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1. ABREVIATURAS  

 
 
aa   aminoácido 
 
ºC   grados centígrados 
 
ER   retículo endoplásmico 
 
HCV   Virus Hepatitis C 
 
INFα   interferón alfa  
 
INF-PEG  interferón pegilado 
 
ISDR   región de sensibilidad al interferón 
 
mM   milimolar 
 
µl   microlitros 
 
µg   microgramos 
 
ng   nanogramos 
 
NS   proteína no estructural 
 
nt   nucleótido 
 
ORF   marco de lectura abierto 
 
pb   pares de bases 
 
PCR   reacción encadena de la polimerasa 
 
PKR   proteína cinasa celular R 
 
RdRp   RNA polimerasa dependiente de RNA 
 
RNA    ácido ribonucleico 
 
rpm   revoluciones por minuto 
 
SRV   respuesta virológica sostenida 
 
VHC   
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2. RESUMEN 
 
 

El virus de la hepatitis C (VHC) representa uno de los patógenos mas importantes 
para la salud humana y se estima que alrededor de 170 millones de personas en el 
mundo están infectadas por este virus. El VHC es un virus de RNA altamente 
dinámico que explota todos los mecanismos conocidos de variabilidad genética para 
asegurar su supervivencia; ha sido caracterizado en 6 genotipos principales y en 
varios subtipos siendo el genotipo 1b uno de los más agresivos pues de los pacientes 
que reciben tratamiento con INFα más ribavirina, sólo el 50% presenta respuesta. Lo 
cual ha hecho que grupos de investigadores se concentren en estudios donde se 
asocia la resistencia del virus en dos de sus regiones  E2 y NS5 con la respuesta al 
tratamiento. Sin embargo, pese a los muchos estudios que se han hecho en estas 
regiones del  virus, las conclusiones a las que se han llegado son controversiales. 
 
Actualmente, estudios han reportado que la región NS3 del VHC puede ser un 
blanco importante para el desarrollo de nuevos fármacos en pacientes que no 
responden al tratamiento. Sin embargo, no se ha determinado si la región NS3 del 
VHC participa activamente en la falta de respuesta al tratamiento; el presente trabajo 
se baso en las diferencias que se presentan en la región NS3 del VHC genotipo 1b y 
su relación con la respuesta al tratamiento con INFα más ribavirina; se trabajo con el 
plasma de 11 pacientes, 5 respondedores y 6 no respondedores al tratamiento 
convencional, de los cuales se secuencio la región NS3 helicasa y se comparo con el 
virus HCV-JT. Encontrando mutaciones de aminoácidos que corroboran la 
variabilidad genómica que presenta el virus de la hepatitis C y su capacidad para 
soportar éstos cambios sin que se afecte su infectividad. No obstante, las diferencias 
entre los aislados virales de esta región no son suficientes para determinar si estas 
variabilidades tienen que ver con la respuesta al tratamiento. Solo nos habla de 
diferencias entre los virus mexicanos con respecto a la cepa japonesa pero no 
muestra cambios que pudieran relacionarse con la respuesta al tratamiento mediada 
por NS3 helicasa. 
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3. INTRODUCCIÓN  
 
 
Actualmente la hepatitis viral C se considera una de las infecciones virales crónicas 
de mayor prevalencia en todo el mundo. La Organización Mundial de la Salud, 
estima que alrededor del 3% de la población mundial ha sido infectada con el virus 
de la hepatitis C (VHC) y que aproximadamente 170 millones de personas (1) son 
portadores crónicos (el 20-40% de estos individuos progresarán hacia cirrosis y de 
estos el 4% hacia  hepatocarcinoma) (2, 3, 4, 5). Las áreas de alta prevalencia 
incluyen los países del Lejano Oriente, la cuenca Mediterránea y ciertas áreas de 
África  (6) y, Europa Oriental (3). En Estados Unidos se estima que 2.7 millones de 
personas son portadores del virus (7), mientras que en Francia hay alrededor de 600 
000 y en España existen entre 300 000 y 800 000 personas infectadas (2,8).  
 
En México se han realizado estudios de prevalencia en grupos seleccionados de la 
población por ejemplo entre 1994-1998 en el Banco de Sangre del Hospital Médica 
Sur se determino la prevalencia del VHC en 9099 donadores, encontrando un 0.47% 
de portadores del VHC (8). De 1995 a 1998  en Jalisco se analizó a 3904 donadores 
de dos bancos de sangre y se encontró una prevalencia del VHC de 0.35%. En un 
estudio realizado en 511 115 donadores del Banco Central de Sangre del CMN Siglo 
XXI de 1995 al 2002, se encontró una prevalencia del VHC del 0.31% (9)  y más 
recientemente en un estudio realizado en el 2004 en el Banco Central de Sangre del 
CMN La Raza hubo una prevalencia del 0.195% en 5105 donadores (10).  
 
Recientemente en el 2007 se hizo un estudio para determinar la prevalencia de los 
genotipos del VHC en un grupo que incluyo 421 pacientes con anticuerpos C 
positivos, tomados de 22 hospitales de 10 estados de la Republica Mexicana: Ciudad 
de Culiacán, Torreón, Monterrey, Ciudad Obregón, Tijuana, Ciudad de México, 
Guadalajara, León, Puebla y Veracruz. En donde se encontró una prevalencia del 
70.55% para el genotipo 1, del cual el 40.1% correspondió al genotipo 1b, 17.81% al 
1a y 11.64% para el genotipo 1b/1ª; el 30% restante tuvieron genotipos diferentes al 
1(11). Sin embargo no existen datos sobre la prevalencia por el VHC determinados 
en grupos extensos de población abierta. 
 
La susceptibilidad al VHC es general en los humanos ya que todavía no existe 
vacuna debido a la gran variabilidad genética del virus a nivel de su envoltura 
(12,13). 
 
 El VHC ha sido caracterizado en 6 genotipos principales y en varios subtipos 
designados con las letras a, b, c, etc. (1) siendo el 1a, 1b, 2a, 2b, 2c y 3c los 
responsables del 90% de infecciones en Europa, USA y Japón; y el genotipo 4 en 
Egipto (3). 
 
 
 
 
De los pacientes con genotipo 1b que están en tratamiento (INFα más ribavirina) 
para la infección por el VHC, sólo el 50% de ellos presenta respuesta al tratamiento 
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(1, 14); lo cual hace necesario buscar nuevas alternativas (15,16). Se ha observado 
en diversos estudios la vinculación de diferentes regiones del VHC con la resistencia 
al tratamiento (14). 
 
La NS3 proteasa es esencial para la replicación viral y es uno de los blancos más 
prometedores para la terapia específica anti-VHC (17), actualmente se están 
realizando los primeros ensayos en humanos con el inhibidor molecular BILN 2061 
que es especifico para la proteasa NS3 y está disponible por vía oral (18). Así 
mismo, el VX-950 es otro inhibidor que esta actualmente en desarrollo clínico para 
el tratamiento (19). 
 
No se ha determinado si la región NS3 participa activamente en la falta de respuesta 
al tratamiento, sin embargo dado que puede ser un blanco importante para el 
desarrollo de nuevos fármacos en pacientes que no responden al tratamiento (20), 
resulta necesario conocer si esta variabilidad se debe a las diferencias que se 
presentan en la región NS3 del VHC (21). 
 
