAIMTIGC-FTGDEFDSVYIDCHTCVIQTVDESLDPTFTIETTTVEQDAVSEL

gec 37 KLSGLGLHNAVAILPGSCVCHIDQR-RRPRCRGHRRSIDGLYRRLFCDRLQY-MCHPHSL-FQFGPHLHHDDDERATRREGDRL

sec 10 KLSSLGLHAVAYYRGLDWSVIPTSGDVVVVATDAIMTG-FTGDEDSVIDCHTCVIQTVDETWIPPLPLRRRPCPEEPCRA

sec 11 KLSGLGLHAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMTG-FTGDFDSVIDCHTCVIQTVYDEF SLDP TLHHDDDRAPRRGVAL
170 180

P e e I

JT SOR-——--—--—--—-— GRTGRG

sec 1 SoR--———————— RCRTGRG

sec 3 SQR-—-———————- RGRTGRG

sec 4 SQR-——-——-——-—-————- RGRTGRG

sec 1% SHG-——------- EVRLVGL

sec 17 SoR--———————— RCRTGRG

sec 17 SHG---——————— EVRELVGA

sec 81 SQR-—--—--————-- RSRTGRG

sec B SHG-——------- GYRLVGL

gsec 37 PRHG-——--——-—-——-- EAGLIWA

sec 10 RHG--—-—-—-—————— EVELVERAL

sec 11 TAARDWGQGGHLODCDSRRT
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En la figura 7 se omitio la secuencia 11 para pothservar con mayor facilidad la
similitud que presentan las secuencias con respetaacepa HCV-JT, ya que esta
muestra 10 aminoacidos que no estan presentesagumai secuencia.

Figura 7. Alineacion de 10 VHC aislados de pacem&spondedores y no respondedores al tratamientdNf=a contra cepa
HCV-JT en aminoécidos.

10 20 &0 &0 n
|- | - - | |- |- |-

ILGIGTVLDOAETAG ARLYVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGRKAIPLEAIKGGRHLIFCHSKEKRKCDELAR

30 40 a0

JT

sec 1 ILGVGTVLDQAETAG ARLVVLATATPPGSYTVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKEKKCDEL LA

sec 3 ILGIGTVLDQAETAG ARLVVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHIGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELLA

sec 4 ILGIGTVLDQAETAG ARLVVLATATPPGSVIVPHFHIEEVALSHEGEIPFYGKAIP INTIKGGRHLIFCHSKKKCDELLA

sec 15 ILGIGTVLDOAETAG ARTVVLATATP PG SVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGEKATPLETIKGGRHLIFCHSKEKECDELAS

sec 17 ILGIGTIVLDOAETAG ARTYVVLATATPPGSVIVPHPHIEEMALSHDGEIPFYGEAIPITATKGGRHLIFCHSEKECDELAR

sec 77 ILGIGTVLDQAETAGARLYVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGKAIPLETIKGGRHLIFCHSKKKCDELLS

sec 81 ILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVIVPHPHIEEVGLSTTGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAR

sec B85 ILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVIVPHHHIEEVALSHTGEWVPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELAR

sec 37 ILGIGTVLDOPDGHME ARTVVLATATP PG SVIVPHPHIEEVGLSHIGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSEKECDELAR

sec 10 ILGIGTVLDQAETAGARLYVLATATPPGSVIVPHPHIEEVALSHTGEIPFYGKAIPLETIKGGRHLIFCHSKKKCDEFLRL
a0 100 110 120 130 140 150 160
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JT KLEGLGIHAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVIVATDALMTG - Y TGDEDSVIDCHTICVIQTVDE SLDPTFTIETTTVEQDAVE

