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Resumen

El virus de la hepatitis C afecta aproximadamente 170 millones de
personas en el mundo y mueren por afio 350 mil personas por enfermedades
relacionadas al mismo. En Uruguay hay unas 14 mil personas infectadas con el
virus. El VHC se clasifica hasta el momento en 7 genotipos y 67 subtipos
distintos, y, si bien el VHC es un virus pandémico, los diferentes genotipos y
subtipos se distribuyen siguiendo un patrén geografico de circulacién donde los
genotipos 1 al 3 tienen una distribucién global.

La regién Okamoto de la NS5B es una pequefia region altamente
conservada, muy utilizada para realizar estudios de filogenia, filodinamica y
filogeografia. Los estudios tanto filodinamicos como filogeograficos son
importantes para entender la evolucion y dinamica viral. Para estos estudios se
utilizé el método coalescente con el modelo de Skyline Bayesiano para estimar
la distribucion posterior del tamafio efectivo de la poblacién a través del
tiempo.

Esta tesis genera aportes sin precedentes en el Uruguay. El presente es
un estudio epidemioldgico, filodinamico y evolutivo, que aporta datos de
nuestro pais en ese sentido. En cuanto a la epidemiologia, esta tesis aporta
secuencias del gen parcial NS5B. Se determiné que los subtipos circulantes en
Uruguay entre los afios 2005 y 2011, fueron la (52,1%), 3a (24,2%), 1b
(16,4%), 2c (5,4%) y 2b (1,8%). Por otra parte, se detectaron mdltiples ingresos
del virus al pais para los 3 subtipos predominantes (la, 3a y 1b), y los
subtipos la y el 3a mostraron clusteres de dispersion local del virus, mientras
que el subtipo 1b no mostré una posible dispersién local. La dispersion de los
clisteres locales Uru-la y Uru-3a asi como también la de ambos subtipos en
general (la y 3a) se encuentra relativamente controlada. Por dltimo, los
subtipos la y 3a tienen una larga historia dentro del pais, cuyos ingresos se

remontan a mediados del siglo XX.
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1. Introducciéon

1.1. Enfermedad

Hepatitis es un término general que significa inflamacion del higado y
puede ser causada por diversos mecanismos, incluyendo agentes infecciosos,
siendo los virus los principales causantes. Las hepatitis virales son causadas
principalmente por al menos cinco virus; llamados virus de la hepatitis A, B, C,
D y E. Estos cinco tipos son de gran interés debido a la importancia de la
enfermedad y muerte que causan y el potencial para generar brotes y
propagacién epidémica. Particularmente, los tipos B y C llevan a una
enfermedad crénica en cientos de millones de personas y, en conjunto, son la
mayor causa de cirrosis y cancer de higado de la poblacién mundial (WHO,
2003).

La primera demostracién de que la mayoria de los casos de hepatitis
asociadas a transfusiones no eran causados ni por el virus de la hepatitis A
(VHA) ni el virus de la hepatitis B (VHB) (tampoco estaban implicados
Citomegalovirus ni Epstein-Barr), fue en el afo 1975 (Alter et al, 1975;
Feinstone et al, 1975). Esta nueva enfermedad fue llamada en un principio
hepatitis no A no B y el presunto agente etiolégico fue llamado virus de la
hepatitis no A no B. En el afio 1989, mediante metodologia de biologia
molecular de clonado y secuenciacién se identificd el virus que causaba esta
enfermedad, llaméandolo virus de la hepatitis C (VHC), y la enfermedad Hepatitis

C (Choo et al., 1989).

1.1.1. Epidemiologia de VHC

El VHC es considerado el principal agente causante de hepatitis
esporadicas no A no B y de hepatitis post-transfusionales adquiridas

parenteralmente en todo el mundo (Kuo et al, 1989). El Gltimo reporte de la



Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre la prevalencia del virus estima
que aproximadamente el 3% de la poblacion mundial se encuentra infectada
con el virus, afectando entonces entre 150-170 millones de personas. Ademas
se estima que cada afio se infectan entre 3 y 4 millones de personas y
mueren, también por afo, mas de 350 mil personas (Sharma y Feld et al,
2014). Las muertes asociadas al VHC se deben principalmente a cirrosis o
carcinoma hepatocelular (CHC), con 211 mil y 155 mil muertes por afio
respectivamente (Perz et al., 2006).

La prevalencia del VHC estimada, varia segln la regiéon geografica siendo
5,3% para Africa, 4,6% para el este del Mediterraneo, 1,03% para Europa,
2,15% para el sudeste asiatico y 3,9% para el oeste del Pacifico, existiendo
variaciones notorias entre los diferentes paises de estas regiones (Sy y Jamal,
2006). Existen 14 millones de personas crénicamente infectadas en América,
400 mil en Oceania, 16 millones en el Este Medio, 17,5 millones en Europa, 28
millones en Africa y 83 millones en Asia (Lavanchy, 2011). La region
Latinoamericana tiene una baja prevalencia en comparacién con otras regiones
del mundo, con una prevalencia estimada de alrededor de 8 millones (1,3%) de
personas infectadas, variando entre los diferentes paises y entre regiones de
un mismo pais (Szabo et al, 2012; Méndez-Sanchez et al, 2010) (figura 1.1).

En Uruguay no existen datos sobre la prevalencia de la infeccion por
VHC en la poblacién general. De todas formas se cuenta con datos de
seroprevalencia en la poblacion donadora de sangre, a través de los bancos
de sangre donde se realiza el tamizaje y se estima en 0,43% (DLSP, 2002),
pero puede aumentar a 10,1% en usuarios de drogas (Osimani et al, 2005) y

8,8% en usuarios de drogas no inyectables (Caiaffa et al., 2011).



4
&
<

Colomb \a k " ¢
Genotypes ¥
\enelucla
ol
[ Gia

Russia
-4 A\f‘ Norway - Sweden

" @ Fintand g \3 ¢
Belgium @ @ [ Republic
Q \ of Korea

’ Y Japan
e P O
b ?:" China
. e
V “/ E a
y 1 Taiwan

Canada

UK 3

USA

T (mnce
r'e

Portugal

Mcuco g ‘AA s - @ Spain /
® {

?" .

. Vietnam

|Gl
@ G1b Prevalence o1 ' Brazil
B G2 HCV infection .
0es3 <1.0% ‘ Saudi Arabia Thailand !
Chile /N

4 .0-1.9% ; v
g 25 g 2.1’ g—; g’: “ i Argentina South Africa India [ Australia
W Ge W >2.9%
[ Mixed or other E Not studied

Figura 1.1. Prevalencia del VHC y distribucién de sus genotipos en el mundo. Se muestra la

prevalencia de la infeccion de VHC en el mundo, asi como también los genotipos circulantes, para

aquellos paises en los cuales se ha estudiado (Hajarizadeh et al., 2013).

1.1.2. Patogénesis de VHC

VHC infecta preferentemente células hepaticas, pero a pesar de ser este
el sitio principal de replicacion viral, existen evidencias de reservorios extra-
hepaticos dentro de los cuales se encuentran los linfocitos, células epiteliales
del intestino y sistema nervioso central. La baja densidad de flotaciéon de la
particula viral le permite interactuar con lipoproteinas del suero. Esta
interaccién cercana con lipidos plantea la hipétesis de que al menos una
porcién de virus circulantes es internalizado en lipoproteinas del hospedero
para formar una particula “lipoviral”, lo que le permitiria conseguir un camuflaje
para escapar a los anticuerpos neutralizantes.

En el 80% de los casos el virus genera una infeccién crénica, que puede
desencadenar cirrosis (20%) y hepatocarcinoma (1-4%) (Rosen y Gretch, 1999;
Mindikoglu et al., 2009).

La hepatitis C aguda puede comenzar de forma gradual o instantanea,

pero tiene un curso limitado, rara vez dura mas de uno o dos meses con un
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maximo de seis meses. El dafio celular hepatico en el caso de la hepatitis C
aguda es muy pequefio y rara vez causa dafios que coloquen en riesgo la
vida. El tiempo de incubacion es de 6 a 10 semanas. Generalmente las
personas que contraen la enfermedad aguda no presentan sintomas, suele
aparecer de forma insidiosa, aunque pueden aparecer sintomas tipicos de una
hepatitis aguda como anorexia, malestar abdominal, hepatomegalia, nauseas,
vomitos, fiebre, astenia o letargo, mialgia e ictericia (Orland et al, 2001).
Alrededor del 20% de los pacientes eliminan el virus y a su vez aquellos
pacientes que presentan sintomas, particularmente ictericia, son mas propensos
a eliminarlo. También existen factores genéticos del paciente como el gen
IL28B que puede predecir la eliminacién del virus asi como también la
respuesta al tratamiento con interferén (Sharma y Feld, 2014).

Generalmente la hepatitis C crénica es mas grave, pero los pacientes que
la sufren pueden experimentar diversos grados de severidad. Esta persiste por
periodos prolongados de tiempo. La misma se clasifica, en base a su gravedad,
como hepatitis cronica persistente, que suele ser leve y no progresiva o
lentamente progresiva, causando un dafio limitado en el higado y la hepatitis
crénica activa, que implica gran dafio hepatico y de células mas alla del tracto
portal.

Aunque es ampliamente aceptado que aproximadamente el 80% de las
personas infectadas no eliminan el virus y progresan a la infeccion crénica,
existe gran incertidumbre en el prondstico de la enfermedad ya que algunas
personas infectadas se recuperan completamente; otros permanecen con
viremia de VHC sin evidencia bioquimica de dafio hepatico; algunos parecen
tener una forma estatica de la hepatitis crénica caracterizada por niveles
persistentemente elevados de aminotransferasas sin sintomas manifiestos o
avance de la enfermedad; algunos pacientes progresan en un periodo dificil de
definir a fibrosis histolégica y cirrosis; otros tienen cirrosis estable a largo
plazo identificada sélo a través de la biopsia de higado; algunos desarrollan

cirrosis progresiva que culmina en insuficiencia hepatica; y, por (ltimo, algunos
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desarrollan carcinoma hepatocelular. Las incertidumbres se encuentran en las
frecuencias relativas y las tasas de desarrollo de estas diversas secuelas
(Bostan y Mahmood, 2010).

Las secuelas producidas por el VHC son la principal causa de trasplante
de higado en los paises occidentales. Algunos de los factores que pueden
aumentar la severidad y/o disminuir el tiempo de progresién de la enfermedad
son una viremia alta, la infecciéon con el genotipo 1, la transfusion como via de
transmisién, deficiencias en el sistema inmune, el exceso en el consumo de
alcohol, coinfeccion con otros virus como el VHB o el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), el grado de variabilidad genética viral, la edad
superior a los 40 afios y el sexo masculino (Bostan y Mahmood, 2010; Baldo

et al, 2008; Sanyal, 2010).

1.1.3. Transmisién del VHC

Las principales vias de transmisiéon en todo el mundo son: transfusiones,
uso de drogas inyectables y procedimientos de inyecciéon inseguros. Ademas
otras vias de transmisién o factores de riesgo son: procedimientos relacionados
con el cuidado de la salud o accidentes laborales en el personal de la salud
expuesto a sangre, realizacion de tatuajes o perforaciones inseguras, infeccién
con VIH, infeccién con VHB, vertical de madre a hijo y a través de relaciones
sexuales sin uso de preservativo (Zaltron et al, 2012; El-Shabrawi y Kamal,
2013; Alter, 2011).

Las diferentes vias de transmisién varian seglin la regién, pero
principalmente segin el estado de desarrollo del pais. Los paises desarrollados
tienen como principal via de trasmisiéon el uso de drogas inyectables
principalmente a través del uso compartido de jeringas pero también por
diferentes factores de riesgo asociados a personas con este habito, como por
ejemplo infeccién con VIH, relaciones sexuales sin uso de preservativo

(mayoritariamente en hombres que tienen relaciones con hombres), tatuajes o



perforaciones, y también por el uso de drogas via nasal (El-Shabrawi y Kamal,
2013; Zaltron et al, 2012). Actualmente, la transmisién a través de
transfusiones es infrecuente debido al tamizaje por inmunoensayo enzimatico y
deteccion de acido nucleico en la sangre utilizada y los cuidados adecuados
en los procedimientos y materiales utilizados en el drea de la salud (Shepard
et al., 2005).

Por otro lado, en los paises en desarrollo, las inyecciones terapéuticas y
transfusiones de sangre sin el tamizaje adecuado tienden a ser las principales
vias de transmisién, especialmente en paises donde los controles en la salud
son escasos o nulos, como sucede en algunas regiones de Africa donde las
condiciones no son las adecuadas y hasta se llegan a reutilizar jeringas (El-

Shabrawi y Kamal, 2013; Shepard et al., 2005).

1.1.4. Tratamiento de VHC

El objetivo de la terapia es la erradicaciéon de la infeccién por VHC con
el fin de evitar las complicaciones de higado relacionadas con el virus y
enfermedades extrahepaticas, incluyendo necroinflamacion hepatica, fibrosis,
cirrosis, CHC y la muerte.

El punto final de la terapia es la respuesta virolégica sostenida (RVS),
definida por ARN de VHC indetectable 24 semanas después de finalizar el
tratamiento, segln la evaluacién de un método molecular sensible con un limite
inferior de deteccion <15 Ul/ml (RVS24). Estudios de seguimiento a largo plazo
han demostrado que una RVS corresponde a una cura definitiva de la infeccion
por VHC en mds de 99% de los casos. La validez de la utilizacion de ARN del
VHC indetectable a las 12 semanas después del final del tratamiento (RVS12)
ha sido aceptada por los organismos reguladores en los EE.UU. y Europa, dado
que la concordancia con la RVS24 es del 99%. Los pacientes con cirrosis

siguen corriendo el riesgo de complicaciones que amenazan la vida, aunque a



una tasa mas baja, incluso después de la infeccién viral se ha erradicado
(EASL, 2014).

Hasta 2011, la combinacién de interferén alfa pegilado (INF-a-peg) y
ribavirina (RVB) era el tratamiento aprobado para la hepatitis C crénica. Con
este régimen, los pacientes infectados con el genotipo 1 del VHC tuvieron
tasas de RVS de aproximadamente el 40% en América del Norte y el 50% en
Europa Occidental. Las tasas de RVS mas altas se lograron en pacientes
infectados con los genotipos 2, 3, 5 y 6 (hasta aproximadamente 80%, y mejor
para el genotipo 2 que para los genotipos 3, 5 y 6) y tasas de RVS
intermedias en aquellos con genotipo 4. En 2011, telaprevir (TVR) y boceprevir
(BOC) fueron autorizadas para su uso en pacientes con el genotipo 1. Estos
dos farmacos son la primera generacién de antivirales de accién directa (AAD),
ambos dirigidos a la serin-proteasa NS3/4A de VHC, llamados inhibidores de
proteasa (IP). Tanto TVR como BOC deben ser administrados en combinacién
con INF-a-peg/RBV.

Estos regimenes de terapia triple han demostrado ser eficaces para el
tratamiento antirretroviral de pacientes con y sin tratamiento previo, incluyendo

aquellos con respuesta nula a la terapia dual INF-a-peg/RBV (EASL, 2014).

1.1.4.1. INF-a-peg

Los interferones son glicoproteinas de la clase de las citocinas. Reciben
su nombre debido a su capacidad para interferir en la replicacion de una
amplia variedad de virus de ARN y ADN en las células hospedadoras. Se unen
a receptores en la superficie de las células infectadas, activando diferentes vias
de sefalizacién en las que participan diversas proteinas antivirales (como
la PKR).

El interferén alfa es un tipo de interferén con 14 isoformas importantes
en la respuesta antiviral. Ademdas el INF-oa-peg se encuentra unido

covalentemente a polietilenglicol retardando de esta forma la eliminacién del



farmaco de manera que se consiguen niveles mas constantes del mismo en
sangre con dosis menos frecuentes. Ademas el INF-o-peg produce

simultdneamente una activacion de la respuesta inmunitaria del hospedero.

1.1.4.2. Ribavirina

La RBV es un nucledsido sintético, que actGa como antiviral, de varias
maneras, siendo la principal la mutagénesis letal (Vignuzzi et al, 2005; Ortega-

Prieto et al, 2013).

1.1.4.3. Terapia INF-a-peg y RBV

La combinacién del INF-a-peg con RBV incrementa la frecuencia de
erradicacion del virus en pacientes que inicialmente respondieron al INF pero
tiene un efecto limitado en aquellos pacientes que no respondieron al mismo
(Hu et al, 2001). Los diferentes genotipos y subtipos difieren en su respuesta
al tratamiento con INF-a-peg o INF-a-peg /RBV. La tasa de desapariciéon de la
enfermedad es mayor en genotipos 2 o 3 que en aquellos pacientes infectados
con genotipo 1 de VHC (Zeuzem et al., 2009).

El tratamiento anti-VHC en los pacientes con cirrosis es menos efectivo
que en pacientes no cirrdticos. La erradicacion viral reduce el riesgo de
complicaciones hepaticas y aumenta supervivencia en pacientes no cirréticos.
Sobre la base de datos de eficacia y tolerabilidad, la terapia tiene un efecto
significativo en los pacientes con cirrosis compensada, mientras que los
pacientes descompensados necesitan ponderar los riesgos versus los beneficios
del tratamiento (Vezali et al, 2010).

Las guias actuales recomiendan que los pacientes con genotipos 2 y 3,
se traten con INF-o-peg y dosis bajas de RBV durante 24 semanas, lo que
resulta en una respuesta virolégica sostenida de aproximadamente el 80%.
Teniendo en cuenta estas altas tasas de respuesta, varios ensayos recientes

han evaluado si el tratamiento mas corto (12-16 semanas) podria ser rentable
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en estos pacientes (Petta y Craxi, 2011). El genotipo 4 ha sido considerado
como dificil de tratar basado en la baja RVS, a partir de datos obtenidos
basados en regimenes convencionales con INF-a-peg. El tratamiento con INF-a-
peg/RBV aumenta mas del 60% la tasa de respuesta viroldgica sostenida para
este genotipo (Kamal, 2011).

El genotipo 1 es tratado con INF-a-peg/RBV obteniendo baja RVS, por lo
tanto la detecciéon temprana de pacientes que no responden al tratamiento de
VHC limita la exposicion innecesaria a los tratamientos y sus efectos
secundarios. Un algoritmo que combina anticuerpos basales contra la proteina
NS4A y una PCR cuantitativa durante el tratamiento identifica pacientes no
respondedores a una combinacién de INF-a-peg/RBV después de 1 semana de
tratamiento. La decisién de interrumpir la terapia a pacientes crénicos con
genotipo 1 tratados con INF-a-peg/RBV puede realizarse con confianza después
de 4 semanas de tratamiento basada en la ausencia de anticuerpos basales
contra la proteina NS4A y una cantidad de ARN viral mayor de 100.000 Ul /
ml (Orlent et al., 2010).