Actualmente se habla de que la región E2 presenta una secuencia hipervariable 
localizada cerca del extremo terminal 5´ que parece tener que ver con la resistencia 
al tratamiento, a través de un mecanismo  de síntesis de anticuerpos neutralizantes 
que probablemente funcionan como señuelo ayudando al virus a escapar del sistema 
inmune (1) .   
 
Otros estudios relacionan a la región NS5A con la resistencia al tratamiento (14) 
mediante un mecanismo propuesto a través de la interacción de ISDR (región de 
sensibilidad al interferón) de NS5A con la PKR (proteína kinasa  R) (22,23,1,14). 
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4. MARCO TEÓRICO 
 

    4.1 Generalidades del Virus de la Hepatitis C. 
 
El VHC pertenece al genero hepacivirus dentro de la familia flaviviridae (14, 24), el 
humano es el único huésped que naturalmente puede ser infectado por el virus, 
aunque en forma experimental se ha infectado al chimpancé (25,12). 
 
EL VHC es una partícula con un diámetro de 55-65 nm que posee una envoltura 
lipoproteíca con pequeñas proyecciones de aproximadamente 6 nm y con una 
nucleocápside de probable simetría icosaédrica. 
 
Su genoma esta compuesto por un RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de 
9500 nucleótidos (nt) aproximadamente, presenta un solo marco de lectura abierta 
(ORF) que da lugar a una poliproteína precursora de 3010-3033 aminoácidos que 
posteriormente es procesada por proteasas virales y celulares en 10 diferentes 
productos, es decir, en 3 proteínas estructurales: la core, E1 y E2; p7 y, 6 proteínas 
no estructurales: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (4,15,16,26).Figura 1 
 
 
 
 

 
Figura 1. Diagrama del genoma del VHC. Se muestra la ubicación de las proteínas estructurales y no estructurales, así como las dos 
regiones no codificantes del genoma. 

 
 
 
 
Las proteínas estructurales  son C, E1 y E2 y las  no estructurales son p7, NS2, NS3, 
NS4A, NS4B, NS5A Y NS5B (15, 27, 1) Figura 1. Las proteínas estructurales 
forman la cápside viral y sus glicoproteínas, mientras que las proteínas no 
estructurales son las responsables  de la replicación del genoma viral (26,28). 
Además existen dos regiones no codificantes 5´UTR  involucrada en la traducción 
del genoma viral, la cual presenta un sitio interno denominado IRES que permite la  
entrada del ribosoma, ahí se encuentra el codon de iniciación AUG y, la 3´UTR 
involucrada en la replicación y expresión del genoma (27, 1, 28). 
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La proteína C o core tiene como función principal el ensamble de la nucleocápside, 
las glicoproteínas E1 y E2 forman la envoltura del virus (28), pero E2 presenta una 
secuencia hipervariable localizada cerca del extremo terminal 5´ que parece tener 
que ver con la resistencia al tratamiento (1) y, p7 es un canal de iones esencial para 
la efectividad del VHC. 
 
La NS3 esta formada por dos dominios con actividades enzimáticas distintas: el 
dominio amino terminal con actividad serina proteasa que se requiere para el 
procesamiento adecuado de la región que comprende desde NS3 hasta NS5B y el 
dominio carboxilo terminal con actividad de nucleósido trifosfatasa (NTPasa) y 
helicasa esenciales en el proceso de desenrrollamiento del RNA durante la 
replicación (15,26). Figura 2 
 
NS4A  es un cofactor que activa a la proteinasa NS3; y NS5A juega un papel 
importante en la replicación viral (28) y se le ha relacionado con la resistencia al 
tratamiento con INFα  más ribavirina, pero esto es todavía controversial. Y por 
ultimo la NS5B que es la RNA polimerasa dependiente de RNA esencial para la 
replicación del virus. 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2. Organización del genoma del VHC. Las flechas negras indican los sitios de corte que se llevan a cabo por las proteasas del 
huésped y las flechas blancas indican los sitios de corte de las proteasas virales. Las proteínas E2, NS3/4A y NS5A se ha sugerido 
que contribuyen con mecanismos de resistencia al tratamiento con INFα. (14) 
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    4.2  Ciclo de replicación del VHC. 
 
La infectividad del VHC es pH-dependiente y restringida a los hepatocitos; la 
entrada del virus es a través de un transporte endosomal, un compartimiento de pH 
bajo y la fusión con la membrana endosomal. Las glicoproteínas E1 y E2 participan 
en la unión del virus a la célula huésped (29); una vez que el virus ha entrado a la 
célula y se ha liberado el genoma de RNA viral (30), la región IRES (sitio interno de 
entrada ribosomal) promueve la traducción de la región codificante para dar lugar a 
la poliproteína, que es procesada para generar las proteínas maduras, en la 
membrana del retículo endoplásmico (ER) de la célula. De ellas, la proteína NS5B, 
al presentar actividad RNA-polimerasa dependiente de RNA (RdRp); es la pieza 
central de la maquinaria replicativa que usa el genoma viral como molde para la 
transcripción de una molécula de RNA complementaria de cadena negativa. La 
cadena negativa sirve, por su parte, como molde para la síntesis de nuevas moléculas 
de RNA de polaridad positiva, que pueden ser empleadas para traducirse, replicarse 
o bien, empaquetarse en los virus progenie. Figura 3 

 
 
 
 

 
 
Figura 3. Ciclo de vida del VHC 
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Finalmente, las proteínas estructurales junto con las copias de RNA son 
empaquetadas como partículas virales infecciosas y liberadas al medio extracelular a 
través del aparato secretor de la célula y son capaces de infectar nuevas células (31, 
32). 
 
 
 
 

    4.3  Hepatitis C. 
             
El virus de la hepatitis C provoca una enfermedad inflamatoria que afecta al hígado 
causando la destrucción de pequeñas zonas del tejido hepático y esta incluido en el 
grupo de las hepatitis virales en donde, también se encuentran la hepatitis A, B, D, E 
y G. 
 
 

           4.3.1  Vía de Transmisión. 
             
La vía de transmisión del virus de la hepatitis C puede darse mediante dos formas, 
ya sea por vía parenteral ó por vía no parenteral. La vía de transmisión parenteral es 
la principal fuente de contagio en la hepatitis C y puede ser por:  
 

• Transfusiones (hepatitis postransfusionales) aunque la determinación de anti-
VHC en donaciones sanguíneas ha disminuido el riesgo. 

• Hemodiálisis con una prevalencia del 20% en donde el número de 
transfusiones y el tiempo de hemodiálisis es proporcional a la probabilidad de 
adquirir la infección. 

• Adicción a drogas parenterales que es la primera causa de infección en 
adultos jóvenes generalmente al compartir jeringuillas. 

• Transplante de órganos 
• Tatuajes, acupuntura, pendientes, piercing (2, 3, 33). 

