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Resumen

El virus de la hepatitis C infecta a mas de 170 millones de personas en el mundo.
Mientras que un tercio de los pacientes infectados tienen una enfermedad hepatica
activa y progresiva que conduce a la cirrosis y a hepatocarcinomas, otros dos tercios
tienen una enfermedad leve, no progresiva.

Una mayor comprension de la dindmica evolutiva intrapaciente de las poblaciones
virales de VHC y su relacion con virulencia, resistencia a drogas y terapias anti-VHC,
asi como la comprension de los mecanismos de adaptacion al huésped es fundamental
para facilitar el desarrollo de medidas terapéuticas més efectivas.

En la presente tesis estudiaremos esa dindmica evolutiva en diferentes contextos.

El estudio de la dindmica evolutiva durante el tratamiento en funcion al tipo de
respuesta operada por el paciente, mostré que cada paciente presenta diferentes
dinamicas de poblacion independiente al resultado de la terapia, si bien se observan
patrones evolutivos diferentes en diferentes pacientes, esto es claramente visualizado
mediante el estudio de redes complejas. Las redes filogenéticas podrian pues
desempefiar un importante papel en la reconstruccidon de la historia evolutiva.

El estudio de la dindmica evolutiva durante un evento de transmision materno-fetal, asi
como el estudio en mayor detalle hecho por pirosecuenciacién, permitié destacar la
importancia de los genomas minoritarios 0 genomas memoria dentro de la poblacion.

La importancia de la regidn hipervariable, quie debe de variar en secuencia para escapar
al sistema inmune pero debe de conservar su estructura para reconocer los receptores
celulares.

Establecemos la posibilidad de que el antigenoma de HCV pueda codificar MiRNAs
capaces de regular la expresion génica del hospedador. Determinando al menos in

MiRNA cuyos blancos se hallan involucrados en vias asociadas a la respuesta inmune.
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1. Introduccién

1.1 La enfermedad

El término hepatitis 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;
Ilamados virus de la hepatitis A, B, C, D y E. Particularmente, los tipos B y C
desarrollan a una enfermedad cronica en cientos de millones de personas, son la mayor
causa de cirrosis y cancer de higado en el mundo (WHO, 2003).

El virus de la hepatitis C (HCV) fue el primer virus que se descubrio por medio
de técnicas moleculares. Aunque la hepatitis C, como enfermedad, fue reconocida por
primera vez en 1975, como una hepatitis no A no B (Feinstone et al. 1975), todos los
medios disponibles para identificar el agente causante de la enfermedad fallaron hasta
1989, cuando el grupo de Choo y colaboradores clonaron y secuenciaron un fragmento
del genoma del HCV (Choo et al. 1989).

El uso de métodos moleculares ha sido un instrumento fundamental en el
descubrimiento del virus asi como en los avances realizados en el estudio de la hepatitis
C. No obstante, a pesar del extraordinario progreso acontecido en las Ultimas décadas, el

HCV continua siendo uno de los mayores desafios para vir6logos y médicos.

1.1.1. Epidemiologia del HCV

El HCV es 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). EIl ultimo 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 a 170 millones de personas. Ademas, se
estima que cada afo se infectan entre 3 y 4 millones de personas y mueren, por afio, mas
de 350 mil personas (Sharma y Feld 2014). Las muertes asociadas al HCV se deben
principalmente a cirrosis o carcinoma hepatocelular (HCC), con 211.000 y 155.000

muertes por afo respectivamente (Perz et al. 2006).



La prevalencia del HCV varia segun la regién geografica siendo de 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 y para la regién Latinoamericana del 1,3%;
existiendo variaciones notorias entre los diferentes paises de estas regiones (Sy y Jamal
2006). Existen 14 millones de personas cronicamente infectadas en América, 400.000
en Oceania, 16 millones en el Este Medio, 17,5 millones en Europa, 28 millones en
Africa, 83 millones en Asia y 8 millones para la region Latinoamericana (Lavanchy
2011), variando entre los diferentes paises y entre regiones de un mismo pais (Szabo et
al., 2012; Méndez-Séanchez et al., 2010) (Figura 1).



Figura 1. Prevalencia del HCV vy distribucién de los genotipos en el mundo. Se muestra
la prevalencia de la infeccion del HCV en el mundo, asi como también los genotipos

circulantes, en los paises que se ha estudiado (Hajarizadeh et al. 2013).



1.1.2. Patogénesis del HCV

El HCV infecta preferentemente células hepaticas, pero a pesar de ser este el
sitio principal de replicacion viral, existen reservorios extrahepaticos tales como los
linfocitos, las células epiteliales del intestino y las células del sistema nervioso central.

La particula viral posee una baja densidad de flotacion lo que le permite
interactuar con las lipoproteinas del suero. Esta interaccion permite suponer que al
menos una porcion de los virus circulantes pueden ser internalizados en lipoproteinas
del hospedero para formar una particula “lipoviral”, lo que le permitiria obtener un
camuflaje que le permitiria escapar a los anticuerpos neutralizantes.

La mayoria de los pacientes con infeccion aguda no padecen sintomas clinicos
aparentes, 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). Durante esta fase casi todos los
pacientes desarrollan una fuerte respuesta inmune humoral y celular, que en muchos
casos no consigue evitar la infeccion pero es una de las causas del dafio hepético, debido
a la destruccion masiva de células hepaticas por el continuo ciclo de replicacion y
liberacion del virus y el ataque del sistema inmune contra las células infectadas. Los
niveles de aminotransfersas (ALT) en suero, son indicativos del dafio a los hepatocitos,
aumentan entre la segunda y la octava semana tras la exposicion. La hepatitis C aguda
puede ser grave y prolongada, pero raramente es fulminante (Farci et al. 1996).
También existen factores genéticos del paciente como el gen IL28B que puede predecir
la eliminacion del virus asi como también la respuesta al tratamiento con interferén
(Sharmay Feld, 2014).

Alrededor del 15% de los pacientes eliminan el virus y la infeccién remite por si
sola; los sintomas duran varias semanas y desaparecen conforme caen los niveles de
ALT y de RNA del HCV.

En el 85% de los casos los pacientes infectados no eliminan el virus y progresan
a la infeccion croénica, existiendo gran incertidumbre en el prondstico de la enfermedad
ya que algunas personas infectadas se recuperan completamente; mientras que otras
permanecen con viremia de HCV sin evidencia bioguimica de dafio hepético; 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.

De estos pacientes el 20% puede desencadenar en cirrosis y un 1-4% desarrollan
hepatocarcinoma (Rosen y Gretch, 1999; Mindikoglu et al. 2009) (Figura 2).

Debido a que la cirrosis puede tardar varios afios en desarrollarse, la infeccion
con HCV puede permanecer silenciosa durante décadas. Por tanto los individuos
infectados, en la mayor parte de casos, suelen desconocer su estado durante largos
periodos de tiempo, y la enfermedad es detectada con frecuencia en analisis de sangre
rutinarios (por niveles elevados de enzimas hepéticas) o donaciones de sangre (Di
Bisceglie 1998; Bostan y Mahmood 2010).

10



Hepatitis
aguda
l 15% 85%
20%
Resolucion Infeccion |—*| Cirrosis |—| Muerte
espontdnea crénica
-4% .
o Carcinoma
hepatocelular
l [ [ l
0 10 20 30 Afos

Figura 2. Esquema representando la evolucion de la infeccion por HCV, mostrando los

porcentajes esperados que desarrollen diferentes procesos. En el 85% de los casos los

pacientes infectados no eliminan el virus y progresan a la infeccion crénica de los cuales

el 20% puede desencadenar en cirrosis y un 1-4% desarrollan hepatocarcinoma.
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1.1.3 Respuesta inmune

La respuesta inmune inespecifica es la primera barrera defensiva del organismo
y no requiere sensibilizacion previa. Este tipo de respuesta es mediada por células con
capacidad fagocitica y células natural killer (NK) (Chen et al. 1999).

La respuesta especifica o adquirida se desarrolla frente a sustancias que inducen
su iniciacion y en ella participan prioritariamente los linfocitos y los elementos solubles
liberados por los mismos. La respuesta inmune especifica puede ser de dos tipos:
humoral y celular. Aunque la separacion de ambos tipos de respuesta es mas de tipo
didactico que real, en general se considera que cuando el elemento efector final son las
inmunoglobulinas formadas por los linfocitos B se trata de una respuesta tipo humoral,
mientras que cuando participan los linfocitos T tanto colaboradores (Th) como
citotoxicos (Tc), se trata de una respuesta tipo celular.

