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Resumen



El virus de la Hepatitis C (VHC), principal agente causante de hepatitis post-transfusionales,
parenteralmente adquiridas y esporadicas no A no B, genera cronicidad (80% de los casos),
cirrosis (5-20%) y hepatocarcinoma (1-5%), por lo que es una de las indicaciones més
frecuentes de trasplante de higado. Actualmente, el tratamiento involucra nuevas drogas
directas cuyos blancos son proteinas virales (DAAs-Direct Acting Agents): la serin-proteasa
NS3/4A, la polimerasa NS5B o la fosfoproteina NS5A. En Uruguay, el Fondo Nacional de
Recursos ha aprobado algunas de estas drogas para su uso, sin embargo, la gran mayoria no

estan financiados.

VHC se caracteriza por su alta variabilidad genética, donde su alta tasa mutacional hace que
el virus circule, como una nube de variantes genéticas estrechamente relacionadas
denominada cuasiespecie. Esto dificulta encontrar estrategias antivirales efectivas, dada la
presencia y emergencia de variantes asociadas a resistencia en pacientes naive a DAAS.

Teniendo presente lo antedicho, el objetivo de esta tesis fue el estudio de la variabilidad
genética de la region del genoma de VHC que codifica para la proteasa NS3 en pacientes
infectados cronicamente y naive al tratamiento con DAAs. Para abordar este objetivo se
realizaron, en una primera instancia, estudios filogenéticos con el fin de genotipificar las
cepas virales analizadas en este trabajo, asi como la basqueda de alguna firma de secuencia
que pudiera caracterizar a nuestras muestras. Posteriormente, se realiz6 la busqueda de
sustituciones de resistencia (RASS) tanto en la secuencia consenso como en variantes de baja
frecuencia dentro de la cuasiespecie. Se analizaron por mapeo en la estructura secundaria y
terciaria de NS3 aquellas sustituciones presentes en las muestras uruguayas pero que no
habian sido previamente asociadas a resistencia y posteriormente se realizaron analisis por

docking molecular de sustituciones de interés.

Los resultados obtenidos muestran que de los 15 pacientes analizados en este trabajo, 13 se
encontraban infectados con VHC subtipo 1a y 2 con subtipo 1b, constatandose la existencia
de una firma de secuencia que podria indicar la diversificacién local de VHC. A nivel de
secuencia aminoacidica, se observo una gran conservacion de la triada catalitica y de la
region de interaccion con el Zn y con el cofactor NS4A. Por otra parte, se observo la

presencia de RAS a inhibidores de NS3 en el 26,6% de los pacientes analizados. Respecto a



la diversidad de las cuasiespecies, se encontraron variantes con diversas sustituciones,
encontrandose una Unica variante que portaba una RAS (R123G, resistencia a Asunaprevir).
Esta sustitucion fue utilizada para los estudios de docking molecular a fin de determinar su
posible efecto en la unién de NS3 al Paritaprevir, evidenciando asi que esta herramienta

podria ser atil como screening inicial de RASs.

Palabras clave: DAAs, NS3, RASS.



Abstract



Hepatitis C virus (HCV), the main causative agent of post-transfusional, parenterally
acquired and sporadic non-A non-B hepatitis, generates chronicity (80% of cases), cirrhosis
(5-20%) and hepatocellular carcinoma (1-5%), reason why it is one of the most frequent
indications for liver transplantation. At present, the treatment involves new direct-acting
antiviral agents (DAAS) that target viral proteins: the NS3/4A serine protease, the NS5B
polymerase or the NS5A phosphoprotein. In Uruguay, a few DAAs are approved and the

vast majority is not subsidized.

HCV is characterized by its high genetic variability and, due to the high mutational rate, the
virus circulates as a cloud of closely related genetic variants named quasispecies. This
feature makes it difficult to find effective antiviral strategies, due to the presence and

emergence of resistance associated variants in DAAs naive patients.

Considering all the above, the objective of this thesis was to study the genetic variability of
the HCV genome region that codes for the NS3 protease in chronically infected DAA
treatment naive patients. To address this objective, phylogenetic studies were performed in
order to genotype the isolates, substitutions were mapped in the secondary and tertiary
structure of NS3, a search for sequence signatures of Uruguayan strains was carried out,
resistance associated substitutions (RASs) present as low frequency variants within the
quasispecies were found by cloning of a partial region of NS3 subtype 1a, and subsequent

analysis by molecular docking were performed with variants of interest.

The results obtained show that 13 patients were infected with HCV subtype 1a and 2 with
HCV subtype 1b. At a sequence level, a great conservation of the catalytic triad and the
contact region with the Zn ion and with the NS4A cofactor was observed. 26,6% of the
patients presented RASs to NS3 inhibitors. Additionally, a sequence signature pattern
(subtype 1a) was found, that might suggest a local diversification of HCV. Regarding
quasispecies diversity, several substitutions were found among which there was only one
RAS (R123G conferring resistance to Asunaprevir), which, by molecular docking studies,
suggested to affect Paritaprevir binding and proved that this tool could be a useful one for

initial screening of RASs.

Keywords: DAAs, NS3, RASs.
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1. Introduccion



1.1 Generalidades

1.1.1 Epidemiologia

El virus de la Hepatitis C (VHC) es miembro del género Hepacivirus perteneciente a la
familia Flaviviridae y es considerado el principal agente causante de hepatitis post-
transfusional, parenteralmente adquiridas y de Hepatitis esporadicas no A no B en todo el
mundo (Kuo et al., 1989). Actualmente, se estima que existen aproximadamente 71 millones

de personas cronicamente infectadas por este virus (WHO, 2017).

En el 80% de los casos la infeccion por este virus genera una infeccion crénica que puede
desencadenar cirrosis (5-20%) y hepatocarcinoma (1-5%), por lo que se ha convertido en
una de las indicaciones mas frecuentes para el trasplante de higado (Hoofnagle, 2002;
Pawlotsky, 2003; Simmonds, 2004).

La hepatitis C es prevalente en todo el mundo, siendo las regiones méas afectadas las del
Mediterraneo Oriental y Europa con una prevalencia del 2,3% y 1,5%, respectivamente. La
prevalencia de la infeccion por VHC en otras regiones oscila entre el 0,5% y el 2,0%, siendo
de 1,0% la reportada para la region de las Américas (WHO, 2017). Particularmente, para el
caso de América del Sur la prevalencia se encuentra entre el 1,2% y 1,6% (Dirchwolf et al.,
2016).

En Uruguay no existen datos sobre la prevalencia de la infeccion por VHC en la poblacién
general. Los datos estimados en Bancos de Sangre muestran una prevalencia del 0,31% al
afio 2015 (PAHO, 2017), pudiendo incrementar a 10,1% entre usuarios de drogas

intravenosas (Osimani et al., 2005).
1.1.2 Transmisién de VHC

La principal via de transmision de este virus es la exposicion directa o indirecta con sangre
contaminada (transfusiones de sangre o sus hemoderivados, consumo de drogas por via
intravenosa, empleo de material quirdrgico mal esterilizado, trasplante de &rganos,
accidentes laborales en centros de salud, transmisién vertical de madre a hijo, etc.) (WHO,
2017).



Si bien la transmision sexual no ha sido bien documentada, se estima que el riesgo de
transmision por esta via es de 0-0,6% por afio en parejas con relacion de monogamia por
largos periodos de tiempo y del 1% por afio en aquellas con varias parejas (Terrault et al.,
2013).

1.1.3 Patogénesis de VHC

El VHC infecta preferentemente células hepaticas pero, a pesar de ser este el sitio principal
de replicacion, existen evidencias de reservorios extrahepaticos. Se han encontrado
particulas virales de VHC en células mononucleares periféricas asi como en células del bazo,
el intestino, el pancreas, el corazon, los rifiones, el cerebro, los ganglios linfaticos, las células
dendriticas y los linfocitos By T. (Birgel et al., 2011; Russelli et al., 2017).

En la mayoria de los pacientes con infeccién aguda no se observan sintomas clinicos.
Durante esta fase casi todos los pacientes desarrollan una fuerte respuesta inmune humoral
y celular que no consigue evitar la infeccion y es una de las causas del dafio hepético. Este
dafio es debido, principalmente, a la destruccion masiva de células hepaticas por el continuo
ciclo de replicacion y liberacion del virus y por el ataque del sistema inmune contra las
células infectadas. Los niveles de aminotransferasas (ALT) en suero, indicativos del dafio a
los hepatocitos, aumentan entre la segunda y octava semana tras la exposicién. La hepatitis
C aguda puede ser grave y prolongada, pero raramente fulminante. En algunos casos, la
infeccidn remite por si sola, los sintomas duran varias semanas y desaparecen conforme caen
los niveles de ALT y del genoma viral (Farci et al., 1996; Hoofnagle, 2002; Rosen & Gretch,
1999).

No obstante, el 80% de los pacientes infectados suelen desarrollar hepatitis crénica. Esta
cronicidad est4d marcada por la persistencia del genoma viral durante al menos seis meses
después del establecimiento de la enfermedad. En este estadio tampoco Se presentan
sintomas especificos, sino que suelen aparecer dolores abdominales, fatiga, dolor muscular
y dolor en las articulaciones (Hoofnagle, 2002; WHO, 2017).

Dentro del grupo de enfermos infectados cronicamente con VHC, entre un 5-20% llegan a

padecer cirrosis y entre un 1-4% pueden sufrir hepatocarcinoma. Debido a que la cirrosis



puede tardar varios afios en desarrollarse, la infeccién con VHC puede permanecer silenciosa
durante décadas. Por tanto, los individuos infectados, en la mayor parte de los casos, suelen
desconocer su estado durante largos periodos de tiempo y la enfermedad es detectada con
frecuencia en analisis de sangre rutinarios (por niveles elevados de enzimas hepéticas) o en
donaciones de sangre (Hoofnagle, 2002; Pawlotsky, 2003; Rosen & Gretch, 1999;
Simmonds, 2004).

Distintos factores, tanto virales como del hospedero, pueden aumentar la severidad y/o
disminuir el tiempo de progresion de la enfermedad. Los factores virales que pueden influir
en la progresion de la enfermedad son los altos niveles de viremia y la infeccién con
determinados tipos virales (genotipos, ver seccion 1.3.3; genotipo 1) (Bostan & Mahmood,
2010; Pozzato et al., 1991; Yuki, Hayashi & Kamada, 1993). Por otra parte, se ha intentado
establecer la relacion entre la complejidad de la cuasiespecie y el dafio hepético, progresion
a cirrosis, hepatocarcinoma y manifestaciones extrahepaticas, sin obtenerse resultados
concluyentes (Fishman & Branch, 2009). Entre los factores del hospedero asociados con la
progresion de la enfermedad se encuentran: un sistema inmune comprometido, sexo
masculino, avanzada edad al momento de la infeccion, alto consumo de alcohol y
coinfeccion con hepatitis B 'y VIH (Bjgro et al., 1994; Bostan & Mahmood, 2010; Domingo
& Gomez, 2007; Martin et al., 1989; Nalpas et al., 1992; Takase et al., 1993; Weltman et al.,
1995).

La infeccion crdonica por VHC se caracteriza ademds por varias manifestaciones
extrahepaticas que incluyen enfermedades hematoldgicas como la crioglobulinemia, el
linfoma, trastornos autoinmunitarios como tiroiditis, enfermedad renal o sindromes
dermatoldgicos como porfiria cutanea, enfermedades cardiovasculares, sindromes
metabdlicos como diabetes y enfermedades del sistema nervioso. Esta amplia gama de
enfermedades no hepaticas implica un tropismo de VHC méas complejo, que se extiende a
los tejidos extrahepaticos y ain no ha sido dilucidado por completo (Burgel et al., 2011,
Russelli et al., 2017).



1.1.4 Elvirus de VHC

El VHC es un virus pequefio, envuelto, con un genoma de ARN de simple hebra de polaridad
positiva. La particula viral, que tiene entre 40 y 70 nm de didmetro, se encuentra conformada
por las proteinas estructurales E1 y E2, las cuales se encuentran ancladas a la bicapa lipidica
derivada del hospedero. Esta bicapa se encuentra recubriendo a la nucleocapside compuesta

por las proteinas del core y conteniendo al genoma viral en su interior (Figura 1).

Este virus circula de distintas formas dentro del hospedero infectado; puede circular asociado
a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL), unido a

inmunoglobulinas o como viriones libres (Moradpour, Penin & Rice, 2007).

GLICOPROTEINAEL

GLICOPROTEINAE2

CORE

ENVOLTURA:
BICAPALIPIDICA

ARN VIRAL

Figura 1. Modelo de la particula de VHC. Se muestra la bicapa lipidica, las glicoproteinas E1 y E2 y la nucleocapside que contiene la
proteina del core junto al ARN viral (Modificado de Lindenbach & Rice, 2013).



1.1.5 Clasificacion

El VHC es el miembro modelo del género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. EI segundo
miembro de este género, el GB virus B (GBV-B), fue identificado en el afio 1995, siendo
altamente divergente en secuencia respecto a VHC. Este virus fue descrito en tamarinos, en
los cuales genera infecciones agudas y una patologia hepatica comparable con la de VHC en
humanos (Simmonds, 1995). Muchos otros hepacivirus han sido descritos recientemente
infectando monos colobos, varios roedores y especies de murciélagos, ganado europeo y
africano, caballos y burros (Baechlein et al., 2015; Burbelo et al., 2012; Corman et al., 2015;
Drexler et al., 2013; Firth et al., 2014; Kapoor et al., 2013; Quan et al., 2013; Sibley et al.,
2014).

La familia Flaviviridae incluye también a los géneros Flavivirus, Pestivirus y Pegivirus.
Dentro de estos géneros es importante destacar el genero Flavivirus, el cual incluye virus de
gran importancia para la salud humana como lo son el virus de la fiebre amarilla, el virus del

zika, el virus west nile y el virus dengue, entre otros (Figura 2) (Bukh, 2016).

Todos los virus de esta familia se caracterizan por poseer genomas de ARN de simple cadena
de sentido positivo con una organizacion gendmica similar, sirviendo estos ARN

directamente como ARN mensajeros en la célula hospedera.
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Figura 2. Arbol filogenético de una regién parcial que codifica para la polimerasa de miembros representativos de los cuatro
géneros de la familia Flaviviridae (ICTV, 2017).



1.1.6 El genoma viral y sus proteinas

El genoma de VHC esta constituido por una unica molécula de ARN de simple hebra de
polaridad positiva de alrededor de 9,6 Kb, la cual posee un Gnico marco abierto de lectura
que codifica para una poliproteina de aproximadamente 3011 aminoéacidos (aa). Esta
poliproteina, por accion de proteasas del hospedero primero y del propio virus después, dara
lugar a 3 proteinas estructurales (C, E1, E2) y 7 proteinas no estructurales (p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). El marco abierto de lectura se encuentra flanqueado por dos
regiones no codificantes, unaen 5" y otraen 3" (5"NCR y 3’'NCR), de gran importancia para
los procesos de traduccion y replicacion, respectivamente (Figura 3). En el extremo 5"NCR
se encuentra una region altamente estructurada denominada sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES), que dara lugar a la traduccion de forma CAP-independiente por la union
directa de la subunidad ribosomal 40S a esta estructura (Echeverria et al., 2015; Pestova et
al., 1998; Simmonds, 2004).

Las tres proteinas estructurales que resultan del procesamiento de la poliproteina precursora
por parte de proteasas del hospedero son: la proteina del core, E1 y E2. La proteina del core
es una proteina de union al ARN altamente conservada que forma la nucleocapside. Se ha
descrito su interaccion con numerosas proteinas celulares, afectando de esta forma las
funciones de la célula hospedera como ser la transcripcion, el metabolismo lipidico, la
apoptosis y muchas otras vias de sefializacion celular, jugando de esta forma un rol clave en
la patogénesis (Kumthip & Maneekarn, 2015; Tellinghuisen & Rice, 2002). Por su parte, las
proteinas E1 y E2, como ya se menciond, son glicoproteinas que se encuentran como
heterodimeros conformando la envoltura del virus, por lo que son esenciales en las etapas de

entrada y fusion viral (Lindenbach, 2013).

De las proteinas no estructurales, la primera en ser clivada de la poliproteina, también por
parte de proteasas del hospedero, es la p7, que forma canales de iones calcio y tiene un rol
importante en la maduraciéon y en la liberacion de las particulas virales (Kumthip &
Maneekarn, 2015). La proteina transmembrana NS2 se autocliva de la poliproteina
precursora en la conjuncién NS2/NS3, separandose asi de NS3. La proteina NS3 es una

proteina bifuncional, con un dominio amino terminal con actividad serin-proteasa



dependiente de Zn y un dominio carboxilo terminal con actividad helicasa (Bartenschlager
& Lohmann, 2000). Para su funcién proteasa, la proteina NS3 necesita de un cofactor: la
proteina NS4A. La proteina NS4B es la responsable del anclaje del complejo de replicacion
a lamembrana del reticulo endoplasmico. La proteina NS5A es una fosfoproteina hidrofilica
que es necesaria en la etapa de replicacion viral y la ARN polimerasa ARN dependiente
NS5B es la encargada de generar los nuevos genomas de ARN (Kumthip & Maneekarn,
2015).

Se ha reportado un marco abierto de lectura alternativo que se superpone al gen que codifica
para la proteina del core y da lugar a la traduccion de la proteina F. Es posible que la proteina
F tenga roles en la regulacion de la expresion génica, sefializacion celular y apoptosis (Ma
et al., 2008; Shao et al., 2009; Varaklioti et al., 2002; Wu et al., 2007; Xu et al., 2003).

S'NCR 3'NCR
IRES Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

€ » e
Posicion 342 915 1491 2580 2769 3420
nucleotidica 1
E2 NS3
Posicion en la poliproteina 1 192 384 747 810 1027
AA A A A + ++ + -

Figura 3. Organizacion del genoma de VHC y procesamiento de la poliproteina. Representacion esquematica del genoma de ARN
simple hebra de polaridad positiva de 9,6 Kb. Se muestran en los extremos 5" y 3" (5’"NCR y 3'NCR) las estructuras secundarias
simplificadas. La traduccion mediada por IRES (Internal Ribosome Entry Site) produce la poliproteina precursora que es procesada en
proteinas estructurales y no estructurales. Las posiciones nucleotidicas se muestran con nimeros en la parte superior del esquema, y las
posiciones en la poliproteina en la parte inferior. Las flechas indican el clivaje por las distintas peptidasas celulares mientras que las

estrellas rojas indican el clivaje por las proteasas virales NS2 y NS3/4A (Modificado de Echeverria et al., 2015).
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1.2 La proteina NS3

De las proteinas no estructurales de VHC, la proteina NS3 sera el centro de estudio del
presente trabajo debido al desarrollo, en la actualidad, de drogas que tienen como blanco de

accion directa a esta proteina.

La proteina NS3 es una serin-proteasa perteneciente a la familia de las quimiotripsinas, con
una clésica triada catalitica Asp-His-Ser (His57, Asp81, Ser135). Esta proteina consta de
631 aa, con una actividad serin-proteasa en su porcion N-terminal (aa 1-180) y una actividad
ARN helicasa dependiente de actividad NTPasa en su porcion C-terminal (aa 181-631)
(Figura 4). Tanto el dominio proteasa como el dominio helicasa funcionan
independientemente; la evidencia sugiere que cada dominio modula la actividad bioguimica
del otro (Salam & Akimitsu, 2013; Shang, Lin & Yin, 2014).

La actividad de la proteasa requiere la triada catalitica, mencionada anteriormente, asi como
también a la cavidad de oxianion (cavidad formada por las amidas de la cadena principal de
los residuos de Gly-137 y Ser-139) (Figura 4). Asimismo, la actividad serin-proteasa puede
Ilevarse a cabo sélo en presencia del cofactor NS4A, el cual se intercala dentro de una
estructura en hoja B que se encuentra en el nlcleo de la proteasa. En presencia de NS4A, el
dominio N-terminal de NS3 forma esta estructura de barril con 8 hojas 8, donde una de ellas
estd formada por NS4A. Es por esto que, sin la presencia de NS4A, los 30 residuos N-
terminales de NS3 que forman las hojas [ se pierden estructuralmente (Shang et al., 2014).
El cofactor NS4A contribuira entonces llevando al sustrato al posicionamiento correcto
respecto a la triada catalitica, asegurando la eficiencia catalitica y la especificidad de sustrato
(Raney et al., 2010).

La porcidén C-terminal de la proteina codifica para una caja DExH/D con actividad ARN
helicasa que hidroliza NTP como fuente de energia para desdoblar la doble cadena de ARN
en un sentido 3" a 5" durante la replicacion de ARN gendmico viral. Sin la funcion helicasa

VHC no puede replicarse en las células (Raney et al., 2010; Salam & Akimitsu, 2013).
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La estructura de esta proteina es estabilizada por un ion Zn que esta coordinado por tres
residuos de cisteina y una molécula de agua (Figura 4). La union al Zn es esencial para su

funcion (Raney et al., 2010).
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Figura 4. Estructura del dominio proteasa de NS3 en un complejo con el cofactor NS4A y un sustrato peptidico. La estructura del
cristal (PDB: 1A1R) del dominio proteasa N-terminal (en rojo) formando un complejo con el cofactor NS4A (en violeta) se presenta como
una cinta. El polipéptido que contiene la unién NS3/NS4A, correspondiente a las posiciones P4-P2, fue modelado en el sitio activo de la
proteasa NS3 y se muestra como una superficie (en gris). En la vista expandida en la parte izquierda inferior se muestran las interacciones
de la triada catalitica (H57, D81 y S139) con el péptido modelado; las lineas punteadas negras representan los puentes de hidrégeno. En
la vista expandida en la parte derecha inferior se muestra el loop oxyanién (posiciones 135-139), donde los a&tomos de nitrdgeno estabilizan
el desarrollo de la carga negativa del oxigeno de la S139 durante el clivaje peptidico; las cadenas laterales se indican como varillas y la
cavidad de oxyanidn esta remarcada con una sombra celeste. En la vista expandida superior se indican con varillas las cadenas laterales
de los residuos C97, C99, C145 y H149, que interactdan con el ion metélico (esfera violeta) (Modificado de Raney et al., 2010).
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NS3 interacciona con si misma in vitro formando grandes estructuras agregadas, pero no se
sabe si la oligomerizacién es bioldgicamente significante. La evidencia indica que la NS3
monomérica puede rapidamente desenrollar el ARN, aunque con una procesividad
relativamente baja. EI dominio helicasa no interacciona consigo mismo, sin embargo su
actividad de desenrollamiento se ve incrementada cuando muchas moléculas se encuentran
unidas al mismo sustrato de ADN. Este fendmeno se conoce como cooperacion funcional
(Levin, Wang & Patel, 2004; Raney et al., 2010).

Ademas de tener como sustrato componentes virales, la proteasa viral también tiene como
sustratos componentes del hospedero. NS3/4A cliva las proteinas del hospedero
involucradas en el reconocimiento de patégenos como son TRIF y MAVS (por sus siglas del
inglés: Toll/interleukin-1 receptor resistance domain-containing adaptor-inducing IFN
protein, y: mitochondrial antiviral signaling protein, respectivamente), moléculas
adaptadoras criticas en las vias de sefializacion del TLR3 (Toll Like Receptor 3) y RIG-I
(Retinoic acid - Inducible Gene I), respectivamente. De esta forma, la infeccion por VHC es
capaz de bloquear la activacion de la via del interferdn, la cual es activada en el marco de la
respuesta inmune innata desarrollada por la célula hospedera contra esta infeccion (Gotte &
Feld, 2016; Raney et al., 2010).

1.3 Variabilidad genética

El analisis del genoma de numerosos aislados de VHC ha evidenciado un alto grado de
variabilidad genética en la secuencia nucleotidica. La evolucidn de este virus es un proceso
altamente dinamico que, asi como muchos virus de genoma ARN, aprovecha todos los

posibles mecanismos de generacion de variabilidad genética para asegurar su supervivencia.
1.3.1 Mutacidn y cuasiespecies virales

VHC se caracteriza por altos niveles de heterogeneidad genética que impactan fuertemente
en la persistencia viral, la susceptibilidad al tratamiento, la progresion de la enfermedad y la
falta de una vacuna eficaz, entre otros. Como para otros virus ARN, la mutacion a nivel de

nucleotidos parece ser la primera causa de variacion genética en VHC, lo cual se debe al
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uso, para la replicacion de su material genético, de una ARN polimerasa ARN dependiente
propensa a errores y sin una actividad correctora,. La tasa de mutacion de VHC, que se
estima es de 10 mutaciones/sitio/ciclo replicativo, es una alta tasa dentro de los virus ARN
(Gonzélez-Candelas, Lopez-Labrador & Bracho, 2011).

Debido a esta alta tasa de error de la ARN polimerasa ARN dependiente, a la alta tasa de
replicacion del virus y a la presion ejercida por el sistema inmune del hospedero, VHC
circula in vivo como una compleja poblacion de variantes estrechamente relacionadas
genéticamente, denominada cuasiespecie (Figura 5) (Biebricher & Eigen, 2005; Chambers
et al., 2005; Domingo et al., 1998; Domingo et al., 2005; Echeverria et al., 2015; Feliu et al.,
2004; Laskus et al., 2004).
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Figura 5. Cuasiespecies virales. Un virus replicando con una alta tasa de mutacion generara un repertorio de mutantes diversos en el

transcurso de unas pocas generaciones. En esta representacion esquematica, un genoma viral “parental” (circulo negro) da lugar a
diferentes variantes (formas de diversos colores), cada una unida a la otra por una mutacién puntual. Los circulos concéntricos representan
los ciclos de replicacion. La distribucion resultante es referida generalmente como nube de mutantes o cuasiespecie (Modificado de Lauring
& Andino, 2010).
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En cierto punto de la infeccién por VHC, la distribucion de la cuasiespecie viral refleja el
balance entre la continua generacion de nuevas variantes, la necesidad de preservar las
funciones virales basicas y la presion selectiva positiva ejercida por el ambiente (Echeverria
et al., 2015; Pellerin et al., 2004).