 
Entre las no parenterales se describen: 
 

• Vertical que acontece de madre a hijo durante el parto, aunque es rara y 
ocurre en un 5% de mujeres con elevada viremia y en un 20% de aquellas 
que también están coinfectadas con el VIH debido a un incremento de la 
carga viral del VHC a consecuencia de la inmunodepresión. 

• Sexual, con un riesgo del 5% en prostitutas y varones homosexuales con 
múltiples parejas (2,3). 
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               4.3.2  Manifestaciones clínicas. 
             
a mayoría de los pacientes con hepatitis crónica están asintomáticos y la 
enfermedad hepática se identifica al explorarlo por otro motivo, como una revisión 
de rutina, una enfermedad intercurrente o una donación voluntaria de sangre (2). 
Entre los pacientes sintomáticos los principales síntomas que presentan son perdida 
del apetito, náuseas y vómitos, fiebre, cansancio y fatiga, dolores en articulaciones 
(25), manchas en la piel, orina oscura (coluria) e ictericia (ojos y piel amarillentos) 
(2, 3, 34). 
 
 
 

           4.3.3  Diagnóstico y Tratamiento. 
 
El diagnóstico de la infección por VHC es fundamentalmente virológico. Se basa en 
la detección de anticuerpos anti-VHC mediante un test ELISA (34), o de forma 
cuantitativa y cualitativa, determinando la presencia de RNA del VHC mediante 
técnicas de PCR y mediante biopsia hepática (2, 33). 
 
El tratamiento sugerido para tratar la enfermedad ha ido modificándose a través de 
los años, primero en 1986 al comunicarse que la administración de interferón alfa 
(INFα) contra el VHC podría inducir cambios sustanciales, se empezó a utilizar el 
INFα (28) pero los resultados de la monoterapia (3-5 millones de unidades MU 3 
veces por semana durante 6-12 meses) fueron decepcionantes, pues sólo el 50% de 
los pacientes respondían  y de estos  un 15-20% se mantenían. Por lo que en la 
actualidad sólo se utiliza esta terapia para pacientes con contraindicaciones para 
recibir ribavirina. 
  
La ribavirina es un nucleósido sintético, hidrosoluble con aceptable  
biodisponibilidad por vía oral, con actividad antiviral pero por si sola no modifica 
significativamente las concentraciones de RNA-VHC en el suero (36), sin embargo, 
al administrarla simultáneamente con INFα (INFα 3 MU 3 veces por semana y 
1000-1200mg de ribavirina fraccionada en 2 tomas diarias por 24 o 48 semanas) se 
observo que aumentaba la efectividad del tratamiento, mismo que actualmente se 
administra (34, 37, 19). 
 
Posteriormente el INFα-PEG que es muy estable y que a diferencia del INFα sólo 
que tiene amplios períodos de ventana en donde casi no existe INFα y el virus  
puede replicarse; presenta una eliminación lenta, en donde se consiguen 
concentraciones prolongadas de entre 140 y 170 horas (alrededor de una semana) 
con efectos secundarios similares a los observados con INFα (38). Por lo que la 
terapia combinada de INFα-PEG 180 µg/kg/semana más 800mg de ribavirina ha 
proporcionado mejores resultados. 
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No obstante la utilización de INF en monoterapia  proporciono información acerca 
de los tipos de respuesta al tratamiento y de los factores predictivos de la respuesta a 
este (2). Tabla 1. 
 
 
 
Tabla 1. Factores predictivos de respuesta al tratamiento con INF. 

Buena respuesta: Mala respuesta: 
Infección por VHC genotipo 2 o 3 
Baja viremia 
Fibrosis hepática ausente o 
moderada 
Edad menor de 40 años 
Sexo femenino 
Transaminasas elevadas 

 

Infección por VHC genotipo 1 o 4 
Viremia elevada 
Fibrosis hepática marcada o cirrosis 
Raza negra 
Edad más avanzada 
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         5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
  

Aproximadamente 170 millones de personas en el mundo están infectadas por el 
VHC y de los pacientes que están en tratamiento (INFα más ribavirina), el 50% de 
ellos no presentan respuesta a dicho tratamiento; lo cual se ha asociado 
principalmente al genotipo 1b. 
 
No se ha determinado si la región NS3 participa activamente en la falta de respuesta 
al tratamiento, pero se ha reportado que puede ser un blanco importante para el 
desarrollo de nuevos fármacos en pacientes no respondedores. Por lo que resulta 
necesario conocer si la respuesta al tratamiento con INFα en los pacientes, se debe a 
las diferencias que se presentan en la región NS3 del VHC. ¿Es importante conocer 
la variabilidad genética en la región NS3 del VHC para determinar el tratamiento en 
los pacientes VHC-infectados? 
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 6. OBJETIVOS 
 

 
     6.1 Objetivo general 
 

Secuenciar la región que codifica para el extremo carboxilo de  la proteína NS3 del 
VHC y determinar si la variabilidad genética esta relacionada con la respuesta al 
tratamiento por el INFα más la ribavirina. 
 
 
 
          6.2  Objetivos Particulares 
 
 
Realizar la técnica de PCR  (1ª y 2ª PCR) para la región estudiada de NS3. 
 
Secuenciar los fragmentos obtenidos a partir de los productos de PCR para la región 
carboxilo de NS3. 
 
Analizar las secuencias para determinar la variabilidad genética de la región NS3 
(helicasa) de pacientes respondedores (PR) y pacientes no respondedores (PNR) al 
tratamiento.  
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  7. HIPÓTESIS 
 
 
 
La variabilidad genética de la región NS3 del virus de la hepatitis C modifica la 
actividad de la helicasa e induce  que la respuesta del paciente al tratamiento por el 
INFα, disminuya su efectividad 
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  8. DISEÑO EXPERIMENTAL  
 
 

 8.1 Tipo de estudio 
 

 Experimental, retrolectivo y transversal. 
 
 
       8.2 Población de estudio 
 

a) Pacientes infectados con VHC genotipo 1b que respondan al tratamiento 
convencional con INFα y ribavirina.  

b) Pacientes infectados con el VHC genotipo 1b que no respondan al 
tratamiento con INFα y ribavirina 

 
Entendiendo por paciente respondedor aquel individuo con hepatitis C que no tiene 
RNA del VHC detectable, que presenta una disminución de la alanin amino 
transferasa (ALT) sérica dentro de los límites de referencia normales y una 
disminución de dos unidades en el índice de Knodell, después de haber terminado su 
esquema de tratamiento con dosis de 3 millones de unidades de INFα-2b lunes, 
miércoles y viernes y 400 mg de ribavirina cada 8 horas durante un año. 
 
Y por paciente no respondedor aquel individuo con hepatitis C que después del 
tratamiento con dosis de 3 millones de unidades de INFα-2b, lunes, miércoles y 
viernes y 400 mg de ribavirina cada 8 horas durante un año, muestra RNA de VHC 
detectable y una elevada ALT sérica durante el curso de la terapia, así como ninguna 
mejoría en el daño hepático. 
 