1.1.4.4 Triple terapia

Los pacientes infectados con el genotipo 1 de VHC que no lograron
erradicar el virus en un tratamiento previo con INF-a-peg/RBV deben ser
considerados para el tratamiento con la triple terapia basada en IP. La terapia
triple aumenta las tasas de RVS de 29 a 88%, dependiendo del tipo de falta
de respuesta anterior y del estado de la enfermedad hepatica. Un re-
tratamiento con INF-a-peg/RBV, sin la adicion de un IP, se asocia con bajas
tasas de RVS. En general, las mismas contraindicaciones se aplican a la triple
terapia TVR o BOC e INF-a-peg/RBV como a la terapia dual con INF-a-peg/RBV.
En los pacientes con cirrosis compensada, el tratamiento debe realizarse con
especial cuidado, ya que la incidencia de efectos secundarios (especialmente

trastornos hematolégicos e infecciones graves) es significativamente mayor en



la triple terapia frente a la terapia dual INF-a-peg/RBV, sobre todo cuando la
albumina sérica es <3,5 g/dl o las plaquetas <100.000 antes de iniciar el

tratamiento (EASL, 2014).

El tratamiento estandar aprobado por la Asociacion Europea para el
Estudio del Higado para el cuidado y erradicacién del virus en una hepatitis C
crénica es la combinacién de INF-o-peg/RBV y TVR o BOC para el genotipo 1
y la combinacién de INF-a-peg/RBV por los genotipos 2, 3, 4, 5 y 6 (EASL,
2014).

1.1.4.5 Futuro del tratamiento

Se ha avanzado mucho sobre los nuevos blancos para el tratamiento de
la enfermedad, ya que se ha descrito la emergencia de mutantes resistentes a
la RBV en pacientes sometidos a esta terapia. En todos los casos la mutacion
consiste en un Unico cambio en la posicion 415 de la polimerasa viral de
fenilalanina a tirosina, lo que estaria confirmando el efecto de la RBV a nivel
de la replicacién viral (Young et al, 2003). Ademaés, la enfermedad hepatica
asociada a VHC es una causa importante de morbilidad y mortalidad en
pacientes con enfermedad renal en etapa terminal, en terapia de reemplazo
renal, y después del trasplante renal, donde la terapia actual no puede ser
utilizada debido a que puede llevar al rechazo del 6rgano trasplantado (Burra
et al, 2014).

Las nuevas drogas antivirales estan dirigidas a la inhibicion de proteinas
virales fundamentales para la replicacion y propagacion de VHC, habiéndose
reportado grandes avances a nivel de los IP (Nelson, 2011).

Existen otros AAD en diferentes etapas de desarrollo clinico, algunos de
ellos orientados hacia el genotipo 1, asi como también a otros genotipos.
Algunos farmacos en investigacion incluyen inhibidores de segunda generacién

de la serin-proteasa NS3/4A, nucledsidos/nucledtidos y no nucledsidos
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inhibidores de la ARN polimerasa dependiente de ARN (ApAd), e inhibidores de
la proteina NS5A. Ademas, incluyen el estudio de drogas antivirales dirigidas al
hospedero, tales como los inhibidores de la ciclofilina, que dirige funciones de
la célula huésped involucradas en el ciclo replicativo del VHC (EASL, 2014).

Nuevas estrategias terapéuticas apuntan hacia una mayor eficacia, la
actividad pan-genotipica, duraciéon del tratamiento de corta duracién, una
administracion mas sencilla y una mejor tolerabilidad y adherencia de los
pacientes. Es muy probable que regimenes libres de INF (o reducido al minimo)
con o sin ribavirina, que se estan evaluando en ensayos clinicos, entraran en
la practica clinica en los préoximos afios (EASL, 2014).

Dentro de estas nuevas estrategias, el Sofosbuvir (SOF) es el primer
compuesto para entrar en el mercado con regimenes de combinacién libres de
IFN. El SOF pertenece a los inhibidores de nucleétidos de la polimerasa viral y
actla como un terminador de cadena durante el proceso de replicacién del
VHC, exhibiendo actividad antiviral pan-genotipica con una elevada barrera a la
resistencia. Tiene una gran RVS al ser administrado junto a RBV principalmente
contra el genotipo 2. De todas formas aln se espera mejorar la RVS para el
resto de los genotipos que son mas dificiles de tratar, para los cuales se
intentaria combinar diferentes clases de AAD, siendo necesarias mas
investigaciones sobre las interacciones droga-droga y posibles efectos
secundarios (Degasperi y Aghemo, 2014). Dentro de los casos de terapia
combinada de AAD libres de INF tenemos la terapia con SOF y ABT-450 que

ha mostrado resultados prometedores (Zeng et al., 2013).

1.1.5. Co-infeccién VHC-VIH

Dentro de las aproximadamente 170 millones de personas infectadas con
VHC, de 4 a 5 millones estan coinfectadas con VIH, a su vez, aproximadamente
el 20-33% de la poblacion infectada con VIH esta coinfectada con VHC (Alter,
2006; Rotman y Liang, 2009; Operskalski y Kovacs, 2011).
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La coinfeccién de VHC y VIH ha tomado mayor importancia desde la
introduccién de la terapia antirretroviral altamente activa y la mejora dramatica
en la esperanza de vida del paciente infectado con VIH, asi como también el
impacto del VHC sobre la mortalidad y el desarrollo del CHC (Mohsen et al,
2002).

Estudios recientes en pacientes coinfectados con VIH-1 y VHC han
demostrado que la Hepatitis C es la principal causa no-SIDA de muerte,
particularmente en pacientes que cursan enfermedad hepatica en fase terminal
debido a la infeccién por el VHC, la cual representa hasta el 50% de todas las
muertes (Mohsen et al,, 2002).

En Estados Unidos y Europa, entre las personas infectadas por el VIH, la
prevalencia del VHC es del 98% en pacientes hemofilicos (Mohsen et al., 2002),
del 72% al 95% entre usuarios de drogas inyectables (IDU), 1% a 12% en
hombres que tienen sexo con hombres y 9% a 27% en heterosexuales (Torriani
et al., 2003; Rotman y Liang, 2009; Operskalski y Kovacs, 2011).

Sin embargo, incluso estos datos pueden subestimar la verdadera
prevalencia del VHC entre pacientes VIH positivos ya que al menos el 4% de
los pacientes coinfectados no tienen anticuerpos anti-VHC detectables, cuyos
titulos han disminuido adn en presencia de viremia de VHC, como resultado de
la inmunosupresion (Mohsen et al., 2002).

Ambos virus comparten vias comunes de transmision, especialmente la
via parenteral y como resultado de esto las tasas de coinfeccién en usuarios
de drogas intravenosas y hemofilicos son especialmente elevadas. Otras vias de
transmisién del VHC no parenterales son también importantes, ya que existe
una creciente evidencia de que la via sexual y la transmisién de madre a hijo
son facilitadas por la coinfeccién con VIH (Mohsen et al., 2002).

La enfermedad hepatica asociada a VHC, incluyendo fibrosis, cirrosis y la
enfermedad en fase terminal del higado (EFTH), se acelera en personas
infectadas por el VIH. La progresion a cirrosis es tres veces superior en

pacientes coinfectados que en monoinfectados y aproximadamente el 33%
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progresa a cirrosis en menos de 20 afios (Kim y Lauer, 2007; Operskalski y
Kovacs, 2011).

El CHC ocurre a una edad mas temprana en pacientes coinfectados
comparados con aquellos que sélo se encuentran infectados con VHC (Mohsen
et al, 2002).

El tratamiento contra VHC de personas coinfectadas con VIH es una
prioridad por su progresion mas rapida a EFTH, y un mayor riesgo de
hepatotoxicidad.

Existen guias para el tratamiento de VHC en pacientes coinfectados pero
no hay consenso en cuanto a los factores clave que podrian definir el inicio y
duracién del tratamiento, incluyendo la etapa de la infeccién con VIH, la carga
viral y genotipo del VHC, el grado de fibrosis hepatica y la preparacién del

paciente a tolerar y adherirse al tratamiento (Operskalski y Kovacs, 2011).
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1.2. El Virus de la Hepatitis C

1.2.1. Clasificacion

El VHC es miembro del género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. La
estructura y organizacion del VHC se asemeja de forma mas cercana a la de
los Flavivirus y los Pestivirus pero a su vez difiere de la mayoria de los
miembros de esta familia, los cuales son transmitidos por vectores, en algunos
detalles de su organizacién gendémica y en la composicion nucleotidica de sus
genomas, es por eso que pertenece a un género separado dentro de la familia
(Takamizawa et al., 1991; Cuthbert, 1994).

Los virus de ARN simple cadena de polaridad positiva se encuentran
clasificados en 3 superfamilias basado en la relacién evolutiva de sus ApAd, y
la familia Flaviviridae pertenece a la superfamilia 2. El nombre de la familia
Flaviviridae proviene del latin flavus, que significa amarillo. Este nombre se debe
al virus de la fiebre amarilla, primer virus humano descubierto y uno de los
principales miembros de la familia. Los Flaviviridae se dividen en 4 géneros
llamados Pestivirus, Flavivirus, Hepacivirus 'y Pegivirus (figura 1.2). Algunos de los
principales virus miembros del género Pestivirus son los virus de la diarrea viral
bovina 1 y 2, dentro del género Flavivirus se encuentra el ya mencionado virus
de la fiebre amarilla, los virus del dengue 1-5, el virus de la encefalitis
japonesa, el virus del oeste del Nilo y dentro del nuevo género Pegivirus (el
cual se encuentra aln en proceso de confirmacién por parte de los
taxonomistas) encontramos los virus GB A, C y D (Lindenbach et al., 2013).

Dentro del género Hepacivirus encontramos ademas del VHC, otros
miembros que se encuentran en proceso de confirmacién taxondémica como los
casos del virus GB B y el hepacivirus canino; siendo este género el que posee
mayor distancia genética respecto al resto de la familia (Lindenbach et al,

2013) (figura 1.3).
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Figura 1.2. La familia Flaviviridae. Arbol filogenético, realiado con el método de Neighbor-
joining, de las ApAd. Se pueden apreciar los 4 géneros dentro de la familia con sus
virus mas relevantes. En amarillo el género Flavivirus, en marrén el género
Pestivirus, en rojo el género Hepacivirus y por Ultimo en verde el nuevo género
propuesto como Pegivirus (Modificado de Lindenbach et al.,, 2013).
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Figura 1.3. Arbol filogenético de la familia Faviviridae. Arbol Neighbor-joining de un
alineamiento de genomas completos con eliminacién de gaps. Se puede apreciar la
distancia genética entre VHC y el resto de los miembros de la familia (Tomado de la

base de datos LANL, www.hcv.lanl.gov).
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1.2.2. Morfologia

El VHC es un virus envuelto con simetria icosaédrica, cuyo genoma esta
constituido por una (nica cadena de ARN de polaridad positiva (Bostan vy
Mahmood, 2010). Las particulas virales son esféricas y tienen un didmetro de
50 a 65 nm con finas proyecciones en forma de punta de 6 nm de longitud.
También puede circular como particulas desnudas con un tamafio de 30 a 40
nm. Estas particulas corresponden al core y presentan simetria icosaédrica

(Kaito et al, 1994; 2006).

1.2.3. Estructura y organizacion del genoma

El genoma del VHC esta constituido por una Gnica molécula de ARN de
aproximadamente 9,6 kb con polaridad positiva y un Unico marco abierto de
lectura (ORF) que codifica una poliproteina de unos 3.000 aminoacidos (aa)
aproximadamente variando segln el aislado y el genotipo. El ORF esta
flanqueado por dos regiones no codificantes (NCR) en los extremos 5 y 3'
respectivamente. La poliproteina precursora es co-traduccionalmente y post-
traduccionalmente procesada por proteasas celulares y virales a nivel de la
membrana del reticulo endoplasmico para producir 10 proteinas maduras,
divididas desde el extremo 5 al 3’ en 3 estructurales, core, E1 y E2, una
proteina, p7/, que separa las proteinas estructurales de las no estructurales y 6
proteinas no estructurales, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (Lindenbach et
al., 2013) (figura 1.4).

Si bien VHC tiene un Gnico marco abierto de lectura, se ha reportado un
segundo producto de traducciéon generado por un corrimiento en el marco a
nivel del gen core (+1), el cual produce una nueva proteina denominada F

(Walewski et al., 2001).
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= HVR1 (384410/E21-27) 8 V3(2356-2379 /NSSA 383-409)

= HVR2 (473480 / E2 90.97) 8 ISDR (2209-2248 / NSSA 236-275)

| PePHD (663671 / E2 279-287) = PKR binding (2209-2274 / NSSA 236-301)

Figura 1.4. Genoma del VHC. Esquema del genoma completo de referencia de VHC. En
amarillo se muestra el marco abierto de lectura con sus proteinas, estructurales y no
estructurales. En ambos extremos se muestran las regiones no codificantes con sus
respectivas estructuras secundarias. En la parte superior se indican las posiciones
nucleotidicas del ARN y abajo las posiciones aminoacidicas de la poliproteina. (Modificado
de LANL, www.hcv.lanl.gov).

1.2.3.1. Regiones no codificantes (NCR)

El ORF estd flanqueado por dos regiones no codificantes (NCR) en los
extremos 5 y 3' de 341 y aproximadamente 230 nucleétidos respectivamente.
Ambas regiones tienen estructuras de ARN altamente conservadas esenciales
para la traduccién del ARN viral y la replicacion del genoma (Krekulova et al,
2006).

El extremo 5 NCR se compone de cuatro dominios altamente
estructurados y contiene el sitio interno de entrada ribosomal (IRES) que se
une a la subunidad 40S ribosomal e inicia la traduccion del ARN viral y la
sintesis de la poliproteina de manera cap-independiente a través de mdltiples
interacciones que generan complejos binarios muy estables sin la utilizacién de
factores de iniciaciéon candnicos celulares (Krekulova et al., 2006).

La regién 3'NCR consiste en estructuras estables tallo-bucle y un tracto
interno poli (U) (Bostan y Mahmood, 2010). Esta regién aumenta la eficiencia
de traducciéon del genoma viral y se cree que sirve como cebador para la

sintesis del ARN (Krekulova et al., 2006).

1.2.3.2. Proteinas estructurales
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La proteina bdsica altamente conservada core, componente principal de
la nucleocapside de VHC, forma un complejo ribonucleoproteico con el genoma
viral. La secuencia del genoma que codifica para esta proteina esta altamente
conservada incluso dentro de los diferentes genotipos de VHC (Krekulova et al,
2006). La proteina core existe en 2 o 3 formas con una masa molar de 21
kDa, 19 kDa y 16 kDa (Lo et al. 1995).

El y E2 son glicoproteinas que se encuentran en la superficie celular del
virus (Kaito et al, 2006). Ambas son proteinas transmembrana y se encuentran
en la envoltura viral asociadas de forma no covalente formando heterodimeros
(Miyamura y Matsuura, 1993). La funcién principal de estas proteinas es la
interaccién con el receptor celular y la fusion de la membrana endosomal
luego de la endocitosis. Dentro de la proteina E2, se encuentran regiones muy
variables de suma importancia tanto para la infectividad como para la
integridad estructural y la funcién del heterodimero glicoproteina E2 de VHC,
llamadas region hipervariable 1 (HVR1), regién hipervariable 2 (HVR2) y la
regién variable intergenotipica (IgVR) (Mc Caffrey et al, 2011).

1.2.3.3. Proteinas no estructurales

En la unién entre la regién estructural y la no estructural se localiza una
regién denominada p7 que codifica para una proteina integral de membrana de
63 aa, la cual se oligomeriza para formar una canal catiénico y parece ser de
importancia en el ensamblado y maduracién del virus y en consecuencia en la
infectividad (Cook y Opella, 2010).

Hacia el extremo 3 encontramos la region que codifica para las restantes
6 proteinas no estructurales: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (figura 1.5).

La NS2 es una proteina de membrana que contiene tres dominios
transmembrana N-terminal y un dominio cistein-proteasa C-terminal. El plegado
del dominio cistein-proteasa requiere la homodimerizacién para formar una

Unica enzima con dos sitios activos. El Gnico sustrato que se conoce de esta
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proteasa es la unién NS2/3. Mientras NS2 es prescindible para la replicacién
del ARN de replicones subgendémicos, se requiere la actividad proteasa de la
NS2 para el procesamiento de la poliproteina y la replicacién del ARN de
longitud completa (Lindenbach, 2013).

La NS3 es una proteina multifuncional de 70 kDa, tiene un dominio serin-
proteasa en el tercio N-terminal y en los dos tercios C-terminal un dominio
NTPasa y ARN helicasa. La escision entre NS2 y NS3 se produce por la
proteasa NS2 como se mencioné anteriormente, mientras que la proteasa NS3-
4A es responsable del procesamiento en los sitios de escisiéon downstream. El
procesamiento de la poliproteina mediado por la proteasa NS3-4A sigue un
orden preferencial. La primera division se produce en cis en el sitio de
NS3/NS4A. Eventos de procesamiento posteriores pueden ser mediados en
trans, con un procesamiento rapido en el sitio NS5A/NS5B para producir un
NS4A-5A intermediario. La escision mediada por NS3-4A a continuacién, se
produce entre NS4A y NS4B, para producir un precursor relativamente estable
de NS4B-5A, vy, finalmente, entre NS4B y NS5A. La funcién NTPasa/ARN
helicasa de la NS3 es esencial para la replicacién del ARN del VHC y también
tiene un rol en el ensamblaje de particulas virales al unirse a la proteina core.
Sin embargo, su funcién precisa viene siendo dificil de dilucidar (Morikawa et al.
2011; Lindenbach, 2013).