La alta tasa de mutaciones y la dinamica de las cuasiespecies son responsables de la gran
adaptabilidad encontrada en los virus ARN. La continua generacion y seleccion de variantes
resistentes permite a los virus escapar a la accion de los antivirales, lo cual representa un
gran obstéculo para el control y prevencién de las enfermedades causadas por estos virus
(Echeverria et al., 2015; Pawlotsky, 2006).

1.3.2 Recombinacion

Otro importante mecanismo para la generacién de variabilidad genética es el de
recombinacion. Este mecanismo juega un rol importante en la evolucion de los virus ARN
mediante el intercambio de secuencias nucleotidicas entre diferentes moléculas de ARN. La
recombinacion homologa ocurre cuando la secuencia dadora remplaza a una region
homéloga en la secuencia aceptora dejando su estructura incambiada. La recombinacion de
ARN implica la replicacion del ARN genémico como un componente fundamental para que
se de este proceso. Si la ARN polimerasa ARN dependiente cambia de un ARN parental a
otro en el medio de la replicacion se formaré una cadena de ARN hibrida complementaria
(Echeverria et al., 2015; Galli & Bukh, 2014).

La presencia de recombinacién ha sido demostrada en muchos miembros de la familia
Flaviviridae como los Pestivirus, Flavivirus y Hepacivirus. Para VHC se han reportado
casos tanto de recombinacion intergenotipica, intragenotipica como intracuasiespecie en
poblaciones de distintas ubicaciones geograficas, como Rusia (2k/1b), Pertu (1a/lb),
Vietnam (2/6), Filipinas (2b/1b), Francia (2/5), Uzbekistan (2k/1b), Japon (1a/1c) y Uruguay
(1b/1a) (Colina et al., 2004; Cristina & Colina, 2006; Kageyama et al., 2006; Kalinina et al.,
2002; Kurbanov et al., 2008; Legrand-abravanel et al., 2007; Morel et al., 2010; Moreno et
al., 2009; Noppornpanth et al., 2006).
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1.3.3 Genotipos

La alta variabilidad genética que presenta VHC ha llevado al virus a la evolucion de 7 linajes
diferentes (genotipos) los cuales se dividen a su vez en mas de 86 subtipos, siendo los 1a, 1b
y 3a los mas ampliamente distribuidos a nivel mundial (Figura 6). EI genoma completo
difiere entre los genotipos, en promedio, en un 30-35% de las posiciones nucleotidicas en la
region codificante, mientras que entre los subtipos de un mismo genotipo difieren entre si en
al menos un 15% de las posiciones (Echeverria et al., 2015; ICTV, 2017; Petruzziello et al.,
2016; Smith et al., 2014, Sorbo et al., 2018).

Genotipo 1
46% de todas las infecciones por VHC.
Distribuidos globalmente.
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Figura 6. Arbol filogenético de la region codificante del genoma de VHC. Se indican prevalencia y distribucion para cada genotipo
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Las regiones del genoma que se vinculan a funciones esenciales, como lo son la replicacion
y traduccion, o que muestran limitaciones estructurales mayores (regiones 5’"NCR y 3’'NCR,
respectivamente) son las regiones mas conservadas. Por su parte, las regiones donde se
encontrard mayor variabilidad son aquellas que codifican para las glicoproteinas de
membrana E1 y E2. Las secuencias de las regiones hipervariables de E2 en cepas aisladas
de diferentes pacientes difieren en méas de un 50% a nivel nucleotidico. Los polipéptidos
codificados por estas regiones hipervariables son muy tolerantes a las sustituciones
aminoacidicas (Guillou-guillemette et al., 2007).

Es importante destacar que la distribucion geografica de los genotipos y subtipos de VHC
ha cambiado a lo largo del tiempo debido a la disminucion de algunas de las rutas de
transmision, como ser la asociada a transfusiones, la alteracion de las rutas de transmision
por el abuso de drogas intravenosas y con la emigracion desde regiones con genotipos
diferentes. Un reciente estudio ha encontrado que los genotipos 1 (G1) y 3 (G3) son los mas
prevalentes a nivel mundial, responsables del 46% y 30% de todas las infecciones,
respectivamente; mientras que los genotipos 2 (G2), 4 (G4), 5 (G5) y 6 (G6) causarian el
9%, 8%, 1% y 6% de los casos, respectivamente. Algunos subtipos como 1b, 2a y 2b, se
encuentran tipicamente en poblaciones mayores y se cree que han resultado de la
propagacion iatrogénica (incluyendo transfusiones); otros subtipos, como 1a, 3a, 4d y 6a,
estan estrechamente vinculados con el uso generalizado de drogas intravenosas (Figura 6)
(Bukh, 2016).

Los llamados “subtipos epidémicos”, especificamente la, 1b, 2a y 3a, estan ampliamente
distribuidos en todo el mundo y dan cuenta de una gran proporcién de la totalidad de los
casos de VHC, especialmente en paises de altos ingresos. Estos subtipos se dispersaron
probablemente en los afios 70°s y 80°s, antes del descubrimiento del agente etiolégico, a
través de transfusion, derivados de la sangre y drogadiccion. Por su parte, las cepas
“endémicas” son comparativamente mas raras y han sido restringidas por mucho tiempo a
regiones especificas, como Africa occidental, Asia meridional, Africa central y Asia
sudoriental. Al presente, unas pocas infecciones por genotipo 7 han sido reportadas, todas
ellas en individuos provenientes de la Republica Democratica del Congo (Murphy et al.,
2015; Petruzziello et al., 2016; Salmona et al., 2016).
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Las infecciones en el Caribe, Latinoamérica, Norteamérica y Europa son
predominantemente causadas por el G1 (83%, 74,3%, 66,3%, y 64,4% de los infectados,
respectivamente). Africa del norte y Medio Oriente tienen una gran poblacion de G4
(65,3%), probablemente atribuida a la alta prevalencia del G4 en Egipto (93,1%). En Asia,
los dos genotipos mas comunes son el G1 (46,6%) y el G3 (22,4%), este Gltimo en gran
medida impulsado por su alta prevalencia en el sur de Asia (66,7%) (Petruzziello et al.,
2016).

El genotipo mé&s representativo en el continente americano es el G1 (74,5% de los
infectados), sequido del G3 (10,6%), G2 (10,2%) y G4 (1,7%). Los G5 y G6, han sido

reportados en bajos porcentajes (Petruzziello et al., 2016).

En el primer estudio integral sobre la epidemiologia molecular y la historia epidémica del
VHC en Uruguay, se determind que los genotipos y subtipos predominantes eran el la
(56%), el 3a (26%) y el subtipo 1b (18%), un patrén similar al descrito en otros paises de
América del Sur (Castells et al., 2015).

Dado que la duracion y el costo de los tratamientos clinicos utiles para combatir la infeccidn
por VHC aln se ven afectados, principalmente, por la diferente evolucidn clinica de cada
subtipo y, especialmente, hasta que las terapias pangenotipicas sean capaces de alcanzar el
mercado global, un correcto conocimiento de la distribucion de VHC es crucial para contener

la enfermedad (Petruzziello et al., 2016).

1.4 Prevencion y Tratamiento

En lo referente a la prevencion y tratamiento es importante destacar que no existe al dia de
hoy una vacuna profiléctica efectiva, debido, en gran medida, a la falta de un modelo animal
adecuado para el estudio de VHC y su interaccion con el sistema inmune.

La terapia clasica contra VHC se basa en la administracion de IFN alfa pegilado (IFN-alfa-
peg) y ribavirina (RBV). El interferén es una citoquina que induce la expresion en el

hospedero de multiples proteinas con efecto antiviral que actian contra la replicacion del
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virus. Por su parte, la ribavirina, analogo nucledsido, tiene actividad frente a distintos virus
ARN y ADN, aunque su mecanismo de accién aun no es completamente comprendido
(Kumthip & Maneekarn, 2015). EI IFN fue posteriormente modificado mediante la union
covalente de una larga molécula de polietilenglicol, lo cual le brinda mayor vida media,
mejor perfil farmacocinético y mejor rango de respuesta viroldgica (Glue et al., 2000;
Heathcote et al., 2000; Lindsay et al., 2001; Zeuzem et al., 2000).

Debido a los bajos porcentajes de respuesta virologica sostenida (RVS) (42-46% en
pacientes infectados con G1; 76-80% en pacientes con G2 o G3; 50-77% en pacientes con
G4, G5y G6) (Fried et al., 2002; Hadziyannis et al., 2004; Manns et al., 2001) y los grandes
efectos secundarios (mayormente a causa del IFN), esta terapia ha dado paso a huevas drogas
cuyos blancos de accion son proteinas virales (DAAs — Direct Acting Agents por su sigla en
inglés). La RVS se define como la no deteccion de ARN del virus durante el tratamiento y

tras 6 meses de terminada la terapia (Feld & Hoofnagle, 2005).

Las nuevas drogas directas pueden clasificarse en tres grandes grupos segun cual de las

proteinas no estructurales de VHC sea su blanco (Figura 7):

a) Inhibidores de NS3. Los inhibidores de NS3 son compuestos péptido-miméticos que
se unen al sitio catalitico de la enzima, bloqueando el procesamiento post-
traduccional de la poliproteina. En la primera generacién de DAAs se encontraban
los inhibidores de la proteasa Telaprevir (TVR) y Boceprevir (BOC), aprobados por
la Food and Drug Administration (FDA, en Estados Unidos) en Setiembre de 2011
para el tratamiento de VHC G1. Ambas drogas fueron suministradas en conjunto con
la terapia clasica para prevenir emergencias de resistencias. Los valores de RVS
alcanzaron porcentajes mayores (66-75%) a los que se venian obteniendo con la
biterapia clasica (Deeks, 2015; Kumthip & Maneekarn, 2015). En una segunda
generacidn de inhibidores de la proteasa, el Simeprevir (SMV) alcanzd, en pacientes
con G1 que nunca antes habian sido tratados con estas drogas, una RVS de 75-85%
(Deeks, 2015; Kumthip & Maneekarn, 2015).

Los inhibidores péptido-miméticos lineares (TVR, BOC), se unen de forma

reversible con la serina del sitio activo formando una unién covalente. Por su parte,
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los inhibidores macrociclicos (moléculas con al menos un gran anillo compuesto por
12 o0 mas atomos) de NS3 de segunda generacion (SMV, Asunaprevir-ASV) se ha
visto que, por su estructura cristalografica en interaccion con NS3, hacen contacto
con el dominio proteasa e interacciones débiles con el dominio helicasa. Otros
inhibidores de la proteasa de segunda generacion son Faldaprevir (FDV) (aciclico o
linear); Danoprevir y Vaniprevir (macrociclicos P1-P3 y P2-P4, respectivamente)
(Gotte & Feld, 2016; Marsault & Peterson, 2011).

Se han desarrollado nuevas generaciones de inhibidores de la proteasa a fin de
superar la poca cobertura en cuanto a genotipos y la baja barrera a la resistencia.
Dentro de los inhibidores de tercera generacion se encuentran el macrociclico P2-P4
Grazoprevir (GZV), potente contra los G1 a G6; el Glecaprevir y el VVoxilaprevir
(VOX), macrociclicos P2-P4, pangenotipicos; y el Paritaprevir (PTV), macrociclico
P1-P3, que se administra en combinacién junto a otros DAAs contra las proteinas
blanco NS5B y NS5A (Gétte & Feld, 2016; McCauley & Rudd, 2016)

Todos estos inhibidores, al blogquear la accidn de la proteina NS3, no solo impedirian
el correcto procesamiento de la poliproteina viral sino que restaurarian las vias de
sefializacion del TLR3 y RIG-I, y por tanto la produccion de IFNB, dado que la
proteasa tiene como sustratos celulares a TRIF y MAVS, respectivamente (Raney et
al., 2010).

Inhibidores de NS5B. Los inhibidores de la polimerasa pueden subdividirse en dos
grandes grupos segun en qué etapa de la sintesis de ARN actlen: los inhibidores no
nucleotidicos y los nucleotidicos. La ARN polimerasa ARN dependiente utiliza el
genoma de ARN como templado para la sintesis sin necesidad de cebador; la
iniciacion es lenta y se dan eventos de disociacion hasta que se forma el primer enlace
fosfodiéster que estabiliza el complejo de iniciacion dando paso a la elongacion. Los
distintos complejos se encuentran asociados con distintas estructuras y
conformaciones de la enzima NS5B, que sera blanco de inhibidores especificos
(Gotte & Feld, 2016).
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Los inhibidores no nucleotidicos actian en la iniciacion de la sintesis de ARN,
interfiriendo con la dindmica conformacional en la transicion iniciacién - elongacion.
Los sitios de unién de estos inhibidores son sitios alostéricos, lo cual es compatible
con mecanismos de accion no competitivos. Diferentes clases de inhibidores no
nucleotidicos pueden unirse a distintos sitos dentro de uno de los principales
dominios de la polimerasa, comdnmente llamado dominio tipo pulgar (sitios I y 1),
asi como también al dominio tipo palma, como el inhibidor selectivo del G1,
Dasabuvir (DSV) (Gotte & Feld, 2016).

Por otra parte, los inhibidores nucleotidicos actian de manera competitiva por el sitio
de unién a NS5B, compiten con el nucledsido trifosfato por la union e incorporacién
en la cadena naciente. Este tipo de inhibidores se administran como pro-drogas que
requieren activacion metabdlica a la forma trifosfato. Por ejemplo, el Sofosbuvir
(SOF) es un analogo de la uridina. A diferencia de los inhibidores no nucleotidicos,
los nucleotidicos son pangenotipicos y presentan una alta barrera a la resistencia
(Gotte & Feld, 2016).

c) Inhibidores de NS5A. A diferencia de la proteasa NS3/4A y la polimerasa NS5B, la
fosfoproteina NS5A es una proteina multifuncional que no posee actividad
enzimatica. NS5A es una proteina de union al ARN con varios sitios de fosforilacion
que dificultan estudios de relacién estructura/funcion. El desarrollo de inhibidores
para esta proteina ha sido un gran desafio. EI primero en ser desarrollado fue
Daclatasvir y luego lo siguieron el Ledipasvir (LDV) y el Ombitasvir (OBV). La
gran potencia de los inhibidores de NS5A se ha atribuido a la implicancia de esta
proteina blanco en distintas etapas del ciclo de vida viral, particularmente en la
replicacion y en el ensamblaje. Es de destacar que estos compuestos inhiben la
formacion de la red de membranas inducida por el virus, red que provee el lugar
donde ocurre la replicacion (Berger et al., 2014; Gotte & Feld, 2016).

En una primera etapa, estas nuevas drogas se siguieron administrando junto con el IFN-alfa-
peg y la RBV, pero poco a poco se han incrementado los tratamientos libres de interferon.

Varias combinaciones de DAAs han sido ensayadas buscando mejores tasas de RVS. Una
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de las ultimas de estas combinaciones, libre de IFN, consta de un inhibidor de la
fosfoproteina NS5A (OBV), un inhibidor de la proteasa NS3/4A (PTV) y un inhibidor del
citrocromo p450 (Ritonavir), en combinacion con un inhibidor no nucleotidico de la
polimerasa NS5B (DSV); esta combinacién es conocida comercialmente como Viekira Pak
(Figura 7).

5'NTR Proteinas estructurales Proteinam
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INHIBIDORES DE LA PROTEASA NS3/4A: INHIBIDORES DE NS5A: INHIBIDORES DE LA
TELAPREVIR (PRODUCCION DISCONTINUADA), DACLATASVIR, ELBASVIR, POLIMERASA NS5B:
BOCEPREVIR (PRODUCCION LEDIPASVIR, OMBITASVIR, SOFOSBUVIR, DASABUVIR,

DISCONTINUADA), SIMEPREVIR, PIBRENTASVIR, VELPATASVIR. BECLABUVIR, DELEOBUVIR.
ASUNAPREVIR, PARITAPREVIR, VANIPREVIR,
VOXILAPREVIR, GLECAPREVIR, GRAZOPREVIR.

Figura 7. Genoma de VHC y blancos de las nuevas drogas antivirales directas. El genoma de ARN de VVHC sirve como molde para
la replicacion viral y como ARN mensajero viral para la produccién de proteinas virales. La proteasa NS3/4A, la fosfoproteina NS5A y
la polimerasa NS5B son esenciales para la replicacion de VHC, y son por tanto son blancos de nuevas drogas (Modificado de Asselah &
Marcellin, 2013).

La implementacién de las DAAs permitid regimenes terapéuticos mas cortos y sencillos, asi
como también un aumento de la RVS. Desafortunadamente, los altos costos de las DAAs
imposibilitan la accesibilidad para la mayoria de los pacientes en todo el mundo (Fabrizi,
Martin & Messa, 2016).

En Uruguay, el Fondo Nacional de Recursos (FNR) solo cubre el tratamiento clasico de IFN-

alfa-peg mas RBV, mientras que la mayoria de los tratamientos que impliquen DAAS, si
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bien han sido aprobados para su uso, no son financiados actualmente, salvo en casos
puntuales. Dentro de estas drogas, las primeras en aprobarse en nuestro pais fueron TVR y
BOC (inhibidores de proteasa — IP), cuya produccion actualmente se ha discontinuado. Mas
recientemente se aprobd el Viekira Pak y la combinacion de SOF (inhibidor de la
polimerasa) con LDV (inhibidor de la NS5A) (Asselah & Marcellin, 2013; FNR, 2018).

1.5 Emergencia de variantes resistentes a DAAs

Uno de los mayores problemas en el desarrollo de terapias antivirales directas es la
emergencia de variantes de resistencia a este tipo de drogas (RAVs por sus siglas del inglés:
Resistance Associated Variants). Estas variantes se definen por la presencia de una o mas
sustituciones puntuales que hacen a un fenotipo resistente, denominadas RASs (por su sigla
del inglés: Resistance Associated Sustitutions) (Gaspareto et al., 2016; Sorbo et al., 2018;
Tong et al., 2006). Estas pueden surgir durante la terapia o preexistir antes del tratamiento

con DAAs (pacientes naive al tratamiento con DAAS) (Wyles, 2013).

Las poblaciones virales que constituyen la cuasiespecie difieren por polimorfismos que
surgen durante la replicacién y posteriormente se seleccionan en funcién de su impacto en
el fitness viral. Se ha reportado la existencia de sustituciones de resistencia en poblaciones
virales mayoritarias, ain en pacientes nunca antes tratados con DAAs (Esposito, Trinks &
Soriano, 2016; Li et al., 2017; Zeminian et al., 2013).

Sin embargo como muchas de estas sustituciones llevan a una reduccion en el fitness viral
al compararse con el wild type, muchas veces se encuentran en poblaciones virales
minoritarias (en porcentajes menores al 1%). Durante un tratamiento, la inhibicién completa
de los virus wild type sensibles a DAAs abre el espacio de replicacion, permitiendo de ese
modo que las variantes con susceptibilidad reducida aumenten su proporcion rapidamente y
se vean enriquecidas. Estas variantes de susceptibilidad reducida seran las que definan
entonces la resistencia viral. Sustituciones de aminoacidos adicionales, compensatorias 0
secundarias, presentes de forma natural o adquirida tras la administracion del farmaco,

pueden aumentar el fitness de las variantes resistentes, llevando a su rapido crecimiento,
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tanto durante como después del tratamiento (en recaedores). Por otra parte, las variantes
seleccionadas podrian también ser sustituidas luego por el wild type si la terapia no fue lo
suficientemente efectiva como para eliminarlo, o bien por reaparicion de mutaciones
espontaneas en variantes resistentes que aleatoriamente revierten al wild type (Pawlotsky,
2016).

La probabilidad de que un farmaco seleccione y permita la proliferacion de variantes virales

con RAS dentro de la cuasiespecie depende de varios factores como son:

a) la barrera genética a la resistencia, es decir el nimero de cambios aminoacidicos
necesarios para alcanzar una RAS a partir de la secuencia del virus wild type (cuando
un solo cambio aminoacidico confiere un alto nivel de resistencia, la barrera genética
para la droga es baja);

b) el fitness viral de la variante resistente, es decir, su capacidad de sobrevivir y
replicarse en un ambiente dado;

c) la presion selectiva de la droga, la cual depende de la potencia de la droga, la
exposicion a la droga y la adherencia del paciente a la terapia (Esposito et al., 2016;
Pawlotsky, 2016).

La frecuencia de RASs en pacientes naive ha sido determinada tras un relevamiento a nivel
de las secuencias de la base de datos de VHC del GenBank, donde la prevalencia de RASs
anueve DAAs fue de un 58,7%. Teniendo en cuenta sélo aquellas sustituciones clinicamente
relevantes, esta prevalencia pasé a ser de un 37,9%. Analizando por regiones geogréaficas se
reportaron prevalencias de RASs a DAAs de 53,5%, 51,4%, 74,1% y 71,9% para América,
Europa, Asia y Africa, respectivamente (Chen, et al., 2016).

1.5.1 RASs a inhibidores de NS3

La prevalencia de RASs a inhibidores de la proteina NS3, segin el ya mencionado
relevamiento de Chen y colaboradores, es alta y comprende un 40% del total de las
secuencias analizadas. Estas RASs fueron asociadas con resistencia a BOC (12,1%), TVR
(5,5%), SMV (29,8%) y PTV (2,5%). Al analizarse las RASs clinicamente relevantes, en

cambio, el 25,1% de las secuencias contaban con estas sustituciones en la region de NS3,
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donde la gran mayoria estan asociadas a resistencia al SMV (21,5%) (Chen et al., 2016).
Particularmente, la RAS Q80K (genotipo 1a), ha mostrado una alta probabilidad de
preexistencia en pacientes no tratados con estas drogas en Estados Unidos y Europa (Nishiya
et al., 2014; Vidal, Soares, & Santos, 2016). Sin embargo, parece ser poco frecuente en
paises de la region Sudamericana como Brasil y Argentina (Hoffmann et al., 2015; Lisboa-
Neto et al., 2015; Martinez et al., 2017; Nishiya et al., 2014; Peres-da-Silva, de Almeida &
Lampe, 2012; Sede, Laufer & Quarleri, 2015; Zeminian et al., 2013).

En el caso de los otros genotipos, la reduccion en la actividad antiviral de algunos inhibidores
de NS3 parece asociarse a la presencia basal de sustituciones de resistencia, como por
ejemplo S122R en el G2, que confiere resistencia a SMV; D168Q en el G3, que da
resistencia a SMV; 0 Q80K en el G5 también asociada a resistencia al SMV (Sarrazin et al.,
2015; Vallet et al., 2011).

Si bien a nivel mundial existe un vasto relevamiento de las cepas resistentes circulantes, en
nuestra region existen pocos datos registrados respecto a este tipo de variantes. Estudios
realizados en Brasil, mostraron que la frecuencia de RASs a inhibidores de NS3 en pacientes
naive al tratamiento varia entre un 4,4% y un 18,9%. Dentro de las RASs reportadas se
encuentran la V36L y T54S con una frecuencia de 4,1% y 5,6% en pacientes infectados con
subtipo 1ay 1b, respectivamente (Peres da Silva, de Almeida & Lampe, 2010). Asimismo,
se reportaron también las RASs A156T, T54A, V55A, Q80R y R155K (Hoffmann et al.,
2013; Lisboa-Neto et al., 2015; Zeminian et al., 2013). Recientemente, Martinez y
colaboradores (2017) reportaron para Argentina una frecuencia de RASs en pacientes naive
de un 36,9% (51,6% para subtipo la y 12,8% para subtipo 1b), donde se encontraron
sustituciones como: V36M/L, T54S, Y56F, Q80L/R, R117C/H, S122G, S122N, S138T,
R155S, D168T, V170A, 1170G, S/IN174A y SIN174T (Martinez et al., 2017).

Por todo lo expuesto anteriormente creemos que es de gran importancia llevar a cabo un
estudio que nos permita conocer la circulacion de estas variantes resistentes en nuestro pais
previo al uso masivo de este nuevo tipo de terapias. Conocer las frecuencias de RAS en los
pacientes naive, asi como el perfil de resistencia de las distintas variantes, brindaria

informacién relevante al médico tratante, lo que podria redundar en una terapia mas
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personalizada para cada paciente. De este modo, se podria proveer de informacion con
caracter predictivo sobre la respuesta ante la terapia en cada caso particular, evitando
someter a un paciente a un tratamiento para el cual probablemente sea no respondedor. Esto
se sumaria al beneficio en lo referente al costo del tratamiento, ya que, hasta el momento,
estas drogas de Gltima generacion no se encuentran financiadas por el Fondo Nacional de

Recursos y son extremadamente costosas.



2. Hipotesis de trabajo
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Diversos estudios han demostrado la circulacion de variantes de VHC con sustituciones de
resistencia a DAAs en la region que codifica para NS3, tanto en pacientes tratados como en
pacientes naive al tratamiento con este tipo de drogas, en diferentes paises del mundo y la
region. Es por este motivo que se espera encontrar, en pacientes uruguayos infectados
cronicamente con VHC y naive al tratamiento con DAAS, cepas virales que presenten alguna
de estas sustituciones de resistencia. Asimismo, es de esperar que algunas de estas
sustituciones puedan estar presentes en variantes poco frecuentes dentro de las cuasiespecies.
El conocimiento de las distintas variantes y de las RASs que presenten podra ser de utilidad

a la hora de la eleccion de la terapia a suministrar en cada caso.