 

     8.3  Criterios de inclusión 
 
Se seleccionaron para el estudio  los plasmas de pacientes que cumplieron con: 
 

• Pruebas de ELISA (EIA-3) para el VHC positivas 
• Antígenos codificados por el virus de Hepatitis C (RIBA) positivos 
• Hepatitis C crónica activa, determinada por biopsia 
• Ausencia de anticuerpos y antígeno contra Hepatitis B 
• Que no presentaron anticuerpos antinucleares 
• Virus de hepatitis C genotipo 1b 
• Que fueron tratados con INFα y ribavirina en dosis de 3 millones de INFα-

2b lunes, miércoles y viernes y 400 mg de ribavirina cada 8 horas durante un 
año. 
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Las muestras de los pacientes fueron tomadas en el período que comprende de 2002-
2003. 
 
 

     8.4  Criterios de exclusión 
 
Fueron excluidos todos aquellos pacientes que presentaron alguno de los siguientes 
criterios: 
 

• Alcoholismo 
• Adicción a drogas hepatotóxicas 
• Que no terminaron el tratamiento 
• Respondedores o no respondedores con genotipos diferentes al 1b 

 
 

           8.5 Material y equipo 
 
 

• Plasma de pacientes respondedores  
• Plasma de pacientes no respondedores 
• Microcentrifuga. MicroCentrifugette 4214-V1, No. Serie 059-0255 
• Centrifuga clínica, HERMLE Labortechnik Z 233  MK-2, No. Serie 

52000090 
• Balanza analítica, Denver Instrument Company M-220, No. Serie P 0103879 
• Eppendorf Vacufuge, Netheler Linz GMBH, No. Serie 5301 01176 
• Cámara de electroforesis, Horizon 58. GIBCO BRL Horizontal Gel, 

Electrophoresis Apparatus. No. Serie 00228053 
• Transiluminador, Kodak EDAS 290 GVM30, serie SYGV/2597 SYNGENE 

Adivision of the synoptics 
• Termociclador, Biometra T Gradient Thermoblock, No. Serie I 409220 
• Pipetas Finnpipette, ThermoLabsystems  
• Tubos con EDTA, BD Franklin Lakes NJ USA 5ml BD Vacutainer K3 

EDTA 9 mg 
• Ultra congelador REVCO, Termo Electron Corporation ULT 1786 -3-A40, 

No. Serie N 11 S-236780-NS 
• Tubos eppendof 
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           9. DIAGRAMA DE FLUJO  
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  10. METODOLOGÍA   
 
 
 

       10.1. Pacientes 
 
De cada uno de los pacientes seleccionados en el Hospital de Infectología CMN “La 
Raza”, que cumplieron con los criterios de inclusión antes mencionados; se 
obtuvieron muestras de sangre, por punción venosa, en tubos con EDTA como 
anticoagulante para posteriormente obtener el plasma. Cabe señalar que este estudio 
fue realizado a ciegas por lo que los tubos se etiquetaron con números sin anotarles a 
que grupo pertenecían y con este número se trabajo hasta el análisis de resultados.  
 
 
 
                  10.2. Obtención de plasma 
 
Los tubos con las muestras de sangre se centrifugaron en una centrifuga clínica 
(HERMLE Labortechnik Z 233  MK-2, No. Serie 52000090) a 1500 rpm durante 15 
minutos a 4ºC para obtener el plasma  que se almacenó en alícuotas de 500 µl a  
-80ºC en un ultra congelador REVCO.  
 
Se trabajo con el plasma de 11 pacientes que fueron positivos para EIA-3 y RIBA, y 
que además presentaban el genotipo 1b.  
 
 
 

       10.3. Aislamiento de RNA viral a partir del plasma. 
 
Para el aislamiento de RNA se utilizó el estuche “QIAmp Viral RNA Mini” de la 
marca QIAGEN, utilizando columnas de acuerdo al siguiente procedimiento: 
 
1.- Pipetear 500 µl de regulador AVL, al que previamente se le adiciona el 
acarreador de RNA, en un tubo eppendof de 1.5ml 
2.- Añadir 140 µl de plasma del paciente, descongelado a temperatura ambiente. 
3.- Agitar durante 20 seg. en el vortex con el fin de liberar el RNA de la cápside, 
dejar incubar en reposo por 10 minutos. 
4.- Añadir 560 µl de etanol absoluto, mezclar durante 15 seg., centrifugar 
brevemente para eliminar el líquido de la tapa. 
5.- Colocar 630 µl de la solución en una columna, centrifugar un minuto a 8000 rpm 
en una microcentrifuga* a temperatura ambiente. 
6.- Desechar el tubo que contiene el filtrado y sustituirlo por un tubo limpio. 
7.- Repetir el paso anterior hasta que toda la solución sea filtrada. 
8.- Lavar la columna con 500 µl de regulador W1, centrifugar a 8000 rpm durante 
un minuto. 
9.- Lavar con 500 µl de regulador W2 y centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos. 
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10.- Colocar la columna en un tubo limpio y repetir la centrifugación. 
11.- Eluir el RNA con 40 µl de agua inyectable, centrifugar a 8000rpm un min y 
recolectar la solución en un tubo limpio. 
12.- Repetir el paso anterior, el RNA obtenido se almaceno a -80ºC. 
 
 
*Todas las centrifugaciones se realizaron en una microcentrifuga MicroCentrifugette 
4214-V1, No. Serie 059-0255. 
 
 
 

        10.4. Síntesis de cDNA 
 
La síntesis del cDNA se realizó utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MV 
RT de la marca Promega: 
 
1.- Colocar en un tubo de PCR 16 µl del RNA del paciente y 1 ml de iniciadores 
universales (hexanucleotidos 10X Roche) 
2.- Incubar a 60ºC por 5 minutos 
3.- Añadir 8 µl de la siguiente mezcla: 
5 µl de regulador de enzima 5X 
1 µl de dNTP 10mM (Promega) 
1 µl de inhbidor deRNAsa (Promega) 
1 µl de enzima M-MV-RT (Promega) 
4.- Incubar a 37ºC por 1 hora 
5.- Guardar el cDNA a -20ºC hasta su uso 
 
      
 
 

        10.5. Técnica de PCR 
 
Se realizo la técnica de PCR con la enzima Taq polimerasa y los iniciadores 7 
sentido (5´-atatgtgatgaatgccactca-3´), 7 antisentido (5´-tttgaacggctcctagcctgt-3´) y  7 
nester (5´-gtatgagacacttccacattt-3´).  
 
La región amplificada abarca del nucleótido  4268 al 5145  que comprende parte de 
la secuencia que codifica para la proteína NS3. Las condiciones para la 
amplificación de la 1ª PCR y PCR semianidada se muestran en las Tablas 2 y 3 
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                                Tabla 2. Condiciones para 1ª PCR  

Componentes Volumen  µµµµl 
Regulador PCR 10X 5 
MgCl2 25mM 3 
dNTP 10 mM 1 
Iniciador 7 sentido 2 
Iniciador 7 antisentido 2 
Taq polimerasa 5 U/µl 0.2 
cDNA 2 
Agua 34.8 

 
 
 
                                Tabla 3. Condiciones para PCR semianidada 

Componentes Volumen  µµµµl 
Regulador PCR 10X 5 
MgCl2 25mM 3 
dNTP 10 mM 1 
Iniciador 7 sentido 2 
Iniciador 7 semianidada 2 
Taq polimerasa 1 U/µl 0.2 
1ª PCR 2 
Agua 34.8 

 
 
En ambas PCRs se utilizó el mismo programa: 
 

94ºC 11 min 
94ºC 30 seg 
55ºC 30 seg 
*72ºC 60 seg 
72ºC 3 min 
4ºC Pausa 
*regresar al paso 2 y repetir 34 ciclos 

 
 
Para corroborar que hubo amplificación se realizó la electroforesis  en geles de 
agarosa al 1.5% en regulador TBE 1X con bromuro de etidio, y se corrió  con TBE 
1X a 75 volts; posteriormente se examinaron en un procesador de imágenes. 
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Una vez lograda la amplificación, la purificación se hizo empleando geles 
preparativos de agarosa al 1% con bromuro de etidio que se desarrollaron a 60 volts, 
la banda seleccionada se extrajo cortando la agarosa y purificando el DNA 
amplificado. 
 