La respuesta inmune humoral es mediatizada por los linfocitos B, que reconocen
al antigeno a través de las inmunoglobulinas de membrana. Sin embargo este estimulo
no es suficiente para que se inicien los procesos de proliferacion de estas células. Para
ello es necesario que los linfocitos B, ademéas del estimulo antigénico, reciban el de
ciertas interleucinas (Fournillier et al. 2004).

Las inmunoglobulinas, al detectar al antigeno y unirse a el, actian como
transductores de la informacion de la presencia de los mismos, que seran posteriormente
destruidos por el mecanismo mas idoneo, en el que colaboraran, ademas del propio
anticuerpo, el sistema del complemento, macrofagos, los polimorfonucleares o células
K.

El término complemento engloba una gran variedad de proteinas, que
interacttan en un determinado orden. Cuando se produce la activacion del complemento
se pone en marcha una serie de reacciones, en forma de "cascada”, de tal forma que se
van generando productos activos que ademas de influir en que la reaccion prosiga tienen
diferentes acciones bioldgicas importantes en la defensa del organismo.

La respuesta inmune de tipo celular actGa principalmente frente a bacterias y
virus, asi como evitando la aparicion y desarrollo de células tumorales. En ella
participan esencialmente los linfocitos T colaboradores y citotoxicos. Los linfocitos
reconocen el antigeno mediante el receptor T (TcR) y lo hacen cuando el antigeno es
degradado y procesado en el interior de las células presentadoras de antigeno (APC) y

su determinantes antigénicos son expuestos en la superficie de estas células en el seno
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de una molécula del complejo principal de histocompatibilidad. Se desencadena una
cascada de reacciones bioquimicas en el citoplasma de la célula T, dando asi lugar al
proceso de activacion, proliferacion y diferenciacion celular. Como consecuencia de
estos eventos se producira finalmente la activacion de la transcripcion de los genes
implicados en la sintesis de la proteina y factor implicado en una determinada funcion,
tal como la sintesis de interleucina 2 u otros factores. La consecuencia final de este tipo
de respuesta es la formacion de células Th activas productoras de interleucinas y células
citotoxicas (CTL) que poseen capacidad de lisar a las células que portan el antigeno que
indujo su activacion (Figura 3).

Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) son una
serie de glicoproteinas presentes en las membranas de todas las células nucleadas, entre
las que se encuentran las células inmunocompetentes. Estas moléculas son
esencialmente de dos tipos o clases, clase | y clase Il. La separacion de las funciones de
los linfocitos T colaboradores CD4+ y CD8+ viene dada por el origen de los antigenos
que reconocen Y, en ultimo término, por donde han sido procesados por via exdgena en
el sistema endosomal de las células presentadoras de antigeno y expresados en
superficie por el producto de los genes MHC de clase Il. Los linfocitos citoliticos CD8+
reconocen a los antigenos que han sido procesados endégenamente en el citosol de la
célula infectada y presentados en superficie por moléculas MHC de clase | (Cox A et al.
2005), mientras gue los linfocitos CD4+ interaccionan con el antigeno en el contexto de
moléculas de clase Il (Netski et al. 2007).

Las citocinas son una serie de sustancias producidas por células en respuesta a
una gran variedad de estimulos y que son capaces de regular el funcionamiento de otras
células. Estas sustancias pueden ser de diversos tipos entre los que se encuentran los
denominados factores de crecimiento, polipéptidos que estimulan la proliferacion de
diferentes tipos celulares; las linfocinas, producidas por linfocitos (sobre todo Th) y de
gran importancia en la regulacion del sistema inmune. La familia, globalmente
denominadas interferones, fueron originalmente identificadas como agentes capaces de
proteger a las células frente infecciones virales.

Hoy se sabe que los interferones tienen otras muchas funciones, tales como
actuar en los procesos de diferenciacion y proliferacion celular asi como en la
modulacion del sistema inmunolégico.

Los interferones se clasifican en dos tipos: Tipo | que comprende el IFNa,

sintetizado por leucocitos, y el IFNB, sintetizado por fibroblastos, ambos producidos en
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respuesta directa al virus; y el Tipo 11, al que pertenece el IFNy, sintetizado en respuesta
al reconocimiento de células infectadas por los linfocitos T y células NK (Amadei et al.
2010) (Figura 3).

La union de ambos tipos de interferdn a sus receptores celulares desencadena
una serie de procesos que conlleva la activacion de la transcripcion de genes
(normalmente expresados a bajos niveles) que impiden la replicacién del virus o
interfieren con procesos virales (Thomas et al. 2011). A esta de serie de pasos se le
conoce como la ruta JACK/STAT (JACK: Janus tirosine kinases), STAT: (sefiales de
activacion de la traduccién y la transcripcion). Ademas los interferones pueden
enlentecer el proceso de crecimiento celular, haciéndolas méas susceptibles a la apoptosis

y limitando asi la infeccion viral.
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Figura 3. Respuesta humoral y celular desencadenada tras la entrada del HCV en un
hepatocito (Tomdo de Zein et al. 2002).
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1.1.4 Transmision del HCV

La principal via de transmision es la exposicion directa o indirecta con sangre
contaminada, bien sea a través de transfusiones de sangre, por consumo de drogas via
intravenosa, o por el empleo de material quirargico mal esterilizado.

Aunque varia segun la regién, depende del estado de desarrollo del pais.

Los paises desarrollados tienen como principal via de trasmision el uso de
drogas inyectables principalmente a través del uso compartido de jeringas, 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 &cido nucleico en la sangre utilizada y los cuidados adecuados tanto en los
procedimientos como en los materiales utilizados en el area de la salud (Shepard et al.
2005).

Por otro lado, en los paises en desarrollo, las inyecciones terapéuticas y las
transfusiones de sangre sin el tamizaje adecuado tienden a ser las principales vias de
transmision, 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 Yy hasta se llegan a reutilizar jeringas (EI-Shabrawi y Kamal 2013; Shepard et
al. 2005).

1.1.5 Diagnostico de la infeccion por HCV

El diagnostico virologico y el monitoreo de la infeccién por el HCV esta basado
en dos tipos de test, los métodos indirectos que identifican anticuerpos contra proteinas
virales y los ensayos directos donde se identifica al virus, ya sea mediante la
secuenciacion del mismo o mediante la determinacion de antigenos virales.

Entre la infeccion y la deteccidn de una respuesta inmune especifica contra HCV
pueden pasar de 2 a 3 meses, lo que da lugar a la existencia de una amplia ventana
inmunoldgica.

La presencia de RNA en sangre periférica es indicativo que el virus se esta
replicando activamente principalmente en el higado. EI RNA viral se detecta 1 6 2

semanas después de la infeccion, en el caso de una infeccion aguda el RNA alcanza un
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maximo y luego desaparece, en el caso de infeccion cronica se observa una disminucion
pero luego se estabiliza.

Para determinar la carga viral se pueden utilizar distintos ensayos cuantitativos,
RT-PCR cuantitativa, el NASBA, el DNA Elisa de Dia Sorin o la deteccion de PCR en
tiempo real, la OMS desarrollo el estindar WHO 96/7909 determinandose su valor en
100.000 Ul/ml. Aunque no existe relacion entre la carga viral y el desarrollo hacia la

cronicidad.

1.1.6 Tratamiento de la infeccion por HCV

El objetivo de la terapia es la erradicacion de la infeccion por HCV con el fin de
evitar complicaciones hepéticas asociadas al virus y enfermedades extrahepaticas,
incluyendo necroinflamacién hepatica, fibrosis, cirrosis, HCC y la muerte.

El punto final de la terapia es la respuesta viroldgica sostenida (RVS), definida
por la no deteccion de RNA del HCV 24 semanas después de finalizar el tratamiento,
segun la evaluacion de un método molecular sensible con un limite inferior de deteccidn
<15 Ul/ml (RVS24).

La Ribavirina es un andlogo de nucledsido que es incorporado al RNA viral por
la RNA Polimerasa (Airaksinen et al. 2003; Contreras et al. 2002; Crotty et al. 2001,
Severson et al. 2003); actuando fundamentalmente como agente mutagénico (Severson
et al. 2003; Tam et al. 2001; Vignuzzi et al. 2005); La ribavirina también tiene
propiedades inmunomoduladoras, mejorando la respuesta antiviral de las citoquinas de
tipo 1, (Fang et al. 2000; Hong y Cameron 2002), actla regulando en alza la expresién
de genes antivirales a través de elementos de respuesta al interferon (Zhang et al. 2003).

Estos hallazgos sugieren que en el caso del HCV, que la ribavirina puede ejercer
un efecto antiviral directo a través tanto de la mutagénesis como de la inhibicion o
supresion de la replicacion del RNA viral.