La NS4A es una proteina de 54 aa siendo la proteina no estructural mas
pequefa. La funcién principal es actuar como cofactor de la NS3, con la cual
forma un complejo no covalente. La porciéon central de NS4A es requerida para
el plegamiento apropiado de NS3. La porcion hidréfobica N-terminal de NS4A
forma una hélice transmembrana necesaria para la asociacién de membrana
integral del complejo NS3-4A, mientras que la porciéon acida C-terminal se ha
demostrado que interactia con otros componentes para contribuir a la
replicacién del ARN y el ensamblaje de las particulas virales (Morikawa et al.
2011). La NS4A es importante también en la hiperfosforilacion de la NS5A

(Lindenbach et al., 2007).
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La NS4B es una proteina integral de membrana con cuatro segmentos
transmembrana en su regiéon central. La parte N-terminal comprende dos alfa
hélices anfipaticas de las cuales la segunda tiene el potencial de atravesar la
bicapa de la membrana. La regién C-terminal comprende, aparentemente, una
alfa hélice altamente conservada, una alfa hélice anfipatica asociada a la
membrana y dos sitios de palmitilacién. NS4B interactla con otras proteinas no
estructurales virales y puede unirse al ARN viral. Ademas, se encontré que
alberga una actividad NTPasa (Gouttenoire et al, 2010). Por (ltimo, NS4B tiene
un papel en el ensamblaje viral pero aln no esta claro si actta de forma
directa o indirecta (Lindenbach, 2013).

NS5A es una fosfoproteina de unién al ARN que desempefia mdltiples
funciones en el ciclo replicativo del virus. NS5A es una zinc metaloproteasa
organizada en tres dominios, el dominio |, que se pliega en una estructura
inusual y media la homodimerizacién, el dominio Il, el cual es conservado y
probablemente se encuentra desplegado en su forma nativa y el dominio Il
que es menos conservado y tolera grandes inserciones y deleciones y dos
regiones de baja complejidad que separan a estos dominios. NS5A juega un
papel esencial en el ensamblaje de las particulas virales, en gran parte a través
de los factores determinantes en el dominio lll. Especificamente, el ensamblaje
del virus requiere la fosforilacién de un residuo de serina en el dominio Il por
la casein quinasa lla (Tellinghuisen et al, 2008). Por otro lado, los datos
genéticos y bioquimicos indican que el dominio Il codifica determinantes para
la asociacién transitoria o débil con el complejo p7-NS2. De manera similar a
NS3, mutaciones en la NS5A que mejoran la replicacién del ARN, disminuye la
tasa de ensamblaje del virus, lo que sugiere que la NS5A puede contribuir al
cambio entre la replicacién y el ensamblaje viral (Lindenbach, 2013).

NS5B es la ApAd que replica el genoma viral. Esta también ha sido
implicada en el ensamblaje y maduracién del virus mediante interacciones con
p7 y NS2 (Gouklani et al, 2012). Es una proteina hidréfilica de 68 kDa (591

aa) y contiene el motivo GDD, que es comin a todas las ApAd virales. La
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actividad bioquimica de ApAd es dependiente de cationes divalentes (Mn** o
Mg®"), pH cercano al neutro y una muy baja concentracién de sales. La tasa
estimada de polimerizacion es de 150-200 nucleétidos por minuto y no
depende de la concentracién de polimerasa. Como se mencioné anteriormente
la presencia de cationes Mn?* o Mg* es esencial para la actividad 6ptima de
ApAd, ya que actGan como cofactores. En presencia de Mn?" la actividad ApAd
es 20 veces mayor que en la presencia de iones Mg? (Krekulova et al., 2006).

La NS5B se encuentra anclada al reticulo endoplasmatico por su hélice
transmembrana C-terminal, con el dominio polimerasa en el lado citosdlico.
Ninglin dominio metil-transferasa (MTasa) se encuentra dentro de la proteina
NS5B del VHC, de acuerdo con una estrategia de traduccién de ARN viral que
implica un sitio de entrada interno del ribosoma tanto para Hepacivirus como
para Pestivirus (Caillet-Saguy et al, 2014).

La estructura cristalina de NS5B de VHC fue la primera estructura
completa de una ApAd. Se confirm6é que la arquitectura general de las
polimerasas se conserva en todas las ApAd virales. Esta estructura se asemeja
a una mano derecha con tres subdominios denominados, dedos, palma y
pulgar. En la estructura de NS5B de VHC ademas se encuentran otros tres
elementos estructurales especiales. Primero, NS5B alberga una extensién de los
dedos llamada yema de los dedos que une los dominios dedos y pulgar en la
parte posterior de la ApAd, dejando sélo un estrecho tanel para el acceso de
nucledtidos entrantes al sitio catalitico. Una segunda caracteristica de la
estructura es un bucle B que se inserta en el pulgar y que sobresale hacia el
sitio activo. Este bucle B, también llamado bucle iniciador o bucle cebador, asi
como el cierre y el volumen del pulgar parecerian evitar la salida del extremo
5 de la cadena de ARN cebador en modelos de elongacién ternarios de tipo
polimerasa-plantilla-cebador. El bucle p también esta presente en la polimerasa
de Flavivirus y de Pestivirus, pero no en otras ApAd virales de estructura
conocida. Este bucle B asi como el extremo C-terminal son esenciales para la

sintesis de ARN de novo. Ambas estructuras estan dirigidas al sitio activo y
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constituyen la plataforma en la que el primer nucleétido debe colocarse. Una
vez que se aflade el primer nucleétido, estos dos dominios deben ser
reubicados para proporcionar espacio suficiente para alojar el ARN de doble
cadena (ARNdc). Esta reubicacién implica una compleja reorganizacién
estructural en la polimerasa y por lo tanto se piensa que es el paso mas
critico durante la replicacién del ARN. Estas conversiones entre conformaciones
abiertas y cerradas son importantes en el ciclo catalitico de algunas
polimerasas de acido nucleico como la transcriptasa reversa del VIH o la
propia NS5B de VHC, entre otras (Lépez-Jiménez et al, 2014). Por dltimo, la
tercera sorpresa en la estructura de la polimerasa es el posicionamiento de
unos 40 residuos downstream del dominio de la polimerasa que conectan este
dominio y el anclaje transmembrana /7 vivo y que por esta razén se denomina
enlazador. Este enlazador siempre se organiza como un largo bucle alrededor
del pulgar que obstruye la parte frontal de la NS5B mediante el establecimiento
de contactos especificos con el bucle B. Con esta ubicacién, el enlazador
impide la salida del extremo 3’ de la cadena de ARN molde y también
contribuye a mantener el pulgar en una conformacién cerrada (Caillet-Saguy et
al., 2014).

Por Gltimo es importante mencionar la regién Okamoto de la NS5B (del
nucledtido 8282 al 8610 en referencia a la secuencia H77 con numero de
acceso AF009606), una pequefia regién altamente conservada muy utilizada
para realizar estudios de: filogenia, filodinamica y filogeografia; por su
capacidad para representar toda la diversidad genética de NS5B, la cual es a
su vez también representativa de la variabilidad genética del genoma completo

viral (Hraber et al., 2006).

1.2.3.4. Marco alternativo de lectura (proteina F)

VHC tiene un marco de lectura alternativo (ARF) que se superpone con el

gen de la proteina core. El marco de lectura superpuesto distingue VHC de
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todos sus parientes virales conocidos, con la posible excepcion del GBV-B. El
ARF se expresa durante infecciones naturales por VHC y estimula las
respuestas inmunitarias especificas. Al igual que varios genes esenciales en
otros virus (por ejemplo, la polimerasa del VIH), el ARF carece de un codén de
inicio AUG dentro del marco, lo que sugiere que su expresion implica eventos
inusuales a nivel de la traduccién. Los estudios /n vitro indican que el cambio
del marco por los ribosomas puede ser uno de varios procesos que pueden
llevar a la traduccién de la ARF. El cambio de marco produce proteinas
quiméricas que tienen segmentos codificados en el gen core unidos
covalentemente a los aminoacidos codificados en el ARF. Las funciones de las
proteinas del marco alternativo de lectura (ARFPs) en el ciclo replicativo del
VHC no se conocen ain. Hay una posibilidad significativa de que las ARFPs
puedan ser responsables de algunos de los efectos atribuidos a la proteina
core, dado que la mayoria de los estudios encaminados a definir la funcién de
esta (ltima han empleado materiales que pueden contener una combinacién de
la proteina nlcleo y ARFPs. Los efectos observados de la proteina core
incluyen la induccién de cancer de higado, la transformaciéon de las células, y
las alteraciones de la respuesta inmune. Se considera también la posible

utilidad de ARFPs en las vacunas (Branch et al., 2005; Cristina et al., 2005).
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Figura 1.5. Estructura del genoma y expresién de la poliproteina de VHC. A. Estructura del
genoma de VHC. Se describen: marco abierto de lectura (ORF), marco alternativo de lectura
(ARF) y las dos regiones no codificantes del ARN con sus estructuras (5 NCR y 3’ NCR). B.
Procesamiento de la poliproteina y productos del clivaje. Arriba, se observa el genoma viral,
en violeta los genes estructurales y en blanco los genes no estructurales. Abajo, las

proteinas maduras generadas. Se indican los sitios de clivaje ) para proteasas del
hospedero, (*) para la serin-proteasa viral y (®) para la cistein-proteasa viral. C. Topologia
de la poliproteina en la membrana. Se muestra la orientacién propuesta de las proteinas
virales en la membrana. Las proteinas estan aproximadamente a escala (segin la cantidad
de aminodacidos) y ordenadas desde el extremo 5 al 3 respecto al ORF gendmico viral.
(Modificado de Lindenbach et al., 2013).

1.2.4. Ciclo replicativo del VHC

Unién y entrada a la célula: El primer paso en el ciclo de vida de un
virus es la union de la particula infecciosa a la célula hospedera, que requiere
la interaccién entre un receptor de la superficie celular y una proteina de
unién en la superficie de la particula viral. CD81 fue identificado como receptor
de VHC en base a su fuerte interaccién con E2 (proteina de unién de VHC), asi
como con las particulas virales /n vitro. El VHC también puede entrar en la

célula por uniéon a receptores de la lipoproteina de baja densidad (LDL). El
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estd involucrada en la fusién de membranas. E2 actia también como una
chaperona para E1, la cual en ausencia de E2 forma agregados mal plegados
(Bostan y Mahmood, 2010). Después de la unién inicial del VHC a sus
receptores SRB1 y CD81, la particula viral interacciona con las proteinas de
union CLDN1 y OCLN y finalmente entra en las células por endocitosis
mediada por receptor (figura 1.6, paso 1). Posteriormente el genoma de ARN
viral se libera en el citoplasma (Bartenschlager et al., 2013).

Traducciéon y procesamiento de la poliproteina: Una vez dentro del
citoplasma, el ARN gendémico viral se traduce directamente ya que es
reconocido como ARNm debido a que tiene la misma polaridad que un ARNm
celular. La traducciéon del ARN viral no estd mediada por un mecanismo cap-
dependiente sino por la iniciaciéon interna de la traduccion a través del IRES.
Dirigida por el IRES, la poliproteina se traduce en el reticulo endoplasmatico
rugoso y se escinde co- y post-traduccionalmente en las proteinas maduras
(figura 1.6, paso 2), tanto por proteasas de la célula huésped asi como por
dos proteasas virales (Bostan y Mahmood, 2010). Las proteinas virales, en
conjuncién con factores de la célula huésped, inducen la formaciéon de un
compartimento membranoso denominada red membranosa (MW) compuesta de
vesiculas simples, dobles y multi membranosas, asi como gotas de lipidos (LD)
(Bartenschlager et al., 2013) (figura 1.6, paso 3).

Replicacién del ARN: La replicacién del ARN se produce en un sitio no
especificado dentro de la red membranosa y a través de una copia de sentido
negativo de ARN (ARN(-)) que sirve como plantilla para la producciéon de
cantidades en exceso de ARN de sentido positivo (ARN(+)) para la progenie
(Bartenschlager et al, 2013) (figura 1.6, paso 4). La polimerasa viral cataliza la
sintesis tanto de la hebra negativa como de la positiva. Secuencias en el
extremo 3' se pueden plegar intramolecularmente y formar una horquilla que
permite hibridizar y generar un extremo 3’ que funciona como cebador y es
utilizado para la elongacién. Utilizando las altas concentraciones de GTP o ATP,

la polimerasa puede sintetizar un cebador de ARN. Otros factores virales y
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celulares son necesarios, como la helicasa NS3 que elimina estructuras estables
en el molde de ARN y facilita la replicacion o la fosfoproteina NS5A que esta
implicada en la regulacién de la replicacién del ARN. Ademas, un componente
celular, denominado PTB, interactta con las secuencias en el extremo 3. La
gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa se une a la secuencia poli (U) en el
extremo 3'. Otras proteinas celulares involucradas en la replicaciéon son las
llamadas p87 y pl30. Proteinas de otros virus también podrian potenciar la
replicacién al activar la transcripcion de genes celulares (Bostan y Mahmood,
2010).

Ensamblaje y liberacién del virus: El ensamblado de las particulas virales
se inicia probablemente en las proximidades del ER y las LD, donde se
acumulan la proteina core y el ARN viral. La formacién de particulas puede ser
iniciada por proteinas core que interactian con el genoma de ARN. Dicha
interaccién, no sélo puede promover una encapsidacién selectivo del genoma
de cadena positiva sino que también parece reprimir la traduccién a través del
IRES, lo que sugiere un potencial mecanismo para cambiar de
traduccién/replicacién a ensamblado. La nucleocdpside viral adquiere su
envoltura (E1 y E2) por gemacién a través de las membranas del RE (figura 1.6,
paso 5) y en este caso el virus es exportado a través de la via secretora
constitutiva (figura 1.6, paso 6) (Bostan y Mahmood, 2010; Bartenschlager et al.,
2013).
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Figura 1.6. Ciclo de replicacion del VHC. Se describen los pasos del ciclo de acuerdo a
Bartenschlager y colaboradores (2013).

1.2.5. Variabilidad Genética de VHC

El VHC tiene una variabilidad de secuencia nucleotidica de
aproximadamente 30% entre sus principales genotipos y del 20% en los
diferentes subtipos dentro de cada genotipo, cuando comparamos todo el
genoma viral. La regién 5 NCR es la que contiene el grado de conservacion
mas alto del genoma con un 90% de similitud entre los diferentes genotipos,
sin embargo, la region se compone de dominios altamente conservados
alternados con dominios variables. En las regiones codificantes del genoma, los
cambios ocurren sobre todo en sitios sindénimos (sitios que no cambian el
aminodcido codificado).

La regién del core estd relativamente bien conservada, con similitud de
secuencias de nucleétidos que van desde 81% (méxima diversidad) y el 88%
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(minima diversidad) entre las estirpes de diferentes genotipos. La regién amino-
terminal de EZ2 constituye una regiéon hipervariable. El segmento de 28
aminoacidos de esta region presenta mas del 50% de variacién en las distintas
estirpes. Regiones muy variables son también la hipervariable 2 de E2 al igual
que la NS5A, E1 y E2. Por otro lado, regiones conservadas son 5NCR, NS5B y
NS3.

Una tasa de mutaciéon de aproximadamente 1,4x10° sustituciones de
bases por nucledtido por afio ha sido estimada para todo el genoma (Cuthbert,
1994; Simmonds, 2004). La tasa de mutaciéon de la mayoria de los virus de
ARN varia de 10* a 10* sustituciones por sitio por afo, que se considera un
reflejo de la falta de capacidad de correccién de errores de sus ApAd. La
expectativa de la teoria neutral acerca de que la diversificacién se produce a
un ritmo constante en el tiempo esta implicita en los intentos de utilizar esta
tasa para calcular los tiempos de propagacion del VHC. De todas formas,
evidencia tanto de evolucion ‘“darwiniana” como de evolucion neutral es
encontrada en las secuencias del VHC. Un posible ejemplo de cambio
adaptativo en el VHC es la rapida evolucion de la region hipervariable de la
glicoproteina de la envoltura E2 para impedir el reconocimiento por los
anticuerpos inducidos por la infecciéon. Por otra parte, la deriva 'neutral’ de la
secuencia, sin duda, representa gran parte de la diversidad genética que se
observa entre las poblaciones geograficamente o epidemiolégicamente
separadas del VHC. Este proceso de divergencia resultante de la fijacion de
cambios neutrales en la secuencia no altera el fenotipo de los virus en gran
medida (Cuthbert, 1994; Simmonds, 2004).

A pesar de la diferencia de secuencia, mayor al 30% que se observa
entre los genotipos del VHC, cada uno conserva un ciclo de replicacién similar
en el huésped humano. De hecho, su capacidad compartida de establecer
infecciones persistentes en los seres humanos con titulos de alta infectividad
en la sangre y causar una infeccién lentamente progresiva y asintomatica en

gran parte son factores clave en la transmisién. Esta falta de innovacién
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fenotipica durante un periodo muy largo de evolucién divergente demuestra, tal
vez, cdmo la evolucion del VHC esta conformada y limitada en su totalidad por
su adaptacion a las células que infecta. Al igual que otros virus de ARN, el
genoma del VHC en un paciente individual es una poblacién mixta de un
importante nUmero de estirpes altamente relacionadas entre si a nivel
filogenético, las cuales son denominadas quasiespecies, con una secuencia
consenso dominante para la mayoria de las estirpes (Cuthbert, 1994;

Simmonds, 2004).

1.2.6. Genotipos

En la dltima actualizaciéon realizada este afio (2014) con genomas
completos o casi completos, se resolvieron problemas de nomenclatura para la
designacion de genotipos y se determiné el uso de un criterio consenso,
creando asi, una clasificacion de VHC en 7 genotipos y 67 subtipos distintos
confirmados (Smith et al, 2014). Quedan por resolver aln 22 secuencias de
genomas completos las cuales permanecen sin un subtipo asignado. Ademas se
desarrollé6 una pagina web controlada por el Comité Internacional para la
Taxonomia de los Virus (ICTV) que mantiene y actualiza regularmente tablas
con las estirpes de referencia, sus nimeros de acceso y alineamientos
anotados. La pagina web donde se puede encontrar dicha informacién es
http://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/w/sg flavi/default.aspx. Ademéas, el Grupo de
Estudio de Flaviviridae pide a todos aquellos que necesiten chequear o
proponer nuevos genotipos o subtipos de VHC que se contacten con ellos para
la publicacién de nuevos genotipos o subtipos para asi evitar que aparezcan en
la literatura problemas de nomenclatura (Smith et al., 2014).

Esta recomendacién es importante de llevar a cabo debido al numero
creciente de nuevas secuencias de genomas completos de VHC que pasé de
238 en 2005 a mas de 1300 en la actualidad, las mas de 225 mil secuencias

parciales disponibles en Genbank, ademas del retraso en la publicacién de las
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mismas, lo cual podia llevar a identificar dos secuencias distintas con el mismo
nuevo subtipo.