  

         10.6. Purificación de los fragmentos de PCR a partir de geles 
preparativos. 
 
Se utilizó el equipo  de QIAGEN “QIAquick gel extraction” que se basa en la 
separación por cromatografía de adsorción. El procedimiento se realizó de la 
siguiente manera: 
 

1. Pesar el fragmento de agarosa en un tubo eppendoff. 
2. Adicionar 3 volúmenes de regulador QG, por volumen de gel. 
3. Incubar a 50ºC por 10 minutos (o hasta que el gel se disuelva 

completamente).Para ayudar a disolver el gel, mezclar en el vortex 2-3 
minutos durante la incubación.  

4. Una vez disuelto el gel, comprobar que el color de la solución permanezca 
amarillo. 

5. Adicionar a la muestra del gel, un volumen de isopropanol y mezclar. 
6. Colocar la columna en un tubo de recolección de 2ml. 
7. Agregar 730µl de la muestra a la columna y centrifugar a 10,000rpm durante 

un minuto.  
8. Añadir el volumen restante y repetir el paso anterior hasta terminar con toda 

la muestra. 
9. Añadir 750µl de regulador PE a la columna, centrifugar a14,000rpm por 3 

minutos. 
10. Eliminar el sobrenadante y centrifugar nuevamente a 14,000rpm durante 1 

minuto. 
11. Eluir con 50µl de agua inyectable, incubar 20 minutos a temperatura 

ambiente, centrifugar a 10,000rpm durante 10 minutos. 
12. Recibir la solución en un tubo eppendoff perfectamente bien etiquetado. 
13. Montar un gel de electroforesis para observar la integridad y pureza de la 

banda. 
14. Guardar la muestra a -80ºC. 

 
*Todas las centrifugaciones se realizaron en una microcentrifuga MicroCentrifugette 
4214-V1, No. Serie 059-0255 
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           10.7 Cuantificación de DNA por espectrofotometría 
 
Se hizo una dilución 1:100 de cada una de las muestras purificadas y se determino la 
absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Para al final tener una concentración 
de 20ng de DNA por muestra para poder secuenciar. 
 
Todas las lecturas se hicieron en un espectrofotómetro Biomate 3 Thermo Electrón 
Corporation. 
 
 
 

         10.8. Secuenciación. 
 
Las reacciones para la secuenciación cíclica se realizaron utilizando el equipo “ABI 
Prism Big Dye terminator cycle sequencing ready reaction” de Applied Biosystems  
junto con el siguiente programa: 
 

Temperatura Tiempo 
96ºC 10 seg 
50ºC 5 seg 
60ºC 4 min 

                  El programa se repite por 25 veces. 
 
 
El producto obtenido de la PCR de secuenciación se purificó, utilizando columnas 
“Dye Ex Spin para Dye terminator renoval”, que se basa en el principio de tamices 
moleculares cuyo procedimiento a continuación se describe: 
 

1. Mezclar suavemente en el vortex las columnas con el gel, para resuspender el 
mismo. 

2. Aflojar un poco la tapa de la columna. 
3. Cortar la punta de la columna y colocarla en un tubo de recolección. 
4. Centrifugar a 3000rpm por 3 minutos. 
5. Agregar cuidadosamente a la columna la solución de PCR de secuenciación, 

a purificar. 
6. Centrifugar a 3000rpm por 3 minutos. 
7. Recibir el eluido en un tubo eppendoff limpio. 
8. Secar totalmente la muestra por calentamiento a una temperatura de 42ºC. 

 
*Todas las centrifugaciones se realizaron en una microcentrifuga MicroCentrifugette 
4214-V1, No. Serie 059-0255 
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          10. 9. Análisis de las secuencias 
 
Con las secuencias obtenidas se calculo la similitud que existe entre los virus de 
cada uno de los pacientes con respecto al HCV-JT (D11168), reportado en el 
“Genbank” que es un virus perteneciente a una cepa japonesa que ha sido muy 
estudiada y; con una cepa concensus que es una cepa que el programa MULTALIN 
proporciona y selecciona de entre muchas cepas que tiene en su base de datos, esta 
cepa puede provenir de Europa, Asia, América, África etcétera. MULTALIN elige la 
cepa que tenga mayor similitud con las cepas que se van a analizar. Se utilizó el 
programa Bioedit versión 5.0.9  y el software: “Multiple sequence alignment with 
hierarchical clustering”. 
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11. RESULTADOS 
 
 
En la tabla 4 se muestran los porcentajes de similitud de los virus aislados con 
respecto a la cepa de referencia. En el grupo de pacientes respondedores se 
encuentran las secuencias 3, 37, 77, 81 y 85; y en el grupo de pacientes no 
respondedores están las secuencias 1, 4, 10, 11, 15 y 17.  
 

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 VHC aislados de pacientes respondedores (PR) y no respondedores (PNR), con respecto 
a la cepa de referencia HCV-JT. Estos porcentajes fueron calculados de las secuencias que están en aminoácidos. 

 
 
A partir del cDNA se obtuvo el producto de PCR que es de un tamaño aproximado 
de 877pb  y en la figura 4 se muestra la electroforesis  de los productos de PCR de 
algunas muestras de pacientes amplificadas. 
  
 
                                                       1        2          3          4           5          6                                                            
                                              
                                                 
 
 
 
 
 
                      900pb 
                         
 
 
 
Figura 4. Electroforesis del producto de PCR de la región NS3 helicasa de VHC aislados de pacientes. 1, 2, 3, 5,6 VHC aislados de 
pacientes y 4 marcador de tamaño molecular de 100pb. 
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Posteriormente de las 11 muestras que se secuenciaron, se analizaron los 
electroferogramas de cada una de ellas y por medio del programa Bioedit se 
alinearon, tanto en bases como en aminoácidos, para compararlas con la cepa 
prototipo HCV-JT. Como se muestra en las figuras 5 a 7. 
 
Lo mismo se hizo con el programa MULTALIN en donde además, de comparar con 
la cepa HCV-JT, también se comparo con la cepa concensus. Ver figuras 8 a 14. 
 