Por otro lado, la aparicion de un mutante con resistencia a ribavirina, (un Unico
cambio de aminoacido de Phe a Tyr en la posicion 415 de la polimerasa viral) en cinco
individuos sometidos a monoterapia con ribavirina para la infeccion por HCV (Young
et al. 2003), argumenta a favor de un efecto antiviral directo, debe tenerse en cuenta que
la monoterapia con ribavirina no tiene practicamente ningun efecto sobre la viremia y
que el mayor beneficio de la ribavirina es la supresion de la recaida en lugar de la

supresion de la replicacion del virus.
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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 RNA y ADN en las células hospedadoras. Se unen a receptores en la
superficie de las células infectadas, activando diferentes vias de sefializacion en las que
participan diversas proteinas antivirales (como PKR).
El interferdn alfa es un tipo de interferon con 14 isoformas importantes en la respuesta
antiviral. Ademas el INF-a-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 menores dosis. Ademas el INF-a-peg produce
simultaneamente una activacion de la respuesta inmunitaria del hospedero.

El tratamiento con (IFN-a) reduce efectivamente la carga viral, pero la
erradicacion completa del virus se logra en menos de 20% de los pacientes tratados solo
con IFN-a (Poynard et al. 1998). La ribavirina aumenta la frecuencia de la erradicacion
del virus en pacientes que inicialmente responden al IFN-o, Pero tiene un efecto
limitado en los pacientes que no responden al IFN-a (Hu et al. 2001).

Diferentes genotipos y subtipos se correlacionan con diferente susceptibilidad al
tratamiento con INF en monoterapia o con terapia combinada de IFN-o/RBV). S6lo 10-
20% y 40-50% de los individuos con infeccion cronica por el genotipo 1 del HCV en
monoterapia y en terapia combinada, respectivamente, exhibir aclaramiento estable de
la infeccion por HCV. Estas tasas son inferiores a las tasas de entre el 50 y 70 a 80%
respectivamente que se observé en tratamiento de infecciones con los genotipo 2 0 3
(Pawlotsky 2003; Zeuzem 2004).

El uso de interferon-a pegilado (IFN-a peg) en combinacion con RBV fue un
importante avance, decisivo en el tratamiento de la infeccion crénica por el HCV que se
asocia con aumentos significativos de estos porcentajes (Fried y Hadziyannis 2004).

Sin embargo, la tasa de respuesta viroldgica sostenida sigue siendo
insatisfactoria (McHutchinson et al. 1998) particularmente en pacientes infectados con
el genotipo 1 (Poynard et al. 1998), el mas prevalente en muchas regiones geogréaficas
del mundo (Simmonds et al. 2005).

El tratamiento optimizado con estos agentes puede inducir una respuesta
viroldgica sostenida en 70% a 80% de los pacientes con el genotipo 2 y 3, pero en sélo
40% a 50 % de los pacientes infectados con el genotipo 1 (Afdhal et al. 2011).

18



Las guias actuales recomiendan que los pacientes con genotipos 2 y 3, se traten
con INF-a-peg y dosis bajas de RBV durante 24 semanas, lo que resulta en una
respuesta viroldgica 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 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-o- peg/RBV aumenta més 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 deteccion temprana de pacientes que no responden al tratamiento de HCV limita la
exposicién 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 combinacion de INF-o-
peg/RBV después de 1 semana de tratamiento. La decision de interrumpir la terapia a
pacientes cronicos con genotipo 1 tratados con INF-o-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 RNA viral mayor de 100.000 Ul/ml
(Orlent et al. 2010).

Desafortunadamente, la terapia de INF-Peg prolongada necesaria para controlar

las infecciones crénicas de HCV se asocia a menudo con efectos secundarios graves
tales como fatiga, fiebre, y mialgias, por lo general, estos sintomas responden al
tratamiento con agentes antiinflamatorios no esteroides (Sharma 2010).
En algunos pacientes, el tratamiento con IFN también ha dado lugar a problemas
psiquiatricos, como la depresion, la ansiedad e irritabilidad. Requiriéndose una
reduccion de la dosis en méas de un tercio de los pacientes, y la interrupcion de la
administracion de las drogas es necesario en aproximadamente el 10% de pacientes
(Manns et al. 2007).

Importantes avances en el desarrollo de potentes inhibidores selectivos de la
replicacion del HCV se ha logrado en la Gltima década. Algunos medicamentos recién
desarrollados como telaprevir (TVR), primer inhibidor de la proteasa (IP), se espera que
pueda entrar en el mercado en un futuro préximo, un gran nimero de medicamentos

antivirales, que nos permitan elegir inhibidores selectivos para bloquear pasos
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especificos de la replicacion del HCV estan actualmente en fase de investigacion (Lok
et al.2010; Delang et al. 2010; Chatterji et al. 2010).

Los pacientes infectados con el genotipo 1 de HCV que no lograron erradicar el
virus en un tratamiento previo con INF-o-peg/RBV deben ser considerados para el
tratamiento con la triple terapia basada en inhibidores de proteasa (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 tratamiento con INF-a-peg/RBV,
sin la adicién de un IP, se asocia con bajas tasas de RVS. En general, las mismas
contraindicaciones se aplican a la triple terapia con Telaprevir (TVR) o Boceprevir
(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
hematoldgicos e infecciones graves) es significativamente mayor en la triple terapia
frente a la doble terapia de INF-a-peg/RBV, sobre todo cuando la albumina sérica es
<3,5 g/dl o las plaguetas <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 erradicacion del virus en una hepatitis C cronica es la
combinacion de INF-a-peg/RBV y TVR o0 BOC para el genotipo 1 y la combinacién de
INF-a-peg/RBYV por los genotipos 2, 3,4, 5y 6 (EASL, 2014).

Dentro de estas nuevas estrategias, el Sofosbuvir (SOF) es el primer compuesto
para entrar en el mercado con regimenes de combinacion libres de IFN.
El SOF pertenece a los inhibidores de nucleétidos de la polimerasa viral y actia como
un terminador de cadena durante el proceso de replicacion del HCV, 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 ain 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
antivirales de accion directa (AAD), siendo necesarias mas investigaciones sobre las
interacciones droga-droga y los 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).

Varias publicaciones recientes han examinado de forma exhaustiva como los

miRNAs celulares modulan la infeccion por el HCV (Pfeffer y Baumert 2010; Thibault
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et al. 2013). La interaccién de HCV con el miRNA del higado, miR-122, representa un
ejemplo excepcional de cémo los virus de RNA pueden usurpar la maquinaria celular
del hospedero para su beneficio (Jopling, 2012). Esto condujo al desarrollo de
miravirsen, un inhibidor del miR-122, por Santaris Pharma (Janssen et al.
2013). Miravirsen es el primer agente terapéutico basado en miRNA en entrar en
ensayos clinicos en humanos para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Lindow
y Kauppinen 2012). En un ensayo de fase 2A, el tratamiento con miravirsen resulto
significativo en los pacientes infectados, con perfiles de seguridad eficientes. Aunque se
sefiald6 que potencialmente podrian producirse variantes de escape a miR-122, el
tratamiento con miravirsen no parece conducir a ningin escape mutacional.

En contraste con la monoterapia, el disefio y la entrega de combinaciones especificas de
antagonistas e imitadores de miRNA para curar la infeccion por HCV o para limitar la
patogénesis del higado se han sugerido recientemente (Hoffmann et al. 2012).

La respuesta al tratamiento se basa en la deteccion del RNA del HCV y se
evalla de la siguiente manera:

Respuesta Sostenida: el RNA del HCV se negativiza durante el tratamiento y
permanece indetectable por lo menos seis meses después de suspender la terapia. Es
poco probable que el RNA del HCV reaparezca en la sangre de los pacientes que han
logrado una respuesta sostenida.

Recidiva: los niveles de RNA del HCV se negativizan al final del tratamiento
pero reaparecen una vez que se suspende el tratamiento. Rara vez, el RNA del HCV
reaparece y se positiviza durante el tratamiento, y esto se denomina respuesta
“penetrante” (Hadziyannis et al. 2004).

Sin Respuesta: el RNA del HCV permanece detectable durante el periodo
del tratamiento. Si los niveles séricos del RNA del HCV no disminuyen
significativamente entre las primeras 12 a 24 semanas despues de comenzar la terapia,
son pocas las probabilidades de lograr una respuesta viroldgica sostenida (Shiratori et
al. 2003).
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1.2. El Virus de la Hepatitis C

1.2.1. Clasificacion

El HCV pertenece al género Hepacivirus dentro de la familia Flaviviridae.
(Takamizawa et al. 1991; Cuthbert, 1994).
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 4a).
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 aun en
proceso de confirmacion por parte de los taxonomistas) encontramos los virus GB A, C
y D (Lindenbach et al. 2013).