sec 1 KLSGLGLHAVAYYRGLDVS VIPTS GDYVWVYATDALMTG -YTGDFDSVIDCHTCVWIQTVDFSLDPTFTIETTTWPQDAVSR

sec 3 KLSGLGINAVAYYRGLDVS VIPTS GDVVWVATDALMTG -FTGDFDSVIDCHTCVIQTVDF SLDPTFTIETTTWPQDAVSR

sec 4 KLSSLGLNAVAYYRGLDVS VIPTS GDVVWVATDALMTG -FTGDFDSVIDCHTCVIQTVDF SLDPTFTIETTTWPQDAVSR

sec 15 KLSALGLHAVAYYRGIDVSVIPTSGDVVVVATDAIMTG -YTGDEDSVIDCHTCVIQTVDEFHLDPTEFTIETTTIVPODSVSE

sec 17 KLSGLGLHAVAYYRGLDVSVIPANGDVVWVATDALMTG-FTGDFDSVYIDCHTICYIQTVDFSLDPTFTIETTTVPQDAVSE

sec 77 KLSALGLHAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVWVATDALMTG-YTGDFDSVIDCHTICYIQTVDFSLDPTFTIETTTWPQDSVSR

sec Bl KLSALGLHAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMTG-YTGDFDSVIDCHTICYWIQTVDFSLDETFTIETTTVPQDAVSE

sec B KLSTLGLHAVAYYRGIDVSVIPTHGDVVVVATDAIMTG -FTGDEDSVIDCHTCVTIQTVDESLDPTFTIETTTVPQDAVST

sec 37 KLSGLGLHAVAILPGSCVCHIDOR-RRRCRGHRRSIDGLYRRLFCDRLOY -MCHPHSL-FQFGPHLHHDDDRATRRGDRA

sec 10 KLSSLGLHAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVWVATDALMTG-FTGDFDSVIDCHTCVIQTVDFTWIPPLPLERRPCPEKKPCRA
170 180

P I R |

JT SQREGRTGRGRGG IYRFVTP

sec 1 SQRERGRTGRGRGG IYRFVTP

sec 3 SQRRGRTGRGRRGIYRFVTE

sec 4 SQRRGRTGRGEMGIYREVIP

sec 15 SHGEVRLVGARGG IYKVCDP

sec 17 SQRREGRTGRGRGGIYREVTIP

sec 77 SHGEVRLVGAGGASTGLEQ-

sec 81 SQRRSRTGRGRKSIYRFVTP

sec B SHGGVRLVGARTASTGLLO -

sec 37 RHGEAGLIWAGGESTGLRTP

sec 10 RHGEVRLVRARRASTRFVTQ
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En la figura 8 y 9 se aprecian los cambios queeptes los VHC aislados con
respecto al HCV-JT en las posiciones: 57 donde Umaycambio de leucina a
isoleucina, 59 de alanina pasan a treonina, 8 pgsa de isoleucina a leucinay 119
de tirosina a fenilalanina. Cabe sefalar que grosicion 57 de las tres secuencias
gue conservan la leucina que esta presente ernusl ®RCV-JT, dos corresponden a
pacientes respondedores (secuencias 10 y 15) yauma paciente respondedor
(secuencia 37).

La secuencia 11 inicia con un marco de lecturarelite y sus primeros 19
aminoacidos no alinean con ninguna de las secuempie ahi se encuentran,
después recupera su ORF pero lo vuelve a perdir gon la secuencia 10 después
de los 140 aminoécidos; la secuencia 37 tambiémlgisu marco de lectura pero
mucho antes que estas, a los 92 aminoacidos.

En estas figuras se observa que tanto la secuEhciamo la secuencia 77 presentan
los mismos cambios puntuales de aminoacidos endiipn A80S, G84A, T134l,
A156S, R163E, G164V, T166L, G167V, R168G, G169A &nbargo pertenecen a
grupos diferentes, pues uno es respondedor yceehotr

Lo mismo ocurre con las secuencias 17 y 85, la gmanmes de un paciente no
respondedor y la segunda pertenece a un paciapengedor, ambas en la posicion
104 tienen un cambio de aa con respecto a la HCy¥¢Fpa concensus, en lugar de
serina (S) presentan asparragina (N).