En la figura 5 se muestra la alineación en bases de los 11 VCH aislados, comparados 
con el HCV-JT, Bioedit, en donde cada color corresponde a una base en particular 
(ver anexo) y nos permite observar la similitud que hay con el HCV-JT a lo largo de 
toda la región secuenciada, además, de observar aquellos cambios de base que se 
presentan en cada uno de los virus aislados. Sin embargo, como es sabido la unión 
de diferentes bases (tripletes) pueden originar un mismo aminoácido (aa), por lo que 
es en la alineación de aa en donde se observa si estas bases en realidad están 
originando un cambio en las secuencias que las haga diferir  de la cepa prototipo.  
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Figura 5. Alineación de 11 VHC aislados de pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento con INFα, contra la cepa 
HCV-JT en bases. 
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La figura 6 por Bioedit, muestra la alineación en aa de VHC aislados contra la cepa 
prototipo, nuevamente cada letra de color diferente indica un aminoácido en 
particular (ver anexo). A lo largo de la secuencia se observa una homología de color 
que nos permite ver que no hay gran variación  de los aa con respecto a la cepa de 
referencia, pero si se presentan cambios puntuales que en la figura 8 se precisan con 
mayor facilidad.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Alineación de 11 VHC aislados de pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento con INFα, contra la cepa 
HCV-JT en aminoácidos. 
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En la figura 7 se omitió la secuencia 11 para poder observar con mayor facilidad la 
similitud que presentan las secuencias con respecto a la cepa HCV-JT, ya que esta  
muestra 10 aminoácidos que no están presentes en ninguna secuencia. 
 
 
 
 
Figura 7. Alineación de 10 VHC aislados de pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento con INFα contra cepa 
HCV-JT en aminoácidos. 
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En la figura 8 y 9 se aprecian los cambios que presentan los VHC aislados con 
respecto al HCV-JT en las posiciones: 57 donde hay un cambio de leucina a 
isoleucina, 59 de alanina pasan a treonina, 87 que pasa de isoleucina a leucina y 119 
de tirosina a fenilalanina.  Cabe señalar que en la posición 57 de las tres secuencias 
que conservan la leucina que esta presente en el virus HCV-JT, dos corresponden a 
pacientes respondedores (secuencias 10 y 15) y una a un paciente respondedor 
(secuencia 37).  
 
 
La secuencia 11 inicia con un marco de lectura diferente y sus primeros 19 
aminoácidos no alinean con ninguna de las secuencias que ahí se encuentran, 
después recupera su ORF pero lo vuelve a perder junto con la secuencia 10 después 
de los 140 aminoácidos; la secuencia 37 también pierde su marco de lectura pero 
mucho antes que estas, a los 92 aminoácidos. 
 
En estas figuras se observa que tanto la secuencia 15 como la secuencia 77 presentan 
los mismos cambios puntuales de aminoácidos en la posición A80S, G84A, T134I, 
A156S, R163E, G164V, T166L, G167V, R168G, G169A. Sin embargo pertenecen a  
grupos diferentes, pues uno es respondedor y el otro no. 
 
Lo mismo ocurre con las secuencias 17 y 85, la primera es de un paciente no 
respondedor y la segunda pertenece a un paciente respondedor, ambas en la posición 
104 tienen un cambio de aa con respecto a la HCV-JT y cepa concensus, en lugar de 
serina (S) presentan asparragina (N). 
 
Otras 5 secuencias presentan cambios puntales, la secuencia 3 en la posición 45 
tiene isoleucina (I) en vez de treonina (T), la secuencia 4 tiene un cambio de ácido 
glutámico (E) en vez de treonina en la posición 45 y, en la posición 84 tiene serina  
en vez de glicina (G). La secuencia 17 cambia en las siguientes posiciones V40M, 
T45D, T103A, S104N; mientras que la secuencia 81 lo hace en A41G, N44T, 
G84A; la secuencia 10 en L78F, G84S; la secuencia 85 en P35H, G84T, S104N; y 
por ultimo la secuencia 37 en A41G, T45I. 
 
En la figura 10 se eliminaron los VHC aislados que pierden su marco de lectura y se 
volvió a alinear con la finalidad de poder observar mejor los cambios y similitudes 
de estos virus aislados con respecto al HCV-JT y la cepa concensus. 
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Figura 8. Alineación de los 11 VHC aislados de PR y PNR en aminoácidos comparados contra JT. 
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 Figura 9. Alineación de los 11 VHC aislados de PR y PNR en aminoácidos comparados con la cepa concensus. 
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Figura 10. Alineación  de 8 VHC aislados de PR y PNR en aminoácidos que mantienen el mismo ORF comparados contra cepa JT y cepa concensus. 
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En la figura 11, en las tres secuencias estudiadas: 10, 11 y 37 se observan cambios 
muy marcados. Tanto la secuencia 10 como la secuencia 37 pierden su marco de 
lectura (ORF) en la posición 140 y 92 respectivamente, mientras que la secuencia 
11 inicia con otro ORF y lo recupera en la posición 10, pero nuevamente en la 
posición 145 vuelve a perder su marco de lectura.  
 
Al analizar la secuencia en bases de cada una de estas, se observo que en la 
secuencia 10 hubo una deleción, entre la posición 429-430 falta una guanina, que 
completa un aa con el triplete GCT que en la cepa HCV-JT si esta presente. Se 
inserto esta guanina para corroborar que efectivamente era la causante de que el 
ORF se perdiera y al cambiar a aminoácidos se observo que el marco de lectura se 
recuperaba. 
 
En la secuencia 11 también, se analizo la secuencia en bases y en la posición 449 
hay una citosina insertada, que no existe en el HCV-JT y que al eliminarla y hacer 
el cambio a aminoácidos permite que el marco de lectura no se pierda. 
 
Por ultimo, en la secuencia 37 en la posición 290 de la secuencia en bases hay una 
adenina insertada que no existe en las otras secuencias estudiadas, ni en la cepa 
prototipo y que al eliminarla  y pasar a aminoácidos permite que el ORF no se 
pierda. 
 
De estas 3 secuencias que pierden su marco de lectura, dos corresponden a pacientes 
no respondedores 10 y 11, mientras que la secuencia 37 es de un paciente 
respondedor, esta ultima presenta dos cambios puntuales G41A y I45T que no 
aparecen en los pacientes no respondedores.  
 
 
En la figura 12 se muestra la alineación del grupo de pacientes respondedores contra 
el HCV-JT y contra la cepa concensus. Se hizo la alineación por separado para 
observar si había alguna diferencia en una u otra alineación.  
 
En la posición 57 la cepa japonesa tiene una leucina que solo aparece en un VHC 
aislado  de un paciente respondedor, mientras que los 4 VHC aislados restantes  
presentan un cambio de aminoácido en esta posición, en lugar de leucina  tienen 
isoleucina y cabe señalar que la cepa concensus también presenta este cambio. 
 
En la posición 59 el HCV-JT tiene alanina (A) y en los VHC aislados es sustituida 
por treonina, al igual que en la cepa concensus. 
 
En la posición 87 sólo un VHC aislado presenta el mismo aminoácido que la cepa 
JT (isoleucina), mientras que los 4 virus aislados restantes y la cepa concensus 
tienen leucina. 
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En la posición 119 el HCV-JT y las secuencias 37, 77 y 81conservan la tirosina (Y) 
pero las secuencias 3 y 85 han cambiado este aminoácido por fenilalanina (F). 
 