Los andlisis filogenéticos de secuencias con mas del 95% de la regién
codificante revelaron entonces los 7 principales grupos filogenéticos
correspondientes a los genotipos 1-7. Dentro de estos genotipos, el
agrupamiento de los diferentes subtipos que los constituyen tiene un soporte
de 100% de réplicas de bootstrap (Smith et al, 2014) (figura 1.7).

Basado entonces en el criterio consenso, los subtipos confirmados
requieren la secuencia del genoma completo, que tenga diferencia en al menos
el 15% de las posiciones nucleotidicas y se cuente con secuencias de al
menos otras dos estirpes para la regién core/E1l (con méas del 90% de la
secuencia correspondiente a la posicion 869-1292 del genoma de referencia
H77, nimero de acceso AF009606) y la regién NS5B (mas de 90% de la
secuencia correspondiente a la posicion 8276-8615 también de H77, nimero de

acceso AF009606) (Smith et al, 2014).
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Figura 1.7. Genotipos y subtipos del VHC. Arbol filogenético de Neighbor-joining con
distancias nucleotidicas de maxima verosimilitud compuesta entre las regiones codificantes de
aislados con genotipo y subtipo asignado y confirmado en base al andlisis de mas de 1300
secuencias de la regiéon codificante casi completa, junto con otros aislados que ain no han
sido asignados indicados con * a continuacién del subtipo. Los circulos negros indican
clados seleccionados con 100% de apoyo bootstrap (Tomado de ICTV online,
http://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/w/sg_flavi/56.hcv-classification.aspx).
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1.2.7. Distribucién geografica de cada genotipo

Si bien VHC es un virus pandémico, los genotipos y subtipos se
distribuyen siguiendo un patrén geografico de circulacion. Los genotipos 1 al 3
tienen una distribucién global. Los genotipos 4 y 5 se encuentran
principalmente en Africa, y el genotipo 6 se distribuye en Asia (figura 1.1). Las
dreas endémicas para los genotipos especificos se encuentran en Africa
Occidental (genotipos 1 y 2), Africa Centro-Oeste (genotipo 4), el subcontinente
indio (genotipo 3), Africa Central (genotipo 4) y el sudeste de Asia (genotipo 6).
No se ha encontrado un area endémica para el genotipo 5, a excepcién de un
pueblo en el centro de Francia, donde la infeccion con VHC 5a de la poblacién
local se asocié a vivir en una zona rural llamada Vic-le-Comte (Abergel et al,
2007).

Cuando se encuentra una diversidad limitada de los subtipos de VHC en
una zona geografica determinada, ésta puede atribuirse a la reciente
introduccién de VHC en la poblacion, como se ha documentado para Canada o
Australia. La epidemiologia molecular del genotipo 2 apunta a Africa occidental
y central, principalmente a lo largo de la costa atlantica, como su lugar de
origen endémico. Se ha encontrado una propagaciéon hacia el este desde la
costa de Africa Occidental a Camertn, que tuvo lugar a lo largo de varios
siglos (Markov et al., 2009; Lavanchy, 2011).

Andlisis con reloj molecular datan al ancestro comin de VHC en Guinea-
Bissau, en torno a 1470. Aislados de Madagascar y Martinica sugieren que la
trata de esclavos histérica y la posible exposicién a VHC parenteral durante las
campafias de salud publica llevadas a cabo durante la época colonial pueden
haber desempefiado un papel en la difusién de los genotipos 2a y 2c (Markov
et al., 2009).

La distribucién geografica de los genotipos del VHC y la tasa de
variacién genética son consistentes con la distribucién global de VHC, y son

compatibles con una larga historia de infeccion en la mayoria de las
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poblaciones del mundo, precediendo, en muchos lugares geogréficos, la era de

la medicina moderna por muchos siglos (Lavanchy, 2011).

1.2.8. Mutacién

A nivel de ADN y ARN, hay dos tipos principales de cambios
mutacionales puntuales: sustituciones de bases y adiciones o deleciones de
bases. Las sustituciones de bases son aquellas mutaciones en las que una
base es reemplazada por otra. A su vez, éstas se pueden dividir en dos
subtipos: transiciones y transversiones. Una transiciéon es la sustitucién de una
base a otra base de la misma categoria quimica (purina sustituida por purina o
pirimidina sustituida por pirimidina). Una transversién es la sustitucion de una
base de una categoria quimica por una base de la otra (pirimidina sustituida
por purina o viceversa).

La generacion de mutaciones mediante la adicion o delecion de
nucleétidos a la cadena naciente de ADN o ARN constituye uno de los
principales mecanismos generadores de variabilidad genética viral.

Las mutaciones puntuales pueden ocurrir en regiones codificantes y/o
también en regiones reguladoras.

La mutacién puntual en una regidon codificante, puede generar
alteraciones en la expresiéon génica y/o la funcién de su producto, como
consecuencia directa de dos aspectos del cédigo genético: la degeneracién del
cédigo y la existencia de codones de terminacion.

Al igual que las mutaciones sin sentido, las adiciones o deleciones de
una sola base tienen consecuencias sobre la secuencia del polipéptido que se
extienden mucho mas alld del sitio de la propia mutacién. Debido a que la
secuencia de ARNm es “leida" por el aparato traduccional en grupos de tres
bases (codones), la adicion o pérdida de una sola base cambia el marco de
lectura a partir de la ubicacién de la misma y se extiende hasta el extremo

carboxi-terminal de la proteina. Por lo tanto, las mutaciones que afectan el
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marco de lectura generalmente exhiben pérdida de la estructura y de la
funcién normal de la proteina.

A nivel de ARN, hay secuencias funcionales importantes, particularmente
en el caso de VHC la regién no codificante 5 NCR donde se encuentra el
IRES, esencial para que ocurra la traduccién del Gnico ORF, y el extremo 3'NCR
el cual posee funciones en la traduccion y sintesis del ARN.

En general, las consecuencias funcionales de cualquier mutacién puntual
(sustitucién, adicién o delecién) en estas regiones, dependen de su ubicacién y
de si se interrumpe un sitio funcional o no. Las mutaciones que interrumpen
estos sitios tienen el potencial de cambiar el patrén de expresidon de un gen
en términos de la cantidad de producto expresado en un momento
determinado o en respuesta a ciertas sefiales celulares o extracelulares. Es
importante mencionar que mutaciones “en sitios reguladores” afectaran la tasa
de sintesis proteica, pero no alteraran la estructura de la misma.

Finalmente es importante destacar que las mutaciones ademas, se
clasifican como inducidas o espontdneas. Las mutaciones inducidas se definen
como las que surgen después del tratamiento con mutagenos o agentes
ambientales que se sabe que aumentan la tasa de mutacién. Las mutaciones
espontdneas son aquellas que surgen ante la ausencia de tratamiento con
algn mutageno conocido y representan la "tasa de fondo" de mutacién y son
probablemente la fuente Gltima de variacién genética natural que se observa en
las poblaciones.

La frecuencia a la que se producen mutaciones espontdneas varia segln
el organismo, siendo de hasta 10 para el caso de algunos virus de ARN. Esto
se debe principalmente a que las ApAd de éstos no tienen la funcién de

correccién de errores (Griffiths et al., 1999; Holmes, 2013) (figuras 1.8 y 1.9).
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de tasas de errores observados y los tamafios de genoma (Modificado de

Holmes, 2011).
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1.2.9. Recombinacion

La recombinaciéon es el mecanismo por cual ocurre el intercambio de
secuencias nucleotidicas entre diferentes moléculas de ARN gendmico. Es una
caracteristica presente en muchos virus ARN vy constituye un importante
mecanismo para la produccién de nuevos genomas, pudiéndose generar “saltos
evolutivos” importantes. Entre los virus de ARN simple hebra de cadena positiva,
la recombinacion mejor documentada se encuentra en las familias
Picornaviridae y Retroviridae. La recombinacién entre diferentes enterovirus en
especies B es conocida por generar un gran nimero natural de virus
recombinantes con nuevas combinaciones de la capside (determinacién del
serotipo) y proteinas no estructurales, que puede mostrar diferencias sutiles en
la patogenicidad en modelos de ratén (Simmonds, 2004).

La recombinacién ocurre en muchas familias de virus de ARN y su
ocurrencia requiere tanto de oportunidades epidemiolégicas como de
compatibilidad biolégica. En virus de ARN de cadena positiva, la recombinacion
se produce generalmente a través de un proceso de cambio de genoma
durante la replicacion del ARN gendémico. La ARN polimerasa copia primero el
extremo 3 de una hebra parental (+) y luego intercambia un molde por otro en
la posicion correspondiente en una segunda hebra (+) parental. Para detectar
estos hechos, una célula debe estar infectada por dos o mas variantes
genéticamente identificables del virus. /n vivo, esto requiere la coinfeccién de la
misma célula con mas de una de esas variantes, a fin de que las formas
recombinantes sean detectadas. La epidemiologia genotipica y la historia
natural de la infeccién por el VHC cumplen claramente con ambos criterios
(Simmonds, 2004).

Una amplia gama de genotipos circula en los principales grupos de
riesgo para el VHC en los paises occidentales, incluyendo la y 3a en los
usuarios de drogas inyectables (UDI) y 1b, 2a, 2b, 2c y 4a en toda la zona

Mediterranea, aumentando las chances de generarse eventos de recombinacion.
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En éstas areas, la infeccién se caracteriza por mdultiples exposiciones cercanas
al momento de la infeccion primaria, como repetir con frecuencia el uso
compartido de agujas con varias personas infectadas en breves periodos de
tiempo en el caso de los UDIs y la contaminacién de productos de la sangre,
como el factor coagulante VIl concentrado a partir de varias unidades de
plasma positivos para VHC. De hecho, incluso en curso, la infeccién por VHC
crénica no protege de una posible reinfeccién (Simmonds, 2004).

La viabilidad y patogenicidad de recombinantes inter e intra-genotipo son
dificiles de evaluar y tienden a variar considerablemente entre las familias de
virus. Hay poca informacién experimental sobre la viabilidad potencial de
recombinantes inter o intra-genotipo de VHC, a pesar de que recientemente se
ha observado que la mayoria de las combinaciones de secuencias de genotipo
la y 1b en la regién no estructural del genoma no logran generar un replicén
viable (Gates et al, 2004), lo que implica la existencia de incompatibilidades
entre las variantes que muestran una divergencia de aproximadamente 20% de
secuencia. A pesar de estas observaciones /n vitro, formas recombinantes del
VHC se han observado en la naturaleza tanto intra como inter-genotipo en
distintas regiones geogréficas: en San Petersburgo, Rusia (2k/1b) (Kalinina et
al, 2002; 2004), Pert (1a/1b) (Colina et al, 2004), Vietnam (2/6)
(Noppornpanth et al, 2006), Filipinas (2b/1b) (Kageyama et al., 2006), Francia
(2/5) (Legrand-Abravanel et al, 2007), Uzbekistan (2k/1b) (Kurbanov et al,
2008), Japén (1a/1c) (Cristina y Colina, 2006), Irlanda (Moreau et al., 2006) y
Uruguay (1a/1b) (Moreno et al, 2009).

A pesar del numero de estudios que se han llevado a cabo para
investigar este problema, la verdadera frecuencia de recombinacion del VHC
puede ser considerablemente subestimada. Por ejemplo, la recombinaciéon no se
detecta facilmente entre variantes dentro del mismo subtipo, intra-subtipo, (por
ejemplo, entre dos cepas infectantes subtipo la en un UDI). Del mismo modo,
es dificil documentar recombinantes inter-subtipo (o intra-genotipo) donde VHC

es muy diverso, como por ejemplo dentro del genotipo 2 en el oeste de Africa,
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porque en estas regiones, no existe un catdlogo completo de variantes de
secuencias dentro del cual observar los eventos de recombinacién (Simmonds,
2004).

La existencia de recombinacién generalizada es una limitacion
considerable cuando se usan ensayos de genotipado que se basan en regiones
individuales del genoma, como la 5 NCR, core o NS5B. Sélo la genotipificacién
basada en las regiones del genoma que determinan la susceptibilidad al IFN
seria capaz de predecir la respuesta al tratamiento, que es una de las

principales aplicaciones de los ensayos de genotipificacién (Simmonds, 2004).

1.2.10. Origen y evolucién del VHC

Un tema central en la genética de poblaciones es entender cémo
evoluciona una poblacién bajo un conjunto de condiciones dado. La evolucién
es un proceso hacia adelante en el sentido de que una poblacion cambia sus
caracteristicas con el tiempo. En consecuencia, los enfoques prospectivos
dominaron el campo de la genética de poblaciones en el pasado. Sin embargo,
empiricamente las caracteristicas de una poblacién natural son generalmente
analizadas tomando muestras de la poblacién. Cuestiones bioldgicas
interesantes que surgen de una muestra son en su mayoria retrospectivas,
como la historia de la poblacién que dio origen a la muestra, o los
mecanismos evolutivos responsables de las caracteristicas observadas. La
rapida acumulacion de datos de secuencias de ADN desde 1980 ha
transformado la corriente principal de la investigacion de la genética de
poblaciones de prospectiva a retrospectiva, o sea, de la demostracién de
principios a la inferencia de eventos que sucedieron en el pasado. El modelo
mas ampliamente estudiado es el neutral de Wright-Fisher, que supone que las
secuencias en una poblacion en una generacién dada son una muestra
aleatoria (con reemplazo) de los de la generacion anterior y que todas las

mutaciones en cuestién son selectivamente neutrales (Fu y Li, 1999).
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Para inferir el pasado a partir de un muestreo tomado de una poblacion
presente, se requeria un nuevo enfoque, por lo que surge de esa necesidad, la
teoria coalescente. La esencia de esta teoria es comenzar el estudio con un
muestreo, y rastrear hacia atrds en el tiempo para identificar los eventos que
ocurrieron en el pasado, desde el ancestro comin mas reciente de dicha
muestra.

La mayoria de los métodos actuales se basan en la teoria coalescente,
un proceso estocastico que describe cémo los procesos genéticos de la
poblacién determinan la forma de la genealogia de las secuencias de genes
incluidos en la muestra. Métodos de inferencia basados en el coalescente
permiten que parametros genéticos de la poblacion sean calculados
directamente a partir de datos de secuencias de genes.

El modelo coalescente de tamafo poblacional variable, permite la
inferencia de dinamicas de poblacion pasadas a partir de secuencias
contemporaneas o a partir de secuencias muestreadas a diferentes tiempos
(Griffiths y Tavaré, 1994).

Los métodos coalescentes para inferir historias demograficas requieren un
modelo demografico, que es simplemente una funcién matematica utilizada para
describir el cambio en el tamafio efectivo de la poblaciéon a través del tiempo.
Cada modelo demografico tiene uno o mas parametros demograficos. Los
modelos demograficos mas cominmente utilizados son el tamafio constante, el
crecimiento exponencial, el crecimiento logistico y el crecimiento de expansién.
Ademads, combinar estos modelos por tramos permite una serie de modelos
mas complejos. La dinamica de las poblaciones pasadas se reconstruye
mediante la estimacion de los parametros demograficos, tipicamente por
maxima verosimilitud o métodos bayesianos.

El modelo demografico que mejor se ajusta a las secuencias de genes
en estudio generalmente no se conoce de antemano. Aunque es posible
comparar el ajuste de diferentes modelos demograficos utilizando técnicas de

seleccién de modelo estandar, este es un proceso que consume mucho tiempo
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y no hay ninguna garantia de que alguno de los modelos comparados se
ajuste adecuadamente a los datos. El uso de un modelo demografico
incorrecto dara lugar a estimaciones sesgadas e invalidas de la historia
demografica. Ademdas, un modelo demografico incorrecto podria dar lugar a
sesgos en otros parametros estimados por el modelo evolutivo. Con el fin de
hacer frente a estas preocupaciones, se desarrollé un modelo flexible llamado
skyline plot (Pybus, Rambaut y Harvey 2000). El skyline plot es un modelo por
tramos constantes del tamafio de la poblacién que pueden adaptarse a una
amplia gama de escenarios demograficos. Ha demostrado ademas ser (til
como herramienta de seleccion para indicar el modelo demografico mas
adecuado para un conjunto de datos determinado (Pybus y Rambaut, 2002).
Este modelo produce cierto ruido, por lo cual se desarrollé un modelo para
reducirlo llamado skyline plot generalizado (Strimmer y Pybus, 2001), el cual
utiliza el criterio de informacion de Akaike (Akaike, 1974) para reducir el
nimero de parametros empleados.

El skyline plot bayesiano (BSP, por sus siglas en inglés) utiliza
procedimientos de muestreo Monte Carlo via cadenas de Markov (MCMC), para
estimar una distribucién posterior del tamafio efectivo de la poblaciéon a través
del tiempo, directamente de una muestra de secuencias de genes, dado
cualquier modelo de sustituciéon de nucleotidos especificado. A diferencia de los
métodos anteriores, el BSP incluye intervalos de credibilidad para el tamafio
efectivo de la poblacion estimado en cada punto en el tiempo, hasta el
ancestro comdn mas reciente de las secuencias. Estos intervalos de credibilidad
representan la incertidumbre filogenética y coalescente. El procedimiento MCMC
muestrea eficientemente la distribucion de skyline plot generalizado dados los
datos de secuencia y combina estos plots para generar una distribucién
posterior del tamafio efectivo de la poblacién a través del tiempo. De esta
forma se puede co-estimar la tasa de evolucién, los parametros del modelo de
sustitucién, la filogenia, y la dinamica de poblaciones ancestrales dentro de un

Gnico andlisis (Drummond et al, 2005).
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Este tipo de analisis puede realizarse en patégenos que pueden persistir
en sus hospederos a través de muchos mecanismos, evolucionando
constantemente durante la infeccién. Dos virus importantes de este tipo, son el
VIH y VHC. Sus periodos infecciosos son largos, del orden de afios, lo que
significa que se pueden observar los patrones filodinamicos tanto intra- como
inter-huésped. Para estos virus, las dinamicas inter-huésped son relativamente
lentas, debido a que el tiempo entre los eventos de transmisién es por lo
general de meses o incluso afios. Por lo tanto, se ve una tendencia
epidemiolégica que cambia de forma relativamente lenta, en lugar de los valles
profundos y las epidemias recurrentes de infecciones agudas como el caso del
virus de influenza. La estructura filogenética de VIH y VHC a nivel poblacional
no esta determinada por la seleccion ejercida por el sistema inmune; en su
lugar, refleja la historia demogréafica y espacial de la transmisién (Grenfell et al,
2004).