Dentro del género Hepacivirus encontramos ademas del HCV, otros miembros
que se encuentran en proceso de confirmacion taxonémica 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 4b).
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Figura 4a. Arbol filogenético de la Familia Flaviviridae realiado con el método de
Neighborjoining de la polimerasa. Se distinguen 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 altimo en verde el nuevo género
propuesto como Pegivirus (Modificado de Lindenbach et al. 2013).
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Figura 4b. Arbol Neighbor-joining de un alineamiento de genomas completos con
eliminacion de gaps de los flavivirirus y del HCV. Se puede apreciar la distancia
genética entre HCV vy el resto de los flavivirus (Tomado de la base de datos LANL,
www.HCV.lanl.gov).
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1.2.2. Estructuray organizacion del genoma

EL HCV es un virus pequefio, recubierto por una envuelta, con una cadena de
RNA lineal simple positiva de unas 9,6 Kb, y que posee un Unico marco abierto de
lectura (ORF) que es traducida a una poliproteina de unos 3100 aminoécidos (Figura 5).
Este ORF esta flanqueado en 5’ y 3’ por dos regiones no codificantes: 5’NCR y 3’NCR.

Si bien el HCV tiene un Unico marco abierto de lectura, se ha reportado un
segundo marco de lectura 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).

La poliproteina precursora es co-traduccionalmente y post-traduccionalmente
procesada por proteasas celulares y virales a nivel de la membrana del reticulo
endoplasmatico 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 6).

El primer corte lo realiza una proteasa del hospedador dando lugar a la unica
proteina de la cépside, la proteina core, a las proteinas de la envuelta E1 y E2, y a una
proteina fuertemente hidrofobica de funcién desconocida llamada p7. Las proteinas no
estructurales restantes son procesadas por proteasas virales. El corte entre el sitio NS2 y
NS3 es llevado a cabo por la proteinasa NS2-NS3 (dependiente de Zn+2) de forma
autocatalitica. La serinproteasa NS3 produce el corte entre NS3 y NS4A, NS4A y
NS4B, NS4B y NS5A, NS5A y NS5B. El corte entre NS4B y NS5A es lento, por lo que

suele encontrarse el intermediario NS4B/NS5A.
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H77 genome (accession NC_004102)
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Figura 5. Esquema de la organizacion gendmica del HCV, se trata de la cepa H77

perteneciente al genotipo 1a, se aprecian las estructuras secundarias de las

regiones 3’ y 5° NCR y el ORF central detallando la ubicacion de las proteinas
estructurales (C, E1, E2) y las no estructurales (p7, NS2-NS5B) (Tomado de

Triyarni et al 2002).
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Figura 6. a) Esquema de la organizacion gendémica del HCV: los circulos indican
los sitios de clivaje dentro de la region estructural y las flechas los sitios de clivaje
dentro de la regién no estructural.

b) Esquema de la ubicacion topologica de las proteinas del HCV con respecto a la
membrana celular (tomado de Lindenbach, 2005).
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1.2.2.1. Regiones no codificantes (NCR)

La 5’NCR posee una longitud de 340 nucledtidos y es la mas conservada del
genoma. Se compone de 4 dominios altamente conservados conteniendo una region
interna de entrada ribosomal (IRES), el cual se halla formado por los dominios I, I, IV
y los primeros 24-40 nt de la region codificante del core, (Tsukiyama-Kohara et al.
1992). Permitiendo la sintesis de la poliproteina de manera cap-independiente a través
de multiples interacciones que generan complejos binarios muy estables sin la utilizacién
de factores de iniciacion canonicos celulares (Krekulova et al. 2006).

El corazon del IRES que es donde se va a reclutar la subunidad ribosomal de 40S,
se ubica en la parte basal del dominio Ill, comprendiendo los subdominios Illa, Ilic, Illd
y llle, los subdominios Illabc forman las 4 puentes esenciales para unirse a la subunidad
ribosomal de 40S y al factor de elongacion eucariota F3 (elF3), estructura que fue
determinada por estudios de cristalografia con rayos X (Kieft et al. 2001) (Figura 7).

La 3> NCR de 230 nucledtidos consiste en estructuras estables tallo-bucle y un
tracto interno poli (U) (Bostan y Mahmood 2010). Esta region aumenta la eficiencia de
traduccion del genoma viral y se cree que sirve como cebador para la sintesis de la
cadena negativa del RNA (Krekulova et al. 2006).
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Figura 7: Esquema de la estructura de la region 5° NCR se observan los 4 dominios
(I-1V); el IRES (internal ribosome entry site) esta constituido por los dominios I, 11l
y IV, unidos a los primeros 24-40 nucleédtidos del core el codon de inicio AUG se
halla ubicado en el dominio IV, se indican las interacciones entre el IRES y la
subunidad 40S ribosomal y con el elF3 (tomada de Sarnow 2003 con

modificaciones).
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1.2.2.2. Proteinas estructurales

La proteina core tiene capacidad multimerizadora e interactta con las proteinas
de la envuelta, existe en 2 0 3 formas con una masa molar de 21 kDa, 19 kDa y 16 kDa
(Lo et al. 1996; Matsumoto et al. 1996). Aunque también se le atribuyen otras funciones
como jugar un papel importante en la regulacion del crecimiento de las células
infectadas con HCV y en el desarrollo de hepatocarcinoma (Moriya et al. 1998).

Es una proteina basica altamente conservada, es el principal componente de la
nucleocapside del HCV, forma un complejo ribonucleoproteico con el genoma viral.

La secuencia del genoma que codifica para esta proteina estd altamente
conservada incluso dentro de los diferentes genotipos de HCV (Krekulova et al. 2006),
y presenta sitios antigénicos inmunodominantes, entre los aa 17-37 existe un epitopé
conformacional de un motivo hélice-bucle-hélice al que recientemente se le ha
adjudicado la actividad chaperonina de ésta proteina durante la dimerizacion del RNA
(Gaél et al. 2004).

E1-E2 son las mayores proteinas estructurales, constituyen la envuelta y son
esenciales para la penetracion del virus mediante su union al receptor y la fusion con la
membrana endosomal luego de la endocitosis, ciertas moléculas proteicas como el
CD81 humano y algunos glicosaminoglicanos que se hallan en la superficie de la célula
del huésped participan en la fusion celular inducida por HCV (Takikawa et al. 2000);
Los extremos N terminal de ambas proteinas indican que estas son escindidas de la
poliproteina en los aa 383 y 746 respectivamente.

E1l (27 kDa) y E2 (61 kDa) son glicoproteinas transmembrana de tipo | con 6
potenciales sitios de glicosilacién, poseen un ectodominio N-terminal de 160 y 334 aa
respectivamente y un corto dominio transmembrana de 30 aa que contribuye al anclaje a
la membrana del RE forméandose heterodimeros E1E2 (Beeck et al. 2004).

Dentro de la proteina E2 se hallan muy variables de suma importancia tanto para
la infectividad como para la integridad estructural y la funcion del heterodimero, en
estas regiones hipervariables (HVR) la variabilidad alcanza al 80% entre los distintos
genotipos, los primeros 27 aa del ectodominio de E2 constituyen la region HVRL1, y
entre los aa 91 a 97 de E2 se halla la otra region hipervariable (HVR2) (Penin et al.
2004; Mc Caffrey et al. 2011).

La proteina p7 se localiza en la union entre la region estructural y la no

estructural, es una pequefia proteina de membrana perteneciente a la familia de las
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viporinas de 63 aa (7 kDa) que atraviesa 2 veces la membrana con sus extremos Cy N
terminales orientados hacia el lumen del RE lo que le permite mediar en la
permeabilidad ionica de la membrana (Griffin et al. 2003), dado que se oligomeriza
para formar una canal cationico y parece ser de importancia en el ensamblado y

maduracion del virus y en consecuencia en la infectividad (Cook y Opella 2011).
1.2.2.3. Proteinas no estructurales

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

NS2 es una proteina hidrofobica transmembrana no glicosilada, la mayor parte
de la secuencia de NS2 se requiere para la funcién de la proteasa NS2-NS3 dependiente
de Zn*?, que es responsable del clivaje autocatalitico que la separa del resto de la
poliproteina (Lindenbach 2013).

NS2 interacciona con el extremo C-terminal de la proteina celular hepatica
especifica pro apoptética (CIDE-B) la que pertenece a la “familia de factores CIDE
inductores de apoptosis” inhibiendo su funcion (Erdtmann et al. 2003).