En la posición 161 la cepa JT y las secuencias 3 y 81 conservan glutamina (Q), 
mientras que 37, 77, 85 han cambiado a asparragina (N). 
En la figura 13 se muestra el grupo de los pacientes no respondedores alineados 
contra HCV-JT y contra cepa concensus por separado, esta separación se hizo con la 
finalidad de poder observar si había un cambio en estas secuencias que no estuviera 
presente en el grupo de los pacientes respondedores y que nos indicara algo que  se 
relacionara con la respuesta al tratamiento. Sin embargo se observan los mismos 
cambios que se presentan en el otro grupo. Así, en las posiciones 59, 87 y 119 hay 
cambios. En la secuencia 57 cuatro de las seis secuencias cambian de leucina a 
isoleucina como se observa en el grupo de los PR, en la 59 cinco cambian de 
alanina a treonina, en la posición 87 ninguna conserva el aa presente en la cepa JT 
todas junto con concensus han cambiado de isoleucina a leucina y en 119 cuatro 
secuencias cambian de tirosina a fenilalanina. 
 
 
En la figura 14 se muestran los 2 grupos tanto el de pacientes respondedores como 
el de pacientes no respondedores y en ambos se presentan los mismos cambios de 
aminoácidos.  
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Figura 11. Alineación de 3 VHC aislados de 1 PR (37) y 2 PNR (10 y 11) en aminoácidos que pierden ORF comparados contra cepa JT y cepa concensus. 
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Figura 12. Alineación de 5 VHC aislados de pacientes respondedores al tratamiento con INFα contra cepa HCV-JT y contra cepa concensus. 
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Figura 13. Alineación de 6 VHC aislados de pacientes no respondedores al tratamiento con INFα contra cepa HCV-JT y cepa concensus. 
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Figura 14.  a) Alineación de pacientes respondedores al tratamiento con INFα contra cepa concensus y  b) pacientes no respondedores al tratamiento con INFα contra cepa concensus
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Tabla 5. Comparación de las secuencias con el HCV-JT y entre si. 

 
CAMBIOS DE AA CON RESPECTO A HCV-

JT EN LA POSICION: 
57          59             87             119          161 

GRUPO 
PR 

% 
SIMILITUD 
CON HCV-

JT 
L—I A—T I –L Y –F Q—N  

SECUENCIAS QUE PRESENTAN MISMOS 
CAMBIOS DE AA 

CAMBIOS PUNTUALES DE 
CADA SECUENCIA 

3 
81 
77 
 
85 
37* 
 
GRUPO 

PNR 

96 
94 
87 
 
85 
51 
 
 
 

 

 
NO 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

NO 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
NO 
NO 
 
 
NO 
 
 
 

NO 
NO 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
A80S, G84A, T134I, A156S, R163E, G164V                            
T166L,G167V,R168G  G169A 
S104N 
 
 
 
 

T45I 
A41G, N44T, G84A 
 
 
P35H, G84T, S104N 
A41G, T45I 
 
 
 

4 
1 
17 
15 
 
10* 
11* 

94 
97 
94 
88 
 
79 
10 

 
 
 
NO 
 
NO 

 
 
NO 

 
 

 
NO 
 
NO 

 
 

 
 
S104N 
A80S, G84A, T134I, A156S, R163E, G164V                            
T166L,G167V,R168G  G169A 
 

T45E, G84S 
 
V40M, T45D, T103A,S104N 
 
 
L78F, G84S 

* Secuencias que pierden su ORF, la sec 10 en la posición 140, la sec 11 en la posición 10 y 145 y la sec 37 en la posición 92 
NO = son las secuencias que conservan el mismo aa que HCV-JT 
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12. DISCUSIÓN  
 
  
La parte fundamental de este trabajo se basó en el análisis del virus de la  hepatitis C 
genotipo 1b mexicano, a partir de aislados de dos grupos de pacientes infectados que 
respondieron y que no respondieron al tratamiento convencional, para así poder 
determinar las diferencias entre estos pacientes, su relación con la proteína NS3 
(helicasa) del VHC y su relación con la respuesta al tratamiento.  
 
 
En recientes análisis filogenéticos en Centro y Sudamérica se ha revelado la 
presencia de aislados del genotipo 1 con un linaje genético diferente de los subtipos 
mayores del mismo genotipo, lo cual  indica una diversificación del VHC en estas 
regiones (39,40); lo mismo sucede en otras áreas geográficas del mundo con otros 
genotipos del VHC como en Francia en donde el genotipo 4 se ha diversificado (41), 
en Moldavia con el genotipo 2 (42) y Somalia con el genotipo 3 (43), todo esto nos 
habla de los grandes cambios o variaciones que presenta este virus y de los impactos 
que estas tienen en el tratamiento y la persistencia de este patógeno.  
 
 
Al hacer  el análisis de los virus mexicanos se observaron diferencias con el virus 
HCV-JT en las posiciones L57I, A59T, I87L, Y119F que bien podrían ser 
características de nuestra población, pues aparece el mismo cambio de aminoácido 
en cada una de ellas. Se ha hablado de que este virus explota todos los mecanismos 
conocidos de variabilidad genética para asegurar su supervivencia (1) y estos 
cambios al parecer no afectan su función, además, su evolución es un proceso 
altamente dinámico en cuanto a genotipos se refiere, dependiendo de la zona 
geográfica que se este estudiando, creándose una substancial diversidad genética  
entre los mayores genotipos del virus de la hepatitis C (44). Así que es de esperarse, 
que haya algunas diferencias en cuanto a las secuencias de un virus americano  con 
respecto a un virus asiático aunque se trate del mismo genotipo, pues se están 
comparando dos razas diferentes. De hecho al obtener los porcentajes de similitud de 
los virus mexicanos aislados con respecto a la cepa HCV-JT, se observa que están 
por arriba del 85% de similitud con respecto a esta cepa japonesa; señalándose que 
el porcentaje más alto lo tiene un paciente no respondedor (secuencia 1 con 97% de 
similitud) que clínicamente son los de mayor importancia pues todos los datos que 
puedan aportar son útiles en la mira a un mejor tratamiento. 
 
Un punto importante fue excluir en esta comparación, las secuencias que pierden su 
marco de lectura porque al perder su ORF hay una diferencia de aa tan grande que 
parecería que se están comparando dos ORF diferentes y por tal razón la similitud 
entre estos virus va a ser muy baja lo que se traduce en porcentajes bajos.  
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No obstante, este virus puede presentar cambios que no necesariamente tengan que 
ver con la zona geográfica, sino con el individuo que se esta infectando, es decir, 
con las características individuales que presenta cada paciente a nivel de su sistema 
inmunológico, así algunas de las divergencias en las secuencias pueden representar 
cambios seleccionados fenotípicamente  que son asociados con la adaptación para la 
replicación en individuos con diferentes respuestas inmunes para la infección (44) y 
esto es lo que podría estar pasando con 5 de las secuencias estudiadas(la secuencia 3, 
4, 10, 17, 37 ,81  y 85) de los virus mexicanos aislados que presentan cambios 
puntales únicos, que no se están repitiendo en otras secuencias.  
 