Otras 5 secuencias presentan cambios puntalegcleericia 3 en la posicion 45
tiene isoleucina (1) en vez de treonina (T), lausecia 4 tiene un cambio de acido
glutamico (E) en vez de treonina en la posiciory4én la posicion 84 tiene serina
en vez de glicina (G). La secuencia 17 cambia grsilguientes posiciones V40M,
T45D, T103A, S104N; mientras que la secuencia 8hdoe en A41G, N44T,
G84A,; la secuencia 10 en L78F, G84S; la secuerizian8P35H, G84T, S104N; y
por ultimo la secuencia 37 en A41G, T45lI.

En la figura 10 se eliminaron los VHC aislados pigden su marco de lectura y se

volvié a alinear con la finalidad de poder obsenvagjor los cambios y similitudes
de estos virus aislados con respecto al HCV-JTcegea concensus.
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Figura 8. Alineacion de los 11 VHC aislados de ARNR en aminoacidos comparados contra JT.

Consensus

1 10 Eﬂ 30 dﬂ 50 Eﬂ ?ﬂ Bﬂ Hﬂ 100 110 20 130
| - I
ILEIET?LDﬂHETHEHRL??LHTHTPPE5?T?FHPHIEE?HLSHTEEIFFTEKFIPLEHIhFERHLIFEH5KKKEDELHHKL5ELhIHH?HTTRELD?S?IPTSED??I?HTDHLHTET1EDFD5¥IDEH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHIGEIPFYGKATPIETIKLGRHLIFCHSKKKCDELARKLSGL Ik AYAYYRGLOYSYIPTSGDYYYYATDALH 'GF T sDFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHEGEIPFYGKATPINTIKG GRHLIFCHSKKKCDELARKLSSL GLE AYAYYRGLOYSYIPTSGDYYYYATDALH [GF THOFDSYIOCH
ILGYGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGHATPIETIKG sRHLIFCHSKKKCDELARKLSGL GLK AYAYYRGLOYSYIPTSGDYYYYATDALH TGYTHOFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGIATPLETIKGRHLIFCHSKKKCDELASKLSAL GLK AYAYYRGLDYSYIPTSGDYYYYATDALH IGYTIDFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEENALSHDGEIPFYG :ATPIIAIKGHRHLIFCHSKKKCDELARKLSGL GLM 1YAYYRGLDYSYIPANGDYYYYATDALK TGF THDFDSYIDCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYGLSTTGEIPFYG :ATPIETIKGHRHLIFCHSKKECDELARKLSAL GLM 1YAYYRGLDYSYIPTSGDYYYYATDALK TGYTIDFDSYIDCH
ILGIGTYLDOARETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGIATPLETIKGRHLIFCHSKKKCDELRSKLSAL GLK 1YAYYRGLDYSYIPTSGDYYYYATDALH TGYTHDFDSYIOCH
ILGIGTYLDOAETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGH ATPLETIKG sRHLIFCHSKKKCDEFARKLSSL GLH AYAYYRGLOYSYIPTSGDYYYYATDALH IGF THOFDSYIOCH
TLCIGTVLDUAE Thone! YYLATATPPGSY TYPHHHIEEYALSHTGEYPFYGKATPIETIKE GRHLIFCHSKKKCDELARKLSTL GLK AYAYYRGLOYSYTPTHRNVYYYATNAL HTGF T ;0FDSYIOCH
HLGHRHSPGPPGDGKRGFY YL ATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGKATPIETIKGGRHLIFCHSKKKCDELARKLSGL GLK PG Y YRGLDYSYIPTSGDYYYYATDALH GF TADFUSYIGEH
ILGIGTYLDOPDGHKARL Y ATATPPGSY TYPHPHIEEYGLSHIGEIPFYGKRTPIETIK GGRHLIFCHSKKKCDELARKLSGL SLF SYATLPGSCYCHTDORRRRCRGHRRSIDELYF RLFCORLOY-
ilhigtvldazctazar IYYLATATPPGSY TYPHpNIEEY AL SHEGE ! PFYGKALP i 8t JXGGRHLIFCHSKKKCDELAQKLSeL i1b A¥Ayyroloysvipbogdummatdalat 20 oiFdsvi #cn