NS3 es una serin-proteasa (70 kDa) con funciones de helicasa involucrada en
distintos cortes proteoliticos. EI dominio serin-proteasa comprende los 189 aa N-
terminales de la proteina que requiere asociarse a su cofactor, la proteina NS4A, este
cofactor la estabiliza y la activa para realizar los clivajes 4A/4B; 4B/5A y 5A/5B
(Malcolm et al., 2006). Una treonina en la posicion 631 es la que regula la
autoproteolisis de la poliproteina (Wang et al. 2004). EI dominio helicasa-NTPasa esta
constituido por los 442 aa terminales tiene varias funciones entre las que se halla el
desenrrollamiento de regiones de RNA con estructuras secundarias (Frick et al. 2004),
es esencial para la replicacién del RNA del HCV 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).

NS4A-NS4B ambas proteinas son escindidas de la poliproteina viral por la
serin-proteasa NS3.

NS4A es una pequefia proteina de 54 aa (8 kDa) que actla como cofactor de

NS3, inhibe la respuesta de las células Th-1 a traves de la estimulacion de la produccion
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de isoleuquina 10 (IL-10) y la inhibicion de IL-12 por parte de los monocitos (Brady et
al. 2003).

NS4B es una proteina de membrana asociada al RE, cruza 5 veces la membrana
con el dominio C-terminal orientado hacia el citosol y el N-terminal se transloca hacia
el lumen post-traduccionalmente. La region N-terminal comprende dos alfa hélices
anfipaticas de las cuales la segunda tiene el potencial de atravesar la bicapa de la
membrana. La region C-terminal comprende, aparentemente, una alfa hélice altamente
conservada, una alfa hélice anfipatica asociada a la membrana y dos sitios de
palmitilacion. NS4B interactla con otras proteinas no estructurales virales y puede
unirse al RNA viral, alberga una actividad NTPasa (Gouttenoire et al. 2010). Por
ultimo, NS4B tiene un papel en el ensamblaje viral al inducir una alteracion especifica
en la membrana del RE que sirve para la fijacion del complejo de replicacion
(Lindenbach 2013).

NS5A-NS5B son escindidas de la poliproteina por la accion de la NS3 proteasa
utilizando a NS4A como cofactor, NS5A es una fosfoproteina que se le puede hallar en
una forma fosforilada de 56 kDa y en una forma hiperfosforilada de 58 kDa.

Consta de 3 dominios funcionales y se halla involucrada en la replicacion viral,
la resistencia al interferon y la apoptosis (Liang et al. 2006), contiene el motivo GDD,
qgue es comun a todas las polimerasas virales, es dependiente de cationes divalentes
(Mn2+ 0 Mg2+), a pH cercano al neutro y una muy baja concentracién de sales. La tasa
estimada de polimerizacion es de 150-200 nucle6tidos por minuto y no depende de la
concentracion de polimerasa (Krekulova et al. 2006). Su funcién fundamental es la
respuesta ante los tratamientos con interferon (INF), existe en ella una regién de 40 aa
denominada ISDR (Nousbaum et al. 2000). Dicha region mas los 26 aa siguientes
constituyen el dominio de unién a PKR (protein-kinasa) (Gale et al. 1998).

La interaccion NS5A-NS5B es critica para la replicacion (Shimakami et al.
2004). Por otro lado NS5A posee numerosos motivos poliprolina (PxxP), que median la
interaccién con proteinas celulares conteniendo dominios Src homdlogos 3 (SH3),
estando relacionada esta interaccion con la evasion al sistema inmune (MacDonald et al.
2005).

NS5B es una RNA polimerasa RNA dependiente (Hwang et al. 1997), se
encuentra anclada al reticulo endoplasmatico por su hélice transmembrana C-terminal,

con el dominio polimerasa en el lado citosolico.
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Ningln dominio metil-transferasa se encuentra dentro de la proteina NS5B del
HCV, de acuerdo con una estrategia de traduccion de RNA 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 la NS5B del HCV fue la primera estructura completa
de una RNA polimerasa dependiente de RNA. Esta estructura se asemeja a una mano
derecha con tres subdominios denominados, dedos, palma y pulgar. En la estructura de
NS5B de HCV ademas se encuentran otros tres elementos estructurales especiales.

Primero, NS5B alberga una extension 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 nucle6tidos 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 RNA cebador en modelos de elongacion ternarios
de tipo polimerasa-plantilla-cebador. El bucle B también esta presente en la polimerasa
de Flavivirus y de Pestivirus, pero no en otras RNA polimerasa dependiente de RNA
virales de estructura conocida. Este bucle B asi como el extremo C-terminal son
esenciales para la sintesis de RNA de novo. Ambas estructuras estan dirigidas al sitio
activo y constituyen la plataforma en la que el primer nucledtido debe colocarse. Una
vez que se afiade el primer nucleétido, estos dos dominios deben ser reubicados para
proporcionar espacio suficiente para alojar el RNA de doble cadena (RNAdc). Esta
reubicacion implica una compleja reorganizacién estructural en la polimerasa y por lo
tanto se piensa que es el paso mas critico durante la replicacion del RNA.

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 del HCV, entre otras (LOopez-Jiménez et al. 2014).

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 in vivo y que por esta razon 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 ubicacion, el enlazador impide la salida del extremo 3’ de la cadena
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de RNA molde y también contribuye a mantener el pulgar en una conformacion cerrada
(Caillet-Saguy et al. 2014).

Por ultimo es importante mencionar la region Okamoto de la NS5B (del
nucledtido 8282 al 8610 en referencia a la secuencia H77 con nimero de acceso
AF009606), una pequefia region 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).

1.2.2.4. Marco alternativo de lectura (proteina F)

HCV tiene un marco de lectura alternativo que se superpone con el gen de la
proteina core. EI marco de lectura superpuesto distingue al HCV de todos sus parientes
virales conocidos, con la posible excepcion del GBV-B. Este marco alternativo se
expresa durante infecciones naturales por HCV y estimula las respuestas inmunitarias
especificas. Al igual que varios genes esenciales en otros virus (por ejemplo, la
polimerasa del VVIH), este marco carece de un coddn de inicio AUG dentro del marco, lo
que sugiere que su expresion implica eventos inusuales a nivel de la traduccion.

Los estudios in vitro indican que el cambio del marco por los ribosomas puede
ser uno de varios procesos que pueden llevar a la traduccion de la proteina alternativa.

El cambio de marco produce proteinas quiméricas que tienen segmentos
codificados en el gen core unidos covalentemente a los aminoacidos codificados en este
marco alternativo. Las funciones de las proteinas del marco alternativo de lectura en el
ciclo replicativo del HCV no se conocen aun.

Los efectos observados de la proteina core incluyen la induccion de cancer de
higado, la transformacidn de las células, y las alteraciones de la respuesta inmune.

Se considera también la posible utilidad de las proteinas alternativas en las
vacunas (Branch et al. 2005; Cristina et al. 2005).
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1.3. Ciclo replicativo

Reconocimiento y entrada: EI primer paso en el ciclo de vida de un virus es la
unién de la particula infecciosa a la célula hospedera, que requiere la interaccion entre
un receptor de la superficie celular y una proteina de union en la superficie de la
particula viral. En este caso estdn implicados la proteina CD81 y el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDLR). CD81 forma parte de la familia de las
tetraspaninas, unas moléculas de la superficie celular caracterizadas por presentar tres
dominios transmembrana y dos lazos extracelulares (Reed et al. 1995; Pileri et al.
1998).

E1 esta involucrada en la fusion de membranas, y E2 actia como una chaperona
para E1, la cual en ausencia de E2 no se pliega correctamente (Bostan y Mahmood,
2010). Después de la union inicial del HCV 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. Posteriormente el genoma viral se libera
en el citoplasma (Bartenschlager et al. 2013) (Figura 8).

Traduccién y procesamiento de la poliproteina: Una vez dentro del
citoplasma, el RNA gendmico viral se traduce directamente ya que es reconocido como
RNAmM debido a que tiene la misma polaridad que un RNAm celular.

La traduccion del RNA viral no estd mediada por un mecanismo cap-dependiente sino
por la iniciacion interna de la traduccién a través del IRES.

Dirigida por el IRES, la poliproteina se traduce en el reticulo endoplasmaético
rugoso y se escinde co- y post-traduccionalmente en las proteinas maduras, tanto por la
accion de proteasas de la célula huésped como por dos proteasas virales (Bostan y
Mahmood, 2010).

Las proteinas virales, en conjuncién con factores de la célula huésped, inducen
la formacion 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).