 
En un estudio reciente se han observado algunas mutaciones en NS3  para evadir al 
HCV del sistema inmune y posteriormente en algunos casos, el HCV vuelve a 
cambiar al aminoácido original (45); lo cual le sirve como escape a la expresión de 
la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad clase I del huésped, 
sugiriendo que hay un conflicto entre la evolución para escapar del sistema inmune 
y la limitación funcional en la proteína, que es más marcado en NS3 que en 
cualquiera de las otras proteínas del VHC-1b (45, 46). 
  
  
También se obtuvo una pérdida del marco de lectura en los virus aislados de las 
secuencias 10, 11 y 37 en donde se observa la ausencia o presencia de bases que no 
aparecen en la secuencia de la cepa prototipo ni en las demás secuencias analizadas. 
Lo cual sugiere que pudo haber deleciones e inserciones de nucleótidos en estas 
secuencias que provocaron su pérdida del ORF. Se sabe que la RNA polimerasa 
dependiente de RNA juega un papel muy importante en la replicación del genoma, 
sin embargo su actividad replicativa no da una fidelidad de copias como lo hacen las 
DNA polimerasas, por lo que presentan tasas de error mucho mayores y en este caso 
la polimerasa del VHC NS5B no presenta actividad correctora de errores (47,48). 
Esta situación estaría muy relacionada con lo que pudo haber ocurrido en este caso y 
así pensar que es factible que se presentara una deleción o inserción de nucleótidos 
(nt), en las tres secuencias que presentan este comportamiento. Lo que llama  más la 
atención sin embargo, es la secuencia 37 que pertenece a un paciente respondedor al 
tratamiento, ya que podría ser semejante a lo que se ha reportado en pacientes 
sometidos al tratamiento con INFα más ribavirina que responden adecuadamente, 
pero después de terminada la terapia es frecuente que presenten una recaída 
(pacientes refractarios) (49,50). 
 
 
El tratamiento para pacientes con enfermedades refractarias es más difícil y menos 
estudiado (51,52). Por arriba del 80% de los pacientes con hepatitis C son 
refractarios al tratamiento con INFα, estos pacientes probablemente no son 
beneficiados por altas dosis o por una larga duración del INF (53). La adición de 
ribavirina ha mostrado que provee un tipo de respuesta sostenida en algunos de estos 
pacientes que presentan recaídas (53,50). En un protocolo para pacientes refractarios  
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que se hizo en el 2006 utilizando altas dosis de INFα-2b más ribavirina contra bajas 
dosis, el 34% de los pacientes refractarios al VHC genotipo 1 dieron una respuesta 
virológica sostenida (SRV) a altas dosis y no tuvieron virus detectables a las 24 
semanas, no obstante solo la mitad de ellos presentaron títulos virales indetectables a 
las 24 semanas de conseguir una respuesta virológica sostenida (51). Estas 
características de los no respondedores son más acentuadas en pacientes infectados 
con genotipo 1 y 4 (54). Desafortunadamente, en el caso del paciente 37, no se 
siguió monitoreando  por lo que no fue posible saber si siguió sin presentar carga 
viral, o si bien, se ha convertido en un paciente refractario y actualmente presente 
una carga viral alta. Por lo que resulta importante conocer si los pacientes que 
inician tratamiento con buena respuesta y posteriormente presentan recaídas, 
pudieran tener mutaciones como las presentadas por este paciente y que pudieran 
estar ayudando al virus a escapar del tratamiento.  
 
 
Finalmente, al analizar las secuencias de los virus aislados y observar que tanto la 
secuencia 15 como la secuencia 77 y la secuencia 17 con la 85 presentaban los 
mismos cambios puntuales de aminoácidos, se pensó que podrían pertenecer al 
mismo grupo. Sin embargo al pertenecer a  grupos diferentes,  no se puede pensar 
que estos cambios tengan que ver con la respuesta al tratamiento. Finalmente estas 
condiciones nos indican que presentan cambios puntuales  y que estas alteraciones 
en la secuencia, no alteran la factibilidad del virus pues su maquinaria puede seguir 
trabajando adecuadamente.  
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13. CONCLUSIONES. 
 
 
Las diferencias observadas en las secuencias de pacientes respondedores con 
respecto a los pacientes no respondedores, no son suficientes para determinar si 
estas variabilidades tienen que ver con la respuesta al tratamiento. Es conveniente 
analizar una población más extensa para ver si efectivamente estos cambios se 
presentan con mayor frecuencia y sobre todo ver si son cambios que aparecen en los 
pacientes que presentan recaídas. 
 
Las mutaciones de aminoácidos presentes en las secuencias de los VHC aislados 
corroboran la variabilidad genómica que presenta el virus de la hepatitis C y su 
capacidad para soportar éstos cambios sin que se afecte su infectividad. 
 
En general ambos grupos presentan los mismos cambios de aminoácidos. Lo cual 
nos habla de diferencias entre los virus mexicanos con respecto a la cepa prototipo 
HCV-JT que es una cepa japonesa, pero no muestra cambios que pudieran 
relacionarse con la respuesta al tratamiento mediada por NS3 helicasa. 
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14. PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES. 
 
 
Los cambios de aminoácidos que presentan los VHC aislados en las posiciones 
L57I, A59T, I87L y Y119F con respecto al HCV-JT sugieren cambios específicos 
de la cepa mexicana con respecto a la cepa japonesa, por lo que resulta interesante 
realizar un estudio con un numero de pacientes mayor, para corroborar si 
efectivamente estos cambios siguen presentándose en los virus mexicanos y que 
puedan ser más que mutaciones característicos de nuestra población. 
 
Es necesario también ver que es lo que sucede con otras regiones que pueden influir 
en la respuesta al tratamiento como son E2 y NS5 al mismo tiempo que se estudia la 
NS3, pues existen estudios de cada una de estas regiones con respecto a la respuesta 
al tratamiento, pero no hay estudios en donde se analicen estas tres regiones en 
conjunto. 
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15. ANEXO. 
 
Bases nucleótidos 
 

Nucleótidos Color Símbolo 
Adenina Verde A 
Timina Rojo T 
Guanina Negro G 
Citosina Azul C 

 
 
 
 
Aminoácidos 
 
 

Nombre Simbología 
antigua 

Simbología nueva Grupo al que 
pertenecen 

Glicina Gly G 
Alanina Ala A 
Valina Val V 

Leucina Leu L 
Isoleucina Ile I 

 
Aminoácidos  

alifáticos 

Prolina Pro P 
Fenilalanina Phe F 

Tirosina Tyr Y 
Triptófano Trp W 

 
Aminoácidos 
aromáticos 

Cisteína Cys C 
Metionina Met M 

Aminoácidos 
azufrados 

Serina Ser S 
Treonina Thr T 

Aminoácidos 
hidroxilados 

Lisina  Lys K 
Arginina Arg R 
Histidina His H 

Aminoácidos 
básicos 

*Ac. Aspártico Asp D 
*Ac. Glutámico Glu E 

Aminoácidos 
ácidos 

Asparragina Asn N 
Glutamina Gln Q 

Amidas de* 
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