Mediante este estudio esperamos constatar ademas la conservacion a nivel de los sitios de la
triada catalitica de NS3, asi como los involucrados en la unién al ion Zn, ya que son sitios

imprescindibles para la funcion proteasa de esta proteina.

Por otra parte, y debido a la alta tasa de mutacién que este virus presente, es esperable
encontrar otras sustituciones tanto en sitios de interaccidn con otras proteinas virales como

en sitios de interaccion con proteinas celulares.



3. Objetivos
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3.1 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo se centra en el estudio de la variabilidad genética de la

region del genoma de VHC que codifica para la proteasa NS3 en pacientes infectados

cronicamente y que no han sido tratados previamente con drogas antivirales directas,

focalizando en la busqueda de sustituciones de resistencia.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1

3.2.2

3.2.3

3.24

3.2.5

3.2.6

3.2.7

Puesta a punto de la amplificacion de la region que codifica para la proteasa
NS3 del genoma de VHC.

Determinar el genotipo de VHC en muestras provenientes de pacientes
infectados.

Determinar la presencia de mutaciones, a nivel de la region que codifica para
la NS3, que han sido asociadas previamente a la resistencia a antivirales
directos, asi como aquellas que no han sido asociadas previamente a la
resistencia a antivirales directos

Determinar la presencia de mutaciones, a nivel de la region que codifica para
la NS3, que no han sido asociadas previamente a la resistencia a antivirales
directos.

Analizar las sustituciones, no asociadas a priori con resistencia a DAAS,
mediante su mapeo en la estructura 3D de la proteina NS3, y estudiar por
docking molecular aquellas que puedan interferir con el sitio de unién a la
droga.

Estudiar la diversidad de las cuasiespecies de NS3 de VHC genotipo 1a, a fin
de determinar la presencia de sustituciones asociadas 0 no a la resistencia a
los DAAs en las variantes que la componen.

Buscar la presencia de una firma de secuencia, a nivel de NS3, caracteristico
de las cepas que circulan en Uruguay y en nuestra region respecto a las que

circulan en otras regiones del mundo.



4, Materiales y métodos
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4.1 Muestras

Se recolectaron 15 muestras de suero de pacientes uruguayos infectados crénicamente con
VHC. Estas muestras fueron suministradas por el Laboratorio de Técnicas Especializadas de
la Asociacion Espafiola en el marco del proyecto Alianza PE_ALI_2009_1 1603-ANII-
ASESP-Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica (UdelaR). Los datos de fecha de
toma de muestra, sexo y carga viral al momento del estudio se observan en la Tabla 1. Al
momento de la extraccién de sangre, ninguno de estos pacientes habia sido tratado
previamente con DAAs. Los estudios se han realizado de acuerdo con la Declaracion de la
Asociacion Médica Mundial de Helsinki y aprobados por los paneles institucionales

correspondientes.

Tabla 1. Datos de los pacientes.

N° de muestra Toma de muestra  Carga viral (Ul/mL)  Sexo

598 14-06-2012 2.010.000 M
624 21-08-2012 6.260.000 M
955 16-04-2012 4.060.000 F
983 17-05-2012 83.100 M
989 29-05-2012 140.000 F
990 30-05-2012 5.180.000 M
996 07-06-2012 419.000 F
1010 25-06-2012 566.000 M
1011 26-06-2012 305.000 M
1018 03-07-2012 2.060.000 M
1019 03-07-2012 2.390.000 M
1968 02-03-2012 1.640.000 F
1970 06-03-2012 ND M
1982 22-03-2012 ND M
1984 26-03-2012 ND M

*ND: No Determinada

** Carga viral: determinada con el kit comercial AmpliPrep/COBAS®TagMan®
HCV Test, v2.0: Qualitative and Quantitative (COBAS®), Asociacion Espafiola.
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4.2 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN total fue realizada a partir de 140 ul de suero utilizando el kit QlAamp
RNA Mini Kit (QIAGEN), segln instrucciones suministradas por el fabricante. EI material
asi obtenido se almacend a -80°C, para luego ser usado como molde en la sintesis del ADN

complementario (ADNCc) o bien como molde para la reaccién de One-Step PCR.

4.3 Retrotranscripcion

La sintesis de ADNCc se realiz6 a partir de 5 microlitros (ul) de ARN total mediante
retrotranscripcion (RT) utilizando hexameros al azar (random primers). La RT se llevo a
cabo en un volumen final de 20 ul conteniendo 1 ul de random primers 200 micromolar
(uM), 1 ul de desoxinucle6tidos tri-fosfato (ANTPs) 10 milimolar (mM), 6 ul de agua con
dietilpirocarbonato (DEPC) y 5 ul de ARN. Esta mezcla fue incubada a 65°C durante 5
minutos (min) y a continuacion fue colocada un minuto en hielo. Posteriormente se agrego:
4 ul de buffer (5X), 2 ul de DTT 0,1 Molar (M) y 1 ul de ADN polimerasa ARN dependiente
SuperScript Il (Invitrogen) 200 U/ul. Esta mezcla fue incubada 10 min a 25°C, 50 min a
42°C y 15 min a 70°C en un termociclador Corbett PalmCycler CG-196. EI ADNc asi

obtenido fue almacenado a -20°C hasta su posterior utilizacion en la reaccion de PCR.

4.4 Amplificacion por PCR de la regién genomica que codifica para NS3

El ADNCc obtenido mediante la RT fue utilizado para realizar la amplificacion de la region

gendmica que codifica para la serin-proteasa NS3.

Con este fin se realizé la puesta a punto de 3 aproximaciones diferentes que nos permitieron

amplificar la region NS3 del genoma de VHC:

a) Por un lado se realizd la amplificacion de la region NS3 completa mediante
heminested PCR. Esta heminested PCR nos permitié amplificar una region

comprendida entre el nucledtido (nt) 2640 y el nt 5475 (referente al genoma de VHC
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cepa H77, NCBI Accession Number: JX472009), generando un producto de PCR de
2836 pb. Esta region abarca parte de la region codificante de la proteina NS2, toda
la region codificante de NS3 y parte de la region que codifica para NS4A (Figura 8).
Para esta etapa de amplificacion se utilizaron los primers p519Fwd, p520Rev y

p523Rev, descritos previamente por Vicenti et al., 2012 (Tabla 2).

La mezcla de PCR para el primer round fue realizada en un volumen final de 25 ul
conteniendo 2,5 ul de buffer (10X), 1 ul de cloruro de magnesio (MgCl2) (50 mM),
0,5 ul de ANTPs (10 uM), 1 ul de primer p519Fwd (10 uM), 1 ul de primer p520Rev
(10 uM), 0,1 pul de Taq polimerasa High Fidelity (Invitrogen, 5U/ ul), 16,4 ul de agua
DEPC y 2,5 ul de cada uno de los ADNCc.

Utilizando como molde 5 ul del primer round, se realizd una reamplificacion,
utilizando el primer p519Fwd utilizado en el primer round y un primer reverso
interno, el p523Rev, en un volumen final de 50 pl los cuales contenian 5 pl de buffer
(10X), 2 ul MgCI2 (50 mM), 1 ul de ANTPs (10 uM), 2 ul de primer p519Fwd (10
uM), 2 ul de primer p523Rev (10 uM), 0,2 ul de Taqg polimerasa High Fidelity
(Invitrogen, 5U/ul) y 32,8 ul de agua DEPC.

Las reacciones de amplificacion fueron realizados en un termociclador Corbett
PalmCycler CG-196 bajo las siguientes condiciones: 94°C por 5 min; 30 ciclos de
94°C por 45 segundos (seg), 53°C por 30 seg y 72°C por 4 min, y 10 min finales a
72°C. Para el segundo round las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 94°C
por 5 min; 30 ciclos de 94°C por 45 seg, 54°C por 30 seg y 72°C por 3 min; y 10 min
finales a 72°C.

Por otro lado, con aquellas muestras que no pudieron ser amplificadas con el
protocolo de heminested PCR detallado anteriormente, se procedio a realizar la
amplificacion de la misma regién que en el caso anterior (2836 pb) pero utilizando
en este caso una estrategia de One Step PCR. La mezcla de reaccién (volumen final
de 30 pl) para realizar la One Step PCR fue la siguiente: 15 pl de mix de reaccion
2X, conteniendo 0.4 mM de cada ANTP y 3.2 mM MgSO4; 1 ul de primer p519Fwd
(10 uM); 1 ul de primer p523Rev (10 uM); 0,2 pul de RNAsa OUT (40U/ pl;
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Fermentas); 0,6 ul de mix de retrotranscriptasa SuperScript® [11/Taq
Platinum® (Invitrogen); 7,2 ul de agua DEPC y 5 ul de ARN.

El ciclado para la One Step PCR fue: 45 min a 48°C para la etapa de RT; 95°C por 5
min; 45 ciclos de 95°C por 30 seg, 54°C por 30 seg, 68°C por 3 min; y 10 min finales
a68°C.

Por ultimo, se realizé la puesta a punto en el laboratorio de una nested PCR que nos
permitio realizar la amplificacion de una region parcial del gen que codifica para la
NS3 comprendida entre el nt 3420 y el nt 4189 (referente a la cepa H77 de VHC).
Esta PCR fue disefiada a fin de obtener secuencias méas cortas que pudieran ser
clonadas para realizar un posterior estudio de las variantes de las cuasiespecies. Esta
PCR nos permitié amplificar los primeros 767 nucle6tidos del gen de NS3 (256 aa),
y por ende abarca el dominio proteasa completo. El protocolo de esta nested-PCR
incluyd un primer round con un protocolo de One Step PCR utilizando los primers
PlaFlyPlaR1yunsegundo round de PCR con los primers P1laF2 y P1aR2 descritos
previamente por Peres da Silva, de Almeida & Lampe, 2010 (Tabla 2).

La mezcla de reaccion del primer round (One Step) fue realizada en un volumen final
de 30 ul y contenia los siguientes reactivos: 15 pl de mix de reaccion 2X, conteniendo
0.4 mM de cada ANTP y 3.2 mM MgSO4; 1 ul de primer P1aF1 (10 uM); 1 pl de
primer P1aR1 (10 uM); 0,2 ul de RNAsa OUT (40U/ul; Fermentas); 0,6 ul de mix
de retrotranscriptasa SuperScript® I11/Taq Platinum® (Invitrogen); 7,2 ul de agua
DEPC y 5 ul de ARN. Para el caso del segundo round la mezcla de reaccion para un
volumen final de 50 pl fue la siguiente: 10 ul de buffer (5X), 1 ul de dNTPs (10 mM),
2 ul de primer P1aF2 (10 uM), 2 pl de primer P1aR2 (10 uM), 1 ul de Tag Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (2U/ul), 33 ul de agua DEPC y se utiliz6 como

molde 1 pl del primer round.

Esta reaccion de amplificacion se realizd en un termociclador programable Corbett
PalmCycler CG-196 bajo las siguientes condiciones: 45 min a 45°C para el paso de
RT de la One Step PCR; 2 min a 94°C; 40 ciclos de 94°C por 30 seg, 54°C por 30
seg y 68°C por 90 seg; y 5 min finales a 68°C. El ciclado para el segundo round fue
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el siguiente: 98°C por 5 min; 40 ciclos de 98°C por 45 seg, 58°C por 30 seg y 72°C
por 90 seg; y finalmente 72°C durante 5 min.

3'NCR

5'NCR

5313 5475 6258

Nucleotide 342 915 1491 2580 2769 3420

Polyprotein position 1 192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3012 (stop codon)

P528Rev P530Rev P523Rev
(4494-4513)(4896-4914) (5454-5474)

<4 < <+
P519Fwd P525Fwd P529Rev P527Fwd P520Rev
(2640-2659) (3342-3359) (4038-4056) (4740-4762) (5517-5536)
<4 —

‘_
PlaF2 P1aR2
(3288-3307)  (4038-4057)
> <
PlaF1 P1aR1
(3266-3286) (4074-4093)

Figura 8. Esquema de la localizacién de los primers utilizados para la amplificacion de la regién que codifica para la proteasa NS3
de VHC. En referencia al genoma de VHC cepa H77 (NCBI Accession Number: JX472009), en color rojo se indican los primers utilizados
para la aproximacion de heminested PCR y de One Step PCR y en color azul los primers utilizados en la nested-PCR. En color anaranjado

se visualizan los primers, utilizados para la secuenciacién de NS3. (Modificado de Echeverria et al., 2015).



36

Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacion y secuenciacion de NS3.

Nombre

P519Fwd

P520Rev

P523Rev

P525Fwd

PlaFl

P1aR1

PlaF2

P1aR2

P519Fwd

P520Rev

P523Rev

P525Fwd

P527Fwd

P528Rev

P529Rev

P530Rev

Secuencia Referencia
Primers para amplificacidn de secuencia NS3 completa.

5 -TCCTTCCTYGTGTTCTTCTG - 3’ (Vicenti et al., 2012)
5 -GCCTTCTGY TTG AAY TGCTC - 3’ (Vicenti et al., 2012)
5" - GCA CTC YTC CAT CTC ATC GAA -3’ (Vicenti et al., 2012)
5°- CCC GTC TCY GCC CGW AGG - 3’ (Vicenti et al., 2012)

Primers para amplificacion de secuencia NS3 parcial.
5°- CCT YTC CCR RAT GGA GAC CAA - 3’ (Peres da Silva, de Almeida & Lampe, 2010)
5" - ACY TTR TAG CCY TGR GCY GC - 3° (Peres da Silva, de Almeida & Lampe, 2010)
57- CTY ATC ACG TGG GGG GCR GA - 3’ (Peres da Silva, de Almeida & Lampe, 2010)
5" -TTRGTG CTY TTR CCG CTG CC - 37 (Peres da Silva, de Almeida & Lampe, 2010)

Primers utilizados para la secuenciacion de NS3.

5 -TCCTTCCTYGTGTTCTTCTG- 3’ (Vicenti et al., 2012)

5 -GCCTTCTGY TTG AAY TGCTC - 3’ (Vicenti et al., 2012)
5" - GCA CTC YTC CAT CTC ATC GAA - 3’ (Vicenti et al., 2012)
5"- CCCGTCTCY GCC CGW AGG -3’ (Vicenti et al., 2012)

5 - GACCCY ACCTTY ACCATT GAG AC- 3’ (Vicenti et al., 2012)
5 - AGRTGY CTC CCC CCCTTG AT -3’ (Vicenti et al., 2012)
5 -TRG TGC TCT TRCCGCTGCC-3’ (Vicenti et al., 2012)
5°- AGC CCG CGT CATAGCACTC-3’ (Vicenti et al., 2012)

Para cada reaccion de amplificacion se usé como control positivo un ARN de VHC ya

evaluado como positivo. Con el fin de impedir resultados falsos positivos causados por una

contaminacion durante la RT nested PCR, se tomaron las siguientes precauciones: a) se

trabajo en un laboratorio con dos areas independientes: una de pre amplificacion y la otra de

post-amplificacion. En la primera se realizo el procesamiento de los acidos nucleicos (ARN),

la sintesis de ADNCc y la preparacion de las soluciones para la reaccién de PCR. En el area

de post-amplificacion se realizaron la amplificacién, las electroforesis en geles de agarosa y
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la visualizacion de los productos de PCR en un procesador de imagenes (UNIVERSAL
HOOD 11 de BIO-RAD). Cada una de estas areas consta de su propio instrumental de
laboratorio (micropipetas, gradillas, tubos) minimizando asi las posibilidades de
contaminacion; b) tanto la nested PCR como la heminested se realizaron siempre en una
camara especial para este objetivo. Esta cAmara cuenta con un dispositivo de luz ultravioleta
con el fin de degradar todos los restos de productos de PCR que puedan contaminar las
reacciones de PCR; c) se utiliz6 en cada experimento como minimo un control negativo de

amplificacion (blanco con H20 DEPC).

4.5 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron separados electroforéticamente en geles de agarosa al 1%, en
buffer TAE 1X con SYBR® Safe - DNA Gel Stain (Invitrogen) como intercalante. Posterior
a la corrida, fueron observados en un transiluminador de luz ultravioleta y fueron
fotografiados en un procesador de imagenes UNIVERSAL HOOD Il de BIO-RAD.

4.6 Purificacién de productos de PCR

Los amplicones fueron purificados, a fin de ser enviados para su secuenciacion, mediante
los Kkits comerciales Gel Extraction and Purification Kit (Invitrogen) y QIlAquick Gel

extraction Kit (QIAGEN), segun instrucciones del fabricante.

4.7 Secuenciacion de los productos de PCR

La secuenciacion de los productos de PCR obtenidos fue realizada en el servicio de
secuenciacion de Macrogen (Korea) y en el servicio de secuenciacion del Institut Pasteur de
Montevideo. Cada producto de PCR fue secuenciado bidireccionalmente. Los primers

utilizados para la secuenciacion se pueden observar en la Figura 8 y en la Tabla 2.
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4.8 Genotipificacion de VHC

Con el fin de realizar la genotipificacion de VHC proveniente de las muestras recolectadas
en el marco de este trabajo de tesis, las secuencias de NS3 obtenidas (1893 pb) fueron
alineadas con 59 secuencias representativas de los diferentes genotipos de VHC
provenientes de diferentes regiones del mundo (ver Apéndice — Tabla Suplementaria 1).
Estas secuencias fueron obtenidas de la base de datos de VHC de Los Alamos (Kuiken et
al., 2005) y el alineamiento fue realizado mediante el software CLUSTAL W (Thompson,
Higgins & Gibson, 1994). A fin de determinar el modelo evolutivo que mejor se adaptaba a
nuestro juego de datos se utilizo el programa Modelgenerator (Keane, Creevey, Pentony,
Naughton & Mclnerney, 2006). Posteriormente este modelo fue utilizado para la
construccion de arboles filogenéticos por el método de méxima verosimilitud utilizando el
software MEGA 5.0 y como medida de robustez de cada uno de los nodos se empleé el

método de bootstrap con 500 pseudo-réplicas (K. Tamura et al., 2011).

4.9 Analisis de firmas de secuencia

Con el propésito de identificar posibles patrones de diversificacion local a nivel de NS3, se
realizé el estudio de las firmas de secuencia. Este estudio comprendié la comparacién de un
set de datos conformado por las secuencias de cepas uruguayas obtenidas en este trabajo mas
las secuencias obtenidas en la base de datos provenientes de Brasil (Unico pais de
Sudameérica que habia reportado secuencias de NS3 al momento del estudio) respecto a un
set de datos con secuencias de NS3 proveniente de cepas del resto del mundo (Norteamérica,
Europa, y Asia y Oceania). Esto se llevé a cabo utilizando el programa VESPA (Viral
Epidemiology Signature Pattern Analysis), el cual nos permite identificar sitios particulares
en alineamientos de aminoacidos o nucledtidos que se encuentran representados de distinta
forma en cada uno de los datasets (Korber & Myers, 1992). El set de datos problema, con
secuencias de Uruguay y Brasil, contaba con 26 secuencias de subtipo 1a, de las cuales 13
fueron obtenidas en este trabajo. El set de datos con secuencias del resto del mundo incluy6
146 secuencias de NS3 correspondientes al subtipo 1a de distintas partes del mundo que
fueron descargadas de la base de datos de VHC de Los Alamos (Kuiken et al., 2005) (ver
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Apéndice — Tabla Suplementaria 2). Estas secuencias fueron traducidas a proteina,

secuencias sobre las cuales se realizo este estudio.

La visualizacién de los resultados fue realizada mediante la utilizacién del programa
weblogo (Crooks et al., 2004). La significancia se establecid mediante el test estadistico

Fisher’s exact test, utilizando el programa GraphPad Prism, version 5.01 para Windows.

4.10 Analisis de sustituciones en NS3 a nivel de la secuencia consenso

Cada una de las secuencias de NS3 obtenidas en este trabajo fueron traducidas a secuencia
de aminoéacidos y comparadas posteriormente con una “secuencia de referencia consenso
mundial” (del genotipo correspondiente) a fin de identificar las sustituciones presentes en

cada una de las mismas.

Esta “secuencia de referencia consenso mundial” fue generada, para cada uno de los subtipos
estudiados (1la y 1b), a partir de secuencias de NS3 circulantes en diferentes paises del
mundo (108 secuencias de genotipo la y 109 secuencias de genotipo 1b), mediante la
utilizacion del programa Lasergene SeqMan version 7.0.0 (DNASTAR. Madison, WI) (ver
Apéndice - Tablas suplementarias 2 y 3).

Utilizar estas secuencias reconstruidas a partir de diferentes secuencias de NS3 mundiales
tuvo como propoésito que las sustituciones observadas en las muestras estudiadas no se

confundieran con variaciones derivadas de la diversificacion regional de este virus.

Asimismo, se utiliz6 la herramienta Geno2pheno[HCV] (g2p[HCV]) (Kalaghatgi et al.,
2016), para analizar las posibles sustituciones de resistencia. Esta herramienta, analiza los
primeros 181 residuos aminoacidicos de NS3 (dominio proteasa) y permite realizar el
analisis de secuencias problema de VHC, estableciendo el genotipo y subtipo de cada
secuencias Yy el perfil de resistencia de forma rapida, facil, actualizada y de acceso libre
(Kalaghatgi et al., 2016).
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4.11 Estudio de la diversidad de las cuasiespecies de NS3 de genotipo 1a por clonado

Con el objetivo de realizar el estudio de variantes de la nube de mutantes, se seleccionaron
3 muestras del subtipo 1a que no habian mostrado, a nivel de la secuencia consenso,

sustituciones de resistencia a IP.

Se procedio a realizar la amplificacion de una regién parcial de NS3 como se describe en
punto 4.4 de esta seccidn, la cual incluye los primeros 256 aa de esta proteina. Los productos
amplificados fueron purificados y secuenciados como se menciond anteriormente y se

procedio al clonado de los mismos mediante el siguiente protocolo:
4.11.1 Adenilacion

Los productos de PCR amplificados segun punto 4.4 y purificados segun punto 4.6 fueron
adenilados para posteriormente ser ligados al vector p-Gem T easy. Este paso fue necesario
debido que la polimerasa utilizada en el proceso de amplificacion (Taq Phusion) produce
extremos romos, por lo que necesitamos afiadir una adenina (A) a ambos extremos para
poder realizar la clonacion de estos productos en el vector T. La cantidad de producto de
PCR purificado a adenilar fue calculado teniendo en cuenta la concentracion de cada una de
las muestras, la longitud del vector en pb, el tamafio del producto de PCR a insertar y la

cantidad de vector para llegar a un factor de 3 veces mas inserto que vector segun:

Cantidad de producto a ligar (ng) = [cantidad de vector (ng) x tamafio del producto de PCR (pb)—I X3

Tamario del vector (pb)

La mezcla de adenilacion utilizada fue la siguiente: 1 pl de buffer (10X), 0,5 pl de MgClI2
(50mM), 0,5 ul de dATP (10 mM), 1 pl de Taq polimerasa recombinante (Fermentas, 5U/ul),
H20 DEPC y producto de PCR purificado para llegar a 10 pl totales. La mezcla de
adenilacion fue incubada en el termociclador durante 30 minutos a 72°C.



41

4.11.2 Ligacion en el vector pPGEM®-T Easy

El producto de PCR purificado y adenilado fue posteriormente ligado en el vector pPGEM®-
T Easy (Promega).

Los sistemas vectoriales pPGEM®-T son sistemas convenientes para clonar productos de PCR
generados por ciertas polimerasas termoestables. Estas polimerasas a menudo afiaden una
sola desoxiadenosina, de una manera independiente del molde, a los extremos 3' de los
fragmentos amplificados. Los vectores p-GEM T easy presentan timidinas desapareadas en
los extremos 3" lo que mejora en gran medida la eficacia de la ligacion de un producto de
PCR, evitando la recirculacion del vector y proporcionando un extremo cohesivo compatible
para la ligacion de productos de PCR con extremos cohesivos de A.

El vector pGEM- T easy, como muchos vectores plasmidicos cominmente usados en el
laboratorio para el clonado de genes de interés, porta un segmento del ADN de E. coli con
la secuencia regulatoria y la informacion codificante para los primeros 146 aminoacidos de
la B-galactosidasa (péptido o), donde también se encuentra el sitio de policlonado del vector.
Este tipo de vectores pueden ser utilizados en cepas bacterianas que expresan la porcién
carboxi-terminal de la B-galactosidasa (péptido w), y al ser transformadas con el plasmido,
podran sintetizar la enzima de forma completa y activa. Esto es lo que se denomina a-
complementacion. Los promotores de ARN polimerasa T7 y SP6 flanquean una region de
clonacion multiple dentro de la region codificante del péptido alfa de la B-galactosidasa. La
insercion del producto de PCR en el vector produce inactivacion del péptido a y permite
que, una vez transformadas las bacterias (las cuales tienen el operon lac Z pero carecen del
péptido a), los clones recombinantes sean identificados directamente mediante la seleccion
blanco/azul en placas indicadoras. Asimismo, estos vectores portan un gen de resistencia a
la ampicilina (Figura 9), de forma que en un medio con ampicilina solo creceran aquellas

bacterias que hayan incorporado el plasmido.
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Figura 9. Estructura del vector pGEM®-T Easy (Promega). Puntos de referencia en la secuencia del vector: sitio de iniciacion de la
transcripcion de la ARN polimerasa T7 (1); region de clonado multiple (10-128); promotor de la ARN polimerasa SP6 (posiciones -17 a
+3) (139-158); sitio de iniciacion de la transcripcion de la ARN polimerasa SP6 (141); inicio del coddn lacZ (180); regién codificante
para la B-lactamasa, resistencia a ampicilina (1337-2197); region del fago f1 (2380-2835); secuencias del operon lac (2836-2996; 166-
395), promotor de la ARN polimerasa T7 (posiciones -17 a +3) (2999-3).