131 140 150 160 170 180

TCYTOTYDFSLOFTFTIETTTYPODAYSRSARRGRTGRGRGGIYRFYTPG
TCYTOTYDFSLOFTFTIETTTYPODAYSRSARRGRTGRGRRGIYRFYTPG
TCYTOTYDFSLOFTFTIETTTYPODAYSRSARRGRTGRGRHGIYRFYTPG
TCYTOTYDFSLOPTFTIETTTYPODAYSRSORRGRTGRGRGGIYRFYTPG
TCYIOTYDFHLDPTFTIETTTYPIDSYSRSHGEYRLYGARGGIYKYCOPE
TCYTOTYDFSLOPTFTIETTTYPIDAYSRSARRGRTGRGRGGIYRFYTPG
TCYTOTYDFSLOFTETTETTTYPIDAYSRSARRSRTGRGRKSIYRFYTPG
TCYIOTYDFSLDPTFTIET ITYPDSYSRSHGEYRLYGA=-GGASTGLPOE
TCY¥TATYOF THTPPLPLRRRPCPY KPLRARNGEVRELVRARRASTRFYTOE
TCYTO YDFSLDPTFTIETTTYPOOAYSLSHGGYRLYGARTASTGLLAEN
TCYTOCYDFSLOPTLHHODDRAPR $GYAL TARRD=-=-=-HGOGGHLODCDSE
HCHPHSL-FOFGPHLHHDDDRAT#RGORARNGEAGLIHAGGES TGLRTPG
tCvtqtydFsldPLfti$ttivpgd, vareng, rl, .argp. ... .Lpg
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Figura 9. Alineacion de los 11 VHC aislados de AFR\NR en aminoacidos comparados con la cepa corgensu

Consensus

1 10 20 30 40 B [H1] il 80 90 100 110 120 130
| } } } } } } } } } } } } |
TLGYGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGEATPIE TIKGGRHLIFCHSKEKCD-LARKLSGLGLEAYAYYRGLDYSYIPTSGDYVYYYATDALHTGY TGDFDSYIOCH
TLGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHIGEIPFYGKATPIETIKGGRHLIFCHSKEKCD-LARKLSGLGIHAYAYYRGLDYSY IPTSGDVYYYATOALHTGF TGDFDSYIOCH
TLGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIE EYALSHEG EIPFYGKATPIHTIKGGRHLIFCHSKEKCDI-LARKLSSLGLEAYAYYRGLDYSY IPTSGDVYYYATOALHTGF TGDFDSYIOCH
TLGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIE EHALSHOG EIPFYGKATPTIATKGGRHLIFCHSKEKCDI-LARKLSGLGLEAYAYYRGLDYSY TPANGDYYYYATOALHTGF TGDFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYGLSTTGEIPFYGKAIPIETIKGGRHLIFCHSKEKCD:LARKL SALGLEAYAYYRGLDYSY IPTSGDVYYYATDALHTGY TGDFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGKAIPLETIKGGRHLIFCHSKEKCDI-LASKLSALGLEAYAYYRGLDYSY IPTSGDVYYYATDALHTGY TGDFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGKAIPLETIKGGRHLIFCHSKEKCDI-LASKLSALGLEAYAYYRGLDYSY IPTSGDVYYYATDALHTGY TGDFDSYIOCH
ILGIGTYLDORETAGARLYYLATATPPGSY TYPHPHIEEYALSHTGEIPFYGKATPLETIKGGRHLIFCHSKEKCDI-FARKLSSLGLEAYAYYRGLDYSY IPTSGDVYYYATDALHTGF TGDFDSYIOCH
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Figura 10. Alineacion de 8 VHC aislados de PR YRR aminoacidos que mantienen el mismo ORF compsi@ontra cepa JT y cepa concensus.
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En la figura 11, en las tres secuencias estudiddast1 y 37 se observan cambios
muy marcados. Tanto la secuencia 10 como la seeu8icpierden su marco de
lectura (ORF) en la posicion 140 y 92 respectivamemientras que la secuencia
11 inicia con otro ORF y lo recupera en la posicidh pero nuevamente en la
posicion 145 vuelve a perder su marco de lectura.