En lo que refiere estrictamente a VHC, se han realizado diversos estudios
tanto filodinamicos como filogeograficos para diferentes subtipos asi como
también para diferentes regiones del mundo, o mismo para regiones dentro de
un mismo pais. Esto se debe a la importancia que tiene este tipo de andlisis,
para entender la evoluciéon y dindmica viral.

En el afio 2001 se estimé que la tasa de sustitucion de VHC en la
region NS5B es de entre 5,0x10* y 7,0x10* sustituciones/sitio/afio (Pybus et
al., 2001), sin embargo 8 afios mas tarde una nueva estimacién fue realizada
obteniéndose una tasa de sustitucion mas rapida de 7,0x10* - 1,4x10°
substituciones/sitio/afio para el subtipo la y 4,2x10* - 20x10°
substituciones/sitio/afio para el subtipo 1b (Magiorkinis et al., 2009). Ademas
de sugerir que la tasa de evolucion del VHC es mas rapida que la sugerida
previamente, se menciona que la propagacion mundial del VHC coincidié con el
uso generalizado de sangre transfundida y productos sanguineos y con la
expansién del consumo de drogas por via intravenosa, pero se desacelerd con

anterioridad a la aplicacion de la deteccion de anti-VHC en los bancos de
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sangre. Las diferencias en las vias de transmisién asociadas con los subtipos
la y 1b proporcionarian una explicacion de la expansién relativamente mas
temprana de 1lb. A su vez los datos de ese trabajo muestran que la via mas
plausible de dispersién de VHC fue desde los paises desarrollados a los paises
en desarrollo (Magiorkinis et al., 2009).

Como fue mencionado anteriormente muchos estudios se han realizado
sobre el VHC en lo que refiere a la filodinamica y filogeografia, sin embargo es
relevante destacar aquellos que se han realizado en la regién sudamericana,
principalmente los paises fronterizos con Uruguay; Argentina y Brasil.

En el afio 2010, se analizaron un total de 231 secuencias del gen NS5B
(subtipo 1a = 89, subtipo 1b = 56 y subtipo 3a = 86) aisladas en Brasil entre
1995 y 2007. Los resultados de este trabajo revelan importantes variaciones en
el patrén de transmision del VHC entre los subtipos. La transmision del subtipo
la se caracteriza por la difusién de un linaje de Brasil con un intercambio de
virus aleatorio entre las diferentes regiones geograficas, pero no entre las
poblaciones de UDI y no UDI. La transmision del subtipo 1b se caracteriza por
la difusiéon simultanea de mudltiples linajes de VHC con un intercambio de virus
restringido entre las regiones de paises y grupos de riesgo. La transmisién del
subtipo 3a se caracteriza por la difusién simultanea de mudltiples linajes de VHC
y mezcla filogenética al azar por grupo de riesgo y ubicacion geografica.
Ademas se indica que los principales clados brasilefios de VHC probablemente
comenzaron a circular en el pais durante la segunda mitad del siglo 20 y
muestran historias de epidemia similares que se caracterizan por una primera
fase de expansion exponencial y luego la reduccion de las tasas de
crecimiento desde 1980 hasta 1995. Esto sugiere que la expansién del VHC
puede haber sido controlada efectivamente en Brasil (Lampe et al, 2010).

En el afio 2011 en Argentina se realizé un trabajo sobre el subtipo Z2c,
un subtipo con baja prevalencia en el mencionado pais. Sin embargo, este
subtipo es el mas frecuente en la provincia central de Coérdoba. Ademas, en

Cruz del Eje, una pequefia ciudad rural de esta provincia, se encontré6 una
42



prevalencia de infeccién por VHC del 5%, siendo el 90% de las muestras
clasificadas como subtipo 2c. En otras poblaciones de la provincia de Cérdoba,
con menor prevalencia de VHC, se registr6 que el 50% de las muestras
pertenecian al subtipo 2c. El andlisis de coalescencia para las muestras de
Cruz del Eje, otros lugares de Cérdoba y Francia dio un tiempo para el
ancestro comdn mas reciente de unos 140 afios, mientras que su
reconstruccién demogréafica mostré una fase “lag” en la poblacién viral hasta
1880 y luego un crecimiento exponencial hasta 1940. También se obtuvieron
estos resultados cuando cada zona geografica se analizé6 por separado, lo que
sugiere que el VHC-2c entr6 en la provincia Coérdoba durante el proceso de
migracién, principalmente de Europa, lo que es compatible con la historia de
Argentina de principios del siglo 20. Este resultado también sugiere que la
propagaciéon del subtipo 2c se produjo en Europa y América del Sur casi
simultdneamente, posiblemente como resultado de los avances en la tecnologia
de la medicina de la primera mitad del siglo 20 (Ré et al, 2011).

Otro trabajo realizado en Argentina en el afio 2012, con 42 pacientes de
la ciudad de Mar del Plata. Los subtipos detectados fueron la (n=32), 3a (n=38)
y 1b (n=2). La historia demogréfica del subtipo la inferida de los datos de
secuencia mostré un crecimiento exponencial en la década del 90. El periodo
de expansion viral se ve retrasado en comparaciéon con lo observado para el
mismo genotipo en otros paises en los que la transmisién se asocié con los
UDI. Ademas, el analisis filogeografico del subtipo la mostré una asociacion
estadisticamente significativa entre la ubicaciéon de las muestras y la filogenia,
que puede ser el resultado de la transmision local de VHC en la ciudad. El
analisis molecular ha ayudado en la descripcién del contexto epidemiolégico
complejo de una ciudad turistica (Culasso et al., 2012).

En otro trabajo realizado en Brasil, se analizaron un total de 676
secuencias del gen NS5B del VHC de los subtipos 1la (n=321), 1b (n=170) y 3a
(n=185). También se analizaron 22 secuencias de variantes genéticas menores,

incluidos el genotipo 2 (n=13), el genotipo 4 (h=6) y el subtipo 5a (n=3). Los
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andlisis revelaron que la epidemia de VHC brasilefia se debié a mudltiples
introducciones y transmisién autéctona de los subtipos la, 1lb, 3a y los
genotipos 2, 4 y 5 del VHC. La epidemia brasilefia del subtipo la se debe
principalmente a la difusion de un clado mayor, mientras que las epidemias de
los subtipos de VHC brasilefios 1b y 3a se caracterizan por la difusion
simultdnea de varios linajes VHC independientes. Algunos linajes brasilefios de
VHC de los subtipos 1a, 1b, 2b y 3a tuvieron éxito en establecerse y difundirse
a través de varias regiones del pais. Estos resultados demuestran la existencia
de mltiples introducciones y propagaciéon local tanto de variantes genéticas de
VHC prevalentes como de las menos comunes en Brasil e identifican algunos
de los principales clados de VHC brasilefios con difusién a nivel nacional. Este
estudio también sugiere que la diversidad de VHC observada en Brasil ha sido
moldeada tanto por la migracién viral frecuente entre las regiones y la difusion
viral /n situ (Lampe et al., 2013).

Por (ltimo cabe destacar un estudio realizado por Pickett vy
colaboradores (2011) donde evidencian la diversificacion en dos clados del
subtipo la. En este trabajo se examinaron secuencias de genomas completos
del subtipo la de todo el mundo para identificar posiciones que contribuyeran
a la diversidad genotipica y fenotipica. Las reconstrucciones filogenéticas
mostraron dos clados existentes dentro del subtipo la, cada clado con una
topologia de arbol tipo estrella y sin clara correlaciéon entre el tiempo o el
lugar de aislamiento y la filogenia. La identificacion de sitios filogenéticamente
informativos a nivel de nucleétidos revelé posiciones que no sélo contribuyen a
la diferenciacién en dos clados, sino que se encuentran en o proximos a los
codones asociadas con la resistencia a inhibidores de la proteasa (NS3, Q41)
o inhibidores de la polimerasa (NS5B, S368). Andlisis de mutaciones de
sustitucién  sindénimas/no  sinénimas, revelaron que la mayoria de las
mutaciones de nucledtidos produjo aminoacidos sinénimos, lo que indica la
presencia de presién selectiva purificadora a lo largo de la poliproteina con

regiones de seleccién positiva también detectadas. A pesar de esa evidencia de
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divergencia, ciertas caracteristicas del subtipo la se conservaron, incluyendo la
longitud de la ARFP, y un sitio-especifico de fosforilacién en la proteina NS5A
(S349). Este analisis sugiere que pueden existir diferencias especificas de cepa
en el desarrollo de resistencia del virus a los antivirales, las cuales son
dependientes de la variacién genética que separa estos dos clados (Pickett et

al, 2011).

1.3. Relevancia

Esta tesis genera aportes sin precedentes en el Uruguay. Es un estudio
epidemioloégico, filodinamico y evolutivo, aportando datos de nuestro pais en
ese sentido. En cuanto a la epidemiologia, esta tesis aporta secuencias del gen
parcial NS5B, las cuales se obtuvieron en Uruguay para los subtipos la, 1b,
3a, 2b y 2c entre los afios 2005 y 2011. Estas secuencias, junto con aislados
de otros paises del mundo se utilizaron en los andlisis filogenéticos para
determinar el grado de variabilidad genética de VHC que circula en Uruguay, e
identificar grupos VHC uruguayo-especificos y determinar las posibles entradas
de VHC a Uruguay. Por dltimo, se utilizd un método basado en el coalescente
bayesiano para investigar la evolucion y la historia de la poblacion de un linaje
del subtipo la uruguayo-especifico y uno del subtipo 3a también uruguayo-
especifico y para estudiar la historia evolutiva de los subtipos la y 3a

circulantes en nuestro pais.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Estudiar la variabilidad genética y reconstruir la historia evolutiva de VHC

en Uruguay.

2.2. Objetivos especificos

1- Optimizar métodos moleculares para la amplificacién y secuenciacién
de la regién NS5B del genoma de VHC.

2- Determinar los genotipos y subtipos circulantes en Uruguay a partir de
un banco de muestras obtenidas entre los afios 2005 y 2011.

3- Determinar la existencia de eventos de recombinaciéon en estirpes del
VHC de pacientes infectados.

4- Realizar estudios de filodinamica mediante la identificacion y estudio
de clados locales y regionales del VHC.

5- Realizar estudios de coalescencia y reconstruir la historia evolutiva en

secuencias provenientes de estirpes pertenecientes a los subtipos la y 3a.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Obtenciéon de las muestras

Se obtuvieron 253 sueros positivos por RT-PCR para VHC por el sistema
comercial Roche®, cedidos por el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Asociacién Espariola Primera de Socorros Mutuos (AEPSM) colectados entre los
afios 2005 y 2011. Las muestras se conservaron a -20 °C. Las mismas fueron
obtenidas dentro del marco de un proyecto colaborativo entre la AESPM, el
Laboratorio de Virologia Molecular del Centro de Investigaciones Nucleares de
la Facultad de Ciencias y el Laboratorio de Virologia Molecular de la Regional
Norte. Este muestreo es elevado considerando la poblaciéon del pais, de
aproximadamente 3,2 millones de personas
(http://www.ine.gub.uy/censos2011/index.html), teniendo en cuenta ademas la

estimacién del 0,43% de poblacién infectada.

3.2. Procesamiento de las muestras

3.2.1 Extraccion del ARN viral

El ARN viral se obtuvo utilizando el sistema comercial High Pure RNA
Isolation Kit (Roche Applied Science™) y TRIzol® Reagent (Invitrogen™), de
acuerdo con instrucciones suministradas por los fabricantes. El ARN extraido

fue almacenado a -20 °C hasta el momento de su andlisis.

3.2.2 Transcripcién reversa

La sintesis de ADNc se realizé por el método de hexameros al azar.

La reaccidon de transcripcion reversa se realizé utilizando la enzima
comercial SuperScript® [/ Reverse Transcriptase (Invitrogen™) o la RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific™), de acuerdo con las instrucciones de

los fabricantes.
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La sintesis de ADNc se realiz6 a partir de 10 pl del ARN obtenido de la
extraccién. El volumen final de la RT fue de 50 pl conteniendo ademas de los
10 pl de ARN; buffer de reacciéon 1x; 0,5 mM de cada dNTP; 0,01 M de DTT;
100 U de SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen™) o 200 U RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific™); 2 ng/puL (en el caso de
SuperScript® /) o 4 ng/pL (en el caso de RevertAid) de hexameros al azar;
H,0 (libre de RNAsa) para volumen final de 50 pL. La reaccién se inicié con la
desnaturalizacién del ARN durante 5 minutos a 95 °C. Luego fue agregada la
mezcla de reaccion; se incubé a 25 °C durante 10 minutos y luego a 42 °C
durante 50 minutos. Posteriormente se procedié a la inactivacion de la

reaccion calentando a 70 °C durante 15 minutos.

3.2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa

Un fragmento parcial del gen NS5B fue amplificado por PCR semi-anidada
utilizando la 7ag DNA polymerase (recombinant) (Thermo Scientific™) o la
Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific™). Los fragmentos
esperados son de 449 pares de base (pb) y de 386 pb, para la primera y
segunda ronda de amplificacion respectivamente. La banda esperada de 449
pb comprende la regién entre el nucledtido 8256 al 8704, mientras que banda
de 386 pb comprende la regién entre el nucleétido 8256 al 8641 (posiciones
referidas a la secuencia de referencia H77, nimero de acceso AF009606).

Se utilizaron oligonucledtidos descritos previamente por Cantaloube y

colaboradores (2005).

Nombre del cebador | Secuencia Sentido Comienzo | Final | Ronda
NS5-1 TATGAYACCCGYTGCTTTGAC Directo 8256 8276 | Primera/Segunda
NS5-2 GAGGAGCAAGATGTTATCAGCTC Reverso 8682 8704 | Primera
NS5-3 GAATACCTGGTCATAGCCTCCG Reverso 8620 8641 | Segunda
Tabla 3.1. Cebadores utilizados para la amplificacion de la regién NS5B. En la tabla se

muestran los cebadores utilizados y la posicién de los mismos en la regiéon del genoma. Las
posiciones estan referidas a la secuencia de referencia H77 (Nimero de acceso: AF009606).
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En todos los experimentos se utilizaron controles negativos (sueros
negativos para VHC) y controles positivos (sueros positivos para VHC), para
validar cada estudio. Ademas se trabajé en el laboratorio con dos zonas

definidas, una de pre-amplificacién y otra post-amplificacion.

Las condiciones de amplificacion fueron optimizadas para nuestro
laboratorio.

Las mezclas de reaccién para las PCR fueron preparadas en un volumen
final de 25 pL conteniendo: buffer de reacciéon 1x; 2,0 mM de MgCl; 0,2 mM
de cada dNTP; 0,4 puM de cada cebador especifico; 1,5 U de la enzima
Tag DNA Polymerase (recombinant) (Thermo Scientific™) o de la Maxima Hot
Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific™) y H,O libre de ARNasas,
volumen suficiente para 25 pL. A los 20 pL de la mezcla de reaccién se le

adicionaron 5 pL de ADNc.

Para la optimizacién de la PCR se utiliz6 un gradiente de temperaturas
en el entorno a la calculada tedricamente para los cebadores. Para la
optimizacién de la primera ronda de amplificacion de la regiéon NS5B, las

condiciones del ciclo de amplificacion fueron las siguientes:

Incubacion a 95 °C durante 5 minutos.

Luego 35 ciclos de amplificacién:

Desnaturalizacion a 94 °C durante 45 segundos.

Hibridaciéon desde 50 °C a 55 °C durante 45 segundos.

Extension a 72 °C durante 45 segundos.

Por Ultimo, una extensién final a 72 °C durante 10 minutos y luego 4 °C

para mantener los tubos hasta retirarlos para seguir con el siguiente paso.

Para la optimizacién de la segunda ronda de amplificacion de la regién

NS5B, las condiciones del ciclo de amplificacién fueron las siguientes:
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Incubacion a 95 °C durante 5 minutos.

Luego 35 ciclos de amplificacién:

Desnaturalizaciéon a 94 °C durante 45 segundos.

Hibridacién a 55 °C durante 45 segundos.

Extension a 72 °C durante 45 segundos.

Por Ultimo, una extensién final a 72 °C durante 10 minutos y luego 4 °C

para mantener los tubos hasta retirarlos para seguir con el siguiente paso.

3.2.4. Visualizaciéon de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron separados electroforéticamente en geles de
agarosa al 2% y tefnidos con GoodView™ (SBS). Los geles fueron observados
en un transiluminador de luz ultravioleta y fotografiados con un procesador de

imagenes.

3.2.5. Purificacién de los productos de PCR

Cuando el gel no mostraba bandas inespecificas, las muestras positivas
fueron purificadas utilizando los kits comerciales AxyPrep PCR Clean-up Kit
(AXYGEN®) y /SOLATE PCR and Gel Kit (BIOLINE®). Por otra parte, cuando se
visualizaron bandas inespecificas las muestras positivas fueron purificadas
utilizando los kits comerciales AxyPrep™ DNA Gel Extraction kit (AXYGEN®) y
ISOLATE PCR and Gel Kit (BIOLINE®). En todos los casos se siguieron los

protocolos suministrados por los fabricantes.

3.2.6. Secuenciacién de los productos de PCR

Los productos purificados se enviaron para su secuenciacion directa al
Servicio de Secuenciacién de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto
Pasteur de Montevideo. La misma fue realizada bidireccionalmente, utilizando

los cebadores del segundo round de PCR.
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3.3. Analisis de las secuencias

3.3.1. Ediciéon de las secuencias

Los cromatogramas recibidos fueron corregidos y editados utilizando las
secuencias de ambas cadenas de cada muestra para generar una secuencia
consenso. Para esto fue utilizado el programa SegMan de Lasergene®

(DNASTAR®) (Swindell y Plasterer, 1997).

3.3.2. Secuencias de referencia

Las secuencias de referencia de los genotipos, utilizadas en este estudio
para genotipificar y subtipificar fueron obtenidas de la base de datos de Los
Alamos HCV (Kuiken et al., 2005; 2008).

Ademas se utilizaron 3 set de datos de 582 secuencias del subtipo 1a,
330 secuencias del subtipo 1b y 306 secuencias del subtipo 3a para realizar
los analisis filogenéticos. Estos set de datos para cada subtipo tienen
secuencias representativas de diferentes regiones geogréficas (Lampe et al,
2013), y fueron cedidos por el Dr. Gonzalo Bello del Laboratorio AIDS &

Imunologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.