Para proceder con la ligacion en el vector T se realizd, en un volumen final de 10 pl, el
siguiente mix de reaccion: 5 pl de buffer de ligacion (2x); 1 pl del vector pPGEM®-T Easy
(50ng/pL); 1 ul de DNA Ligasa T4 (3U/ul); y 3 ul del producto de purificado y adenilado.

La mix fue incubada a 4°C overnight.

4.11.3 Transformaciony plaqueo

Una vez culminada la ligacion del producto de PCR en el vector pPGEM- T easy, se procedio

a la transformacion en células competentes E. coli XL1-Blue y E. coli DH5a.

La cepa bacteriana E. coli XL1-Blue es muy utilizada en biologia molecular dada las
mutaciones artificiales que hacen que sea apropiada para el trabajo con plasmidos
recombinantes; ademas, permite la seleccion de recombinantes por a-complementacion. Esta
seleccion también se puede realizar con E. coli DH5a, cepa que ofrece una gran estabilidad

del inserto y alto rango de eficiencia.
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Con el fin de realizar la transformacion, se descongelaron viales de células XL 1 Blue/DH5a
colocandolos en hielo de 5 a 10 min. Luego se les agrego a estas células 10 ul de ligacion y

se incubo en hielo por 20 min. Finalmente se les realizé un heat shock durante 1 min a 42°C.

El total del volumen de cada vial fue plaqueado en placas de LB agar con ampicilina (a una
concentracion final de 100ug/ml), IPTG (1 M) y X-Gal (2%). Finalmente, las placas fueron

colocadas en estufa a 37°C durante 16 a 18 horas.

El IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactosido) es un analogo de la lactosa que no puede ser
utilizado como fuente de carbono o energia por las bacterias. Cuando es agregado al cultivo
de una bacteria que posee el operdn lac, como en el caso de las E. coli, actua inactivando al

represor lacZ, induciendo de esta forma la transcripcion del operon.

La actividad de la enzima B-galactosidasa se puede evidenciar con el sustrato cromogénico
X-gal (5-bromo 4-cloro 3-indolil beta D galact6sido), que es convertido en un compuesto
azul insoluble una vez que es hidrolizado. Por tanto, aquellas bacterias que incorporan el
vector sin inserto generan colonias de color azul ya que ocurre el fenomeno de alfa-
complementacion (se produce el fragmento o de la B-galactosidasa a partir del vector, y el
fragmento o a partir del episoma de la bacteria). Sin embargo, las que incorporan el vector
con el inserto de interés generan colonias de color blanco, ya que no pueden metabolizar el
X-gal debido a la falta del péptido o (el inserto en el vector genera un fragmento a no

funcional).

Finalizado el tiempo de incubacion, se seleccionaron 100 colonias blancas por muestra y
fueron crecidas en 2 mililitros (ml) de LB con ampicilina (a una concentracion final de 100
ug/ml) por 18 horas a 37°C y con una agitacion de 220 revoluciones por min (rpm). Tras las
18 horas de crecimiento, las muestras fueron centrifugadas durante 3 minutos a velocidad
méaxima. Posteriormente los pellets bacterianos fueron almacenados a -20°C hasta su

utilizacion.
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4.11.4 Extraccion plasmidica por MiniPrep

Las miniprep fueron realizadas con el kit PureLink Quick Plasmid MiniPrep (Invitrogen)
segun instrucciones del proveedor, asi como también mediante miniprep por lisis alcalina In
house (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989).

4.11.5 PCR para verificar inserto

A fin de verificar la presencia del inserto de interés, se realizé una PCR convencional con
primers universales (M13F y M13R) que hibridan en los extremos del sitio multiple de
clonado. Estos permiten diferenciar una muestra con inserto (que amplificara un producto
de PCR de 1000 pb aproximadamente) de una que no lo posea (producto de PCR de 231 pb).
Para la realizacion de esta PCR se preparo, en un volumen final de 25 pl, la siguiente mezcla
de reaccion: 2,5 pl de buffer (10X), 0,5 pl de INTPs (10 uM), 1 pl de primer M13F (10 pM),
1 pl de primer M13R (10 uM), 1,5 pl de MgClI2 (50 mM), 0,25 pul de Tag polimerasa
recombinante (Fermentas, 5U/ul), 17,25 ul de H20 DEPC y 1 ul de ADN de miniprep.

El ciclado de la PCR para la verificacion de inserto fue: 10 min a 94°C; 35 ciclos de 94°C

por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 90 seg; y 10 min finales de 72°C.

Las muestras que resultaron positivas para esta reaccion de PCR fueron enviadas para su
secuenciacion (con los primers M13F y M13R) al servicio de secuenciacion del Institut

Pasteur de Montevideo.
4.11.6 Anélisis de mutaciones en NS3 de las variantes de las cuasiespecies

Las secuencias obtenidas para cada una de las muestras fueron traducidas a secuencia de aa
y alineadas con las secuencias consenso correspondiente a cada una de las muestras

analizadas y con la “secuencia de referencia consenso mundial” 1a, mediante la utilizacion

del programa Lasergene SeqMan version 7.0.0 (DNASTAR. Madison, WI).
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4.11.7 Andlisis de escalamiento multidimensional (MDS)

Con el objetivo de evidenciar las relaciones entre las variantes de la cuasiespecie de las
muestras analizadas se Ilevo a cabo un andlisis de escalamiento multidimensional (MDS).
Estos analisis fueron realizados en colaboracion con el MSc. Martin Séfiora (Laboratorio de
Virologia Molecular, Facultad de Ciencias; Laboratorio de Simulaciones Biomoleculares,

Institut Pasteur de Montevideo).

El MDS es un procedimiento exploratorio multivariable disefiado para identificar patrones
en una matriz de distancia. En este sentido, cuando se aplica a secuencias nucleotidicas, el
MDS se puede comparar a métodos de neighbour-joining. De todos modos, en estos métodos
las secuencias son consideradas por progresion en pares para establecer un arbol binario,
mientras que en el MDS las secuencias se consideran como un todo para determinar un
espacio de secuencia. En este caso, las secuencias se encuentran representadas, en un espacio
euclidiano de 2 dimensiones, por puntos cuyas respectivas distancias son las que mejor se

aproximan a las distancias originales (Chen, Shang & Xu, 2014).

En el programa R, se utilizaron scripts para calcular distancias genéticas, lo que dio lugar a
matrices de distancia. Estas matrices de distancia se calcularon con el paquete dist.dna,
utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica Tamura & Nei 1993 (TN93) que considera
transversiones y transiciones a distintas probabilidades. Los resultados se visualizaron en un

grafico que se obtuvo con el programa R.

4.12 Andlisis de localizacion de las sustituciones encontradas en la estructura de NS3
de VHC

Aquellas sustituciones encontradas en las cepas uruguayas, a nivel de la secuencias consenso
y de variantes de la cuasiespecie, las cuales no han sido al momento asociadas con la
generaciéon de fenotipos resistentes, fueron estudiadas mediante su localizaciéon en la

estructura secundaria y mapeo en la estructura 3D de NS3.
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Se utilizé el programa ESPript 3.0 para identificar en qué regiones particulares de la
estructura secundaria se ubican estas sustituciones (Robert & Gouet, 2014). Para este analisis
se tomo como secuencia de referencia la cadena A de la estructura 3D de NS3 previamente
reportada por Schiering y colaboradores [PDB accession number 4A92] (Schiering et al.,
2011). Para el alineamiento se calcula un porcentaje de equivalencia considerando las
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos y un global score (0.7), el cual indica si la
similaridad asignada a una columna del alineamiento es mayor al valor predeterminado; de
ser asi los residuos se consideran de alta similaridad y se colorean en rojo (Robert & Gouet,
2014).

Por otra parte, las sustituciones de las cepas uruguayas, tanto a nivel de la secuencias
consenso como a nivel de variantes de la cuasiespecie, sin asociacion a la generacion de
fenotipos resistentes, se analizaron por mapeo en la estructura 3D de NS3 [PDB accession
number 4A92; (Schiering et al., 2011)] utilizando el software PyMol (Seeliger & De Groot,
2010). Este mapeo se realizd con el fin de determinar si alguna de estas sustituciones podria
encontrarse, en la estructura tridimensional, cercana al sitio activo, cercanas a RASs ya

caracterizadas o en alguna otra region de interés.

4.13 Docking Molecular

Se realiz6 el docking molecular de aquellas mutaciones que en los estudios de mapeo
resultaron de interés. A través de éste método se puede predecir la mejor orientacion de una
molécula respecto a otra para unirse en un complejo estable y se podra predecir asi la fuerza

de asociacion o afinidad de union entre ambas moléculas (Seeliger & De Groot, 2010).

El docking molecular se llevo a cabo mediante el servidor web HADDOCK version 2.2 (Van
Zundert et al., 2016). Este servidor integra la informacion derivada de estudios bioguimicos,
biofisicos y bioinformaticos para mejorar el anlisis. Se utilizé la interface mas basica (Easy
Interface), que permite cargar dos estructuras en formato PDB o descargarlas directamente
desde la web, y permite a los usuarios configurar los residuos activos o pasivos que
representan la interfaz, como por ejemplo los residuos activos de la triada catalitica de una

enzima (Van Zundert et al., 2016). En nuestro caso las estructuras analizadas fueron: la
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estructura 3D de NS3 (PDB accession number 4A92) y la estructura de la droga PTV
modelada manualmente, mediante la herramienta JME Molecular Editor (Ertl, 2010), y en
formato PDB.

Se eligié como droga a analizar el inhibidor de la proteasa PTV por ser una DAA de ultima
generacion, cuyo uso esta aprobado en Uruguay mediante la implementacion del pack
comercial Viekira (junto con un inhibidor de NS5A y un inhibidor del citrocromo p450, en

combinacion con un inhibidor no nucleosido de la polimerasa NS5B).

Una vez realizado el andlisis, el servidor web HADDOCK brinda una lista de posibles
estructuras, organizadas segin un HADDOCK score. Esta lista ordena las posibles
estructuras en clusters donde se veran distintos posicionamientos del ligando respecto a la
enzima. Cada uno de estos clusters despliega estadisticas detalladas y los ordenara segun el
HADDOCK score, asi como también segln datos de energias estandar (van der Waals, etc.)
(Van Zundert et al., 2016).

Las condiciones a evaluar en estos ensayos consistieron en:

a. Sin mutar — Esta condicion wild type permitié evaluar el posicionamiento del PTV
respecto a la proteina y medir distancias entre la triada catalitica y la droga,
mediciones que se tomaron como basales

b. Mutando a la RAS D168Y - Esta sustitucion genera un nivel alto de resistencia a
PTV (Pilot-Matias et al., 2015) y se eligi6 para estimar las distancias en un modelo
de resistencia

c. Mutando a la sustitucion de interés — Las distancias medidas en esta condicion

permitieron comparar con el control wild type y el control resistente

Las mutaciones incorporadas (D168Y y de interés) se realizaron por mutagénesis puntual de
la estructura 4A92 en el software PyMOL, para luego proceder a realizar un nuevo docking

molecular con cada sustitucion incorporada.
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5.1 Puesta a punto de la amplificacion de la regién genémica que codifica para NS3 del
genoma de VHC

Con el fin de realizar la amplificacion de la regién gendmica que codifica para la proteasa
NS3 de VHC de las muestras uruguayas, se procedio a la puesta a punto de 3 aproximaciones
diferentes, como fue detallado en Materiales y Métodos.

En una primera instancia, se logro la puesta a punto de una heminested PCR que nos permitid
amplificar un producto de 2836 pb que abarca parte de la region codificante de la proteina
NS2, toda la region codificante de NS3 y parte de la region que codifica para NS4A,
utilizando los primers p519Fwd, p520Rev y p523Rev (Figura 10 A).

En una segunda etapa y con el fin de contar con una metodologia alternativa para aquellas
muestras que no podian ser amplificadas por el procedimiento anterior, se realiz6 la puesta
a punto de una One Step PCR que amplifica la misma region de 2836 pb a partir de los
primers p519Fwd y p523Rev (Figura 10 B).

Por altimo, para el estudio de las variantes que componen la cuasiespecie, se realizo la puesta
a punto de una nested PCR que amplifica una region parcial de NS3 comprendida entre el nt
3420 y el nt 4189 del genoma de VHC (797 pb). En el primer round de esta ultima
aproximacion se implementd un protocolo de One Step PCR utilizando los primers PlaF1ly
P1aR1 y en un segundo round una PCR convencional con los primers PlaF2 y PlaR2
(Figura 10 C).

A) B) Q)
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa que muestra los productos de PCR de NS3 obtenidos por A) heminested
PCR (2836 pb); B) One Step PCR (2836 pb); C) nested PCR (767 pb). Se realizaron geles de agarosa al 1% en buffer TAE
1X conteniendo SYBR® Safe - DNA Gel Stain (Invitrogen) como intercalante. Los pesos moleculares empleados fueron 1 kb Plus de
Fermentas (A y B) y 1 kb Plus de Invitrogen (C). Se observaron en transiluminador UV y se fotografiaron en procesador de iméagenes
UNIVERSAL HOOD Il de BIO-RAD. Para todos los casos los nimeros ejemplifican diferentes muestras analizadas. C+, control positivo;
C-, control negativo.
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5.2 Variabilidad genética de NS3

Con el fin de estudiar la variabilidad genética a nivel de la regién NS3 del genoma de VHC
de cepas circulantes en pacientes uruguayos, las secuencias obtenidas en este trabajo fueron
alineadas con secuencias de la region completa de NS3 correspondientes a 59 cepas de VHC
aisladas en el mundo y que representan todos los genotipos y los principales subtipos de este
virus (ver Apéndice — Tabla Suplementaria 1). Estas secuencias fueron obtenidas de la base
de datos de Los Alamos (Kuiken et al., 2005). Todas las secuencias fueron alineadas
utilizando el software CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Mediante la utilizacion del
programa Modelgenerator se establecio que el modelo evolutivo que mejor se adaptaba a
nuestro set de datos era el GTR + I+ vy (modelo General Time Reversible + sitios invariables
+ distribucion gamma) (Keane et al., 2006). Posteriormente, utilizando este modelo
evolutivo, se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud con un bootstrap
de 500 pseudo-réplicas como apoyo estadistico a los nodos. Los resultados de este estudio

se muestran en la Figura 11.

Como se puede observar en la figura, todas las cepas se agrupan de acuerdo a su genotipo (1
al 7) y cada clado se encuentra avalado por un alto valor de bootstrap. Todas las cepas
aisladas de pacientes uruguayos (n=15) agruparon junto a secuencias de cepas
correspondientes al G1. Dentro del G1, se puede observar que 13 de ellas agrupan junto con

el subtipo 1a, mientras que Unicamente 2 agrupan con el subtipo 1b.
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Figura 11. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud de la regién NS3 (1893 pb) del genoma de VHC. Arbol
filogenético realizado con el modelo evolutivo GTR + 1 + vy y el método de maxima verosimilitud. Las cepas de referencia
se indican por su nimero de acceso, pais y genotipo. Las cepas uruguayas se muestran con circulos violetas y por su nimero

de aislamiento. Los nimeros en cada nodo indican los valores de bootstrap. La barra en la parte inferior de la figura denota
distancia.
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5.3 Busqueda de firmas de secuencias en las cepas uruguayas a nivel de la proteina NS3

Con el fin de probar si las secuencias NS3 de cepas de VHC aisladas en América del Sur
tenian alguna firma de secuencia particular que pudiera estar indicando el resultado de la
diversificacion local de estas cepas, se procedio a realizar el estudio de firma de secuencia
utilizando el programa VESPA (Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis). Este
analisis identifica sitios particulares en un alineamiento de aa que son significativamente

representativos en un determinado grupo en comparacién con un grupo de referencia.

Con este propdsito se analiz6 un set de datos de secuencias de NS3 de VHC de cepas
circulantes en la region, conformado por secuencias de Brasil y Uruguay (set de datos
problema), y se lo compardé contra un set de datos con secuencias de NS3 de cepas aisladas

del resto del mundo (set de datos background).

Este estudio nos permitié identificar sitios particulares en alineamientos de aa que estan
representados de forma diferente entre nuestro set de datos problema y el background. Los

resultados de este estudio se pueden observar en la Figura 12.

Este analisis revel6 cuatro sitios con diferencias en las frecuencias de aa (posiciones 386,
418, 557 y 615), de los cuales sélo la posicion 418 mostré una variacion significativa entre
las secuencias NS3 del VHC de las cepas aisladas en América del Sur y las cepas aisladas
en el resto del mundo (p = 1,863x10°, Fisher’s exact test). En esta posicion, el 84,6% de las
secuencias de cepas sudamericanas tuvo una tirosina (), mientras que en las cepas del set
de datos background solo el 32,9% presenté una Y, en tanto la mayoria de las secuencias

incluidas (65,8%) exhibi6 una fenilalanina (F).
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Figura 12. Representacion del analisis de patron de firma de secuencia (VESPA) por Weblogo. La altura de cada aa
en cada posicion indica su frecuencia. Se muestran las cuatro posiciones en la secuencia de NS3 donde se observaron
diferencias de frecuencia de aa entre el set de datos problema (A) y el set de datos background (B). Latirosina en la posicion
418 se muestra en verde. Esta representacion esquematica fue realizada mediante la aplicacién WebLogo 3 (Crooks et al.,

2004).

5.4 Analisis de sustituciones halladas en la secuencia consenso de la regién NS3 de cepas

de VHC uruguayas

A fin de realizar un estudio que nos permitiera identificar las sustituciones de aa presentes
en la proteina NS3 de VHC provenientes de pacientes uruguayos, las secuencias obtenidas
fueron traducidas utilizando el programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994), alineadas
y comparadas con la “secuencia de referencia consenso mundial” del genotipo
correspondiente. Estas “secuencias de referencia consenso mundial”, una para el subtipo la

y otra para el subtipo 1b, fueron generadas a partir de diferentes secuencias de NS3
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mundiales, dado el reporte de altos porcentajes de polimorfismos en la secuencia de NS3
(\Vallet et al., 2011), con el objetivo de que las sustituciones observadas en las muestras

estudiadas no se confundieran con variaciones debidas a la diversificacion de este virus.

Asimismo, las secuencias obtenidas en este trabajo fueron analizadas en busca de
sustituciones de resistencia, con la herramienta web geno2pheno, la cual permite el analisis
de los aa correspondientes al dominio proteasa de la proteina NS3 (aa 1 - 181), donde suelen

encontrarse la gran mayoria de las RASs a IP (Kalaghatgi et al., 2016).

5.4.1 Sustituciones Asociadas a Resistencia (RASS)

En este trabajo fueron identificadas sustituciones asociadas a resistencia a inhibidores de la
proteasa de primera, segunda y tercera generacion (Tabla 3). Se identificaron RASs a IP en
aislamientos de VHC de 4 pacientes (26,6% de los pacientes incluidos en este estudio). De
estos pacientes, uno mostro la asociacion de dos RASs diferentes, mientras que los 3
restantes presentaron, cada uno, una unica sustitucion asociada a resistencia a DAAs. La
sustitucion Q80K, asociada a susceptibilidad a ASV (McPhee et al., 2012), PTV (Pilot-
Matias et al., 2015), GZV (FDA, 2016) y SMV (Lenz et al., 2010; Verbinnen et al., 2015),
se hall6 en un paciente (subtipo 1a) en combinacién con la RAS S122G, asociada a baja
resistencia al SMV y cuando se halla en combinacién con R155K, asociada a resistencia a
VOX (Verbinnen et al., 2015). Para el caso de VHC subtipo 1b ha sido reportado que la
presencia conjunta de las sustituciones Q80K y S122G no genera resistenciaa SMV (Halfon
& Locarnini, 2011; Howe et al., 2014; Lenz et al., 2010; Sorbo et al., 2018; Verbinnen et al.,
2015; Zeuzem et al., 2015).

Los restantes 3 pacientes presentaron, cada uno, una Unica sustitucion de resistencia, siendo
éstas V55A, Q80L y R117H. La sustitucion VV55A genera resistencia a los DAAs de primera
generacion: TVR y BOC (Susser et al., 2009), asi como susceptibilidad reducida al VOX si
se halla junto a las sustituciones Q80R y D168E (Sorbo et al., 2018). La sustitucion en la
posicion 80, pero en esta ocasion la sustitucion Q80L, se ha encontrado que genera baja
resistencia a PTV (Pilot-Matias et al., 2015) pero, de encontrarse con otras RASs
complementarias, se asocia a la resistencia a VOX (D168E; T54S + V55I) (Sorbo et al.,
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2018). La sustitucion R117H genera susceptibilidad disminuida al TVR en el G1, tanto
subtipo 1a como 1b (Martinez et al., 2017; Patifio-galindo et al., 2016).

Asimismo, es importante destacar que 3 pacientes exhibieron la sustitucion P334S. Si bien
esta sustitucion no ha sido al momento considerada como una RAS, fue reportada como
emergente en algunos pacientes recaedores y no respondedores a terapias que incluyen PTV
(NS3) (AIDSinfo, 2017).

Tabla 3 — Sustituciones aminoacidicas en la region NS3 de VHC, asociadas a resistencia a DAAs,

encontradas en pacientes uruguayos naive al tratamiento.

Muestra  Subtipo WT Residuo  Variante Resistencia a antivirales Referencias
955 1a Vv 55 A Boceprevir/Telaprevir/ Susser et al., 2009
Voxilaprevir
996 la Q 80 K Simeprevir/Asunaprevir/ McPhee et al., 2012; Pilot-Matias et al., 2015;

Paritaprevir/Grazoprevir FDA, 2016; Lenz et al., 2010; Verbinnen et al.,

2015
S 122 G Simeprevir/ Voxilaprevir Verbinnen et al., 2015
1018 la Q 80 L Paritaprevir/Voxilaprevir Pilot-Matias et al., 2015; Sorbo et al., 2018
1010 1b R 117 H Telaprevir Martinez et al., 2017; Patifio-galindo et al., 2016

5.4.2 Polimorfismos Asociados a Resistencia (RAPS)

Mediante este analisis fueron identificados también polimorfismos asociados a resistencia
(RAP, por sus siglas del inglés: Resistance Associated Polymorphism). Las RAPs son
cambios aminoacidicos en posiciones en las que se ha reportado que algin cambio particular
genera resistencia. Las RAPs halladas en este estudio se encontraron en las posiciones 117,
39y 170, siendo éstas la R117C, la A39T/S/G, 1170V y V170l. En la posicion 117 la RAS
reportada es la R117H, la cual ha mostrado otorgar susceptibilidad disminuida a TVR
(Susser et al., 2012). En cuanto a la posicion A39, la sustitucion asociada a resistencia es la
A39V, la cual ha sido reportada como resistente a un inhibidor antagonista del cofactor
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NS4A (Yang et al., 2008). Respecto a la posicion 170, donde se han reportado las RASs
V170A/T, en este estudio se detecto la sustitucion 1170V en uno de los pacientes subtipo 1a,
y en el caso del subtipo 1b, donde esta posicién es polimérfica (V/1), uno de los pacientes
presentaba una | y el otro una V. Estas sustituciones se han visto emerger en relapers o
asociadas a fenotipos resistentes junto a otras sustituciones (Lenz et al., 2010; Sorbo et al.,
2018; Verbinnen et al., 2015).

5.4.3 Sustituciones no asociadas a priori a resistencia a DAAs

En este estudio también se evidencio la presencia, tanto en pacientes infectados con VHC
subtipo 1a como aquellos con subtipo 1b, de diversas sustituciones aminoacidicas las cuales
no han sido asociadas a priori a resistencia a DAAs. Estas sustituciones se describen en la
Tabla 4. Como se puede observar en esta tabla, se encontré un nimero mucho mayor de
sustituciones en las cepas pertenecientes al subtipo 1a con respecto a las encontradas en las
cepas del subtipo 1b, lo cual puede relacionarse directamente al nimero de muestras

analizado para cada uno de los subtipos (13 y 2, respectivamente).

Como se esperaba, se encontrd gran conservacion a nivel de los aa involucrados en la triada
catalitica, la cual consiste en un residuo de histidina, uno de &cido aspartico y uno de serina
en las posiciones 57, 81 y 139, respectivamente. Se observd, ademas, una alta conservacion
en los residuos que forman el sitio de unién al Zn (C97, C99, C145 e H149) y aquellos
residuos N-terminales involucrados en la union al cofactor NS4A (T3-Q9 y E32-T38) (Yan
etal., 1998).

Entre las distintas sustituciones encontradas se destaca la sustitucion A40T encontrada en 6
cepas del subtipo 1a. Esta sustitucion implica un cambio en la posicion 40 entre una alanina
(A), apolar, y una treonina (T), polar, en una posicidn vecina a un sitio que si se encuentra
vinculado a resistencia a un inhibidor del cofactor NS4A (residuo 39) (Yang et al., 2008).
Otras de las sustituciones encontradas méas frecuentemente en las cepas de VHC
pertenecientes a pacientes uruguayos fueron las sustituciones T46S, la 1586T, V3291 y la
V609I. Las sustituciones T46S, V3291 y V609I, no involucran cambios en la polaridad de
los residuos, mientras que la sustitucion a nivel de la posicién 586 involucra el cambio entre

un aminoacido apolar (isoleucina: 1) y uno polar (T).
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Otra de las sustituciones de interés observadas fue la P334H. Como se menciond
anteriormente, otro cambio en esta misma posicion (P334S) fue reportado como emergente
en algunos pacientes recaedores y no respondedores a terapias que incluyen PTV (NS3)
(AIDSinfo, 2017).

Adicionalmente, se encontraron las sustituciones A150V y A151V, las que a nivel de
secuencia primaria, se localizan contiguas a uno de los residuos involucrados en la

interaccion con el Zn (H149).