Replicacion del RNA: La replicacion del RNA se produce en un sitio no
especificado dentro de la red membranosa y a través de una copia de sentido negativo
de RNA (RNAC(-)) que sirve como plantilla para la produccién de cantidades en exceso
de RNA de sentido positivo (RNA(+)) para la progenie (Bartenschlager et al. 2013)
(Figura 8).
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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 elongacion. Utilizando las altas concentraciones de GTP o
ATP, la polimerasa puede sintetizar un cebador de RNA.

Otros factores virales y celulares son necesarios, como la helicasa NS3 que
elimina estructuras estables en el molde de RNA y facilita la replicacion o la
fosfoproteina NS5A que estad implicada en la regulacion de la replicacion del RNA.
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 replicacion son las
Ilamadas p87 y p130. Proteinas de otros virus también podrian potenciar la replicacion
al activar la transcripcion de genes celulares (Bostan y Mahmood 2010).

Ensamblaje y liberacion 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 RNA viral. La formacion de particulas puede ser iniciada por
proteinas core que interactian con el genoma de RNA. Dicha interaccion, no solo puede
promover una encapsidacion selectivo del genoma de cadena positiva sino que también
parece reprimir la traduccion a través del IRES, lo que sugiere un potencial mecanismo
para cambiar de traduccion/replicaciéon a ensamblado. La nucleocapside viral adquiere
su envoltura (E1 y E2) por gemacion a través de las membranas del RE y en este caso el
virus es exportado a través de la via secretora constitutiva (Bostan y Mahmood 2010;
Bartenschlager et al. 2013) (Figura 8).
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Figura 8. Ciclo replicativo del HCV. Se indican los pasos seguidos durante la

replicacion del HCV (tomado de Bartenschlager et al. 2013).
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1.4. Variabilidad Genética del HCV

El HCV tiene una variabilidad de secuencia nucleotidica cuando comparamos
todo el genoma viral de aproximadamente 30% entre sus principales genotipos y del
20% en los diferentes subtipos de cada genotipo.

La regién 5° NCR es la que contiene el grado de conservacion més alto dentro
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.

La region del core estd relativamente bien conservada, con similitud de
secuencias de nucledtidos que oscila entre el 81% y el 88% entre los diferentes
genotipos.

La region aminoterminal de E2 constituye una regién hipervariable. Es un
segmento de 28 amino&cidos que presenta una variacion de mas del 50% entre las
distintas estirpes. Otras regiones muy variables son la region hipervariable 2 de E2 al
igual que la NS5A, E1 y E2.

Mientras que las regiones mas conservadas son 5’NCR, NS5B y NS3. Se ha
estimado una tasa de mutacion de aproximadamente 1,4x107 sustituciones de bases por
nucleotido por afio para todo el genoma (Cuthbert, 1994; Simmonds 2004). La tasa de
mutacion de la mayoria de los virus de RNA varia de 10 a 10 sustituciones por sitio

por afio, debido a la falta de capacidad de correccion de errores de su polimerasa.

1.4.1. Genotipos

En la dltima actualizacion realizada en el afio 2014 utilizando genomas
completos o casi completos, se resolvieron problemas de nomenclatura para la
designacion de genotipos y se determiné el uso de un criterio consenso, clasificando al
HCV 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.

El Comité Internacional para la Taxonomia de los Virus (ICTV) mantiene y
actualiza las estirpes de referencia, sus nimeros de acceso y alineamientos anotados,
dicha informacién se halla disponible en la pagina Web

http://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/wi/sg_flavi/default.aspx (Figura 9).
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Los analisis filogenéticos de secuencias con méas del 95% de la region
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).

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 region core/E1 (con més del 90% de la secuencia correspondiente a la posicion 869-
1292 del genoma de referencia H77, numero de acceso AF009606) y la region NS5B
(mas de 90% de la secuencia correspondiente a la posicion 8276-8615 también de H77,
numero de acceso AF009606) (Smith et al. 2014), (Figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético de genotipos y subtipos las regiones codificantes de del
HCV mediante Neighbor-joinin. Los circulos negros son clados con 100% de bootstrap

(Tomado de http://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/wi/sg_flavi/56.HCV-
classification.aspx).
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1.4.2. Distribucion geogréfica de los diferentes genotipos

Si bien HCV es un virus pandémico, los genotipos y subtipos se distribuyen
siguiendo un patrén geogréfico de circulacion. Los genotipos 1 al 3 tienen una
distribucion global. Los genotipos 4 y 5 se encuentran principalmente en Africa, y el
genotipo 6 se distribuye en Asia (Figura 10).

Las areas endémicas para los genotipos especificos se encuentran en Africa
Occidental (genotipos 1y 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 HCV 5a de la poblacion 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 HCV en una
zona geogréafica determinada, ésta puede atribuirse a la reciente introduccién de HCV en
la poblacion, como se ha documentado para Canadd 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
propagacion 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).

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

La distribucion geogréfica de los genotipos del HCV y la tasa de variacion
genética son consistentes con la distribucion global de HCV, y son compatibles con una
larga historia de infeccion en la mayoria de las poblaciones del mundo (Lavanchy
2011).
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Figura 10. Distribucion mundial del HCV. Si bien HCV es un virus pandémico, los
genotipos y subtipos se distribuyen siguiendo un patrén geografico de circulacién. Los
genotipos 1 al 3 tienen una distribucion global. Los genotipos 4 y 5 se encuentran

principalmente en Africa, y el genotipo 6 se distribuye en Asia.
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1.5 Evolucién del HCV

El tema central en la genética de poblaciones es entender como evoluciona una
poblacion bajo un conjunto de condiciones dado. La evolucion es un proceso continuo
en el que una poblacion cambia sus caracteristicas con el tiempo.

Los cambios gendmicos son un prerrequisito para la evolucion, los virus han
explorado todos los mecanismos a su alcance para obtener variabilidad, los mecanismos

moleculares que utilizan son mutacion, recombinacion, complementacion

1.5.1. Mutacion

Es un mecanismo clave en la generacién de variacion genética y nuevos tipos de
virus de RNA. Es la alteracién localizada y permanente en la secuencia nucleotidica del
material genético, es un importante mecanismo para producir nuevas variantes o generar
divergencias entre distintas cepas. La mutacion puede resultar a partir de la
incorporacion incorrecta de un nucleétido durante la replicacion o de un dafio en el
acido nucleico viral.

Las mutaciones pueden ser

a) Puntuales cuando una base se cambia por otra, a su vez dependiendo de las
bases involucradas se las clasifica en transisiones cuando se cambia una purinapor otra
purina (A-G) o una pirimidina por pirimidina (C-T); Yy en transversiones cuando se
cambia una purina por una pirimidina o viceversa (A-C; A-T; G-C; G-T); las
transiciones ocurren con mayor frecuencia que las transversiones, por su parte las
transversiones producen cambios aminoacidicos mas dramaticos en cuanto a su
naturaleza quimica.

Estas mutaciones pueden producir tres clases de efectos a nivel aminoacidico;
sustituciones sinénimas (ds) cuando el aa resultante es el mismo, sustituciones no
sindénimas (dn) cuando se produce un cambio de aa, y sin sentido cuando se origina un
coddn stop lo que generalmente da lugar a una proteina inactiva. Esto esta asociado a la
posicion que ocupe el nt en el codon del aa que codifica dado que todas las mutaciones
en la 2° posicién resultan en sustituciones no sinénimas, mientras que el 96% de las
mutaciones en la 1° posicion resultan en sustituciones no sinénimas, por su parte las

sustituciones en la 3° posicion casi siempre resultan en sustituciones sinonimas.
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b) Delecciones e inserciones es cuando se pierde o se gana nucle6tidos, si esto
ocurre en regiones codificantes (en un numero distinto a maltiplo de 3) se produce una
alteracion en el marco de lectura dando lugar a la codificacion de aa diferentes.

Una vez originada la variacion esta debe de sufrir seleccion.

Seleccidn: estd influenciada por varias clases de fuerzas selectivas:

(a) fuerzas selectivas dependientes del virus, (variaciones que afecten los epitopes de
reconocimiento de los receptores celulares o en la replicacion del genoma viral).

(b) fuerzas selectivas dependientes del hospedero (respuesta inmune, heterogeneidad
fenotipica entre las células de los tejidos donde el virus se replica).

(c) fuerzas selectivas externas (medicamentos antivirales, anticuerpos neutralizantes o
vacunacion).

Seleccion positiva y negativa: 2 tipos de seleccion actian durante la replicacion
viral. La relacion dn/ds es un indicador del tipo de seleccion que esta actuando en dicha
posicion, si dn/ds>1 se considera seleccidn positiva si dn/ds<1 la seleccion es negativa.