3.3.3. Alineamiento de las secuencias

Las secuencias editadas fueron utilizadas para generar los distintos
alineamientos, segln los objetivos planteados. Ademas, se utilizaron los
diferentes set de datos para poder generar los alineamientos que luego fueron
utilizados para realizar los distintos analisis tanto filogenéticos como de
coalescencia. Estas fueron alineadas y preparadas con el paquete de software
MEGA 5 (Tamura et al, 2011). Se gener6 un alineamiento de secuencias
nucleotidicas con una longitud de 331 bases, correspondiente a la posicion
8297-8627 en referencia con la secuencia H77 (Niamero de acceso AF009606),
para la region NS5B.
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3.3.4. Andlisis filogenéticos

En primer lugar se determiné el modelo de sustitucidon nucleotidica que
mejor se ajustaba a nuestros datos, utilizando el programa jModelTest (Posada,
2008). Se evalué mediante el criterio de informacién de Akaike (AIC) (Akaike,
1974). Las filogenias fueron reconstruidas usando el método de maxima
verosimilitud (ML) y el modelo de sustitucién nucleotidica determinado
previamente para cada alineamiento, utilizando el programa PhyML (Guindon et
al,, 2010). El soporte estadistico utilizado para evaluar las ramas de los arboles
fue el test de razén de verosimilitud aproximado (alLRT) basado en el
procedimiento de tipo Shimodaira-Hasegawa (SH). Los arboles generados fueron

visualizados y editados con el programa Figlree v1.4.

3.3.5. Andlisis de estirpes recombinantes

Para determinar la existencia de eventos de recombinacion se utilizé el
programa Simplot (Lole et al, 1999). Se utilizaron las secuencias de la regién
NS5B obtenidas en este estudio para cada subtipo por vez, y las secuencias
de referencia para todos los subtipos de VHC.

El programa Simplot calcula y grafica el porcentaje de similitud de una
secuencia problema con un panel de secuencias utilizando un sistema de
ventana movil, la cual se mueve a lo largo de la secuencia de a pasos. En el
caso del subtipo la, se utiliz6 como secuencia problema una de las secuencias
de referencia para el subtipo la y se compar6é con todas las secuencias del
subtipo la obtenidas y el resto de las secuencias de referencia y a modo de
confirmacién se utiliz6 luego una secuencia de referencia del subtipo 1b,
también con todas las secuencias del subtipo la obtenidas y el resto de las
secuencias de referencia. En el caso del subtipo 1b, se realizd a la inversa,
primero se utilizo una secuencia de referencia para el subtipo 1b como
secuencia problema con todas las secuencias del subtipo 1b obtenidas y el

resto de las secuencias de referencia, y luego una secuencia de referencia del
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subtipo la, también con todas las secuencias del subtipo 1b obtenidas y el
resto de las secuencias de referencia. Por (ltimo, las secuencias 3a obtenidas
se analizaron utilizando como secuencia problema una secuencia 3a de
referencia y el resto de las secuencias de referencia.

En todos los casos se usé una ventana moévil de 200 nt moviéndose a lo

largo de la secuencia en pasos de 10 nt.

3.3.6. Andlisis de coalescencia

La reconstruccién de la demografia de los clisteres uruguayos fue
realizada utilizando el paquete BEAST v1.7.5 (Drummond et al, 2012). La
preparacion de los datos fue realizada en el programa BEAUti v1.7.5. Se
utilizaron como datos previos para los analisis del subtipo la, dos valores
distintos publicados previamente para la tasa de sustitucion de 5,00x10* -
7,00x10* sustituciones/sitio/afio (Pybus et al, 2001) y 7,00x10* - 1,40x10°
sustituciones/sitio/afo (Magiorkinis et al, 2009), mientras que para el subtipo
3a, se utilizd en los analisis una tasa de evolucion también previamente
publicada de 1,04x10° - 1,48x10° sustituciones/sitio/afio (Zehender et al,
2013). Para todos los analisis se utilizé como prior de &rbol coalescente el
Bayesian Skyline (Drummond et al, 2005). Ademés, el modelo de reloj
molecular utilizado en todos los andlisis, fue el reloj relajado lognormal (no
correlacionado) y el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustaba
a nuestros datos previamente seleccionado mediante el programa jModelTest. El
largo de la cadena MCMC fue de 1x10® generaciones. Cada combinacién de
datos fue corrida en el programa BEAST v1.7.5 y los resultados fueron luego
visualizados con el programa Tracer v1.5 descartando como calentamiento el
10% inicial de la corrida. Los valores del niumero efectivo de muestreo (ESS,
por sus siglas en inglés) fueron chequeados a fin de evaluar la convergencia
del andlisis, aceptando solamente valores mayores a 200 para todos los
parametros. Uno de los parametros de mayor importancia calculado en este

anélisis fue el tiempo del ancestro comin mas reciente (tMRCA, por sus siglas
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en inglés). El nimero efectivo de infecciones fue representado graficamente con
el Tracer v1.5.

Por otra parte, los arboles generados en cada corrida fueron anotados
con el programa TreeAnnotator v1.7.5 y luego de anotados, visualizados y

editados con el programa FiglTree v1.4.
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4. Resul

4.1. Optimizacién de la PCR para la regién NS5B

El primer resultado obtenido en el presente estudio fue la optimizacion

de la PCR para la region parcial de la NS5B del genoma del VHC.

11213 14151617 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 121314 1516 17 18
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Figura 4.1. Optimizacién de la PCR de la regién parcial de la NS5B del genoma. Electroforesis en
gel de agarosa al 2%. A) Primera ronda de amplificacién. Se utilizaron 4 muestras de control
(1200, 1100, 1105 y 1256) y un control negativo (C-) para cada temperatura. Carriles 6 y 12 peso
molecular (PM), carriles 1-5, temperatura de hibridacién (TH) de 50 °C, 7-11 a una TH de 52,5 °C
y del 13-17 a una TH de 55 °C. B) Segunda ronda de amplificacién. Se utilizaron las 4 muestras
de control (1200, 1100, 1105 y 1256) y un control negativo (C-) provenientes de la primera ronda
de amplificaciéon (A). Carriles 1, 7, 13 y 18 peso molecular (PM), carriles 2-6 (correspondiente a
carriles 1-5 de la primera ronda), 8-12 (a los carriles 7-11 de la primera ronda) y carriles 14-17 (a
los carriles 13-16 de la primera ronda). La TH fue de 55°C en todos los casos.

La optimizacion de la PCR se realizé antes de iniciar la amplificaciéon de
las muestras obtenidas de la AEPSM entre los afios 2005 y 2011, para adaptar
el protocolo de Cantaloube y colaboradores (2005) a las condiciones del
Laboratorio de Virologia Molecular, Regional Norte.

En la figura 41 se pueden observar los resultados obtenidos
correspondientes a la primera y segunda ronda de amplificacion. Como primer
resultado vemos que la amplificacién en la primera ronda no fue eficiente, sin
embargo, las temperaturas de hibridacién (TH) mas éptimas fueron a 52,5 °C y
55 °C.

Para confirmar la TH a la cual se logr6 mejor eficiencia y especificidad,

se procedid a la realizacion de la segunda ronda de amplificacion, a una TH

55



de 55 ©°C (figura 4.1 B). En la misma se puede observar que todas las
muestras que provenian de la primera ronda de amplificacion a una TH de
52,5 °C amplificaron (carriles 8-11), mientras que para el resto de las TH no
se alcanzé la amplificacion de todas las muestras (carriles 2-5 y 13-16).

Las condiciones finales optimizadas del ciclo de amplificacion para la

primera ronda de amplificacién fueron las siguientes:

Incubacién a 95 °C durante 5 minutos.

Luego 35 ciclos de amplificacién:

Desnaturalizacion a 94 °C durante 45 segundos.

Hibridacién a 52,5 °C durante 45 segundos.

Extension a 72 °C durante 45 segundos.

Por Gltimo, una extensién final a 72 °C durante 10 minutos y luego 4 °C

para mantener los tubos hasta retirarlos para seguir con el siguiente paso.

Las condiciones finales optimizadas del ciclo de amplificacion para la

segunda ronda de amplificacion fueron las siguientes:

Incubacién a 95 °C durante 5 minutos.

Luego 35 ciclos de amplificacién:

Desnaturalizacion a 94 °C durante 45 segundos.

Hibridaciéon a 55 °C durante 45 segundos.

Extension a 72 °C durante 45 segundos.

Por dltimo, una extensién final a 72 C durante 10 minutos y luego 4 °C

para mantener los tubos hasta retirarlos para seguir con el siguiente paso.
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4.2. Muestras amplificadas y secuenciadas de la regién NS5B

Se logré amplificar y secuenciar efectivamente 165 muestras de un total
de 253 muestras provenientes de pacientes uruguayos positivos para el VHC

cedidas por la AEPSM. El porcentaje de amplificaciéon y secuenciacion fue de

65,2%.

4.3. Comparacién de dos métodos de extraccion

De la comparacion de los dos métodos de extraccién de ARN utilizados

en muestras de suero, surge un resultado secundario a este estudio.

12 34567 8 910111213141516171819 1 23 45 6 7 89 1011121314151617181920

02122232425262728

Figura 4.2. Comparacién de la eficiencia de dos métodos de extraccién.
Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Extracciones utilizando dos métodos de
extracciéon diferentes. A) High Pure RNA Isolation Kit (Roche Applied Science™).
Carriles 1, 10, 19, 20 y 28 marcador de peso molecular, carriles 2-8, 11-17 y 21-
26 muestras y carriles 9, 18 y 27 control negativo. B) T7RIzol® Reagent
(Invitrogen™). Carril 10 marcador de peso molecular, carriles 2-9 y 11-19 muestras

En la figura 4.2 se pueden apreciar algunos geles tanto de
amplificaciones luego de extraccién por el sistema comercial High Pure RNA
Isolation Kit (Roche Applied Science™) asi como también por el método de
TRIzol® Reagent (Invitrogen™). Los resultados indicaron que luego de la
extracciéon por el kit comercial se obtuvo un total de 90 muestras positivas de
112 muestras extraidas (80,4%), mientras que por el método de T7RIzol® se
obtuvieron 78 muestras positivas de un total de 139 muestras extraidas
(56,1%). Es importante mencionar que todas las muestras analizadas eran
positivas por PCR para VHC (datos brindados por la AEPSM). También es

importante mencionar que la comparaciéon no fue realizada intra-muestra.
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4.4. Determinaciéon de los genotipos y subtipos de VHC circulantes

en Uruguay

Utilizando secuencias de la regién NS5B de los genomas de referencia
para todos los genotipos y subtipos y las secuencias obtenidas para esta
misma region en el presente estudio, se realizd el alineamiento de las mismas
para poder determinar, en primer lugar, el modelo de sustitucién nucleotidica
que mejor se ajustaba a nuestros datos. Mediante el uso del programa
jModelTest, se obtuvo que el modelo que mejor se ajusté fue el GTR + G, + |
en base al AIC. Utilizando este modelo de sustitucion de nucledtidos y alLRT
como soporte para evaluar el soporte de los grupos o clados, se realizd el
analisis filogenético de ML en el que 86 muestras (52,1%) agruparon con las
secuencias de referencia la, 40 (24,2%) agruparon con las secuencias de
referencia 3a, 27 (16,4%) agruparon con las secuencias de referencia 1b, 9
(5,4%) lo hicieron con las secuencias de referencia 2c y 3 (1,8%) con las de
referencia 2b (figuras 4.3 y 4.7).

Se observaron 5 muestras positivas en el afio 2005, 16 muestras
positivas en el afio 2006, 31 muestras positivas en el afio 2007, 25 muestras
positivas en el afio 2008, 20 muestras positivas en el afio 2009, 36 muestras
positivas en el afio 2010 y 32 muestras positivas en el afio 2011. En todos los
afios se refiere a positividad total sin discriminacién de genotipos. Es
importante mencionar que el muestreo va desde el 17 de marzo de 2005
hasta el 30 de agosto de 2011 (tabla 4.1). En la figura 9.4 del anexo se
muestra un grafico con los subtipos circulantes por afio y el total de estirpes
circulantes por afio, asi como también la variacion de los mismos a lo largo
del tiempo.

En las figuras 4.4, 45 y 4.6 se muestran los valores de alLRT, del arbol
filogenético, para las ramas o nodos que determinan los subtipos con los
cuales se agruparon las secuencias uruguayas obtenidas en este estudio. Se

observan valores de soporte estadisticamente significativos. En el caso del
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subtipo la el valor de aLRT que lo agrupa es de 0,88 (87,6%), para el subtipo
1b es de 0,97 (97,4%), el valor de alLRT que separa el subtipo 2b del resto de
los subtipos del genotipo 2 es 0,88 (88,5%), el subtipo 2c se agrupa con un
apoyo de 0,96 (96,0%), mientras que el subtipo 3a tuvo un soporte estadistico
de 0,99 (99,4%).

A su vez, los valores de soporte estadistico alLRT para los diferentes
genotipos fue de 0,95 para el genotipo 1, 1,00 para el genotipo 2, 0,98 para
el genotipo 3, 0,98 para el genotipo 4 y 096 para el genotipo 6. Los
genotipos 5 y 7 tienen tan solo una secuencia cada uno. De todas formas el
genotipo 5 se agrupa con un apoyo de alLRT de 0,92 con los genotipos 1, 2 y
6, quedando por fuera de los 3 genotipos y el genotipo 7 se agrupa con el
mismo apoyo estadistico de 0,92 pero con los genotipos 3 y 4, quedando

separado de ambos genotipos (datos no mostrados).
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Figura 4.3. Genotipificacién de las muestras positivas para VHC. Arbol

filogenético construido con el método de ML utilizando todas las
secuencias de la regién NS5B del genoma obtenidas en este estudio y
las secuencias de referencia para todos los subtipos de la misma

regiéon del genoma.
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Figura 4.4. Arbol filogenético de ML del genotipo 1 del VHC. Se muestran los valores de alRT
para los nodos que separan los diferentes subtipos encontrados y el nodo que separa al genotipo

1 de los deméas genotipos.
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Figura 4.6. Arbol filogenético de ML del genotipo 3 del VHC. Se muestran los valores de aLRT
para los nodos que separan los diferentes subtipos encontrados y el nodo que separa al genotipo

3 de los demds genotipos.
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ARo la 1b 2b 2C 3a |Total por afio
2005 1 2 0 0 2 5
2006 10 2 0 2 2 16
2007 12 9 1 2 7 31
2008 12 4 1 2 6 25
2009 13 3 0 0 4 20
2010 18 5 0 0 13 36
2011 20 2 1 3 6 32
Total por subtipo |86 27 3 9 40 165

Tabla 4.1. Distribucién de subtipos del VHC por afio. Se muestran los diferentes subtipos
identificados por afio, el total de positivos y secuencias por afio obtenidos para cada
subtipo, y el total acumulado por afio y subtipo.

(0]
/ 1

2C
MW 3a

Figura 4.7. Epidemiologia del VHC en Uruguay. Grafico descriptivo de los subtipos
identificados y el respectivo porcentaje para cada uno respecto al total de positivos.
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45. Estudios de recombinacién genética

Se estudiaron los posibles eventos de recombinacién genética en el VHC
para cada subtipo. Ademds, se analizaron para evitar que la ocurrencia de la
misma interfiera en los andlisis de coalescencia es que se realizaron estos
estudios. Se estudié para todas las secuencias obtenidas en el marco de esta
tesis, para cada subtipo por separado (figuras 4.8, 4.9, 4.10). Se muestran en
las figuras solamente los graficos de SimPlot obtenidos para los 3 subtipos
predominantes No fue detectada ninguna secuencia recombinante en los

subtipos estudiados.

- SePet - Query: Ret 14 US 77 MTTNC 004102

o la

T

o

oos

12

. /| 1b, ey 1g
):,: B~
fon
Lo

06s

e

G2, G3, G4, G5,

0 @ 90 @ 70 0 9 WO 110 120 10 40 150 WO 170 0 150 200 210 220 220 240 250 260 270 200 290 N0 M0 X0 W

Window: 200 bp, Step 10 tp. GapStrp On, Kimura (2-perameter), TA 20

Figura 4.8. Grafico de similitud de estirpes del VHC uruguayas del subtipo la. Se muestra la
similitud nucleotidica en funcién de la posicion del genoma, obtenida con el programa

SimPlot para las secuencias del subtipo la utilizando una secuencia de referencia del
subtipo la. La ventana utilizada fue de 200 nt y los pasos fueron de 10 nt.
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Figura 4.9. Grafico de similitud de estirpes del VHC uruguayas del subtipo 1b. Se muestra la
similitud nucleotidica en funcién de la posicién del genoma, obtenida con el programa
SimPlot para las secuencias del subtipo 1b utilizando una secuencia de referencia del
subtipo 1b. La ventana utilizada fue de 200 nt y los pasos fueron de 10 nt.
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Figura 4.10. Gréfico de similitud de estirpes del VHC uruguayas del subtipo 3a. Se muestra
la similitud nucleotidica en funcién de la posicién del genoma, obtenida con el programa
SimPlot para las secuencias del subtipo 3a utilizando una secuencia de referencia del
subtipo 3a. La ventana utilizada fue de 200 nt y los pasos fueron de 10 nt.



4.6. Entradas del VHC a Uruguay

Con el fin de evaluar si el virus entré al pais una Gnica vez y luego se
dispers6 localmente o si en realidad se han producido multiples entradas como
ocurrié en los paises fronterizos, se analizaron nuestras secuencias junto con
secuencias previamente publicadas (Lampe et al., 2013), para cada subtipo por
separado, focalizando los estudios para los 3 subtipos predominantes en
Uruguay, la, 1b y 3a. En los 3 casos se analizé el alineamiento en blsqueda
del modelo de sustitucién de nucleétidos que mejor se ajustaba a los datos
utilizando el jModelTest y el AIC. En todos los casos el modelo que mejor se
ajusta a los datos es el GTR + G, + I. Con este modelo, el aLRT como soporte
estadistico para las ramas del arbol y el método de ML, se realizaron los

diferentes analisis filogenéticos para cada subtipo.