Asimismo, es importante destacar que se vieron sustituciones en regiones de interaccion con
otras proteinas (celulares y virales) como ser las sustituciones a nivel de las posiciones S7 y
V33, las cuales se ubican en la region de union al cofactor NS4A, y las sustituciones T550A
y T550V, las cuales se encuentran en la region de NS3 que interactta con la proteina celular
APOBEC3G.

5.4.4 Localizacién de las sustituciones encontradas en el subtipo 1a en la estructura de
NS3 de VHC

5.4.4.1 Anadlisis de localizacion de las sustituciones en la estructura secundaria
Con el objetivo de establecer en qué regiones particulares de la estructura secundaria se
encontraban las sustituciones halladas en este trabajo, se utilizd el programa ESPript 3.0
(Robert & Gouet, 2014).

En la Figura 13 se muestra el alineamiento entre las secuencias obtenidas de las muestras
uruguayas, la secuencia consenso mundial y la secuencia utilizada como referencia en cuanto
a la estructura secundaria (cadena A de la estructura PDB ID: 4A92). En rojo se muestran
las posiciones conservadas, mientras que en blanco se marcan las posiciones donde se
encuentran cambios a nivel aminoacidico con respecto a la secuencia de referencia. Las

posiciones polimorficas se marcan en celeste.

Como se puede observar en la Figura 13, en las cepas uruguayas subtipo 1a se encontraron
44 sustituciones que se ubican en 37 posiciones diferentes (se sefialan con triangulos verdes).
Estos cambios caen a lo largo de la proteina en diferentes tipos de estructuras secundarias,
encontrandose sustituciones ubicadas a nivel de las estructuras en hojas 3, en hélices a e

inclusive en giros P estrictos. Dentro de estas sustituciones, las que resultaron interesantes
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para analisis en mayor profundidad fueron la P67S y la P334H/S (se sefialan con tridngulos
amarillos), ya que se pierde, en cada caso, una prolina en un giro 3 estricto, aa que es esencial

para este tipo de conformaciones (Krieger, Moglich & Kiefhaber, 2005; Miller et al., 1993).

Tabla 4 - Sustituciones aminoacidicas en la region NS3 de VHC, no reportadas a priori

como resistentes a DAAs, encontradas en pacientes uruguayos naive al tratamiento.

la 1b

Residuo  Wild Type Variante N°de pacientes | Residuo Wild Type Variante N° de pacientes
27 7
33 13
40 49
40 72
46 86
64 102
67 153
68 213
68 264
71 340
86 383
89 386
124 402
150 402
151 534
179 610
192 630
196
220
244
246
252
262
264
323
329
334
339
375
383
384
430
430
448
490
550
550
586
609
615
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*No incluye RAPs ni sustituciones emergentes en recaedores y no respondedores (ej. P334S)
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Figura 13. Analisis de las secuencias aminoacidicas de las secuencias subtipo la utilizando el programa ESPript 3.0. La estructura cristalizada de la proteasa NS3 utilizada
corresponde al PDB accession number 4A92 (Schiering et al., 2011). En blanco se indican las posiciones donde hay sustituciones de aa. Con un circulo negro en la parte inferior del
alineamiento se marcan las sustituciones respecto a la secuencia 4A92, las cuales no seran tomadas en cuenta en este analisis. Con triangulos en verde en la parte superior del
alineamiento se indican todas las sustituciones encontradas en las cepas uruguayas no asociadas a priori con resistencia a DAAs. Se resaltan con un triangulo amarillo en la parte
superior del alineamiento las sustituciones en giros B estrictos de interés para el mapeo en la estructura 3D (P67S y P334S). Las posiciones polimoérficas se indican con tridngulos
celestes en la parte inferior del alineamiento. Asimismo, las hojas f se indican con flechas negras como B, y las hélices a y 3-10 se indican con ondas (como a y n, respectivamente);

TT indica giros B estrictos. Alineamiento realizado con el software en linea ESPript (Robert & Gouet, 2014).
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5.4.4.2 Analisis de localizacion de las sustituciones en la estructura terciaria de
NS3

En segundo lugar, y a fin de identificar si alguna de las sustituciones encontradas a nivel de
NS3, a priori no relacionadas a la resistencia a las nuevas terapias directas, podrian por su
localizacion tener alguna relevancia en la generacion de resistencia, se procedio a realizar el
mapeo de ellas en la estructura 3D utilizando el software PyMol (Seeliger & De Groot,
2010). En esta instancia se continué trabajando con la estructura 4A92 (Schiering et al.,
2011).

Como se puede observar en la Figura 14, la mayoria de las sustituciones encontradas en este
estudio se localizan en la superficie de la proteina pareciendo no interferir con su sitio activo

(triada catalitica: H57/D81/S139) ni con la regién blanco de union de las drogas directas.

DOMINIO
HELICASA

DOMINIO
PROTEASA

Figura 14. Mapeo de las sustituciones, no asociadas a priori con resistencia, encontradas en la proteasa NS3 de las
cepas de VHC uruguayas. La estructura 3D que se muestra en la figura fue obtenida por Schiering et al., 2011 (PDB
accession number 4A92). Los aminoacidos del sitio activo de NS3 se muestran en rojo, mientras aquellos implicados en la
unién al Zn aparecen en anaranjado. Todas las sustituciones encontradas en este estudio se muestran en violeta. Tanto en
A como en B se muestran distintas perspectivas de la superficie completa.
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A continuacion se procedio a mapear aquellas sustituciones que, por diferentes motivos,
resultaban de interés estudiar mas en profundidad. Por una parte se mapearon las
sustituciones localizadas en los giros B estrictos (P67S y P334H/S) identificadas con el
software ESPript 3.0 (ver Fig. 13). En la Figura 15A se puede observar que ambas
sustituciones se localizan en la superficie de la proteina y parecen ubicarse indistintamente
en concavidades (P67S) o protrusiones (P334H/S).

Por otra parte, se maped la sustituciéon G124A que en la secuencia primaria se encuentra a
solo 2 aa de la RAS S122G; sin embargo, en la estructura 3D parece encontrarse alejada
tanto de la RAS como del inhibidor macrociclico (acilsulfonamida, como el PTV)
(McCauley & Rudd, 2016; Schiering et al., 2011) (Figura 15B).

Figura 15. Mapeo de las sustituciones marcadas como de interés en la proteasa NS3 de las cepas de VHC uruguayas.
Se muestra la estructura 3D obtenida por Schiering et al., 2011 (PDB accession number 4A92). La triada catalitica se indica
en rojo. A) Se muestra la superficie de la proteina completa. Las posiciones de interés (localizadas en giros B estrictos) se
sefialan en amarillo. B) Corte transversal ampliado de la proteina a nivel del sitio activo, en rojo, junto a un inhibidor

macrociclico de la proteasa (en verde lima), indicandose la posicion de interés G124 en amarillo y laRAS S122G en rosado.
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Adicionalmente a las sustituciones ya mencionadas, se encontraron otras que, si bien no
parecen estar relacionadas a la resistencia a DAAs, podrian estar jugando algun rol en la
funcion de NS3 (Figura 16). Dentro de estas sustituciones, como mencionamos

anteriormente, se destacan:

a) las sustituciones A150V y A151V las cuales mapean cercanas a los residuos involucrados

en la interaccion con el Zn (Figura 16A);

b) las sustituciones S7A, V33l y A40T/G, sustituciones que mapean en 0 contiguas a
aminoacidos involucrados en la unidn al cofactor NS4A (Yan et al., 1998) (Figura 16B);

c) las sustituciones T550A y T550V, que se localizan en la region de interaccién de NS3 con
la enzima celular APOBEC3G (Zhu et al., 2015), enzima que juega un papel importante en

controlar la replicacion de muchos virus ARN (Figura 16B).
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Figura 16. Mapeo de sustituciones en la region de interaccion con APOBEC3G, cercanas al sitio de union al Zn y al sitio de union a NS4A. Se muestra la estructura 3D de
NS3 (4A92) obtenida por Schiering et al., 2011. Los aa del sitio activo de NS3 se muestran en rojo y el sitio de unién al Zn en anaranjado. A) Se muestran los sitios de interés
respecto a los sitios de unién al Zn (A150, A151). B) Rotacion de 180° en el eje longitudinal. Se resalta en fucsia la posicion A39 la cual esta vinculada a resistencia a inhibidores
de NS4Ay en lila se muestra la regién que contacta con el cofactor NS4A. Los sitios de interés se muestran en celeste: T40, V33 y S7. Se indica también la posicién T550, ubicada

en laregion en que contacta NS3 con la proteina celular APOBEC3G.
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5.5 Estudio de la diversidad de las cuasiespecies de NS3 de cepas de VHC genotipo la
5.5.1 Andlisis de la variabilidad genética por clonado

Con el objetivo de estudiar las variantes que componen la cuasiespecie a nivel de la region
NS3 se seleccionaron tres pacientes subtipo 1a, los cuales no presentaban RASs a nivel de
su secuencia consenso (muestras 624, 983 y 1019). De cada una de estas muestras, se
procedio a realizar la amplificacion de una region parcial de NS3, comprendida entre el nt
3420y el nt 4189 (ver Figura 8, seccion 4.4.1) del gen que codifica para NS3 (primeros 256
aa de la proteina). El producto de PCR fue purificado, clonado en el vector pPGEM®-T Easy
y transformado en bacterias competentes. Para cada una de las muestras se picaron 100
colonias, a partir de las cuales se realizo la extraccion de plasmido y verificacion de la

presencia del inserto por PCR.

De las 100 colonias seleccionadas Unicamente entre un 29-54% de las mismas mostraron
contener el plasmido con el inserto de interés, los cuales fueron posteriormente
secuenciados. Las secuencias obtenidas a partir de cada paciente fueron alineadas con la

secuencia consenso correspondiente (Figuras 17, 18 y 19).

Para el caso de la muestra 624 (Figura 17) se obtuvieron secuencias correspondientes a 29
clones. De estas secuencias el 79,3% (23/29) mostrd tener una secuencia idéntica a la
secuencia consenso correspondiente (la cual se diferenciaba de la consenso mundial por la
sustitucion Q89H), obtenida anteriormente por secuenciacion Sanger. De los 6 clones
restantes, 4 clones mostraron sustituciones Unicas que los diferenciaban de la secuencia
consenso, siendo estas la A5P, Q89R, C97Y y la T185A. Los dos clones restantes mostraron
las sustituciones: A5T + 164V e Y75C + S189F, respectivamente (ademés de la sustitucion
presente en la secuencia consenso). Ninguna de estas sustituciones ha sido reportada al
momento como que confiera resistencia a ninguna de las DAASs disponibles actualmente.
Cabe destacar que la sustitucion C97Y afecta directamente a una de las cisteinas

involucradas en la unién al Zn.

El analisis de las variantes de la muestra 983 (Figura 18), para la cual se obtuvieron 36
clones, mostro que el 55,6% (20/36) de las variantes eran idénticas a la secuencia consenso

correspondiente, la cual se diferenciaba de la consenso mundial en las sustituciones K68N y
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S/N174N. Por otra parte, 14 de las secuencias obtenidas (38,9%) mostraron tener en comun
la sustitucion 148V. Dentro de estos clones, tres mostraron tener, ademas de la sustitucion
148V, sustituciones adicionales (T76A, G100D y P191S). Se encontraron 2 clones con
mutaciones Unicas (E30G y A45T). Ninguna de las mutaciones encontradas en las variantes

del paciente 983 ha sido reportada como resistente.

Ademas, como se aprecia en la Figura 18, la posicion 48 de los clones 983 mostraba en un
38,9% de los clones una | (isoleucina) y en un 61,1%, una V (valina), lo cual pareceria
revelar una posicion polimorfica a pesar de que la secuencia consenso mostro una I. Esta
incongruencia llevé a revisar detalladamente el cromatograma obtenido a partir de la
secuenciacion poblacional (consenso) de la muestra 983, el que evidenciaba un pico de una
guanina bastante menor al de la adenina en la posicion 142 (ver Apéndice - Figura
Suplementaria 1). Dado que este sitio nucleotidico cae en la primera posicién del codon,
determina que su cambio derive en una sustitucion V a |, lo cual explicaria los porcentajes

observados en los clones.

Finalmente, en la Figura 19 se muestran los resultados obtenidos para el estudio de las
variantes de la muestra 1019. De esta muestra se obtuvieron 54 clones, 36 de los cuales
(66,7%) presentaban una secuencia idéntica a la consenso (con las sustituciones G124A e
1170V). De los 18 clones restantes, 9 (16,7%) no presentaron la sustitucion 1170V y de estos
9, uno presentd ademas multiples sustituciones (E173K, D186N, S196N, H203D y A204G).
Los restantes 9 clones, ademés de las sustituciones de la secuencia consenso, presentaron
una sustitucion adicional cada uno, siendo estas: K68R, V78A, S122N (encontrada en 2
clones), R123G, S125G, T178A (encontrada en 2 clones) y M1791. Cabe destacar que la
posicién 46, que es polimorfica en la secuencia consenso (cromatograma con doble pico
superpuesto), también se evidencia como polimorfica cuando se estudian las variantes de la
cuasiespecie, donde el 85,2% de las variantes presentaba una treonina (T), mientras que el
14,8% presentaba una serina (S).

Con respecto a la posicion 122, se han visto diferentes sustituciones vinculadas a fenotipos
resistentes, como S122R para el subtipo 1a o S122R/T para el subtipo 1b, por lo que la
sustitucion S122N se puede definir como una RAP. Reportes previos han demostrado que

esta sustitucion, si bien cae en una posicidn asociada a resistencia no tiene efectos sobre la



66

accion de DAAs como el SMV (Lenz et al., 2015). Asimismo, la sustitucion 1170V, como
se mencionod anteriormente, se encuentra en una posicion asociada a resistencia, es decir,
puede calificarse como RAP. Esta sustitucion se ha visto en fenotipos resistentes pero
asociada a otras sustituciones, no generando este fenotipo por si sola.

Es interesante resaltar el hallazgo, en este paciente, de la sustitucion R123G. Esta sustitucion
es de interés ya que ha sido reportada como de resistencia a ASV en estudios realizados en
cultivo celular, en los cuales emergié como resultado de la presion ejercida por la droga. Lo
interesante es que ensayos posteriores demostraron que esta sustitucion otorgaba un muy
bajo fitness viral (McPhee et al., 2012).

Todas las sustituciones halladas y su distribucion en las variantes de baja frecuencia de cada

una de las cuasiespecies pueden verse representadas en la Figura 20.
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Figura 17. Estudio de las variantes de la cuasiespecie de la muestra 624. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de los clones y la secuencia consenso. Se indican con flecha y nimero las posiciones con
sustituciones.
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Figura 18. Estudio de las variantes de la cuasiespecie de la muestra 983. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de los clones y la secuencia consenso. Se indican con flecha y ndmero las posiciones con

sustituciones.
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Figura 19. Estudio de las variantes de la cuasiespecie de la muestra 1019. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de los clones y la secuencia consenso. Se indican con flecha y nimero las posiciones con

sustituciones.
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Figura 20. Representacion de la distribucidn de las sustituciones en las cuasiespecies de las muestras A) 624, B) 983 y C) 1019. Se indican los porcentajes de las variantes de cada cuasiespecie que presentan una secuencia

aminoacidica idéntica a su respectiva secuencia consenso. Se detallan las sustituciones encontradas en las variantes de baja frecuencia de cada una de las cuasiespecies. En rojo se resaltan las sustituciones que involucran sitios

de unioén al Zn (C97Y, G100D), la RAP S122N y la RAS R123G.
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5.5.2 Analisis de escalamiento multidimensional (MDS)

Con el objetivo de visualizar las relaciones entre las variantes de la cuasiespecie de cada una
de las cepas subtipo la seleccionadas (muestras 624, 983 y 1019), se calcularon matrices de
distancia en dos dimensiones que fueron empleadas para llevar a cabo los analisis de MDS
(Figuras 21-24).

En lafigura 21 se puede observar el resultado obtenido al realizar el analisis con las variantes
correspondientes a las tres muestras estudiadas en conjunto. Como se puede evidenciar en la
figura, se visualizan tres conglomerados de variantes correspondientes a cada una de las
cepas analizadas. Como era de esperarse, las variantes que componen la cuasiespecie de cada
cepa se encuentran mas estrechamente relacionadas entre si que con las variantes de las otras

cuasiespecies dadas las menores distancias genéticas existentes entre ellas.

Las variantes de la muestra 624, al igual que la tendencia observada en los alineamientos de
aa, muestra la menor heterogeneidad a nivel nucleotidico, donde todas las variantes

convergen en pocos puntos del acumulo (Figura 22).

En los casos de las muestras 983 y 1019, en cambio, se ve una mayor diversidad en cuanto
a las distancias genéticas (a nivel de nucleétidos), también observadas al compararse los
alineamientos de aa de ambas muestras con la muestra 624. La muestra 983 exhibe la mayor
dispersion de variantes, evidenciando mayor diversidad nucleotidica (Figura 23). La muestra
1019, en la que podiamos ver la mayor diversidad en cambios aminoacidicos, presentd,
asimismo gran dispersion de clones reflejando también su diversidad nucleotidica (Figura
24).

Adicionalmente, en el caso de las variantes de la muestra 1019 se puede observar un outlier,
una variante con notoria distancia genética de cualquier acimulo de otras variantes de la
cuasiespecie. Este es el caso del clon 1019-19 (Figura 24), el cual, ademas de presentar
mayor nimero de cambios nucleotidicos, presenta también la mayor diversidad en cuanto a

sustituciones aminoacidicas dentro de la nube de variantes (Figura 19).

Es importante destacar que la diversidad observada en el alineamiento nucleotidico no
necesariamente debe reflejarse a nivel de aa, dado que en este andlisis se trabaja con

distancias genéticas de nucleétidos. Un claro ejemplo a este respecto son los cambios de
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nucledtidos en terceras posiciones de los codones, los cuales no implican cambios

aminoacidicos.
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Figura 21. Andlisis de escalamiento multidimensional de las variantes de la cuasiespecie de las tres cepas subtipo 1a seleccionadas.

Las variantes de la muestra 624 se indican en verde, las variantes de la muestra 983 en azul y las variantes de la muestra 1019 en rojo.
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Figura 22. Analisis de escalamiento multidimensional de las variantes de la cuasiespecie de la muestra 624.
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Figura 24. Analisis de escalamiento multidimensional de las variantes de la cuasiespecie de la muestra 1019. Con una flecha negra

se indica la posicién del outlier que representa a la variante correspondiente al Clon 1019-19.
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5.5.3 Mapeo de sustituciones encontradas en variantes de las cuasiespecies de muestras
subtipo 1a en la estructura 3D de NS3 de VHC

El estudio de sustituciones a nivel de las variantes que conforman la cuasiespecie mostro la
presencia de variadas sustituciones que no han sido asociadas a priori como resistentes a los
DAAs y que se encontraban en baja frecuencia en las cuasiespecies analizadas (menor a
3,5%). Con el fin de estudiar estas mutaciones un poco mas en profundidad, se procedio, en
una primera instancia, a la realizacion del mapeo de cada una de ellas en la estructura 3D de

la proteina.

El analisis de las variantes de la muestra 624 mostro la presencia de diferentes sustituciones
(A5T/P, 164V, Y75C, Q89H, Q89R, CI97Y, T185A y S189F). Como se puede observar en
la Figura 25, la mayoria de estas mutaciones mapean en la superficie de la proteina. En este
paciente es interesante destacar la presencia de un clon que muestra la sustitucion C97Y, la

cual comprende un cambio en una de las cisteinas involucradas en la union al Zn.

DOMINIO
HELICASA

DOMINIO
PROTEASA

Figura 25. Mapeo de las sustituciones halladas en clones de la muestra 624. Se muestra la estructura 3D de NS3 (4A92)
(Schiering et al., 2011). Los aminoacidos del sitio activo de NS3 se marcan en rojo, los aminoacidos implicados en la union
al Zn se resaltan en anaranjado y en verde los sitios donde se encontraron sustituciones en los distintos clones de la muestra
624.
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Por su parte, el andlisis de las variantes de la muestra 983 mostrd la presencia de las
sustituciones: E30G, A45T, 148V, T76A, G100D y P191S. Como se puede observar en la
Figura 26, la mayoria mapean en la superficie de NS3 y lejos de la triada catalitica. La
sustitucion de la posicion G100 en uno de los clones resulta de interés respecto a la union al
Zn, ya que involucra una posicion de contacto directo con una de las cisteinas de

coordinacion de esta union (C99).
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Figura 26. Mapeo de las sustituciones halladas en clones de la muestra 983. Se muestra la estructura 3D de NS3 (4A92)
(Schiering et al., 2011). Los aminodacidos del sitio activo de NS3 marcados en rojo, mientras que los aminoacidos
implicados en la unién al Zn se resaltan en anaranjado y en verde los sitios donde se encontraron sustituciones en los

distintos clones.

Por ultimo, el estudio de las variantes de la muestra 1019 mostro la presencia de las
sustituciones: K68R, V78A, S122N, R123G, S125G, E173K, T178A, M179l, D186N,
S196N, H203D y A204G. En la Figura 27 se muestra el mapeo de estas mutaciones en la
estructura 3D de la proteina, donde, una vez mas, todas mapean en su superficie. En este

estudio es interesante destacar la presencia de la sustitucion S122N, la cual es considerada
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una RAP, siendo la variante resistente la S122G/R/T. Ademas, se encontrd la sustitucion

R123G, vinculada a la resistencia a ASV in vitro.

DOMINIO
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Figura 27. Mapeo de las sustituciones halladas en clones de la muestra 1019. Se muestra la estructura 3D de NS3
(4A92) obtenida por Schiering et al., 2011. Los aminoacidos del sitio activo de NS3 se marcan en rojo, los aminoacidos
implicados en la unién al Zn se resaltan en anaranjado y en verde los sitios donde se encontraron sustituciones en los

distintos clones de la muestra 1019.

5.6 Andlisis de docking de las sustituciones de interés en NS3 de VHC

Luego de la realizacion del mapeo de las sustituciones encontradas, tanto a nivel de la
secuencia consenso como a nivel de las variantes de la cuasiespecie, se selecciond la
sustitucion R123G para la realizacion de los estudios de docking molecular. Esta sustitucion
fue encontrada en una variante minoritaria dentro de la cuasiespecie 1019 y fue seleccionada
dada su asociacion, in vitro, con resistencia a ASV, antiviral no aprobado ain para su uso en
Uruguay, a fin de evaluar su potencial resistencia a una de las drogas si aprobadas en nuestro
pais (PTV). Otro de los objetivos de este estudio fue poder evaluar si el docking molecular

puede servir como una herramienta de screening primario de sustituciones de resistencia.
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El docking molecular se llevo a cabo con la estructura en formato PDB 4A92, configurando
como residuos activos a los de la triada catalitica (H57, D81 y S139). Como ligando se utilizé
el PTV, cuya estructura también en formato PDB, fue modelada mediante la herramienta
JME Molecular Editor (Figura 28) (Ertl, 2010).
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Figura 28. Estructura del inhibidor macrociclico de la proteasa NS3 de tercera generacion Paritaprevir, componente
del pack comercial Viekira (McCauley & Rudd, 2016).

Este estudio fue realizado utilizando tres condiciones diferentes: sin mutar — condicion basal
(Figura 29), mutando D168Y — condicion resistente (Figura 30) y mutando con la sustitucion
de interés R123G (Figura 31).

En cada uno de los casos de los diferentes docking moleculares realizados, se obtuvieron
cuatro clusters con cuatro posibles conformaciones proteina — antiviral, donde se procedio a

trabajar con el cluster que presentd el menor valor de z-score.

En primer lugar se llevo a cabo el docking molecular con la estructura tal cual fue obtenida
de la base de datos (sin mutar) a fin de realizar mediciones de distancias y poder visualizar
el mapeo tanto de la posicion de interés R123 como del residuo D168 utilizado como
referencia de resistencia ya que en ese residuo se ha reportado la RAS D168Y a PTV (Pilot-
Matias et al., 2015). Se midieron distancias, tomadas como basales, entre los residuos de
estas posiciones, asi como también los residuos de la triada catalitica, respecto al PTV
(Figura 29).



78

'

ARG-123

-

8»:

Figura 29. Docking molecular entre la estructura de NS3 4A92 (Schiering et al., 2011) sin mutaciones y el
Paritaprevir. En rojo se indican los residuos de la triada catalitica (His-57, Asp-81 y Ser-139) , en azul la posicién de
interés R123 (Arg-123) y la posicion D168 (Asp-168), donde se han reportado sustituciones que generan gran resistencia

al PTV (Pilot-Matias et al., 2015). Se indican las distancias entre los Ca de los residuos sefialados y la droga.

Como se puede observar en la figura 29, las distancias entre los residuos R123, D168, H57,
D81yS139yel PTVson9.5A,6.0A, 4.4 A, 4.4Ay8.9A, respectivamente. Estas medidas
se tomaron como basales, con el fin de tener una referencia para la comparacion de las

medidas posteriores que incluiran la mutagénesis de las posiciones 168 y 123.

Previo a la realizacion de los estudios correspondientes con la sustitucion R123G, se realizé
el estudio con la sustitucién D168Y la cual, como se menciond anteriormente, fue utilizada

como referencia, ya que genera alta resistencia al PTV. Con este fin se procedio a realizar la
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mutagénesis puntual de la estructura 4A92 en el software PyMOL para, posteriormente,

realizar un nuevo docking molecular con la modificacion a nivel del residuo 168.