Al analizar la secuencia en bases de cada unatds, &8 observo que en la
secuencia 10 hubo una delecion, entre la posicRr480 falta una guanina, que
completa un aa con el triplete GCT que en la ce@&-HT si esta presente. Se
inserto esta guanina para corroborar que efectingmera la causante de que el
ORF se perdiera y al cambiar a aminoéacidos se wabsgre el marco de lectura se
recuperaba.

En la secuencia 11 también, se analizo la secuenclzases y en la posicion 449
hay una citosina insertada, que no existe en el HCY que al eliminarla y hacer
el cambio a aminoacidos permite que el marco dareno se pierda.

Por ultimo, en la secuencia 37 en la posicion 290adsecuencia en bases hay una
adenina insertada que no existe en las otras sgagesstudiadas, ni en la cepa
prototipo y que al eliminarla y pasar a aminoasigermite que el ORF no se
pierda.

De estas 3 secuencias que pierden su marco dealedtis corresponden a pacientes
no respondedores 10 y 11, mientras que la secu&itia@s de un paciente
respondedor, esta ultima presenta dos cambios gastiz41A y 145T que no
aparecen en los pacientes no respondedores.

En la figura 12 se muestra la alineacién del gadgppacientes respondedores contra
el HCV-JT y contra la cepa concensus. Se hizo ileeation por separado para
observar si habia alguna diferencia en una u btraaeion.

En la posicién 57 la cepa japonesa tiene una laugue solo aparece en un VHC
aislado de un paciente respondedor, mientras apiel IVHC aislados restantes
presentan un cambio de aminoacido en esta posieidfygar de leucina tienen
isoleucina y cabe sefialar que la cepa concensisdapresenta este cambio.

En la posicion 59 el HCV-JT tiene alanina (A) yles VHC aislados es sustituida
por treonina, al igual que en la cepa concensus.

En la posicion 87 so6lo un VHC aislado presentaishm aminoacido que la cepa

JT (isoleucina), mientras que los 4 virus aislackstantes y la cepa concensus
tienen leucina.
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En la posicion 119 el HCV-JT y las secuencias 374 81lconservan la tirosina (Y)
pero las secuencias 3 y 85 han cambiado este acrdgdor fenilalanina (F).

En la posicion 161 la cepa JT y las secuencias82 gonservan glutamina (Q),
mientras que 37, 77, 85 han cambiado a asparréid)na

En la figura 13 se muestra el grupo de los pacenterespondedores alineados
contra HCV-JT y contra cepa concensus por sepaestk separacion se hizo con la
finalidad de poder observar si habia un cambiostasesecuencias que no estuviera
presente en el grupo de los pacientes respondeglopgs nos indicara algo que se
relacionara con la respuesta al tratamiento. Sihaego se observan los mismos
cambios que se presentan en el otro grupo. Adaseposiciones 59, 87 y 119 hay
cambios. En la secuencia 57 cuatro de las seiesei@s cambian de leucina a
isoleucina como se observa en el grupo de los RRa &9 cinco cambian de
alanina a treonina, en la posicion 87 ninguna awasel aa presente en la cepa JT
todas junto con concensus han cambiado de isokewcileucina y en 119 cuatro
secuencias cambian de tirosina a fenilalanina.