46.1. Subtipo la

En primer lugar se analizé el subtipo la de VHC (figura 4.11), el cual
segln lo reportado por Pickett y colaboradores (2011) se separa en dos clados
distintos denominados clado 1 y clado 2. Estos estudios revelaron multiples
introducciones independientes de VHC dentro de la poblacién uruguaya.
Ademas el analisis filogenético indicé que el subtipo la presenta una gran
variabilidad de secuencias, pertenecientes tanto al clado 1 como al clado 2. La
distribucién de las secuencias entre los dos clados fue de 72% (n = 63) para
el clado 1 y el 28% (h = 24) para el clado 2. Un cliuster local de 35
secuencias denominado Uru-la correspondiente al 40% del total de las
secuencias del subtipo la de Uruguay fue hallado en el clado 1. Excluyendo el
clister Uru-la, las secuencias uruguayas se agruparon en multiples linajes
separados, presentando la mayoria de éstos un tamafio pequefio (n < 2)
pertenecientes tanto al clado 1 como al clado 2. La mayoria de los linajes se
conformaron con solamente una secuencia de Uruguay, con la excepcion de
dos linajes con mas de 5 secuencias denominados Uru-A y Uru-B,
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pertenecientes al clado 1 y 2, respectivamente. En suma, observamos la
existencia del clister Uru-la y el linaje Uru-A que pertenecen al clado 1 asi
como otras 20 secuencias uruguayas repartidas en 15 linajes distintos, y el
linaje Uru-B que pertenece al clado 2, al igual que otras 18 secuencias

repartidas en 11 linajes diferentes.

) Uru-B

—)Uru-A

Uru-1a

Figura 4.11. Arbol filogenético de ML del subtipo 1la del VHC. Arbol filogenético de ML realizado con
el set de datos de secuencias la de Uruguay y del resto del mundo. En rojo se representan las
secuencias uruguayas pertenecientes al clado 1 y en azul las secuencias uruguayas pertenecientes al
clado 2. Se muestra en arco rojo y con el nombre Uru-la el clister monofilético uruguayo. Se
muestran en arcos rojo y azul los clisteres monofiléticos minoritarios uruguayos pertenecientes al
clado 1 y 2 respectivamente, llamados Uru-A y Uru-B. Los puntos negros identifican los nodos que
separan los dos clados del subtipo 1a identificados por Pickett y colaboradores (2013).
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4.6.2. Subtipo 3a

Las secuencias del subtipo 3a mostraron un patrén similar al del subtipo
la con un clister local y midltiples linajes. Las secuencias uruguayas del
subtipo 3a se agruparon por separado en varios linajes con no mas de 2
secuencias de nuestro pais junto con secuencias de otros paises, con la
excepciéon de un grupo parafilético conformado por 11 secuencias uruguayas
denominado Uru-3a. Este grupo local es mas pequefio que Uru-la (el mayor
clister local del subtipo la), pero es significativo dentro del subtipo 3a ya que
son 11 secuencias de 40, representando el 27,5% del total de las secuencias
uruguayas del subtipo 3a. A su vez, dentro de este cluster parafilético, se
aprecian 9 secuencias formando un clister monofilético uruguayo. Por otro
lado observamos linajes independientes, donde encontramos 29 secuencias

divididas en 25 linajes distintos (figura 4.12).
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Uru-3a

Figura 4.12. Arbol filogenético de ML del subtipo 3a del VHC. Arbol filogenético de ML realizado con
el set de datos de secuencias 3a de Uruguay y del resto del mundo. En rojo se representan las
secuencias uruguayas. Se muestra en arco rojo y con el nombre Uru-3a el clister parafilético
uruguayo.
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4.6.3. Subtipo 1b

Por su parte, el subtipo 1b muestra solamente un patréon de mdltiples
linajes separados sin dispersién local o si existe es muy limitada. En el analisis
filogenético se diferenciaron 19 linajes, con secuencias de Uruguay agrupadas
con secuencias de todo el mundo. Casi todos estos linajes (13 de 19) estan
compuestos tan solo por una secuencia uruguaya, cinco linajes con dos
secuencias uruguayas y uno con cuatro secuencias uruguayas. No se encontré

ningln cluster de dispersién local para el subtipo 1b (figura 4.13).

Figura 4.13. Arbol filogenético de ML del subtipo 1b del VHC. Arbol filogenético de
ML realizado con el set de datos de secuencias 1lb de Uruguay y del resto del
mundo. En rojo se representan las secuencias uruguayas.
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4.7. Reconstruccién demografica de los clasteres locales de los

subtipos la y 3a

4.7.1. Claster Uru-la del subtipo la

La reconstruccion de la  historia evolutiva del clister Uru-1la,
perteneciente al clado 1 del subtipo la, difundido a nivel local fue reconstruida
en base a dos intervalos de tasas de sustitucién previamente publicadas y bajo
un arbol coalescente de skyline bayesiano. Con el dato previo de la “tasa
lenta" (5x10* - 7x10* sustituciones/sitio/afo), la dispersién del cluster (tMRCA)
comenzé en el afio 1989 (1979-1997, 95% HPD) y el grafico del skyline
bayesiano mostré un periodo de crecimiento exponencial hasta el afio 2000
con una expansién relativamente controlada desde entonces. Por otro lado,
cuando se utilizé la "tasa rapida" (7x10* - 1,4x10° sustituciones/sitio/afio)
para el andlisis, el tMRCA se estimé en el afio 2000 (1993-2005, 95% HPD) y
el grafico del skyline bayesiano mostré un crecimiento exponencial hasta el afio
2005 con una expansién relativamente controlada desde entonces (figuras 4.14
y 4.15).

La historia demografica del virus fue similar con ambas tasas, con una
expansiéon inicial luego del ingreso del virus al pais, para luego llegar a una
fase de “control” en el nimero efectivo de infecciones. Difieren en los afios en
los que se da cada etapa, en primer lugar en el tMRCA, siendo de 11 afios
anterior en el caso de la “tasa rapida”, luego la etapa de expansién
exponencial se ve retrasada en el caso de la “tasa lenta”, para culminar ambas
en una fase controlada, que comienza de forma retasada cuando se utiliza la

“tasa lenta”.
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Tiempo (afios)

Figura 4.14. BSP del clister local Uru-la, del subtipo la utilizando la “tasa lenta” como
prior. Se muestra el grafico del nimero efectivo de infecciones a lo largo del tiempo para el

clister de dispersion local del subtipo la utilizando la tasa de evolucién estimada por Pybus
y colaboradores (2001).
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Figura 4.15. BSP del clister local Uru-la, del subtipo la utilizando la “tasa rapida” como
prior. Se muestra el grafico del nimero efectivo de infecciones a lo largo del tiempo para
el clister de dispersién local del subtipo la utilizando la tasa de evolucién estimada por
Magiorkinis y colaboradores (2009).
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4.7.2. Claster Uru-3a del subtipo 3a

En cuanto al clister de dispersiéon local hallado para el subtipo 3a,
denominado clister Uru-3a, cuya historia evolutiva fue reconstruida en base a
una tasa de evolucion previamente estimada para este subtipo por Zehender y
colaboradores (2013) de 1,04x103 - 1,48x103 sustituciones/sitio/afio,
estimamos el tMRCA en el afio 1970 (1950-1984, 95% HPD). El grafico del
Skyline bayesiano mostré un periodo de crecimiento desde el afio 1970 hasta
el aflio 1995 con una expansion relativamente controlada desde entonces
(figura 4.16). En anexo se muestran los resultados obtenidos al utilizar
Unicamente las secuencias uruguayas que forman el clister monofilético

uruguayo (figura 8.3).
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Figura 4.16. BSP del claster local Uru-3a, del subtipo 3a. Se muestra el grafico del nimero
efectivo de infecciones a medida que avanzan los afios para el cluster de dispersién local

del subtipo 3a utilizando la tasa de evolucién estimada por Zehender y colaboradores
(2013).
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4.8. Reconstruccién histérica evolutiva de los subtipos la y 3a

4.8.1. Subtipo la

Se reconstruy6 la historia evolutiva del subtipo la con todas las
secuencias uruguayas de este subtipo, nuevamente utilizando las dos tasas
previamente publicadas para este subtipo. El tMRCA obtenido fue 1959 (1930-
1982, 95% HPD), utilizando como prior el dato de la “tasa rapida”, mientras
que el tMRCA, utilizando como prior el dato de la “tasa lenta”, fue en el afio
1932 (1891-1962, 95% HPD). Los graficos de skyline obtenidos para ambas
tasas (figuras 4.17 y 4.18), sugieren una historia similar, con una fase donde se
mantiene el namero efectivo de infecciones de decenas de afos para luego
mostrar un crecimiento de menor importancia, seguido de un crecimiento
exponencial del namero efectivo de infecciones para volver a mantenerse
estable hasta la actualidad. Para la “tasa rapida”, la primera fase de
mantenimiento del nimero efectivo de infecciones se extiende hasta
aproximadamente el afio 1975, donde comienza la primera fase de crecimiento
hasta el afio 1995, que da paso a la fase de crecimiento exponencial hasta
aproximadamente el afio 2000, donde comienza la (ltima fase en la cual el
namero efectivo de infecciones se mantiene hasta la actualidad. Por otro lado,
la “tasa lenta”, muestra un cierto retraso en el tiempo en que se dan las
distintas fases con respecto a la “tasa rapida”, con la primera fase donde se
mantiene el numero efectivo de infecciones hasta aproximadamente el afio
1960, luego la primera fase de crecimiento hasta aproximadamente el afo
1990, dando lugar a la fase de crecimiento exponencial entre el afio 1990 y el
2000 aproximadamente, donde comienza la fase de mantenimiento del ndmero
efectivo de infecciones hasta la actualidad. En la secciéon Anexo, figuras 9.1 y
9.2 se muestran los resultados obtenidos al usar las secuencias uruguayas
obtenidas para este subtipo, excluyendo las secuencias pertenecientes al clister

Uru-la.
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Figura 4.17. BSP del subtipo 1la utilizando la “tasa rdpida” como prior. Se muestra el grafico
del nimero efectivo de infecciones a lo largo del tiempo para el subtipo la utilizando todas
las secuencias uruguayas y la tasa de evolucién estimada por Magiorkinis y colaboradores
(2009).
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Figura 4.18. BSP del subtipo la utilizando la “tasa lenta” como prior. Se muestra el gréfico

del namero efectivo de infecciones a lo largo del tiempo para el subtipo la utilizando todas
las secuencias uruguayas y la tasa de evolucién estimada por Pybus y colaboradores (2001).
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4.8.2. Subtipo 3a

La reconstrucciéon de la historia evolutiva del subtipo 3a se realizé con
todas las secuencias pertenecientes a este subtipo obtenidas en este estudio.
Se utilizé la tasa previamente estimada por Zehender y colaboradores (2013),
como dato previo para el andlisis. El tMRCA obtenido luego del analisis fue
1972 (1960-1982, 95% HPD). El gréfico de Skyline bayesiano para este subtipo
(figura 4.20), muestra dos fases: la primera de ellas hasta finales de los 80
donde se aprecia un crecimiento continuo del nimero efectivo de infecciones,
mientras que a partir del afio 1990 aproximadamente comienza una fase donde

el namero efectivo de infecciones se mantiene constante a lo largo del tiempo.
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Figura 4.19. BSP del subtipo 3a. Se muestra el grafico del nimero efectivo de infecciones a
lo largo del tiempo para el subtipo 3a utilizando todas las secuencias uruguayas y la tasa
de evolucién estimada por Zehender y colaboradores (2013).
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5. Discusion

5.1. Optimizacién de la PCR para la region NS5B del VHC

Se logré optimizar la PCR para la region NS5B, logrando obtener
condiciones adecuadas de amplificacion, a partir de los cebadores publicados
por Cantaloube y colaboradores (2005). Dichas condiciones fueron pre-
establecidas para todos los experimentos realizados en el marco de la presente
tesis. La primera ronda de amplificacién generalmente no logré ser visualizada
en los geles de agarosa al 2%, sin embargo, la visualizacién de las bandas
esperadas para la segunda ronda de amplificacion fueron visualizadas

claramente en los casos positivos.

5.2. Muestras amplificadas y secuenciadas de la region NS5B

El porcentaje global de amplificacién de 65,2%, en principio no es muy
alto, teniendo en cuenta que se procesaron solamente muestras previamente
positivas por PCR. Sin embargo, es importante mencionar que las mismas
provienen de un muestreo que comenzé en el afio 2005, con varios procesos
de congelado y descongelado. De todas formas, el total de 165 secuencias es
alto teniendo en cuenta la prevalencia estimada (0,43%) en la poblacién total
del pais que en el afio 2011 era de 3.286.314 personas segln el censo
realizado ese mismo afo (http://www.ine.gub.uy/censos2011/index.html).
Estimamos en base a estos datos que existen en Uruguay alrededor de 14.000
infectados con VHC. Entonces el porcentaje de secuencias obtenidas es del

1,2% del total de los pacientes infectados en el pais.

5.3. Comparaciéon de dos métodos de extraccion

La comparaciéon de los métodos de extraccion no fue un objetivo de esta

tesis, sin embargo, al comparar los resultados de muestras amplificadas a
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partir de extracciones por un método o el otro es que consideramos que la
extraccién por kit comercial fue mas eficiente. Pero es importante considerar en
este caso que la comparacion no fue hecha intra-muestra, sino que fue una
comparaciéon de lotes, los cuales tuvieron las mismas condiciones entre si,
como los sucesivos descongelados y congelados, el transporte desde
Montevideo a Salto, asi como también las reacciones que le siguieron a la
extraccién. Ademas vale recordar que se parti6 de muestras previamente
determinadas como positivas por RT-PCR, aunque para otra regién del genoma.

Por lo tanto, los resultados de positividad absolutos obtenidos a partir
de la extraccién por el sistema comercial Hjgh Pure RNA Isolation Kit (Roche

™) indicarian que fue mas efectiva, en este caso con un

Applied Science
porcentaje de 80,4% de muestras positivas. Sin embargo esta observacién no
significa que la extracciéon por TRIizol® Reagent (Invitrogen™), que tuvo un
56,1% de muestras positivas luego de la extracciéon por este método, haya sido
ineficiente, por el contrario, mas experimentos deberian realizarse para obtener

una conclusién al respecto, y los mismos no estaban enmarcados como

objetivos del presente estudio.

5.4. Determinacién de los genotipos y subtipos del VHC circulantes

en Uruguay

La determinacién de los genotipos y subtipos del VHC circulantes en
Uruguay se realizé utilizando la region Okamoto del gen que codifica para la
proteina NS5B (posicion en el genoma del VHC del nucleétido 8282 al 8610 en
referencia la secuencia H77 con nimero de acceso AF009606), una pequeia
region altamente conservada y muy utilizada para hacer estudios de
genotipificacion, subtipificacién, filogenia, filodinamica y filogeografia, debido a
su elevada capacidad informativa. El estudio de esta region permite una
correcta asignacion filogenética de genotipos y subtipos de VHC, asi como

también es representativa de la topologia del genoma completo del virus
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(Hraber et al, 2006). El modelo que mejor se ajusté a nuestro alineamiento
generado con las secuencias obtenidas en esta tesis mas las secuencias
correspondientes a los genomas de referencia obtenidos de la base de datos
de Los Alamos HCV (Kuiken et al, 2005; 2008) fue el GTR + G, + |, lo cual era
esperable ya que es el modelo mas utilizado para VHC en la bibliografia
(Lampe et al, 2010; 2013). Los subtipos descritos en el presente estudio, 1la,
1b, 3a, 2c y 2b fueron los mas frecuentemente identificados en Sudamérica,
con reportes de los mismos en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia y
Venezuela (Moratorio et al., 2007; Di Lello et al, 2009; Lopes et al, 2009;
Lampe et al, 2010; Ré et al, 2011; Alvarado-Mora et al,, 2012; Culasso et al.,
2012; di Filippo et al., 2012; Jaspe et al, 2012; da Silva et al, 2013; de Jesus
et al., 2013; del Pino et al., 2013; Lampe et al., 2013; Pereira et al., 2013), sin
embargo no se logré identificar ninguna secuencia perteneciente al subtipo Z2a,
el cual fue hallado también en varios de los reportes mencionados
previamente, ni el subtipo 2j, cominmente presente en Venezuela y Argentina
(Sulbaran et al., 2010; del Pino et al, 2013), o el genotipo 4 como fue descrito
en Argentina (Bolcic et al, 2011).

Si bien en Uruguay no contdbamos hasta el presente, con trabajos que
realizaran un estudio exhaustivo sobre los distintos genotipos y subtipos que
circulan en el pais y su prevalencia relativa, existen estudios donde se
determinaron los genotipos circulantes en el Uruguay (Burjel et al., 1998; Colina
et al, 1999; Moratorio et al, 2007). Sin embargo, estos trabajos fueron
realizados con secuencias pertenecientes a la regién 5NCR, que actualmente
cayé en desuso debido a su falla en la asignacion correcta de subtipos de
VHC muy emparentados filogenéticamente entre si (Stuyver et al, 1994;
Cantaloube et al., 2006; Murphy et al., 2007; Nakatani et al, 2011). Ademas, los
mismos fueron realizados con un bajo nimero de secuencias (n=8, n=17 vy
n=25 respectivamente), sin llegar a ser representativos de la poblacién nacional

infectada por el VHC.

78



5.5. Estudios de recombinaciéon genética

Estos estudios de recombinaciéon genética se realizaron con motivo de
estimar la ocurrencia de eventos de recombinaciéon en la region de Okamoto,
region utilizada en este estudio, ampliamente utilizada para la determinaciéon de
los genotipos y subtipos y a su vez estudiar la recombinacion del VHC. Ademas
estos estudios se realizaron con el motivo de evitar que la ocurrencia de la
misma interfiera en los andlisis de coalescencia (Mohle, 2000; McVean et al.,
2002; Cutter, 2013; Davies et al., 2013).

No se encontré ninguna secuencia recombinante, lo cual determiné que
todas las secuencias obtenidas eran plausibles de ser utilizadas para los
siguientes analisis filodinamicos. Ademas, se confirmé que esta regién era
adecuada para la subtipificacion de nuestras secuencias debido a la ausencia
de recombinacién en ninguna de nuestras secuencias y lo ya destacado
previamente intrinseco a la regién NS5B, indicAndola como la mas adecuada

para realizar eficientemente estos estudios (Hraber et al., 2006).