Como se observa en la Figura 30, la introduccién de la sustitucion D168Y, dio como
resultado un cambio en el posicionamiento de la droga respecto al sitio de union en NS3, lo
cual se evidencia con el aumento de las distancias evaluadas entre el Ca de los residuos
Y168, H57, D81 y S139 y los carbonos del PTV (Tabla 5). Es importante destacar que se
midieron las distancias entre el Ca de los residuos de interés y los mismos carbonos del PTV

que fueron medidos en la condicion sin mutar.
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Figura 30. Docking molecular entre la estructura de NS3 4A92 (Schiering et al., 2011) con la mutacién D168Y vy el
Paritaprevir. En rojo se indican los residuos de la triada catalitica, en azul la RAS a Paritaprevir Y168 (Tyr-168). Se

indican las distancias respecto a los distintos Ca al PTV (Pilot-Matias et al., 2015).
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Finalmente, a fin de analizar si la sustitucion de interés R123G podria, efectivamente,
provocar algin cambio estructural que pueda afectar la union del PTV, se procedio a realizar
la mutagénesis puntual R123G en la estructura original de NS3 (4A92) para luego realizar
el docking molecular de la estructura resultante y el PTV. En la Figura 31 se observa el
resultado obtenido en este estudio, donde se muestra la estructura desde dos angulos distintos
a fin de poder visualizar las interacciones con la droga en mayor detalle. Al igual que para
el caso de la sustitucion D168Y, con la sustitucion R123G, la droga se posiciona nuevamente
de forma completamente diferente con respecto a su sitio de union. Se observa también un
aumento en las distancias entre los distintos residuos evaluados y las mismas posiciones de
la droga (Tabla 5).

Figura 31. Docking molecular entre la estructura de NS3 4A92 (Schiering et al., 2011) con la sustitucién de interés

R123Gy el Paritaprevir. Se muestran tres angulos distintos. En rojo se indican los residuos de la triada catalitica. En cada
caso se indican las distancias entre los Ca y el PTV. A) Se indica en azul la sustitucion de interés G123 (Gly-123) y el

residuo catalitico Ser-139. B) Se muestran los residuos cataliticos His-57 y Asp-81.



Tabla 5 — Resultados de las medidas evaluadas en las distintas etapas de analisis por

docking molecular.
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6. Discusion
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El virus de la Hepatitis C (VHC), miembro del género Hepacivirus, familia Flaviviridae, es
considerado el principal agente causal de hepatitis no A no B, post-transfusionales y
parenteralmente adquiridas en todo el mundo (Kuo et al., 1989). En el 80% de los casos la
infeccion por este virus genera una infeccion crénica (aproximadamente 71 millones de
personas) que puede desencadenar cirrosis (5-20%) y hepatocarcinoma (1-5%), por lo que
se ha convertido en una de las indicaciones mas frecuentes para el trasplante de higado
(Hoofnagle, 2002; Pawlotsky, 2003; Simmonds, 2004; WHO, 2017). A lo largo de los afios
se han desarrollado diferentes terapias a fin de controlar y curar esta enfermedad. A partir
del afio 2011 se comenzaron a utilizar nuevas drogas que tienen como blanco proteinas
virales, las DAAs, las cuales han provisto de regimenes terapéuticos mas cortos y mas

efectivos.

En nuestro pais las primeras DAAs en aprobarse fueron TVR y BOC (IP), discontinuados
en la actualidad. Mas recientemente, fueron aprobados el Viekira Pak (combinacion de
DAAs contra las tres proteinas blancos principales: NS3, NS5A y NS5B) y la combinacién
de SOF (inhibidor de la polimerasa) con LDV (inhibidor de la NS5A) (Asselah & Marcellin,
2013). Sin embargo, dados sus elevados costos, el Fondo Nacional de Recursos no cubre la
mayoria de los tratamientos que impliqguen DAAs. Es por todo esto que debe resaltarse la
relevancia de buscar nuevos indicadores de respuesta a la terapia antiviral en la poblacion
uruguaya con el fin de proporcionar informacion que podria ser una guia Util para que los
médicos puedan abordar asi una terapia anti-VHC mas personalizada para el paciente. En
este marco, el estudio de la presencia natural de sustituciones asociadas a resistencia a los
nuevos DAAS, o bien su rapida emergencia tras el tratamiento con estas drogas, constituye
un importante aporte a la hora de la seleccién de la terapéutica a utilizar (Wyles, 2013; Sorbo
etal., 2018).

Variabilidad genética y firma de secuencia encontrada en la region de NS3 de cepas de

VHC uruguayas

En laactualidad, los G1 y G3 son los més prevalentes a nivel mundial (Bukh, 2016), mientras

que en el continente americano lo son el G1 (74,5% de los infectados), G3 (10,6%), G2
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(10,2%) y G4 (1,7%) (Petruzziello et al., 2016). En nuestro pais se ha visto un patron similar
al descrito en otros paises de América del Sur, con la mayoria de las infecciones causadas
por VHC subtipo 1a (56%), 3a (26%) y 1b (18%) (Castells et al., 2015). En concordancia
con estos datos, tanto a nivel global como regional, el 87% de las cepas analizadas en el
presente trabajo fueron subtipo 1a y el 13% fueron subtipo 1b; no revelandose la presencia
de cepas subtipo 3a (Figura 11). Esta disparidad con lo previamente reportado para nuestro
pais (Castells et al., 2015) podria deberse principalmente al diferente nimero de muestras
evaluadas. A lo largo de esta tesis se evaluaron 15 muestras mientras que en el estudio de

Castells y colaboradores (2015) se evaluaron 153.

Por otra parte, los resultados del estudio de firmas de secuencia, evidenciaron la presencia
de una marca de secuencia caracteristica en la region NS3 de VHC subtipo 1a de cepas
aisladas en América del Sur (Figura 12). En una primera instancia fueron identificados
cuatros sitios de interés (posiciones 386, 418, 557 y 615), de los cuales Unicamente la
posicidon 418 mostro una variacion significativa entre las secuencias NS3 del VHC de las
cepas aisladas en América del Sur y las cepas aisladas en el resto del mundo. En esta posicion
los aislados provenientes de América del Sur mostraron una Y, mientras que las cepas

provenientes del resto del mundo mostraron una F.

Trabajos previos han evaluado firmas de secuencia especificas entre alineamientos, pero de
diferentes genotipos y subtipos. Lopez-Labrador y colaboradores (2008) identificaron firmas
de secuencia de aa caracteristicas para los distintos genotipos a nivel del dominio proteasa
de NS3. Incluso, algunos aa de la firma de secuencia se localizaban en posiciones asociadas
a resistencia a distintos inhibidores de la proteasa, como V36A/M/L (Lopez-labrador, Moya
& Gonzalez-Candelas, 2008). Otro reporte donde también utilizan la herramienta VESPA,
identificd algunos patrones de sustituciones unicos asociados con resistencia a IP, donde
también se revelaron patrones especificos de genotipo y subtipo (Vallet et al., 2011). Cada
genotipo tuvo al menos una posicion en la cual el aa involucrado se encontraba en el 100%
de todas las secuencias del genotipo en cuestion, pero que se encontraba ausente en el resto,
es decir, firmas de secuencia estrictas. En el caso del presente trabajo en cambio, la busqueda
de firmas de secuencia se realizé a fin de evidenciar la existencia de patrones de

diversificaciéon local de VHC, trabajando Unicamente con cepas del subtipo la que se
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diferenciaban por su procedencia geografica (set de datos: América del Sur y resto del
mundo). Esta caracteristica determino que la firma de secuencia hallada (Y418 en América
del Sur) refleje la posible diversificacion local de este virus en lugar de diferencias entre
genotipos/subtipos, como fuera analizado anteriormente (Lopez-labrador et al., 2008; Vallet
etal., 2011).

A diferencia de lo hallado en los reportes ya mencionados (Lopez-labrador et al., 2008;
Vallet et al., 2011), la firma de secuencia de las cepas de la regidn no evidencid la presencia
de sustituciones de resistencia ya descritas en el patron estudiado. Las sustituciones
encontradas en las posiciones 386, 557, 615 y concretamente en la posicién 418, podrian ser

caracteristicas de la region, lo que sugeriria una diversificacion local de VHC.

Adicionalmente, el hecho de revelar variaciones aminoacidicas entre diferentes aislamientos
mundiales, sugiere que estas diferencias podrian sesgar la busqueda de sustituciones en caso
de seleccionar una Unica cepa como referencia. Es por este motivo que se decidié generar
secuencias de referencia mundiales, tanto subtipo 1a como 1b, mediante el alineamiento de
cepas provenientes de diferentes partes del mundo. En este punto es importante destacar la
relevancia de la eleccion del uso de estas “secuencias consenso mundiales” (subtipo la o 1b)
dado el alto porcentaje de polimorfismos aminoacidicos que presenta la secuencia de NS3
(33% y 29% de los sitios exhiben mas de un aa en los subtipos 1a y 1b, respectivamente)
(Vallet et al., 2011).

Analisis de sustituciones en la region NS3 de las cepas uruguayas: RASs, RAPs y

sustituciones no asociadas a priori a resistencia

La introduccion de IP constituye un hito en lo que respecta al tratamiento de VHC. Sin
embargo, la emergencia de variantes resistentes a estos inhibidores representa un gran

desafio a la hora de desarrollar terapias antivirales efectivas.

En este estudio se establecié por primera vez la presencia y frecuencia de mutaciones de
resistencia naturales presentes en secuencias de NS3 aisladas de 15 pacientes uruguayos

cronicamente infectados con VHC, naive al tratamiento con DAAS. Se observo la presencia
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de sustituciones aminoacidicas como V55A, Q80K/L, R117H y S122G, asociadas con
resistencia in vivo e in vitro a inhibidores de la proteasa, en el 26,6% de los pacientes

incluidos en este estudio (Tabla 3).

Estudios recientes, realizados a partir de secuencias de las bases de datos de Los Alamos asi
como de GenBank, mostraron una alta prevalencia de RASs a inhibidores de la proteasa NS3
(40%), mayoritariamente a SMV. Esta alta prevalencia se explica en gran parte por la
presencia de la sustitucion Q80K en un 35-37% de las cepas subtipo 1a. Por el contrario, las
RASs a IP parecen ser menos frecuentes en cepas subtipo 1b (Chen et al., 2016; Costantino
et al., 2015; Paolucci et al., 2012). A nivel mundial existe un vasto relevamiento de RASS,
sin embargo, en nuestra region existe poca informacion con respecto a este tema. En Brasil,
diferentes estudios encontraron que entre el 3,2% y 18,9% de los pacientes naive al
tratamiento con DAAs mostraban cepas de VHC con RASs de base (Hoffmann et al., 2013;
Lisboa-Neto et al., 2015; Peres da Silva et al., 2010; Zeminian et al., 2013). Estudios
realizados en pacientes naive en Argentina revelaron que la frecuencia de RASs se
encontraba en un 36,9% (51,6% para subtipo 1a y 12,8% para subtipo 1b) (Martinez et al.,
2017).

En el presente estudio, la prevalencia de RASs halladas fue del 26,6%. Si bien esta
frecuencia se encuentra en el orden de algunos de los estudios realizados a nivel mundial,
supera la prevalencia reportada en Brasil (3,2-18,9%), mientras que es inferior a lo reportado
en Argentina (36,9%). Los valores reportados para Argentina son mucho més altos que los
reportados en la region e incluso en paises como lItalia, Turquia o Australia (Altunok et al.,
2016; Applegate et al., 2015; Vicenti et al., 2012). Esto puede deberse a que en este trabajo,
de Martinez y colaboradores, clasifican distintas RAPs como RASs, como por ejemplo la
sustitucion S122N, la cual se ha confirmado no tiene efectos sobre DAAs (Lenz et al., 2015),
0 bien las RAPs R117C o S/IN174A, por lo que se estaria sobreestimando la frecuencia real

de RASs en ese pais.

Con respecto a la RAS Q80K, asociada a resistenciaa SMV, se encontré una alta prevalencia
en pacientes naive al tratamiento con DAASs en Estados Unidos (46%) y Europa (4-16%)

(Nishiya et al., 2014; Vidal et al., 2016). Por el contrario, esta sustitucién parece ser poco
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frecuente en paises de la region, como es el caso de Brasil (Hoffmann et al., 2015; Lisboa-
Neto et al., 2015; Nishiya et al., 2014; Peres-da-Silva et al., 2012; Zeminian et al., 2013). En
Argentina, incluso, si bien hay autores que han reportado la presencia de esta RAS utilizando
abordajes de secuenciacion profunda (Sede, Laufer & Quarleri, 2015), no hay reportes de la
presencia de esta sustitucion en pacientes naive al tratamiento con DAAS en estudios de
secuencias consenso (Martinez et al., 2017). En esta tesis se identificd, a nivel de la secuencia
consenso, un unico paciente con la sustitucion Q80K, por lo que seria, sin dudas, de gran
importancia ampliar el nimero de pacientes estudiados asi como incorporar nuevas

metodologias de deteccion, como pueden ser los abordajes de secuenciacion masiva.

La sustitucion Q80K se ha hallado frecuentemente asociada a otras sustituciones. La
presencia de esta sustitucion por si sola se ha asociado a resistencia a ASV (McPhee et al.,
2012), PTV (Pilot-Matias et al., 2015), GZV (FDA, 2016) y SMV (Lenz et al., 2010;
Verbinnen et al., 2015). Sin embargo, al asociarse con otras sustituciones los niveles de
resistencia pueden aumentar, este es el caso de la asociacion de Q80K con las RASs R155K
0 D168V/E, las cuales producen un aumento en la resistencia a ASV (McPhee et al., 2012).
También en combinacion con D168V/E/Y genera un fenotipo resistente a GZV, mientras
que asociada a R155K confiere mayor resistencia a PTV (Pilot-Matias et al., 2015; Sorbo et
al., 2018). En este estudio se observo un paciente genotipo 1a con la asociacién de la RAS
Q80K con laRAS S122G (asociada a baja resistencia al SMV 'y, en combinacion con R155K,
a VOX) (Halfon & Locarnini, 2011; Howe et al., 2014; Lenz et al., 2010; Sorbo et al., 2018;
Verbinnen et al., 2015; Zeuzem et al., 2015).

Este trabajo reporta, ademas, otras RASs de interés como son: V55A, Q80L y R117H. La
sustitucion R117H confiere susceptibilidad reducida al TVR en el G1, tanto subtipo 1a como
1b (Martinez et al., 2017; Patifio-galindo et al., 2016), sin embargo, considerando que la
produccién de TVR ha sido discontinuada gracias a la disponibilidad de inhibidores de NS3
mas efectivos, esta RAS pareceria no ser relevante ya que no existen estudios que
demuestren resistencia cruzada a otros IPs. La sustitucion V55A genera resistencia a los
DAAs de primera generacion: TVR y BOC (Susser et al., 2009), asi como susceptibilidad
limitada al VOX si se halla junto a las sustituciones Q80R y D168E (Sorbo et al., 2018). La

sustitucion en la posicion 80, pero en esta ocasién la sustitucién Q80L, genera muy baja
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resistencia a PTV (Pilot-Matias et al., 2015), pero al encontrarse con otras RASs
complementarias se asocia a la resistencia a VOX (D168E; T54S + V55I) (Sorbo et al.,
2018). Es de relevancia tener presentes estas asociaciones que generan susceptibilidad
disminuida o resistencia al VOX, ya que, si bien esta droga no ha sido aprobada ain en
nuestro pais, podria en un futuro cercano constituir una opcion terapéutica real para los

pacientes uruguayos.

Es importante destacar que cuando se realizé la busqueda de RASs en las variantes que
componen la cuasiespecie, detectamos unicamente la R123G en un Unico clon. Esta
sustitucion emergid ante la presion selectiva de ASV en ensayos in vitro donde se pudo
constatar que presenta un muy bajo fitness (McPhee et al., 2012). Este bajo nivel replicativo
podria explicar por qué esta sustitucion fue encontrada en una Unica variante de uno de

nuestros pacientes.

Ademaés de las sustituciones asociadas a resistencia, se encontraron polimorfismos en
posiciones donde han sido reportadas previamente RASs (RAPs). Estas posiciones, donde
una cierta sustitucion genera resistencia a un determinado antiviral, muchas veces puede
presentar otros cambios aminoacidicos que no necesariamente estén vinculados a resistencia.
En este trabajo se detecto la sustitucion R117C (en esta misma posicion ha sido reportada la
RAS a TVR R117H) (Susser et al., 2012). La sustitucion R117C ha sido reportada
previamente en distintos relevamientos con una prevalencia de 0.6-3% (Altunok et al., 2016;
Martinez et al., 2017), la misma, si bien se ha propuesto como sustitucion potencial de
resistencia, no ha sido corroborada como RAS in vitro (Altunok et al., 2016). En cuanto a la
posicién A39, tres pacientes subtipo la presentaron sustituciones en esta posicion
(A39T/S/G), donde ha sido reportada la sustitucion A39V, la cual confiere resistencia in
vitro a un inhibidor antagonista del cofactor NS4A (Yang et al., 2008). Las RAPs A39T/S/G,
podrian ser de interés si se retomara el desarrollo de mas antagonistas del cofactor NS4A.
Contrario al caso de R117C, no se ha reportado dato alguno de prevalencia de estas
sustituciones, asi como tampoco se las ha vinculado a resistencia a antagonistas de este
cofactor. Estas RAPs fueron detectadas en las secuencias consenso de las cepas en estudio,

por lo que este hallazgo podria implicar que estas variantes no afectarian el fitness viral.
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En la posicion R117, el cambio de aa de la RAS reportada (R117H) es de uno béasico a uno
polar con cadena lateral con un grupo imidazol, mientras que la cisteina (R117C) es un aa
apolar con grupo sulfhidrilo, por tanto, ambos casos implican cambios bien distintos en las
propiedades fisicoquimicas de los aa. Por el contrario, para las RAPs A39T/S, existe mayor
conservacion de las cadenas laterales a pesar de ocurrir un cambio de aa apolar por uno polar,
mientras que en la RAP A39G se da un cambio entre aa apolares, del mismo modo que
sucede en la RAS A39V.

A nivel de variantes de la cuasiespecie se detectdé la RAP S122N; en esta posicion las
variantes resistentes son S122G/R/T. En este caso, se da un cambio entre aa polares, mientras
que en el caso de las RASs se pasa de un aa polar a otro apolar, basico o polar,
respectivamente. Aunque en la mayoria de las RAS se han visto cambios entre aa con
propiedades fisicoquimicas distintas, también se han reportado casos de RAS donde se dan
cambios entre aa de propiedades fisicoquimicas similares. En el caso del cambio S122N, las
propiedades de ambos aa, polares, son similares, y se ha reportado que esta sustitucion no
tiene efecto alguno en la accion del SMV (Lenz et al., 2015). De todos modos, es importante
destacar que, si la mayoria de las RASs reportadas involucran cambios en las propiedades
fisicoquimicas, es importante siempre tener presente los tipos de cambios que se dan en las
RAPs.

Hasta este punto, las distintas sustituciones se han considerado principalmente respecto a su
efecto sobre la principal funcién (proteasa) de NS3, pero la mayoria de las sustituciones
encontradas en este trabajo no parecen interferir en la unién entre los antivirales directos y
el sitio activo de la enzima. Este trabajo confirma el alto grado de conservacion de los aa
involucrados en la triada catalitica (H57, D81 y S139), dentro los cuales cualquier sustitucion
podria tener como consecuencia la pérdida de actividad de la misma, no permitiendo el
clivaje de las proteinas NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B v,
consecuentemente, no pudiendo generar proteinas virales funcionales (Bartenschlager &
Lohmann, 2000; Shang et al., 2014). Por otra parte, la conservacion a nivel de los aa que se
involucran en la union con el Zn es esencial a fin de brindar aporte estructural y funcional a

la enzima; y en lo que refiere a la region de contacto con NS4A (T3-Q9 y E32-T38) (Yan et
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al., 1998), la interaccion es indispensable para que NS3 lleve a cabo su actividad serin-

proteasa.

Dentro de las sustituciones no asociadas con resistencia se pudieron evidenciar algunas que
podrian estar interfiriendo con otras interacciones de NS3. Estas sustituciones se localizan
en regiones de NS3 involucradas en la interaccidn con el ion Zn, con la proteina viral y
cofactor de NS3, NS4A, y en la region de interaccion entre NS3 y la proteina celular
APOBEC3G.

En la proteina NS3, el &tomo de Zn esta coordinado por tres cisteinas del extremo C-terminal,
asi como también por un residuo de histidina mediante una molécula de agua. El Zn resulta
esencial en la hidrolisis de la union NS2/3 mediante la molécula de agua a la que se encuentra
ligado. Se desconoce si el efecto activador de la funcion de protedlisis es debido Unicamente
al correcto plegamiento de la proteasa NS3, desencadenado por la union a este ion, o si este
también puede interaccionar con NS2 (Bartenschlager, 1999; Bartenschlager & Lohmann,
2000; Wu et. al., 1998). Ha sido reportado que el sitio de union al Zn muestra una mayor
conservacion que el sitio catalitico de la proteasa NS3. En este trabajo, acorde a la gran
conservacion de estos aa, se encontraron en secuencias consenso Unicamente dos
sustituciones en aa proximos a la H149 (A150V y A151V). A nivel de variantes de las
cuasiespecies se identificaron sustituciones que involucran residuos de interaccién directa o
cercanos a la union con el zinc (C97Y y G100D). Cualquiera de estos cambios podria alterar
la interaccion entre NS3'y el ion Zn afectando la estabilidad de la proteina y generando virus
no viables. Sin embargo, se debe tener presente que el hecho de haber hallado aquellas
sustituciones en baja frecuencia dentro de la cuasiespecie, puede hablar de su baja o nula

capacidad replicativa, hecho que deberia ser probado experimentalmente.

Por otra parte y en referencia a la importancia de la interaccion de NS3 y su cofactor NS4A,
es importante resaltar que la actividad serin-proteasa de NS3 s6lo puede efectuarse en
presencia del cofactor. Como se menciond en la Introduccién, la proteina NS4A es
fundamental para estructurar los 30 residuos N-terminales de NS3, permitiendo la
funcionalidad de esta proteina (Shang et al., 2014). Asimismo, NS4A contribuye

posicionando al sustrato correctamente respecto a la triada catalitica, asegurando la
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eficiencia catalitica y la especificidad de sustrato (Raney et al., 2010). En este trabajo se
describe la presencia de sustituciones que mapean en o0 contiguas a aminoacidos
involucrados en la union al cofactor NS4A (S7A, V33l y A40T/G) las cuales podrian estar
alterando esta interaccion. Las sustituciones S7 y V33 se localizan dentro de los residuos N-
terminales de la proteasa involucrados en la union al cofactor NS4A (T3-Q9 y E32-T38),
mientras que el residuo A40, donde se encontraron las sustituciones A40T/G a nivel de las
secuencias consenso, se encuentra cercano al sitio de unién con el cofactor y adyacente a
una posicioén de interés, la posicion A39 (A39V confiere resistencia in vitro a un inhibidor

antagonista del cofactor NS4A, como fue mencionado anteriormente).

Por ultimo, este trabajo identifico la presencia de las sustituciones T550A y T550V (en dos
secuencias consenso), las cuales se localizan en una de las regiones de NS3 que interacciona
con la enzima celular APOBEC3G. APOBEC3G es una enzima citidina deaminasa que
restringe la replicacion de muchos virus ARN, como VIH o VHC; por tanto, es un factor de
la inmunidad innata ante la infeccién por VHC. Si bien se ha corroborado la actividad
inhibitoria de APOBEC3G contra este virus, el mecanismo molecular por el cual esto ocurre
permanece aun desconocido. La porcion C-terminal de esta enzima celular se une
directamente con la porcion C-terminal de NS3, reduciendo su actividad helicasa y por tanto
la replicacién viral (Zhu et al., 2015). El hallazgo de sustituciones a nivel de estas regiones
podria estar evidenciando la emergencia de cepas naturales que evadan la accion de
APOBECS3G. Esto resulta interesante ya que APOBEC3G ha sido postulado como un
potencial agente terapéutico, tanto solo como en terapias en combinacion con inhibidores de
la proteasa. Por lo tanto, las sustituciones en los residuos de NS3 involucrados en esta
interaccion se tornan de especial interés por posibles interferencias en la interaccion
APOBEC3G-NS3 (Peng et al., 2011; Zhu et al., 2015), y que puedan potencialmente estar

colaborando en el establecimiento de la cronicidad.

Seria interesante tener presentes a todas estas sustituciones a la hora de pensar nuevas
estrategias de cara al tratamiento de cada paciente, mas alla de los inhibidores de la proteasa,
ya que un estudio mas profundo de estas sustituciones podria validar el potencial de las
proteinas involucradas como nuevos blancos terapéuticos. En el caso de NS4A, existen ya

antecedentes de desarrollos de drogas antagonistas al cofactor que luego fueron
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discontinuadas (Yang et al., 2008), por lo que, rever estos procesos y la forma en la que
fueron evaluados podria indicar el camino hacia nuevos desarrollos en este tipo de drogas
antagonistas. Por su parte, respecto a la utilizacion de APOBEC3G como agente terapéutico,
parece ser bastante prometedor, incluso tomando en cuenta que el mecanismo molecular por
el cual actda contra VHC es desconocido, pero dado que actla contra diversos virus ARN,
incluso VIH, las posibilidades de investigacion pueden ser amplias. Incluso podria pensarse
en evaluar la busqueda de estos nuevos blancos terapéuticos (NS4A) o agentes terapéuticos
(APOBEC3G) no s6lo como la busqueda de alternativas a los actuales DAAS, sino también

como complemento a estas terapias.

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman la alta variabilidad genética de este virus,
reflejada en una gran variabilidad a nivel de la region que codifica para NS3, lo cual se
traduce en un alto nimero de sustituciones aminoacidicas a nivel de la proteina. Si bien las
regiones fundamentales para la accion enzimatica de esta proteina se encuentran muy
conservadas, se puede observar un gran nimero de sustituciones; algunas sin importancia

funcional aparente asi como otras vinculadas a resistencia.