En la figura 14 se muestran los 2 grupos tantegatientes respondedores como
el de pacientes no respondedores y en ambos snfmedos mismos cambios de
aminoécidos.
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Figura 11. Alineacion de 3 VHC aislados de 1 PR {82 PNR (10 y 11) en aminoacidos que pierden ©&tRparados contra cepa JT y cepa concensus.
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Figura 12. Alineacion de 5 VHC aislados de pacientspondedores al tratamiento condNfentra cepa HCV-JT y contra cepa concensus.
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Figura 13. Alineacion de 6 VHC aislados de pacientrespondedores al tratamiento condNBntra cepa HCV-JT y cepa concensus.
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Figura 14. a) Alineacién de pacientes respondsdairratamiento con INFcontra cepa concensus y b) pacientes no resporedeal tratamiento con INiFcontra cepa concensus
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Tabla 5. Comparacion de las secuencias con el HCWehtre si.

GRUPO % CAMBIOSDE AA CON RESPECTO A HCV- SECUENCIAS QUE PRESENTAN MISMOS CAMBIOSPUNTUALESDE
PR SIMILITUD JT EN LA POSICION: CAMBIOSDE AA CADA SECUENCIA
CON HCV- 57 59 87 119 161
JT
L—I [ A—T [ I-L Y-F] Q—N
3 96 NO NO T45I
81 94 NO NO A41G, N44T, G84A
& 87 NO NO 4
A
85 85 S104N P35H, G84T, S104N
37+ 51 NO A41G, T45I
GRUPO
PNR
4 94 T45E, G84S
1 97 NO
17 94 NO S104N V40M, T45D, T103A,S104N
15 88 NO NO 4
A
10* 79 NO L78F, G84S
11* 10

* Secuencias que pierden su ORF, la sec 10 erslaipo 140, la sec 11 en la posicion 10 y 145sel@ 37 en la posicion 92
NO = son las secuencias que conservan el mismoeBl@QV-JT
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12. DISCUSION

La parte fundamental de este trabajo se basoamabésis del virus de la hepatitis C
genotipo 1b mexicano, a partir de aislados de dgsog de pacientes infectados que
respondieron y que no respondieron al tratamieotovencional, para asi poder
determinar las diferencias entre estos pacienteselacion con la proteina NS3
(helicasa) del VHC y su relacién con la respuelstatamiento.

En recientes analisis filogenéticos en Centro yafética se ha revelado la
presencia de aislados del genotipo 1 con un ligajetico diferente de los subtipos
mayores del mismo genotipo, lo cual indica unadiicacion del VHC en estas

regiones (39,40); lo mismo sucede en otras areagr@ficas del mundo con otros
genotipos del VHC como en Francia en donde el gemdtse ha diversificado (41),

en Moldavia con el genotipo 2 (42) y Somalia cogesiotipo 3 (43), todo esto nos
habla de los grandes cambios o variaciones querngeesste virus y de los impactos
gue estas tienen en el tratamiento y la persigateeste patbgeno.

Al hacer el analisis de los virus mexicanos seent@son diferencias con el virus
HCV-JT en las posiciones L57I, A59T, 187L, Y119F eqiien podrian ser
caracteristicas de nuestra poblacion, pues apateoesmo cambio de aminoéacido
en cada una de ellas. Se ha hablado de que esteexiplota todos los mecanismos
conocidos de variabilidad genética para asegurasupervivencia (1) y estos
cambios al parecer no afectan su funcién, ademagvelucion es un proceso
altamente dinamico en cuanto a genotipos se refependiendo de la zona
geografica que se este estudiando, creandose Wstascial diversidad genética
entre los mayores genotipos del virus de la hep#&i(44). Asi que es de esperarse,
gue haya algunas diferencias en cuanto a las sgasafe un virus americano con
respecto a un virus asiatico aunque se trate deimigenotipo, pues se estan
comparando dos razas diferentes. De hecho al abdtenporcentajes de similitud de
los virus mexicanos aislados con respecto a la EEp&-JT, se observa que estan
por arriba del 85% de similitud con respecto a esfa japonesa; sefialandose que
el porcentaje mas alto lo tiene un paciente nooredgdor (secuencia 1 con 97% de
similitud) que clinicamente son los de mayor im@ocia pues todos los datos que
puedan aportar son Utiles en la mira a un mejtartrignto.