La seleccion negativa (purificadora), actta eliminando las variantes genémicas
con menor capacidad, esta es mas intensa en virus bien adaptados al ambiente en que se
estan replicando, cuando mudltiples variantes gendémicas infectan una misma célula
algunos de estos mutantes deletéreos podrian ser mantenidos por complementariedad.
La seleccidon positiva (direccional) resulta de la dominancia de los genomas que
presentan una ventaja evolutiva, como por ejemplo evadir la respuesta antiviral, escapar
de los anticuerpos.

En la base de datos de Datamokey existen varios programas que nos permiten
predecir si una determinada posicion del genoma esta siendo sometida a seleccion
positiva o negativa.

Los mutantes de escape son capaces de evadir a los anticuerpos neutralizantes o
de reconocer nuevos receptores celulares debido a alguna alteracion en los epitopes de
reconocimiento de los receptores celulares, produciendo un cambio en el tropismo
celular o en el rango de huésped, o de adaptarse a la terapia antiviral.

En el caso de los arbovirus que estan expuestos a una alternancia de presiones
selectivas dadas por sus 2 hospederos, las que pueden limitar sus tasas evolutivas a
pesar de su alta tasa de mutabilidad, la presion selectiva impuesta por el hospedero es

mas importante pues es alli donde pasan mas tiempo.
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1.5.2 Recombinacidn

Es el proceso por el cual 2 genomas parentales intercambian informacién
durante la replicacion. La recombinacién del HCV sigue siendo un evento raro y el
namero de casos bien documentados son muy bajos, es probable que los niveles de
recombinacion en el HCV estén subestimados. La recombinacion puede eventualmente
facilitar la combinacion de mutaciones de resistencia individuales en el mismo genoma,
y la vigilancia epidemioldgica activa de las formas recombinantes es de interés para la
salud publica.

La primera cepa recombinante del HCV se obtuvo en San Petersburgo (Rusia)
en 2002 (Kalinina et al. 2002). Se trata de un recombinante intergenotipo entre un
subtipo 2k y un subtipo 1b. El punto de recombinacion fue mapeado en el gen NS2,
alrededor de la posicion 3175. Posteriormente, el punto de recombinacion fue
confirmado (Kalinina et al. 2004). Esto llevé a la propuesta de una nueva designacion
de la cepa como RF1 2k/1b, en analogia con la nomenclatura utilizada para formas
circulantes. Esta misma cepa recombinante se ha aislado en otros paises, Irlanda
(Moreau et al. 2006); Uzbekistan (Kurbanov et al. 2008); Chipre (Demetriou et al.
2011); y en Georgia y Francia (Morel et al. 2010).

Se han encontrado recombinantes para todos los genotipos del HCV excepto
para el genotipo 4. Curiosamente, todos los recombinantes excepto uno el RF_3a/lb,
estan formados por un extremo 5' de genotipo 2 y extremo 3' de un genotipo diferente,
en el que sélo subtipo 1b aparece en méas de una de un recombinante (Lee et al. 2010).
Hasta ahora, s6lo cinco casos de recombinacidn intersubtipos se han descrito, dos
implicando subtipos del genotipo 1 y uno entre los subtipos del genotipo 4.

Dos informes de recombinacién intrapaciente en el HCV se han publicado hasta
la fecha, ambos implican pacientes sometidos a terapia (Moreno et al. 2006; Sentandreu
et al. 2008).

En el genoma existen zonas con diferente susceptibilidad a sufrir eventos de
recombinacion (hot spots).

Los eventos de recombinacion estan influenciados por
1) la procesividad de la polimerasa. 2) la existencia de hot spots. 3) la homologia de
secuencias entre las hebras. 4) la presencia de estructuras secundarias en la zona de

recombinacion.
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La recombinacion puede ser vista desde 2 puntos de vista diferente: i) por una
parte actlia originando nuevas cepas con mejor fitness dado que conlleva a la formacion
de genomas mosaicos los que pueden estar mejor adaptados, eso se determina mediante
experimentos de crecimiento competitivo. ii) Es también una forma de recuperar
regiones que por acumulacion de mutaciones se han vuelto muy diferentes Teoria de la

“Reina Roja”.

1.5.3 Complementacion

La complementacién es un proceso por el cual un genoma que expresa una
proteina funcional puede promover la replicacién de otro genoma estrechamente
relacionado cuya proteina correspondiente es defectuosa (o subdptima).

La ocurrencia de complementacién entre los componentes de un espectro de
mutantes se sugirié en los primeros estudios que mostraron que los clones bioldgicos
individuales aislados a partir de una poblacién de virus poseian valores de aptitud
promedio mas bajos que toda la poblacion de la que habian sido aislados (Duarte et al.
1994).

La complementacion entre mutantes virales ha sido ampliamente descrita, y
subyace el mantenimiento de los genomas defectuosos (particulas defectuosas) en las
poblaciones virales (Ojosnegros et al. 2011; Roux et al. 1991; Wimmer y Paul 2010).

En la dindmica de las quasiespecies la complementacion puede ser ejercida no
solo entre los genomas dominantes sino también entre los componentes minoritarios de

una cuasiespecie, cuyo resultado es la mejora de la aptitud.

1.6 Las cuasiespecies

1.6.1. Teoria de las cuasiespecies

Los vir6logos adoptaron el término "cuasiespecies" de una teoria sobre la adaptabilidad
de las entidades auto-replicativas, componentes claves en el origen de las formas
primitivas de vida. Un estudio pionero de Manfred Eigen es un tratamiento cuantitativo
de la evolucion de las macromoléculas bioldgicas (Eigen 1971). El estudio representa el
primer tratamiento teérico de la conducta auto-instructiva requerida para la actividad de

plantilla, como una necesidad para el origen de la informacion hereditaria.
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Segun la teoria de Eigen, una copia maestra de la molécula auto-replicativa
produce versiones mutantes con una cierta distribucion de probabilidad.

La produccion de copias mutantes depende de un factor de calidad que
determina la fraccion de los procesos de copiado que conduce a una copia exacta de la
plantilla y la fraccion que conduce a errores en las copias de la plantilla. La teoria fue
desarrollada posteriormente por Manfred Eigen y Peter Schuster en una serie de trabajos
tedricos, que definian “cuasiespecies” como distribuciones de mutantes de estado
estable, dominado por una secuencia maestra poseedoras de la tasa de replicacion mas
alta entre los componentes del espectro de mutantes. La teoria define "hiperciclos"
como un principio de la auto-organizacion natural, al integrar diferentes cuasiespecies
en organizaciones de orden superior lo que facilita la evolucién hacia formas mas
complejas (Eigen y Schuster 1978).

Siendo un sistema replicativo con alta tasa mutacional, la teoria de las
cuasiespecies establece una condicion necesaria para asegurar la conservacion estable
de la informacion genética. Tal condicion se formulé como un umbral de error. El
umbral de error significa que para cualquier complejidad dada (cantidad de informacion
genética no redundante transmitido por un sistema de replicacion), existe una tasa de
error maxima compatible con el mantenimiento de la informacién genética. Dicho valor
umbral de error depende de la precision de la replicacion y la eficiencia de la secuencia
dominante o secuencia maestra respecto al valor medio de la eficiencia de las
secuencias restantes de la nube, (Comas et al. 2005).

Las dos ecuaciones fundamentales de la teoria de cuasiespecies son: la dindmica

de la produccidn de copias de error y la relacion umbral de error.
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La primera ecuacion describe la concentracion de mutantes i en funcion del

tiempo x; y de mutantes k en funcion del tiempo x«. Describe la dindmica de la
generacion de mutantes dentro de la nube de mutantes.

La segunda ecuacion describe la relacion de umbral de error, donde vmax €s la

méaxima complejidad genética que puede mantenerse durante la replicacion y oo €s la

selectividad o superioridad de la secuencia principal en relacion con las restantes

secuencias del espectro de mutantes.
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Estas ecuaciones estan estrechamente relacionadas con las ecuaciones que
describen otros modelos de dindmica evolutiva. La teoria de las cuasiespecies formulada
inicialmente era determinista, dado que la teoria asume distribuciones de mutantes de
tamario infinito en equilibrio.

Las cuasiespecies se perciben de manera diferente por fisicos, quimicos,
bidlogos y médicos expertos en enfermedades infecciosas.

Para los fisicos, una cuasiespecies es considerada como una nube en el espacio
de secuencias.

Para los quimicos, las cuasiespecies son distribuciones de las secuencias de
nucleétidos o aminoécidos relacionados pero no idénticos, una definicion familiar a la
de los virélogos.