En lo que refiere a las sustituciones de resistencia, poder conocer el patron de resistencia
basal en circulacion en nuestro pais podra contribuir a identificar los tratamientos mas
efectivos para nuestra poblacion. Como se mencion6 anteriormente, Uruguay ha aprobado
al momento, Unicamente, las drogas PTV (en combinacion con OBV y Dasasbuvir - Viekira
Pak) y la combinacién de LDV con SOF. Este trabajo evidencio la existencia de cepas virales
naturales con RASs que confieren susceptibilidad disminuida al PTV (Q80L y Q80K)
(Echeverria et al., 2016; Pilot-Matias et al., 2015); asimismo, se hallé la sustitucion P334S,
la cual ha sido detectada como emergente en pacientes recaedores y no respondedores al
tratamiento con Viekira Pak.

A lo largo de los afios, se ha planteado la posibilidad de que la identificacion de RASs en la
regién NS3 de VHC, asi como también en las regiones NS5A y NS5B, podria proveer de
informacion valiosa para los médicos tratantes a la hora de tomar una decision terapéutica.
Hoy en dia, se sabe que mediante la utilizacion de estas terapias de combinaciones de DAAS

se alcanzan altos niveles de RVS, aln en algunos casos en que se halle una sustitucion que
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confiera altos niveles de resistencia, cuando el tratamiento se realiza de forma adecuada
(Forton, 2016). La RVS dependera también de otros factores, como ser la presencia o no de
cirrosis asi como con qué genotipo se encuentra infectado el paciente. Actualmente existe
un gran debate con respecto a la utilidad de la identificacion de RASs en pacientes naive
como herramienta predictora de respuesta al tratamiento. Por un lado tenemos el alto costo
de estos nuevos medicamentos y la poca accesibilidad a estos en paises en via de desarrollo,
y por otro: el costo que implica el screening de las RASs (Palanisamy et al., 2018). En este
punto, la discusion en paises como Uruguay se deberia centrar en, si frente a pacientes que
necesiten de estas drogas de alto costo (las cuales actualmente no son financiadas por el FNR
para todos los pacientes), el estudio previo de estas RASs podria ser una guia para el médico
tratante a fin de seleccionar la mejor droga y de esta forma optimizar los recursos

econdmicos.

Analisis de localizacion de las sustituciones encontradas en cepas de VHC subtipo 1a,

no reportadas a priori como resistentes, en la estructura secundaria y terciaria de NS3

Ademas de las sustituciones mencionadas anteriormente (RASs, RAPs y de interés en
interacciones de NS3), se han encontrado otras sustituciones sin importancia funcional
aparente. A fin de determinar su localizacion y posible implicancia en la generacion de
resistencia, se realiz6 el mapeo de las mismas tanto a nivel de la estructura secundaria como
terciaria de NS3.

Como se describe en la seccion Resultados, las sustituciones identificadas en esta tesis se
localizan a lo largo de toda la estructura secundaria de la proteina, a nivel de diferentes tipos
de estructuras: hojas B, hélices a e inclusive giros 3 estrictos. Dentro de estas sustituciones,
las que resultaron ser mas interesantes fueron la P67S y la P334H/S. En el caso de estas
sustituciones se pierde una de las prolinas de los giros 3 estrictos, aa esencial para este tipo
de conformaciones, pudiendo alterar de alguna forma la estructura final de NS3 debido a un
plegamiento anormal a nivel de estas estructuras (Krieger, Moglich & Kiefhaber, 2005;
Miuller et al., 1993). La prolina se diferencia de otros aa en que posee un anillo tipo

pirrolidina, este anillo de cinco lados se encuentra conectado al carbono B, por lo que los
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angulos ¥ alrededor del enlace peptidico tienen limitada su rotacion y, por tanto, las
conformaciones de la cadena lateral. Este aa generalmente actda rompiendo la hélice debido
a la ausencia de un grupo amino disponible para la formacion de un puente de hidrogeno.
Dado que las prolinas reducen los grados conformacionales de libertad en la mayoria de los
polipéptidos, incrementan la termo-estabilizacion y la cooperatividad durante el plegamiento
proteico (Watanabe & Suzuki, 1998), se ha demostrado que al aumentarse estos residuos en
los giros cerrados, no se modifica significativamente la estructura secundaria o su funcién
(Takor et al., 2015). Sin embargo, las sustituciones halladas en los giros B estrictos (P67S y
la P334H/S) generarian el efecto contrario ya que se estarian removiendo prolinas. Por tanto,

dichas variantes podrian afectar negativamente la estructura de la proteasa NS3.

Asimismo, a fin de caracterizar mas en profundidad las sustituciones encontradas, se realizo
su mapeo en la estructura terciaria de NS3. Estos estudios mostraron que la mayoria de las
sustituciones identificadas en este trabajo localizan en la superficie de la proteina, alejadas
de la triada y por ende con poca probabilidad de generar resistencia. Este hecho era
esperable, ya que cambios aminoacidicos en regiones de importancia funcional generarian
virus no replicativos o con baja eficiencia de replicacion, por lo que estas regiones son, en
general, las que se evidencian como mas conservadas. Estas observaciones nos confirman la
gran conservacion existente a nivel de la triada catalitica y a nivel de aa fundamentales en la
mantencion de la estructura proteica. Las sustituciones a priori no reportadas como
resistentes parecen, efectivamente, no revertir gran importancia en lo que respecta a la
interaccion de la proteasa con los antivirales directos ya que localizan en la superficie

proteica.

Habitualmente, los residuos que se encuentran en la superficie de una proteina toleran ser
sustituidos, dado que los sitios expuestos en el estado nativo se encontrarian también
expuestos en el estado desnaturalizado; la sustitucién no afectaria la estabilidad de la
proteina. De hecho, los cambios energéticos de estas sustituciones han sido reportados como
menores en comparacion con aquellos que ocurren en el interior de la proteina (Bowie et al.,
1990; Reidhaar-Olson & Sauer, 1988; Rennell et al., 1991).

Las sustituciones en posiciones expuestas al disolvente pueden llevar a cambios en las

contribuciones de los factores de estabilizacion proteica (hidrofobicidad, interaccion
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electrostatica, enlaces de hidrégeno, entropia conformacional) (Funahashi et al., 2000).
Estudios de mutagénesis a nivel de la superficie de una proteina evidenciaron que se afecta
su estabilidad de diversas formas (Herrmann & Bowler, 1997; Pakula & Sauer, 1990; Perl
et al., 2000; Tamura & Sturtevant, 1995; Van den Burg et al., 1994). Por ejemplo, cuando
un aa en un sitio hiperexpuesto en la superficie se sustituye por un aa hidrofébico, la proteina
puede desestabilizarse a causa de un aumento de la hidrofobicidad (Pakula & Sauer, 1990).
Aunque también existen grupos de trabajo que han publicado respecto a los efectos
estabilizadores de este tipo de sustituciones (Tisi & Evans, 1995; Van den Burg et al., 1994).
Estos resultados sugieren que los efectos de las sustituciones en la superficie de las proteinas
sobre la estabilidad conformacional cambian de forma diversa, dependiendo del entorno de
los sitios de mutacion (Funahashi et al., 2000), por lo cual, estudios in vitro y ex vivo deberian
de llevarse a cabo en caso de querer determinar los efectos de las sustituciones encontradas

sobre la estructura y funcion de NS3/4A.

Estudio de la diversidad de las cuasiespecies de NS3 de cepas de VHC genotipo 1a

Los andlisis genotipicos para identificar RASs incluyen a la secuenciacién poblacional asi
como también la secuenciacion de nueva generacion (NGS, por su sigla en inglés: Next
Generation Sequencing). Estas técnicas difieren en la habilidad de detectar una mutacion
especifica dentro de la nube de cuasiespecies virales infectantes. La secuenciacion
poblacional detecta s6lo aquellas variantes que se encuentran representadas en mas de un
15-20% de la cuasiespecie mientras que la NGS permite detectar incluso aquellas presentes

en 0,1-1% de las variantes.

Si bien se ha determinado en ensayos clinicos que solo las RASs presentes en proporciones
mayores al 15% son las clinicamente relevantes (Sorbo et al., 2018), existe una infinidad de
variantes minoritarias, algunas de las cuales pueden contener RASs, que pueden,
eventualmente y frente a alguna presion selectiva, emerger hasta ser las predominantes.
Como se mencion0 anteriormente, la dinamica de las cuasiespecies virales permite la
adaptacion frente a diferentes presiones selectivas, un ejemplo de esto es la exposicion de

una determinada poblacién viral a un cierto DAA, lo que generara que aquellas variantes
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virales con susceptibilidad reducida sean probablemente las variantes seleccionadas y
determinen un fenotipo resistente a la droga empleada. La inhibicion completa de los virus
wild type sensibles al DAA permitira entonces que las variantes con susceptibilidad
disminuida crezcan rdpidamente (Pawlotsky, 2016).

En este trabajo se propuso estudiar la diversidad de las cuasiespecies virales por clonado,
con el fin de estudiar aquellas variantes que se encontraban presentes en frecuencias menores
a las detectadas por secuenciacion poblacional. Con este propdésito se seleccionaron 3
muestras del subtipo 1a que a nivel de sus secuencias consenso no presentaban RASs a
inhibidores de la proteasa (muestras 624, 983 y 1019).

Como se menciona en la seccion Materiales y Métodos, una vez amplificada la region de
interés, esta fue clonada y el vector introducido en bacterias competentes para
posteriormente seleccionar 100 colonias de cada una de las muestras. Uno de los principales
problemas al que nos enfrentamos en esta etapa fue que solamente entre un 29% y un 54%
de las colonias seleccionadas (colonias blancas) contenian el inserto de interés. Esto
evidenciaba un posible problema en la a-complementacion, ya que las colonias deberian de
haberse coloreado de azul. Ante esta situacion y con el objetivo de diagnosticar el origen del
mal funcionamiento, se realizaron multiples aproximaciones que incluyeron desde renovar
todos los reactivos a utilizar nuevas células competentes. Los resultados de los ensayos
realizados nos llevaron a la conclusion de que el problema era inherente a la cepa bacteriana
utilizada, ya que la misma parecia haber perdido el episoma que codifica para el péptido w.
Esto puede ser debido a que se trabajo con un stock de células no comerciales, las cuales han
pasado por multiples ciclos de descongelamiento y expansiones sin presion selectiva (para
conservar el episoma) previo a la generacion de las células competentes utilizadas para los

ensayos de clonacion.

Mas alla de los inconvenientes que se presentaron en esta instancia del trabajo, se pudo
obtener un buen nimero de clones como para continuar con el protocolo planteado. En esta
etapa los estudios evidenciaron que la mayoria de las variantes dentro de la cuasiespecies
presentaban la misma secuencia que su consenso (79,3%, 55,6% Yy 66,7% de los clones para

cada una de las tres muestras analizadas) y se encontraron relativamente pocos cambios,
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donde los mas relevantes fueron: la RAS R123G, la RAP S122N vy las sustituciones
involucradas en la interaccion con el zinc o contiguas a los residuos de esta interaccion
(C97Y y G100D, respectivamente), como se describid en la seccidn anterior. Como ya se ha
mencionado en el presente trabajo, ante las bajas frecuencias pero sin haber analizado sus
capacidades replicativas (a excepcion de la RAS R123G, como se mencionara en la proxima
seccion), no se puede descartar que sean variantes de poco fitness que hayan sido generadas
en un momento dado de la infeccion, pero que puedan replicar de forma ineficiente y generar

poca 0 ninguna progenie.

El hecho de que la RAS R123G se hallara Gnicamente en una variante de baja frecuencia,
podria indicar que estos pacientes serian buenos candidatos para ser tratados con distintos
IPs, pero para el caso de la indicacion del Viekira Pak seria necesario el analisis previo de
las secuencias de NS5A y NS5B para la basqueda de RASs a DAAs dirigidas a estas
proteinas. Esto indica que la secuenciacion poblacional y su posterior analisis para la
busqueda de RASs serian suficientes para evaluar el tratamiento terapéutico al cual el
paciente deberia ser sometido. Igualmente, seria oportuno darle seguimiento a un mayor
namero pacientes bajo este mismo protocolo (analisis de variantes de menor frecuencia de
la cuasiespecies de aquellas muestras que no presentaron RASS en su secuencias consenso)
para establecer claramente si esto sucede también en otros casos y evaluar el costo-beneficio
de la realizacion de este analisis de variantes de menor frecuencia en la cuasiespecie a la

hora de una decision terapéutica.

El estudio mediante clonado permitio visualizar con claridad posiciones polimorficas, que
en la secuencia consenso se revelaban por picos dobles en primeras y segundas posiciones
del codon, generando asi la traduccion de aa diferentes. Un porcentaje importante (16-39%)
de polimorfismos han sido reportados en la secuencia de NS3 de todos los genotipos (Vallet
et al., 2011), lo que hace a la necesidad de la generacion de secuencias consenso mundiales
(tal como se realizd en esta tesis) a la hora de analizar la presencia de sustituciones y que

estas no se confundan con variaciones debidas a la diversificacion del virus.

Por otra parte, los estudios de MDS nos permitieron evidenciar, como era de esperar, que las

variantes que componen la cuasiespecie de cada una de las cepas subtipo la seleccionadas
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(624, 983 y 1019) se encuentran genéticamente mas relacionadas entre si que con las
variantes de las otras cepas. Esto refleja la circulacion de poblaciones bien diferenciadas en
cada paciente, lo cual evidencia una evolucién viral distinta dependiendo de caracteristicas

virales y del hospedero.

La tendencia de heterogeneidad observada en la composicion aminoacidica se vio en parte
también en las distancias nucleotidicas entre las distintas variantes de las cuasiespecies de
cada una de las muestras. Para el caso de la muestra 624, los cambios nucleotidicos, al igual
que los aminoacidicos, fueron pocos. Para las muestras 983 y 1019, en cambio, se vio mayor
variabilidad. Es importante recordar que la variabilidad nucleotidica no siempre se ve
reflejada en cambios de aa, ya que s6lo habra cambio aminoacidico si hay cambios en las

primeras y segundas posiciones de los codones.

En el presente trabajo, cada una de las cuasiespecies, asi como también las variantes
mayoritarias, muestran diversas sustituciones, donde la mayoria implican cambios entre aa
de igual polaridad seguidos de aquellos que varian entre aa polares y apolares. En el caso de
éstos Ultimos, donde podria verse involucrado un cambio en la hidrofobicidad, deberia
examinarse a mayor profundidad asi como también cuantitativamente, involucrando cada

vez un mayor nimero de cambios aminoacidicos a evaluar.

Estudios de Docking molecular

En la proteasa NS3/4A, la union de alta afinidad al ligando se caracteriza por la formacion
de una red electrostatica que se expande involucrando a los residuos D81, R155, D168 y
R123. La interaccion R155-D168 es esencial para mantener la superficie electrostatica que
posicionara a los ligandos para uniones de alta afinidad. La interrupcién y reordenamiento
de esta interaccion electrostatica subyace al mecanismo de resistencia de muchos inhibidores
de la proteasa, incluyendo ASV, vanoprevir y danoprevir en el G1. La cadena lateral de
D168 se desplaza hacia R123 para la interaccion electrostatica (Soumana et al., 2016). Segun
reportes recientes (Ozen, Sherman & Schiffer, 2013), la interaccion R123-D168 se observé
en el 30% de los complejos con ASV y vanoprevir, por lo que resulta interesante ahondar en
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el rol de R123 en la estabilidad de la red, asi como también conocer si el PTV afecta dicha

red.

La RAS R123G, sustitucién emergente ante la presion selectiva de ASV y que en los estudios
de clonado fue encontrada en un unico clon proveniente de un Unico paciente, presenta muy
bajo fitness (McPhee et al., 2012). Este paciente nunca habia sido tratado con ASV, por
tanto, esta variante tan ineficiente a nivel replicativo solamente puede surgir en baja
frecuencia, y en ausencia de presion selectiva no tiene la capacidad de emerger y predominar
en la cuasiespecie. A pesar del bajo fitness viral reportado, se encontrd a esta RAS interesante
para continuar con el objetivo de estudiar si podria afectar la union del PTV a NS3, dada su
resistencia a ASV y teniendo presente que es un residuo involucrado en la generacion de la

red electrostatica para la union de alta afinidad a los ligandos.

Para poder analizar si la sustitucion R123G podria afectar la unién del PTV con la proteasa
y a modo de evaluar una posible herramienta de screening inicial de RASSs, se procedio a
realizar el docking molecular. Este estudio fue realizado utilizando la estructura 3D de NS3
4A92 (Schiering et al., 2011) con el antiviral macrociclico acilsulfonamida aprobado en
nuestro pais, PTV (McCauley & Rudd, 2016), en tres condiciones diferentes: sin mutar
(Figura 28), mutando D168Y (Figura 29) y mutando con la sustitucion de interés R123G
(Figura 30).

Tras realizarse el docking molecular en las tres condiciones mencionadas, qued6 en
evidencia que en la condicion resistente (D168Y) y en la condicion a evaluar (R123G) habia
aumento en las distancias evaluadas (Tabla 5) entre el PTV y las posiciones ensayadas
(Figuras 28, 29 y 30), asi como un posicionamiento del PTV respecto al sitio de union de
NS3 completamente diferente.

Estos resultados darian la pauta de que ensayos de docking molecular podrian efectivamente
ser Gtiles como screening de posibles sustituciones de resistencia, dado que permitio ver
indicios respecto a las sustituciones y sus posibles efectos sobre la union, en este caso al
PTV, en el sentido que se hallaron resultados similares al comparar la mutagénesis D168Y
(condicion resistente) con la R123G (condicidn de interés). El posicionamiento diferencial

de PTV alejado de la triada catalitica podria indicar que la droga no es capaz de unirse
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correctamente para ejercer su accion. Estas suposiciones podrian confirmarse, por una parte,
con ensayos mas profundos de modelado que permitan tener en cuenta la red de interacciones
electrostaticas que se genera por la unién de alta afinidad entre la NS3 y su ligando, pero
fundamentalmente, tras ensayos ex vivo, los cuales permitirian evaluar también el fitness
viral de la variante R123G respecto a la presion selectiva del PTV. En conclusion, el docking
molecular mostré ser un buen abordaje como un screening inicial de sustituciones para
evaluar su potencial como nuevas sustituciones de resistencia, previo a embarcarse en

ensayos ex vivo con replicones.
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7. Conclusiones
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El presente trabajo tuvo como objetivo el estudio de la variabilidad genética del gen que
codifica para la serin-proteasa NS3 de VHC en pacientes uruguayos infectados cronicamente
y naive al tratamiento con DAAs. A continuacion se describen las principales conclusiones
obtenidas en el marco de este trabajo:

e Se logro la puesta a punto de tres metodologias diferentes para obtener las secuencias
nucleotidicas de la region que codifica para NS3 del genoma de VHC.

e Este estudio confirma, una vez més, la predominancia de circulacion del genotipo 1
de VHC en nuestro pais.

e Se evidencid una firma de secuencia aminoacidica caracteristica de las cepas de
nuestra regién respecto a aquellas del resto del mundo, lo cual estaria indicando una
diversificacion local de VHC.

e Se establecio por primera vez la presencia y frecuencia de sustituciones asociadas a
resistencia a nivel de NS3 en cepas de VHC aisladas de pacientes uruguayos
cronicamente infectados naive al tratamiento. El 26,6% de los pacientes presentaron
sustituciones asociadas con resistencia in vivo e in vitro a IPs de primera, segunda y
tercera generacion.

e Se detect6 ademas la presencia de sustituciones, que si bien no han sido reportadas
como resistentes, se ubican en posiciones donde otra sustitucion ha sido asociada a
resistencia (RAPS).

e Losestudios de mapeo de las sustituciones encontradas muestran que la gran mayoria
caen en la superficie proteica, confirmando la gran conservacion de las regiones
funcionales fundamentales como son la triada catalitica y las regiones de interaccion
con el cofactor NS4A y el ion Zn.

e En el estudio de la diversidad de las cuasiespecies de NS3 de VHC genotipo 1a, se
constatd la presencia de variantes virales con diversas sustituciones, no detectandose
en ninguno de los casos estudiados variantes con RASs a IPs a excepcion de la
sustitucion R123G.

e Se detectaron también, en baja frecuencia, sustituciones que no han sido asociadas a

priori con resistencia a DAAS, pero que se ubican en regiones claves para la
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funcionalidad de esta proteina, como son las regiones de contacto con el cofactor
NS4A, con el ion Zn o con la enzima celular APOBEC3G.

Los estudios de docking molecular mostraron que la sustitucion R123G, reportada
como resistente al ASV, también podria afectar la union del PTV. Esta metodologia
in silico podria representar un abordaje de screening inicial de sustituciones de
resistencia.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la alta variabilidad genética de
VHC, reflejada en una gran diversidad a nivel de la region que codifica para NS3,

evidenciada por el hallazgo de numerosas sustituciones a nivel de esta region.



8. Perspectivas
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Como perspectivas de esta tesis se plantea:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Realizar el estudio en un nimero mayor de pacientes a fin de poder establecer
certeramente la frecuencia y tipos de RASs circulantes en nuestro pais.

Realizar estudios de las variantes de la cuasiespecie por secuenciacion masiva a fin
de poder estudiar variantes minoritarias (frecuencia menor al 1%) y efectivamente
poder evidenciar la presencia de RAS en estas poblaciones.

Los estudios a nivel de la region NS3 podrian complementarse con estudios de
variabilidad genética en las otras regiones que codifican para las otras proteinas
frente a las cuales se han desarrollado otros DAAs.

Asimismo, el hallazgo de otras sustituciones abre las puertas al estudio de mutantes
de evasion como pueden ser aquellos en los que se encuentran mutados el sitio de
union de la proteina APOBEC3G.

Por otra parte, seria de interés realizar estudios in silico e in vitro a fin de evaluar en
mas profundidad el efecto de las sustituciones a nivel de las prolinas de los giros
estrictos en la conformacion, funcionalidad y estabilidad de la proteina.

Mediante los estudios de docking molecular se plantea la potencial resistencia de la
sustitucion R123G al tratamiento con PTV, este hecho debera ser evaluado en méas
profundidad con ensayos in silico mas robustos y ensayos ex vivo con replicones de
VHC y la droga en cuestion.

Seria de gran interés ademas realizar mas estudios a fin de corroborar el potencial
uso del docking molecular como herramienta de screening inicial para evaluar

posibles sustituciones de resistencia.
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Tabla Suplementaria 1. NiUmero de acceso de las secuencias de NS3 de VHC

representativas de cada genotipo utilizadas para realizar el arbol filogenético.

la Brasil EF032886
China KC844049
Alemania EU256107
Japdn D10749
USA AF009606
USA EU155213
USA EU155214
USA EU155233
USA EU155238
1b Brasil EF032892
Alemania AJ132996
Alemania AJ238799
Corea del Sur uoi214
Corea del Sur U16362
Rusia AF176573
Suiza EU155359
Taiwan DQ071885
USA EU155264
1c China KC844047
India AY051292
Indonesia D14853
2a China KF676352
Dinamarca KC967476
Japon AB047639
Japon AY746460
Japon AB690460
USA KF700370
2b Dinamarca JQ745651
Francia KC197226
Japon D10988
Japon AB559564
USA DQ430815
USA DQ430817
3a China KC844041
India GQ275355
India 1Q717260
Irlanda 1Q514563
Nueva Zelanda D17763
USA AY956467

3b China 1Q065709



China KC844044
India DQ284965
Japdn D49374
4a Egipto Y11604
Egipto DQ988073
Francia GU085486
Japdn AB795432
Espafia DQ516084
5a China KC844046
Francia GU085487
Sudéfrica KC767831
Sudéfrica KC767833
Reino Unido Y13184
6a China HQ912954
China KC844037
Hong Kong AY859526
Hong Kong DQ480513
Hong Kong DQ480512
7a Canada EF108306
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Tabla Suplementaria 2. Secuencias de NS3 utilizadas para generar la secuencia 1a

consenso mundial, referencia de los analisis de sustituciones.

USA AF009606 EU155236 EU255966
DQ889252 EU155237 EU255967
DQ838739 EU155238 EU255968
DQ838745 EU155338 EU255969
DQ889262 EU155339 EU255970
DQ889263 EU155340 EU255971
DQ889267 EU155341 EU255973
DQ889280 EU155342 EU255975
DQ889291 EU155343 EU781746
DQ889292 EU155344 EU862827
DQ889301 EU234063 F1024274
DQ889303 EU234064 F1024275
DQ889319 EU234065 FJ390394
EF032883 EU255935 JX463525
EF032884 EU255936 JX463526
EF032885 EU255937 JX463530
EU155214 EU255942 JX463586
EU155215 EU255965

Brasil EF032886 EF032896 EF032900
EF032887 EF032898

Alemania EU482873 EU687194 10914274
EU256107 EU687195 10914272
EU482832 EU862824 Q914273
EU687193 EU862832 KC155254

Espafia DQ068178 DQ068180 DQ068182
DQ068179 DQ068181

Suiza EU155345 EU482854 EU482858
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EU155346 EU482857 EU660385
EU155350 EU255943 EU155352
EU256071 EU255944 EU155355
EU256073 EU255945 EU862836
EU482853 EU255946 EU255947

Italia JN704198 JN704293

Australia JQ417894 JX437292

Nueva Zelanda 1X437282 JX437299

Japén D10749

China KC844049

No documentado EU781805 EU781809 AJ278830
EU781807 AB520610 EU781810

EU781811
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Tabla Suplementaria 3. Secuencias de NS3 utilizadas para generar la secuencia 1b consenso

mundial, referencia de los andlisis de sustituciones.