Un punto importante fue excluir en esta comparadamsecuencias que pierden su
marco de lectura porque al perder su ORF hay ureedcia de aa tan grande que
pareceria que se estan comparando dos ORF difergmer tal razén la similitud
entre estos virus va a ser muy baja lo que sedeadn porcentajes bajos.
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No obstante, este virus puede presentar cambios@uecesariamente tengan que
ver con la zona geografica, sino con el individue ge esta infectando, es decir,
con las caracteristicas individuales que preseada paciente a nivel de su sistema
inmunologico, asi algunas de las divergencias grséauencias pueden representar
cambios seleccionados fenotipicamente que somadssccon la adaptacion para la
replicacion en individuos con diferentes respueistamines para la infeccion (44) y
esto es lo que podria estar pasando con 5 dedasregas estudiadas(la secuencia 3,
4, 10, 17, 37 ,81 vy 85) de los virus mexicanosads que presentan cambios
puntales Unicos, que no se estan repitiendo es sd@IENcias.

En un estudio reciente se han observado algunesciones en NS3 para evadir al
HCV del sistema inmune y posteriormente en alguresos, el HCV vuelve a
cambiar al aminoéacido original (45); lo cual leveitomo escape a la expresion de
la molécula del complejo mayor de histocompatibtidclase | del huésped,
sugiriendo que hay un conflicto entre la evolugi@na escapar del sistema inmune
y la limitacion funcional en la proteina, que essmarcado en NS3 que en
cualquiera de las otras proteinas del VHC-1b (8%, 4

También se obtuvo una pérdida del marco de leaaréos virus aislados de las
secuencias 10, 11 y 37 en donde se observa lacasepresencia de bases que no
aparecen en la secuencia de la cepa prototipo lasetemas secuencias analizadas.
Lo cual sugiere que pudo haber deleciones e imserside nucleétidos en estas
secuencias que provocaron su pérdida del ORF. 8= qze la RNA polimerasa
dependiente de RNA juega un papel muy importantka eaplicaciéon del genoma,
sin embargo su actividad replicativa no da unditidd de copias como lo hacen las
DNA polimerasas, por lo que presentan tasas de emwoho mayores y en este caso
la polimerasa del VHC NS5B no presenta actividadenotora de errores (47,48).
Esta situacion estaria muy relacionada con lo gae paber ocurrido en este caso y
asi pensar que es factible que se presentara le@oteo insercion de nucleoétidos
(nt), en las tres secuencias que presentan estgoctamiento. Lo que llama mas la
atencion sin embargo, es la secuencia 37 que pedenun paciente respondedor al
tratamiento, ya que podria ser semejante a lo qubasreportado en pacientes
sometidos al tratamiento con IDMFMas ribavirina que responden adecuadamente,
pero después de terminada la terapia es frecuame pgesenten una recaida
(pacientes refractarios) (49,50).

El tratamiento para pacientes con enfermedadesctafias es mas dificil y menos
estudiado (51,52). Por arriba del 80% de los p#&esercon hepatitis C son
refractarios al tratamiento con INF estos pacientes probablemente no son
beneficiados por altas dosis o por una larga domadel INF (53). La adicién de
ribavirina ha mostrado que provee un tipo de respusostenida en algunos de estos
pacientes que presentan recaidas (53,50). En twcplo para pacientes refractarios