5.6. Entradas del VHC a Uruguay

Aunque diversos estudios informan de varias introducciones distintas del
virus en los paises vecinos Argentina y Brasil (Lampe et al, 2010; Ré et al,
2011; Culasso et al., 2012; Del Pino et al, 2013; Lampe et al, 2013), estos
eventos continuaban siendo desconocidos para nuestro pais. De todos modos,
asi como se esperaba que la distribucién de los subtipos sea similar a la
reportada en los paises occidentales, se esperaba también que nuestro pais
tuviera una epidemia de mudltiples entradas como ocurre en los paises vecinos
(Lampe et al, 2010; 2013). Para confirmar esta teoria se realiz6 el anélisis
filogenético de ML con secuencias de Uruguay y secuencias representativas de
todo el mundo para los tres subtipos predominantes, la, 1b y 3a (Lampe et

al., 2013).
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Los resultados de los andlisis filogenéticos con el objetivo de determinar
si en Uruguay habia existido un sélo evento independiente de introduccién del
virus y a partir de éste una propagaciéon a todo el pais o si la dispersién se
debe a varios ingresos distintos en el pais, confirmaron que efectivamente en
Uruguay han existido mudltiples eventos de entradas de VHC en los tres
subtipos principales, como se describe en otros paises de la regién. La
confirmacién de este hecho fue realizada por la identificacion de una gran
cantidad de linajes distintos con secuencias uruguayas emparentadas con
secuencias procedentes de otros lugares del mundo y una gran distancia
filogenética entre las propias secuencias uruguayas. Estos resultados apoyan la
hipétesis de que los mdltiples ingresos podrian ser una caracteristica intrinseca
de la epidemiologia de estos subtipos a nivel mundial, concordante también
por los medios de transmisién asociados a estos subtipos y la gran movilidad

mundial de personas que existe actualmente.

5.6.1. Subtipo la

Se obtuvieron 86 secuencias correspondientes al subtipo la, lo que
corresponde a mas de la mitad del total de las muestras secuenciadas (52%)
y contrariamente a lo descrito en Brasil, donde el 98% de las secuencias
pertenecieron al subtipo la, clado 1 (Lampe et al, 2013), en nuestro pais el
72% de las secuencias pertenecen a este clado, un porcentaje menor al
reportado en Brasil. Por el contrario, la cantidad de secuencias pertenecientes
al subtipo 1la, clado 2 en Brasil fue solamente el 2% (Lampe et al., 2013), en
Uruguay fue del 28%, indicando la existencia de una variaciéon mayor en
nuestro pais respecto a lo registrado en Brasil, con una dispersibn mayor y
mas entradas de estirpes del clado 2 a nuestro pais.

Paralelamente al hallazgo de miultiples entradas, se encontré un linaje
monofilético con 35 secuencias uruguayas (40%) denominado Uru-la. Este

linaje indica una entrada seguida de una dispersién local del virus dentro del
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pais, por lo que su estudio en profundidad tiene un gran valor en cuanto a la
posibilidad de realizar la reconstruccion histérica del mismo. Esto se ve
reforzado con la observacion de que el nimero de secuencias que pertenecen
al linaje pareciera aumentar con los afios (por observacion directa ya que no
se realiz6 andlisis estadistico para su confirmacién), por lo que seria valioso
estudiar los factores de riesgo asociados a los pacientes para detener o al
menos disminuir la dispersién del virus.

Ademas del ya mencionado cllster uruguayo Uru-la, se encontré una
distribucién de mdltiples linajes independientes con muy pocas secuencias
uruguayas en cada uno de ellos, menos de tres secuencias y la gran mayoria
de los linajes con una Gnica secuencia uruguaya, con la excepciéon de dos
linajes con mas de cinco secuencias uruguayas denominados Uru-A y Uru-B.
Estos linajes podrian ser el comienzo de nuevos linajes locales, por lo que es
importante estudiar mas a fondo estos casos para determinar si los pacientes
pertenecen a algin grupo de riesgo y evitar su posible propagacion.

El clister Uru-A pertenece al clado 1 al igual que el Uru-la, mientras
que el linaje Uru-B pertenece al clado 2. Estudios sobre las posibles diferencias
reportadas en la respuesta al tratamiento entre ambos clados del subtipo la
podrian ayudar a predecir mejor el futuro de un paciente en tratamiento con

agentes antivirales de accién directa (Peres-da-Silva et al., 2012).

5.6.2. Subtipo 3a

En el andlisis filogenético realizado para el subtipo 3a con 40 secuencias
uruguayas (24%), podemos ver varios linajes con no mas de 2 secuencias,
salvo un grupo parafilético de 11 secuencias uruguayas denominado Uru-3a.
Este es un grupo de probable dispersion local, y forma un grupo monofilético
con 8 secuencias de Europa, 1 de Asia y 1 de América. A su vez, 9 de estas

11 secuencias se agrupan formando un pequefio clister monofilético del
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subtipo 3a, aumentando la posibilidad que la dispersiéon de este grupo sea en
Uruguay.

Probablemente los linajes con secuencias Unicas de Uruguay no tienen o
tienen muy poca dispersién local debido a que se distribuyen entre secuencias
no-uruguayas. Esta situacién es la misma encontrada en la region y casi todo
el resto del mundo, por lo que podriamos mencionar que el comportamiento
del virus en nuestro pais es similar al comportamiento del subtipo a nivel

mundial (Lampe et al., 2013).

5.6.3. Subtipo 1b

El analisis filogenético realizado para el subtipo 1lb, con 27 secuencias
(16%), mostré un patrén UGnico de mdltiples linajes con no mas de 2
secuencias uruguayas. Nuevamente, estos probablemente sean linajes sin o con
muy poca dispersion local debido a que las secuencias uruguayas se
distribuyen entre secuencias no-uruguayas. El subtipo 1b se asocia
principalmente a las transfusiones (Pawlotsky et al, 1995; Basaras et al, 1997;
Oliveira et al., 1999) por lo que es esperado que no tenga mucha dispersién
local y si muchos linajes distintos. Esto es debido principalmente al tamizaje en
los bancos de sangre, limitando la dispersién a partir de una misma cepa,
determinando ademas, que se encuentre en menor proporcidon que los subtipos
la y 3a. Sumado a esto, en general los pacientes infectados por el subtipo 1b
son mayores en edad que el resto de los pacientes con otros subtipos

encontrados en la regién (Basaras et al, 1997).

5.7. Reconstruccién demografica de los clasteres locales de los

subtipos la y 3a

5.7.1. Claster Uru-la del subtipo la
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La historia demografica del cluster Uru-la perteneciente al clado 1 del
subtipo la fue inferida a través de la utilizacién de las dos tasas de evolucién
determinadas previamente (Pybus et al., 2001; Magiorkinis et al., 2009) y mostré
una evoluciéon similar en el numero efectivo de infecciones a lo largo del
tiempo en ambos casos, pero difiriendo en algunos parametros como el afio
del MRCA. Esta diferencia es de aproximadamente 11 afios. En el caso en que
se utilizé la "tasa lenta" determinada por Pybus y colaboradores (2001), el
tMRCA se estim6 en 1989. El origen y posterior propagacion del clister se
remonta al afio de descubrimiento del VHC (1989) por lo que se desconocia la
enfermedad hasta ese momento y en Uruguay no se realizaba tamizaje en las
transfusiones de sangre, ni controles en personas que usaban drogas
inyectables. En este escenario, los pacientes desconociendo su infeccion por el
VHC, donaban sangre y/o compartian jeringas propagando el virus. Hacia el
2000 se inicié un periodo de "control” en el numero efectivo de infecciones, el
cual podria estar relacionado con el tamizaje en los centros de donacién, pero
principalmente con una reestructuracién de la Junta Nacional de Drogas (JND)
y la Secretaria Nacional de Drogas (SND)
(http://www.infodrogas.gub.uy/images/stories/pdf/2000_mem.pdf), que en el afio
2000 comenzé a realizar estudios, campafias de prevencién de drogas y
promociéon de la salud, asi como uso de la publicidad para aumentar la
conciencia publica sobre los riesgos de las drogas, incluyendo entre los
mismos la transmisién del VHC y VIH, asi como también el tratamiento de las
personas afectadas por el consumo de drogas.

Por otro lado, utilizando la "tasa rapida” determinada por Magiorkinis y
colaboradores (2009), el afio del MRCA es mas reciente en el tiempo, en el
afio 2000. Para esta fecha, el virus ya era conocido y estaba implementado el
sistema de tamizaje obligatorio desde el afio 1995, en CASMU desde 1993
(http://www.smu.org.uy/elsmu/comisiones/vih/hepatbyc.pdf), por lo que las
transfusiones dejarian de tener un papel significativo en la transmisiéon del virus,

aunque no debe ser descartada, ya que en Uruguay no estd claro si todos los
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centros de donacién realizaban este tamizaje correctamente. Sin embargo, el
uso de drogas inyectables y el intercambio de agujas podrian ser responsables
de la propagacion de este clister en el pais debido a que este subtipo se
asocia principalmente a este tipo de transmisién (Pawlotsky et al, 1995;
Cochrane et al, 2002). Por otro lado, se encontré una pequefia diferencia en el
afio que comenzé la etapa de control del nimero efectivo de infecciones en
comparacién con la “tasa lenta", siendo aproximadamente el 2005 el afo de
inicio, mientras que con la “tasa lenta" fue por el 2000, por lo que el papel de
la JND podria haber sido decisivo en el control de la enfermedad.

La reestructuracién de la JND en Uruguay comenzé en el 2000, pero la
serie de campafias preventivas fueron apareciendo con los afios y por lo que
es esperado recién ver los resultados afios después, a medida que la
poblacién toma conciencia. En el afio 1998, la Comisién Interamericana para el
Control del Abuso de Drogas (CICAD) de la Organizacion de los Estados
Americanos (OEA) establecié el Mecanismo de Evaluacién Multilateral (MEM)
para la cooperacién internacional como instrumento indispensable para hacer
frente al problema de las drogas (http://www.infodrogas.gub.uy/html/informes-
documentos/docs/hemisferico_cicad_2001_esp.pdf), por lo que también debe

haber tenido un impacto en el control del niimero de infecciones.

5.7.2. Claster Uru-3a del subtipo 3a

El analisis realizado para determinar la historia demografica del grupo
uruguayo Uru-3a determiné que el virus tuvo un crecimiento continuo en su
nimero efectivo de infecciones a partir de su ingreso al pais hasta
aproximadamente el afio 1990, donde el numero efectivo de infecciones
comienza a ser constante siendo asi hasta la fecha. El afio del MRCA se
remonta a 1970 indicando una presencia del clister de al menos cuarenta
afios. Su dispersién sin embargo es mas leve que la del subtipo la, ya que el

nimero efectivo de infecciones aumenta relativamente menos y a lo largo de
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un periodo mayor. Este subtipo estd asociado, al igual que el subtipo 1la, al
uso de drogas intravenosas (Pawlotsky et al, 1995; Basaras et al, 1997;
Oliveira et al., 1999; Cochrane et al., 2002; Salehi Moghadam et al., 2014), por
lo que probablemente las infecciones aumentaron entre las décadas del 70" y
90’. Por otro lado, y con respecto al control de las infecciones desde 1985-
1990 en adelante, podemos mencionar al tratamiento de la infecciéon por el
VHC como arma fundamental para lograr este objetivo. El tratamiento es
efectivo en pacientes con el subtipo 3a del VHC por lo que aquellos pacientes
que recibieron un tratamiento adecuado lograron eliminar el virus y evitar su

dispersion.

5.8. Reconstruccién histérica evolutiva de los subtipos la y 3a

La reconstruccion de la  historia evolutiva de los dos subtipos
predominantes en el pais se realizé utilizando todas las secuencias obtenidas
para cada subtipo, sin tomar en cuenta si provenian de un Unico ingreso al
pais o si provenian de varios ingresos distintos. De esta forma obtenemos la

historia general del subtipo en Uruguay.

5.8.1. Subtipo la

El afio del MRCA obtenido para el subtipo la fue 1959 (1930-1982, 95%
HPD), utilizando como dato previo el rango de la “tasa rapida”, mientras que el
afio del MRCA, utilizando como dato previo el rango de la “tasa lenta”, fue
1932 (1891-1962, 95% HPD). Esta variacion se debe a la velocidad de
evolucién marcada por las diferentes tasas de evolucion estimadas, como se
mencion6é previamente una de ellas mas rapida que la otra, por lo que este
resultado era previsible. Es decir, que el ancestro comin mas reciente sea mas
antiguo en el caso del andlisis con la “tasa lenta”, debido a que el mismo fue
realizado con una tasa que a partir de las mismas secuencias estima que su
evolucién es mas lenta por lo que necesita ir mas lejos en el tiempo para
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explicar las sucesivas sustituciones ocurridas y observadas en las secuencias
obtenidas en este estudio.

En cuanto a los graficos de skyline obtenidos para ambas tasas, los
cuales sugieren una historia similar en ambos casos, son también coherentes
con el hecho de que la tasa de evolucién marca la velocidad a la que
evoluciona el virus pero no la cantidad de infecciones, en este caso evaluada
mediante el nimero efectivo de infecciones. En cuanto a la historia sugerida
por la “tasa lenta”, el primer aumento en el nimero de infecciones no tan
marcado, puede corresponder al hecho de que las transfusiones no eran
controladas en esos afios (entre 1960 y 1990), recordando que el tamizaje
comenzé a ser obligatorio en los primeros afios de la década del 90. Este
crecimiento en el nimero efectivo de infecciones (NEI) no es tan marcado
debido a que el subtipo la estd mas asociado al uso de drogas inyectables
que a transfusiones. Posteriormente, comienza una etapa de gran aumento en
el NEI de aproximadamente 10 afios de duracion la cual podria estar asociada
al aumento en el uso de drogas inyectables en esos afios, con estudios
realizados en Uruguay mostrando un aumento en la asociacion del uso de
estas drogas con el nimero de infectados con el VIH a partir del afio 1989,
sabiendo que el VIH es un virus con estrecha relaciéon con el VHC, en términos
de vias de transmisién (UND, 1996; Berriolo et al, 1997). Este Ultimo aumento
se corresponde también con el aumento en el NEI del clister Uru-la. Luego el
control en el NEI hacia el afio 2000 lo podemos asociar a la accién del
tamizaje en los centros de donacién, pero principalmente a la reestructuracién
de la JND y la SND, al igual que el claster Uru-la.

En cuanto a los resultados obtenidos con la “tasa rdpida” donde se
observé el primer aumento en el NEI entre 1975 y 1995 aproximadamente, al
igual que para la “tasa lenta”, se puede correlacionar al hecho de que no se
realizaba el tamizaje obligatorio, el cual comenzé a ser obligatorio en todo el
pais en el afio 1995. Luego al igual que para la “tasa lenta” se observd el

gran aumento en el NEI, relacionandolo también al uso de drogas inyectables,
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y por ultimo el control en el NEI debido al tamizaje en los centros de
donacién, pero principalmente a la reestructuracién de la JND y la SND, como
fue observado en todos los andlisis realizados para este subtipo.

Por dltimo, en el analisis realizado con las secuencias uruguayas
excluyendo aquellas que pertenecen al clister Uru-1, obtuvimos el mismo
patrén de comportamiento que al utilizar todas las secuencias, demostrando la

robustez del analisis y del programa utilizado.

5.8.2. Subtipo 3a

El subtipo 3a, ha estado presente en el pais, desde mediados del siglo
XX, pero su ingreso al pais es mas reciente en comparacién con el subtipo 1a,
coherente con lo publicado para otras regiones del mundo (Pawlotsky et al,
1995). Desde su ingreso, el subtipo muestra un crecimiento en el NEI constante
a lo largo del tiempo. Lo mas destacado es el control en el NEI posiblemente
relacionado al hecho de que el tratamiento es altamente efectivo en pacientes
infectados con este subtipo, logrando de esta forma controlar las infecciones
por este subtipo desde el afio 1990. Ademas, estar infectados con el genotipo
3 es uno de los criterios de inclusién para que el tratamiento sea cubierto por

el Fondo Nacional de Recursos en Uruguay (FNR, 2012).
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/. Conclusiones

Es el primer estudio de epidemiologia molecular en Uruguay.

Se determinaron los subtipos circulantes en Uruguay entre los afios 2005
y 2011, siendo los mismos la (52,1%), 3a (24,2%), 1b (16,4%), 2c (5,4%) y 2b
(1,8%).

No se detectdé ninguna secuencia recombinante en la regién parcial de la

NS5B estudiada.

Se detectaron mudltiples ingresos del virus al pais para los 3 subtipos

predominantes (la, 3a y 1b).

Los subtipos la y el 3a mostraron clisteres de dispersién local del virus,

mientras que el subtipo 1b no mostré una posible dispersién local.

La dispersion de los clisteres locales Uru-la y Uru-3a se encuentra
controlada, pero es necesario realizar un mayor esfuerzo para poder disminuir

la cantidad de personas infectadas con estas estirpes.

Los subtipos la y 3a tienen una larga historia dentro del pais, cuyos

ingresos se remontan a mediados del siglo XX.

Al igual que los clusteres de dispersiéon local Uru-la y Uru-3a, tanto el
subtipo la como el subtipo 3a en general, se encuentran en una fase
relativamente controlada, aunque es necesario un esfuerzo mayor para poder

disminuir la cantidad de personas infectadas con estas estirpes.
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Los estudios de epidemiologia molecular y filodinAmica permiten
determinar el impacto que tiene cada subtipo del VHC en la poblacién y la

eficacia de los tratamientos y campafias preventivas de la transmision del VHC.
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8. Perspectivas

Continuar estudios epidemiolégicos y evolutivos hasta la actualidad

mediante obtencién y analisis de nuevas muestras.

Mediante el desarrollo de diferentes metodologias buscar genotipos no

descritos en el pais.
Analizar la respuesta al tratamiento a nivel nacional.
Realizar estudios evolutivos intra-paciente.

Reconstruir la historia evolutiva del subtipo 1b y los subtipos minoritarios.
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Anex
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Figura 9.1. BSP del subtipo la utilizando la “tasa rapida” como prior. Se muestra el grafico
del nimero efectivo de infecciones a lo largo del tiempo para el subtipo la utilizando las
secuencias uruguayas excluyendo todas aquellas que pertenecen al cluster Uru-la y la tasa
de evolucién estimada por Magiorkinis y colaboradores (2009).

Numero efectivo de infecciones

1EQ

1900 1950 ' 2000
Tiempo (atios)

Figura 9.2. BSP del subtipo la utilizando la “tasa lenta® como prior. Se muestra el grafico
del nimero efectivo de infecciones a lo largo del tiempo para el subtipo la utilizando las
secuencias uruguayas excluyendo todas aquellas que pertenecen al cluster Uru-la y la tasa
de evolucién estimada por Pybus y colaboradores (2001).
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Figura 9.3. BSP del clister local del subtipo 3a. Se muestra el grafico del nimero efectivo
de infecciones a lo largo del tiempo para el cluster monofilético de dispersion local del
subtipo 3a utilizando la tasa de evolucién estimada por Zehender y colaboradores (2013).
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Figura 9.4. Grafico de subtipos circulantes por afio. Se muestran los subtipos circulantes a lo
largo del tiempo asi como también el total de positivos por afio. Se puede apreciar también el
patrén seguido por cada subtipo a medida que pasan los afios.
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