USA EF407459 EU155218 EU155332
EF407460 EU155219 EU155334
EF407470 EU155224 FJ024086
EF407471 EU155235 F1024277
EFA07472 EU155262 FJ390397
EF407483 EU155263 FJ390398
EF407485 EU155325 F1478453
EF407498 EU155326 HQ110091
EF407500 EU155330
EU155217 EU155331

EF032894

Brasil EF032892 EF032893

Alemania AJ238799 EU155381 U45476
AJ132997 EU482833

Suiza EU155356 EU155361 EU155368
EU155357 EU155362 EU155376
EU155358 EU155363 EU482875
EU155360 EU155364

Irlanda AB154177 AB154180 AB154191
AB154178 AB154181 AB154192
AB154179 AB154190 AB154193

Francia JN120912

Turquia AF483269

Rusia AF176573 AY587844

Japén AB049087 AF165046 AF207754
AB049088 AF165054 D50481
AB249644 M58335 D50482

AB429050 X61596 D89815
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AF165045 AF207753 D50480

China AY587016 GU451220 HQ639947
D10934 GU451223 KC844051
GU451218 GU451224 KC844052
GU451219 HQ639946 L02836

Taiwan M84754 DQ071885

Corea del Sur u01214 U16362

Australia AJ0O00009

No documentado M96362 D85516 EU781830
AB080299 D30613 EU781831
EU781825 D45172 AB691953
EU781826 AF313916 AB779562
EU781827 AF356827 AB779679
EU781828 EU781829
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Tabla Suplementaria 4. Accession numbers de las secuencias de NS3 de VHC utilizadas en

el andlisis de VESPA.

Pais

GenBank Accession Nr

Australia Q417894 1X437346 1X437308
EF139671 JX437348 JX437311
EF139676 1X437342 1X437323
EF139683 EF139657 1X437357
EF139695 EF139658 1X437361
EF139759 1X437292
EF139773 1X437307

Nueva Zelanda 1X437293 JX437331 1X437289
1X437294 1X437339 1X437290
1X437295 1X437340 1X437291
1X437298 1X437344 1X437364
1X437300 1X437345 1X437365
1X437301 1X437359 1X437367
1X437302 1X437362 1X437282
JX437330 1X437283 1X437299

Alemania EU482873 1914274 EU155378
EU256107 ja914272 EU155379
EU482832 1Q914273 EU155380
EU687193 KC155254 EU256106
EU687195 EU687194 EU482831
EU862832 EU862824 EU862833

Espafia DQO68178 DQO68180 DQ068182
DQO68179 DQO68181

Italia IJN704198
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Italia JN704293

Suiza EU256071 EU155352 EU862836
EU256073 EU155345 EU255947
EU482853 EU155346 EU255929
EU482854 EU155350 EU256069
EU255943 EU482857 EU155348
EU255945 EU255944 EU155349
EU255946 EU660385 EU255930
EU482858 EU155355

USA EU781802 EU255967 EF032883
EU781799 EU255975 EU155214
EU781790 EU862827 EU155215
DQ889291 F1024275 EU155236
EU781770 FJ390394 EU155342
EF032884 JX463525 EU155344
EF032885 JX463526 EU234063
EU155237 JX463530 EU234064
EU155238 JX463586 EU234065
EU155338 AF009606 EU255937
EU155339 DQ838739 EU255965
EU155340 DQ838745 EU255966
EU155341 EU781798 EU255968
EU155343 DQ889263 EU255969
EU255935 EU781764 EU255970
EU255936 EU781765 EU781746
EU255942 EU781778 F1024274

Chipre HQ537007

Japon D10749

China KC844049


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781799
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781770
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU781778
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Brasil EF032886 EF032891 EF032899
EF032887 EF032895 EF032900
EF032889 EF032896 EF032897
EF032890 EF032898

Uruguay KX247138 KX236175 KX247143
KX247142 KX247137 KX247135
KX236177 KX236172 KX247139
KX247141 KX247131 KX236171
KX236173 KX247140 KX247132

KX236174 KX247136 KX236176
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Figura Suplementaria 1. Cromatograma de la secuenciacion poblacional (consenso) de la muestra 983. Se recuadra con linea negra
punteada la posicién del nucledtido 142, donde se evidencia un doble pico en la primera posicidn del codén codificante para el aa de la
posicion 48, lo cual hace a esta posicion polimérfica.
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Hepatitis C virus (HCV) is a major cause of global morbidity and mortality, with an estimated 130-150
million infected individuals worldwide. HCV is a leading cause of chronic liver diseases including cirrho-
sis and hepatocellular carcinoma. Current treatment options in developing countries involve pegylated
interferon-a and ribavirin as dual therapy or in combination with one or more direct-acting antiviral
agents (DAA). The emergence of resistance-associated variants (RAVs) after treatment reveals the great
variability of this virus leading to a great difficulty in developing effective antiviral strategies. Baseline
RAVs detected in DAA treatment-naive HCV-infected patients could be of great importance for clinical
management and outcome prediction. Although the frequency of naturally occurring HCV NS3 protease
inhibitor mutations has been addressed in many countries, there are only a few reports on their preva-
lence inSouth America. In this study, we investigated the presence of RAVs in the HCV NS3 serine protease
region by analysing a cohortofUruguayan patients with chronic hepatitis C whohad not been treated with
any DAAs and compare them with the results found for other South American countries. The results of
these studies revealed that naturally occurring mutations conferring resistance to NS3 inhibitors existin
a substantial proportion of Uruguayan treatment-naive patients infected with HCV genotype 1 enrolled
in these studies. The identification of these baseline RAVs could be of great importance for patients
management and outcome prediction in developing countries.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

contains a single open-reading frame and encodes a unique
polyprotein that is processed to yield ten structural (core, E1 and

Hepatitis C virus (HCV) is a significant human pathogen affect-
ing nearly 3% of the world's population, and is a leading cause of
chronic liver diseases including cirrhosis and hepatocellular car-
cinoma. Infections with HCV have become a major cause of liver
cancer and one of the most common indications for liver trans-
plantation (Hoofnagle, 2002; Martin et al., 2013; Pawlotsky, 2003;
Simmonds, 2004; World Health Organization, 2015).

HCV belongs to the family Flaviviridae and has a single stranded
positive sense RNA genome that is 9.6 kb in length. This genome

* Corr ing author at: Lab io de Virologia Molecular, Centro de Inves-
tigaciones Nucleares, Facultad de Ciencias, Universidad de la Repiiblica, Mataojo
2055, 11400 Montevideo, Uruguay.

E-mail address: pmoreno@cin.edu.uy (P. Moreno).

1 both authors contributed equally to this work.

http://dx.doi.org/10.1016/j.virusres.2016.07.008
0168-1702/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

E2)and non-structural (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A and NS5B)
proteins (Scheel and Rice, 2013).

The higherror rate of the viral RNA-dependent RNA-polymerase
and the pressure exerted by the host immune system, have driven
the evolution of HCV towards the development of a global diversity
that reveals the existence of seven genetic lineages (genotypes 1-7)
and more than 67 subtypes (Smith et al., 2014). Subtypes 1a, 1b
and 3a are widely distributed and account for the vast majority
of infections in Western countries including the South American
region (World Health Organization, 2015).

HCV NS3 proteinis responsible for processing the non-structural
region of the viral polyprotein. NS3 is a bifunctional protein with
an amino-terminal domain exhibitinga zinc-dependent serine pro-
tease activity, and a carboxyl-terminal one with helicase activity
(Bartenschlager and Lohmann, 2000).
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With the advent of direct antiviral agents (DAAs) for the treat-
ment of HCV infections, there is a need to monitor the emergence of
resistance-associated variants before and after treatment (Fonseca-
Coronado et al., 2012). Although the most recent DAAs increase
response rates and allow shortened and simplified regimens, the
emergence of genetic variants that could induce changes inthe drug
binging properties of these compounds, and by doing so, generate
resistant phenotypes, isa matter of concern and may jeopardize the
effectiveness of DAAs (Wyles, 2013). These resistance-associated
variants (RAVs) usually emerge after a few days of DAA treat-
ment and have been accounted responsible for the failure or hypo
responsiveness to treatment. Moreover, they can also be detected
in HCV-infected treatment-naive patients (Applegate et al., 2015).

The circulation of DAAs resistance mutations in treatment-
naive patients has not been reported in depth in South America,
with the exception of Brazil (de Carvalho et al., 2014; Lisboa-Neto
et al.,, 2015; Peres-da-Silva et al., 2012; Zeminian et al., 2013) and
Argentina (Sede et al., 2015).

Itis extremely important for low income countries, like Uruguay
and other South American countries, to determine the presence of
naturally occurring RAVs prior to the incorporation of these expen-
sive DAAs regimens to treat HCV-infected patients.

Inthis study, we investigated the presence of resistance variants
to protease inhibitors (PIs) in the HCV NS3 serine protease region,
by analysing a cohort of Uruguayan patients with chronic hepatitis
C who had not been treated with any DAAs.

2. Materials and methods
2.1. Patients and clinical samples

Serum samples were obtained from 20 patients with serological
markers for HCV which attended either the Hospital de Clinicas or
the Asociacion Espaiiola (Montevideo, Uruguay ). All of the patients
were DAA treatment-naive at the time of blood extraction. Writ-
ten informed consent was obtained from all patients. The studies
have been performed according to the World Medical Association
Declaration of Helsinki and approved by appropriate institutional
boards.

2.2. RNA extraction, cDNA synthesis and NS3 amplification

Viral RNA was extracted from serum using the QlAamp Viral
RNA mini Kit (QIAgen). cDNA synthesis and PCR amplification of
the complete NS3 genome region was carried out as previously
described (Chusri et al., 2015; Vicenti et al., 2012). Amplicons were
purified using the Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare Lifescience).

2.3. NS3sequencing

Full-length NS3 sequencing was performed by Macrogen, Korea,
with previously described primers (Vicenti et al., 2012).

24. NS3 genotype determination and sequence analysis

HCV NS3 sequences obtained from Uruguayan patients were
aligned with sequences from strains corresponding to representa-
tives of all HCV genotypes, isolated in different geographic regions
of the world. Sequences were obtained from Los Alamos HCV
Sequence database (Kuiken et al., 2005). For strains enrolled in
these studies, see Supplementary material Table S1. Sequences
were aligned using the CLUSTAL W software (Thompson et al.,
1994).0nce aligned, the best evolutionary model that described our
sequence data was assessed using Modelgenerator program (Keane
etal., 2006). Using the T92 plus gamma plus invariant sites model,

Maximum Likelihood Phylogenetic trees were constructed using
the MEGA 5.0 software (Tamura et al,, 2011). As a measure of the
robustness of each node, we employed the bootstrapping method
(500 pseudo-replicates).

In order to properly identify substitution changes in NS3 region
from HCV strains circulating in Uruguayan patients, we generated
consensus sequences for 1a and 1b subtypes using a wide range
of NS3 sequences from HCV strains isolated from all regions of
the world. For this purpose, we downloaded 110 genotype 1a and
100 genotype 1b NS3 sequences from Los Alamos HCV Sequence
database (Kuiken et al., 2005) and aligned them using the CLUSTAL
W program (Thompson et al., 1994). Once aligned, we generated
each genotype consensus sequence by using the Lasergene appli-
cation SeqMan, Version 7.0.0 (DNASTAR. Madison, WI), and each
NS3 sequence derived from Uruguayan patients was compared to
the corresponding generated consensus sequence in order to deter-
mine the substitutions present.

2.5. Signature pattern analysis of HCV genotype 1a

Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis (VESPA) identi-
fies particular sites in amino acid or nucleic acid alignments of a
set of sequences that are distinctly represented between a query
set and a background set (Korber and Myers, 1992).The query set
included 26 sequences corresponding to HCV NS3 region subtype
laisolated in South America (Brazil and Uruguay). The background
set included 146 sequences corresponding to HCV NS3 region sub-
type 1a isolated elsewhere, which were downloaded from Los
Alamos HCV Sequence Database (Kuiken et al., 2005).

2.6. Mapping amino acid substitutions in NS3 3D structure

The crystallographic structure of HCV NS3 protein was deter-
mined by Schiering, and co-workers (Schiering et al.,, 2011) and
deposited in the Protein Data Bank (PDB) under accession ID: 4A92.
In order to map amino acid substitutions found in Uruguayan
strains, crystallographic data were imported from PDB database
and amino acids substitutions found in HCV NS3 protein from
Uruguayan patients were mapped using Pymol (Seeliger and De
Groot, 2010).

3. Results

3.1. Genetic variability of NS3 genes from HCV circulating in
uruguayan patients

To gain insight into the genetic variability of NS3 region of HCV
strains circulating in Uruguayan patients, sequences of this region
were aligned with corresponding sequences from 59 HCV strains
isolated elsewhere, representing all genotypes and main sub-types.
For strains included in these analyses, see Supplementary mate-
rial Table S1. Once aligned, maximum likelihood phylogenetic trees
were generated. The results of these studies are shown in Fig. 1.

All strains in the tree are assigned according with their geno-
type and each cluster is supported by very high Bootstrap values
(seeFig. 1). All the strains isolated from Uruguayan patients (n=20)
were assigned to genotype 1 (15 are subtype 1a and 5 are subtype
1b, see Fig. 1).

3.2. NS3substitution analysis

In order to study the amino acid substitutions in NS3 protein,
NS3 sequences obtained from all patients enrolled in this study
were aligned using the CLUSTAL W program (Thompson et al.,
1994) and amino acid substitutions at positions previously found
to be potentially associated with resistance to both first and second
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Fig. 1. i p ic tree analysis of the NS3 genes of HCV strains circulating in Uruguay. Reference strains in the tree are shown by geno-
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Table 1
Amino acids substitutions in HCV NS3 protein from DAA treatment-naive patients.

Isolate Subtype Residue Wildtype Variant Resistance to DAA
002 la 80 Q K Simeprevir

122 S G Simeprevir

334 P S Paritaprevir
003 la 334 P S Paritaprevir
955 la 55 \'A A Boceprevir/Telaprevir
996 la 80 Q K Simeprevir

122 S G Simeprevir

334 P N Paritaprevir
1018 1a 80 Q L Simeprevir/Paritaprevir
1019 la 334 P S Paritaprevir
4 1b 342 ) P Paritaprevir
10 1b 122 S R Simeprevir

* Emergent substitutions in some relapsers and non-responders to OBV, PTV and
DSV with or without RBV.

generation protease inhibitors were identified. The results of these
studies are shown in Table 1

Ingeneral there was a notable conservation of the catalytictriad,
which consistsof histidine, asparticacid and serine residues at posi-
tions 57, 81 and 139, respectively, as well as a high conservation in
residues thatmake up the zinc binding site (residues 97,99, 145 and
149). However, substitutions that confer resistance to both first and
second generation protease inhibitors were observed (see Table 1).

RAVs to protease inhibitors were identified in HCV isolates from
5 patients (25% of the patients enrolled in these studies). Of these, 3
patients showed only one mutation associated to DAAs resistance,
while the other two showed two different mutations (Q80 K and
S$122G) (see Table 1). The mutation Q80K, conferring resistance
to simeprevir (SMV), asunaprevir (ASV) and paritaprevir (PTV),
as well as to grazoprevir (GZV), and faldaprevir (FDV) was found
in two patients, and an additional one has the mutation Q80L
which is associated to PTV and FDV intermediate resistance. Three
patients had substitutions at position 122 (S122G/R), RAVs associ-
ated to SMV resistance, and only one showed the V55A substitution
which confers resistance to both boceprevir (BOC) and telapre-
vir (TVR). Three patients also exhibited the substitutions P334 S or
S342P, which were reported to emerge in some relapsers and non-
responder patients to therapy including PTV (Halfon and Locarnini,
2011; Wyles, 2013; Zhang, 2016) (see Table 1).

We also found several polymorphisms not associated, a priori,
with resistance to DAAs (See Supplementary material Table S2).
We found 49 amino acid substitutions in strains of subtype 1a and
42 substitutions in those of subtype 1b. To our knowledge, none
of these changes have been previously associated with a resistant
phenotype.

3.3. Viral epidemiology signature pattern analysis

In order to test if NS3 sequences from HCV strains isolated in
South America have a particular sequence signature that could indi-
cate the result of the local variation observed, a signature pattern
analysis was performed to assess viral sequence relatedness.

We analysed a dataset of NS3 sequences from HCV strains circu-
lating in South America (query dataset),and compared them to NS3
sequences from strains isolated elsewhere (background dataset).
This study allowed us to identify particular sites in amino acid
alignments that are distinctly represented between our query and
background datasets. The results of these studies are shown in
Fig. 2.

This analysis revealed four sites with significant different amino
acid (AA)frequencies (positions 386,418,557 and 615), from which
only AA position 418 showed a significant variation between HCV
NS3 sequences from strains isolated in South America and strains
isolated in the rest of the world (p=1.863 x 10-6, Fisher’s exact

A) 1.00

0.75

0.25

AA frequency in Query
)
o
3

<—
'|1-<

Fy

Ik

Position

0.00
386

B) 1.00
075

0.50

0.25

S

AA frequency in Background

Fig.2. Weblogo representation of the Viral Epidemiology Signature Pattern Analy-
sis (VESPA). The height of each amino acid in each position indicates its frequency.
The four positions shown represent those NS3 amino acid positions for which a
difference in frequencies was observed between the query (A) and the background
datasets (B). The tyrosine in position 418 is shown in green. This schematic repre-
sentation was generated using WebLogo 3 application (Crooks et al,, 2004).

test) (see Fig. 2). In this position, 84% of the South American strain
sequences have a tyrosine (Y), which is in contrast to the observed
pattern within the background dataset, where only 32% exhibit
a'Y and the majority (66%) of the sequences included exhibits a
phenylalanine (F) (Fig. 2).

3.4. Mapping amino acid substitutions found in NS3 HCV strains
isolated in Uruguay

As an initial approach to identify if other AA substitutions with
no known resistance activity found in HCV NS3 protease from
Uruguayan strains could lead to possible structural changes in NS3
protein, we mapped those substitutions in the 3D structure model
of the NS3 protein of HCV. The results of these studies are shown
in Fig. 3.

Most of the substitutions found are located on the surface of the
protein (Fig. 3A) and do not seem to interfere with the active site of
the NS3 protein (H57/D81/S139 in NS3 numbering). Importantly,
these substitutions do not appear to be close enough to affect the
drug binding pocket (ie. residues within 3 A of the drug molecule
that bind to the active site). Substitutions V58 G and H79D might
represent an exception to this finding since both map inthe vicinity
of the catalytic triad (Fig. 3B).

Additionally, substitutions T98S, A150V and V151A map near
residues involved in zinc-binding interactions (Supplementary
material Fig. S1), so it could be possible that these mutations may
affect this union.

Interestingly, substitution T550A, found in one Uruguayan
strain, was recently related to APOBECG3 union. It would be inter-
esting to evaluate in further studies, if changes in residues involved
in APOBECG3 interaction could protect HCV from the replication
inhibition exerted by this enzyme (Zhu et al., 2015).
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Prolease
domain

Fig. 3. Mapping of naturally occurring amino acid substitutions in NS3 protein from HCV strains isolated in Uruguay. The 3D structure model of the HCV NS3 protein shown
in the figure was obtained by Schiering et al.(2011). Amino acids involved in the NS3 active site are shown in red and residues known to affect resistance to Pl are shown in
blue (including those found in this work). All other substitutions found in this study are shown in yellow for subtype 1a and in orange for subtype 1bstrains. In A) the surface
of the complete protein complexed with NS4A (in cyan) is shown indicating the catalytic site. In B) a cross-section of the protease domain complexed with a macrocyclic
protease inhibitor (in lime) is shown. Sites that might interfere with the drug-binding properties given their proximity to the catalytic site are highlighted in orange (for
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

4. Discussion

The introduction of protease inhibitors constitutes one of the
major breakthroughs in HCV treatment. However, the emergence
of resistance variants to those inhibitors constitutes an important
challenge to the development of suitable anti-HCV therapies.

In this study, we established for the first time the genetic
heterogeneity and the frequency of naturally occurring resistant
mutations in full-length HCV NS3 protease sequences isolated from
20 Uruguayan patients, chronically infected with HCV, naive to
DAAs treatment (Fig. 1).

AA substitutions such as Q80K, Q80L, S122G, S122R and V55A
associated with HCV genotype 1 PI resistance in vivo and in vitro
were observed in 25% of our patients (5/20)(Table 1). To ourknowl-
edge this is the first report of circulation of RAVs in Uruguay.
Recent studies, both analysing sequences retrieved from the Los
Alamos databank as well as from GenBank, revealed that the over-
all prevalence of RAVs to NS3 protease inhibitors is high (40%), with
most of the mutations being associated mainly to SMV resistance
through the substitution Q80 K, present in around 35-37% of geno-
type 1a strains (Alves et al., 2013; Chen et al., 2016). Opposite to
these findings, RAVs to Pl seem to be less frequent in genotype 1b
strains (Chen et al., 2016; Costantino et al., 2015; Paolucci et al.,
2012). Nevertheless, little is known about DAA RAVs circulation in
the South American region. In Brazil, different studies have found
that between 3,2% and 18,9% of DAA treatment-naive patients har-
boured HCV isolates with baseline RAVs (de Carvalho et al., 2014;
Lisboa-Neto et al., 2015; Peres-da-Silva et al., 2012; Zeminianet al.,
2013). Studies carried out in Argentina revealed that only one RAV
(Q80 K/L/R)was predominant in two out of 18 patients (Sede et al.,
2015). The results of this study indicate the presence of DAA RAVs
in 25% of the DAA treatment-naive patients analysed, which sug-
gests that the frequency of such mutations seems to be high in
our country (Table 1). In reference to Q80 K, a mutation associated
with resistance to SMV, it has been found at a high prevalence
among treatment-naive HCV carriers in the United States (46%)
and in Europe (4-16%) (Nishiya et al., 2014; Vidal et al., 2016). In
contrast, the frequency of Q80K seems to be a rare event in Brazil
(Hoffmannetal.,2015; Lisboa-Neto et al.,2015; Nishiyaetal., 2014;
Peres-da-Silva et al., 2012; Zeminian et al., 2013). On the contrary,
the results of the present work suggest that the presence of Q80K
is high when compared to Brazil or Argentina (de Carvalho et al.,
2014; Lisboa-Neto et al., 2015; Peres-da-Silva et al., 2012; Sede
et al, 2015; Zeminian et al,, 2013). More studies will be needed
in order to address this important issue.

To date, the only drugs currently approved for triple therapy
(in combination with IFN and RBV) in Uruguay are TVR and BOC,
and even though their production has been worldwide discon-
tinued, they are still available for Uruguayan patients. Although
SMV and other macrocyclic drugs have not yet been approved
in Uruguay, the data obtained here might prove useful if these
drugs are eventually approved in this country. Recently, Uruguay
approved a new therapy that involves three DAAs (with or without
RBV): Ombitasvir (OBV),PTV and Dasabuvir (DSV), which target the
NS5A, NS3 and NS5B, respectively. In the Uruguayan isolates ana-
lysed, the only RAV found conferring resistance to PTV was Q80L.
However two emerging substitutions (P334S and S342P) were also
detected (see Table 1). Considering these data, it is of uttermost
importance to address the identification of RAVsin NS5A and NS5 B
regions in these patients, in order to provide comprehensive infor-
mation to physicians and help in therapeutic decisions.

Moreover, several other polymorphisms not associated, a priori,
with resistance to DAAs were observed (Supplementary material
Table S2). Mapping these positions in the three-dimensional struc-
ture of NS3 showed that the vast majority of these substitutions
would apparently affect neither the catalytic triad nor residues
involved in the zinc-binding domain (Fig. 3). More studies will be
needed to confirm the possible effects of these substitutions, in par-
ticular for substitutions V58 G and H79D (Fig. 3B), which indeed
map close to the catalytic triad, and since they involve changes in
the physicochemical properties of the AA, they might affect the 3D
structure of the binding pocket (Fig. 3).

The results of the Signature Pattern Analysis showed the pres-
ence of an AA signature in NS3 region of HCV subtype 1a strains
circulating in the South American region. These substitutions may
be characteristic of this geographic region, which in turn might
indicate a local diversification of HCV (Fig. 2). A tyrosine (Y) was
found in most of the South American isolates in position 418,
whereasaleucine (L) was present in the majority of the background
dataset sequences. These two amino acids have different physic-
ochemical properties (Y is hydrophilic and L hydrophobic). More
studies will be needed in order to address the possible effects of
this substitution in the NS3 structure of these HCV genotype 1a
strains.

In conclusion, the results of these studies revealed the pres-
ence of RAVs in the NS3 region of HCV patients who have not been
treated with PI. It is worth mentioning that these results, concern-
ing drug-resistant mutants pre-existing in HCV populations, follow
the same pattern previously described for HIV-1 (Domingo et al.,
2012), another RNA virus, for which it has long been recognized the
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existence of baseline mutations conferring decreased susceptibil-
ity to antivirals (Ndjera et al., 1994), and even its association with
reduced treatment efficacy (Johnson et al., 2008).

Thus, the incidence and persistence of protease resistance
mutations occurring in HCV from chronically infected patients in
Uruguay should be considered when using Pl to treat HCV infection.
Due to the fact that the use of DAAs is expensive for Latin Ameri-
can countries, and that they have only become recently available as
therapeutic options, we believe that it is vital for our region to be
aware of the baseline resistance levels found in each country's iso-
lates. It is important to note that the results obtained in this study
highlight the relevance of evaluating the situation in every country
of the world in relation to RAVs to DAAs prior to treatment, since
each country could have its own pattern of substitutions and fre-
quencies, which might differ from other regions of the world and
even from neighbouring countries
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