40



que se hizo en el 2006 utilizando altas dosis d&HRb mas ribavirina contra bajas
dosis, el 34% de los pacientes refractarios al \¢¢@otipo 1 dieron una respuesta
virologica sostenida (SRV) a altas dosis y no torievirus detectables a las 24
semanas, no obstante solo la mitad de ellos peesentitulos virales indetectables a
las 24 semanas de conseguir una respuesta viraldgpstenida (51). Estas
caracteristicas de los no respondedores son matiadas en pacientes infectados
con genotipo 1 y 4 (54). Desafortunadamente, ecasb del paciente 37, no se
siguié monitoreando por lo que no fue posible sabeiguid sin presentar carga
viral, o si bien, se ha convertido en un pacieefeactario y actualmente presente
una carga viral alta. Por lo que resulta importacdaocer si los pacientes que
inician tratamiento con buena respuesta y postegnte presentan recaidas,
pudieran tener mutaciones como las presentadasgperpaciente y que pudieran
estar ayudando al virus a escapar del tratamiento.

Finalmente, al analizar las secuencias de los wislados y observar que tanto la
secuencia 15 como la secuencia 77 y la secuencreodida 85 presentaban los
mismos cambios puntuales de aminoacidos, se pemsdpodrian pertenecer al
mismo grupo. Sin embargo al pertenecer a grudesedites, no se puede pensar
gue estos cambios tengan que ver con la respudstdaaiento. Finalmente estas
condiciones nos indican que presentan cambios pl@stuy que estas alteraciones
en la secuencia, no alteran la factibilidad daelwipues su maquinaria puede seguir
trabajando adecuadamente.
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13. CONCLUSIONES.

Las diferencias observadas en las secuencias denfesc respondedores con
respecto a los pacientes no respondedores, noudmreistes para determinar si

estas variabilidades tienen que ver con la respuddratamiento. Es conveniente
analizar una poblacibn mas extensa para ver stivdemwnte estos cambios se
presentan con mayor frecuencia y sobre todo v&rscambios que aparecen en los
pacientes que presentan recaidas.

Las mutaciones de aminoéacidos presentes en lagrsgas de los VHC aislados
corroboran la variabilidad gendémica que presentaireks de la hepatitis C y su
capacidad para soportar €stos cambios sin queste sl infectividad.

En general ambos grupos presentan los mismos cardBi@minoacidos. Lo cual
nos habla de diferencias entre los virus mexicaonsrespecto a la cepa prototipo
HCV-JT que es una cepa japonesa, pero no muestrbias que pudieran

relacionarse con la respuesta al tratamiento magiadNS3 helicasa.
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14. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES.

Los cambios de aminoacidos que presentan los VIKd{adais en las posiciones
L571, AS9T, I87L y Y119F con respecto al HCV-JT srgn cambios especificos
de la cepa mexicana con respecto a la cepa japgyaskn que resulta interesante
realizar un estudio con un numero de pacientes mayara corroborar si

efectivamente estos cambios siguen presentandoses erirus mexicanos y que
puedan ser mas que mutaciones caracteristicosedgapoblacion.

Es necesario también ver que es lo que sucedet@mregiones que pueden influir
en la respuesta al tratamiento como son E2 y N&bsaho tiempo que se estudia la
NS3, pues existen estudios de cada una de estasaggon respecto a la respuesta
al tratamiento, pero no hay estudios en donde a#can estas tres regiones en
conjunto.
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15. ANEXO.

Bases nucledtidos

Nucleétidos Color Simbolo
Adenina Verde A
Timina Rojo T
Guanina Negro G
Citosina Azul C
Aminoacidos
Nombre Simbologia Simbologia nueva Grupo al que
antigua pertenecen
Glicina Gly G
Alanina Ala A Aminoacidos
Valina Val \ alifaticos
Leucina Leu L
Isoleucina lle I
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F Aminoacidos
Tirosina Tyr Y aromaticos
Triptéfano Trp W
Cisteina Cys C Aminoacidos
Metionina Met M azufrados
Serina Ser S Aminoacidos
Treonina Thr T hidroxilados
Lisina Lys K Aminoacidos
Arginina Arg R béasicos
Histidina His H
*Ac. Aspartico Asp D Aminoacidos
*Ac. Glutamico Glu E acidos
Asparragina Asn N Amidas de*
Glutamina Gln Q
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