Para los bidlogos una cuasiespecie es el objetivo de la seleccion, y el término no
implica una modificacion al concepto de especie biologica.

Para los expertos en enfermedades infecciosas, las cuasiespecies son los
enjambres dinamicos de virus mutantes (particularmente los mutantes resistentes a los
medicamentos) que tienen que hacer frente a la terapia antiviral.

Los virdlogos utilizan las cuasiespecies virales en el sentido de las distribuciones
dindmicas de genomas no idénticos pero estrechamente relacionados, sometidos a un
continuo proceso de competencia y seleccion, y que actian como una unidad de
selecciéon (Domingo 2006; Perales et al. 2010).

Estrictamente hablando, las cuasiespecies virales deberian considerarse como
una sola unidad de replicacion en una célula infectada (Del Portillo et al. 2011). Sin
embargo, la progenie viral heterogénea a partir de una sola célula invadira las células
vecinas ya sea en un cultivo o dentro de un mismo tejido u érgano in vivo, esto crea un
segundo nivel de competencia. En la viremia, se establece la competencia para la
invasion de tejidos y 6rganos entre los virus que se han originado en diferentes unidades
replicativas, ya sea en el nivel intracelular o extracelular (Lauring et al. 2010; Nowak
2006).

Si bien la teoria de cuasiespecies hace énfasis en el proceso de mutacion como la
fuente de la variabilidad gendémica, se ha ampliado para incluir mecanismos adicionales
de variacion, tales como recombinacion, complementacion, duplicacion de genes,
reordenamiento de segmento de genoma, y de genes (Mufioz et al. 2008; Jacobi et al.
2006).
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1.6.2. Transmision y divergencia de las cuasiespecies

En los virus que circulan como cuasiespecies, generalmente hay multiples
variantes presentes al momento de la transmision de la infeccion. La transmision de
todas las variantes dentro de una cuasiespecie no es uniforme (Gao et al. 2002; Weiner
et al. 1993). A menudo, la transmision resulta en un cuello de botella para la poblacion,
donde so6lo una pequefa fraccion de las variantes presentes en la nube original de la
cuasiespecie pasa al nuevo hospedero. Las variantes dominantes en el indculo a menudo
se adaptan mal al nuevo entorno. Como resultado, una variante de menor importancia en
la cuasiespecie original, a menudo se convierte en dominante en el nuevo hospedero.

Cuando mudltiples variantes hacen con éxito la transicién al nuevo hospedero,
hay una gran diversidad de cuasiespecies en la fase temprana de la infeccion (Herring et
al. 2005).

Un estudio de un brote en el que los pacientes estaban infectados de una sola
fuente mostré que las variantes presentes en el in6culo pueden dar lugar a poblaciones
divergentes dentro de cada paciente. Las dos poblaciones pueden ser tan diferentes entre
los pacientes como lo son con las secuencias de la progenie de otros pacientes (Ray et
al. 2005).

1.6.3 Compartimentacion de las cuasiespecies

Los Analisis de variantes aisladas a partir de diferentes compartimentos del
cuerpo muestran que los miembros de las cuasiespecies no estan distribuidos al azar.

Variantes con diferentes tropismos celulares y compartimentacion de los
genomas se han observado para un namero de virus de RNA, incluyendo VIH y HCV.

Se han encontrado variantes de secuencia que estdn restringidos a un
compartimento particular del cuerpo, en el suero (Cabot et al. 2000) en el Sistema
Nervioso Central (Fishman et al. 2008; Forton et al. 2004).

Se ha descrito un paciente infectado con genotipos 1a y 1b del HCV. Variantes
genotipo 1b se encuentran exclusivamente en el higado, mientras que las variantes de
genotipo la eran encontrado en el higado, plasma y tejido cerebral (Fishman et al.
2008).

La demostracion de la compartimentacion de las secuencia de una sola

cuasiespecies se realiza por lo general con la construccion de un arbol filogenético,

48



donde las variantes de un determinado compartimiento se agrupan juntas, a pesar de que
la segregacion completa de variantes por compartimentos en clados es rara.

Se ha demostrado que las distancias genéticas observadas entre las variantes
aisladas de diferentes compartimentos son significativamente mayores que las distancias
genéticas observadas entre las variantes en el mismo compartimiento (Roque Afonso et
al. 1999; Poss et al. 1998).

1.6.4. Métodos de analisis de cuasiespecies

Para el anélisis de una cuasiespecie es Util comenzar estableciendo la secuencia
consenso de todas las variantes de la poblacion. ElI RNA viral aislado a partir de una
muestra clinica o a partir de un sistema experimental, es amplificado por RT-PCR, y el
amplicdn se secuencia directamente, el anlisis del cromatograma nos permitira obtener
la secuencia consenso.

Para la obtencion de las secuencias de las variantes individuales, es conveniente
que el producto de PCR se clone en un plasmido, el que se puede utilizar para
transformar bacterias. Las bacterias transformadas se colocan en placas para permitir la
seleccion de colonias individuales, que se supone que se que presenten un (nico
plasmido, por tanto, sélo una variante viral.

Mediante la recuperacién y secuenciacion del ADN plasmidico de una colonia
bacteriana individual, se puede obtener la secuencia de una sola variante. Las opiniones
varian en el ndmero de clones que deben ser secuenciados para investigar
adecuadamente las cuasiespecies.

La comparacion de la secuencia consenso de una poblacién con las secuencias
de los componentes individuales de la misma poblacion indica la dindmica de
cuasiespecies, la que se refleja basicamente en las variaciones de frecuencia (capacidad
relativa) de subconjuntos de genomas en respuesta a los cambios ambientales.

El reciente desarrollo de la secuenciacibn masiva ha permitido a los
investigadores secuenciar una fraccion mucho mayor de las cuasiespecies. Este aumento
en los genomas de la muestra se produce a expensas de una menor cobertura en la
longitud de las secuencia (menos de 200 pares de bases), (Eriksson et al, 2008).

Una vez que se obtienen las secuencias de las variantes, varios tipos de analisis

bioinformaéticos se puede realizar.
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Se puede estudiar la proporcion de sustituciones sindnimas y no sindnimas,
mutaciones sindnimas o silenciosas son aquellas que no cambian la secuencia de
aminoacidos en la proteina, son consideradas tradicionalmente como evolutivamente
neutral. Sustituciones no-sindnimas son aquellas en las que cambia la secuencia de
amino&cidos de la proteina. La relacion de sustituciones no sinénimas por sitio elegibles
(dn) y sustituciones sinénimas por sitios elegibles (ds) es un indicador de la fuerza de la
seleccidn positiva 0 negativa que actda sobre la poblacion.

Un cociente dn/ds mayor que 1 es un indicativo que la "seleccion positiva™ actia
sobre la poblacion (Kimura, 1977). La seleccion positiva es el proceso por el cual un
genotipo (o conjunto de genotipos) se convierte en dominante durante la evolucion de la
poblacién. En las cuasiespecies virales, una distribucién de mutante cuyos componentes
comparten rasgos seleccionables, esa distribucion de mutantes se convierte en
dominante, (Perales et al. 2005).

Por el contrario, una proporcion de menos de 1 indica "seleccién negativa". La
seleccion negativa es el proceso por el cual un genotipo (o conjunto de genotipos) se
elimina durante la evolucién de la poblacion.

Cabe destacar que la distincion entre seleccion positiva y negativa puede llegar a
ser confusa porque en un proceso de competencia, la seleccién negativa de subconjuntos
de genomas puede tener el mismo resultado que la seleccion positiva de los
subconjuntos restantes y viceversa, ademas, en la seleccion negativa no tiene por que
resultar la eliminacién de los subconjuntos de genomas, ya que pueden dar lugar a su
mantenimiento en bajas frecuencias.

Estos argumentos conducen a la necesidad de cuantificar ventajas selectivas
relativas de las poblaciones virales a través de las mediciones de adaptabilidad (fitness).

La adaptabilidad es un pardmetro importante en la genética evolutiva, que
también se incluy6 en la formulacion de la teoria de cuasiespecies y en la ecuacién
umbral de error. Fue adaptado por los virélogos para cuantificar la capacidad de
replicacion relativa de un virus, generalmente medido en experimentos de competicion
con el crecimiento de un virus aislado de referencia, ya sea en cultivo celular o in vivo
(Quifiones-Mateu y Arts 2006). Mediciones de aptitud han sido comparadas a la
determinacion de un coeficiente de seleccion (Maree et al. 2000).

Comparacién de la secuencia de nucleétidos consenso de una poblacion con los

de los componentes individuales de la misma poblacion indica que la dindmica de
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cuasiespecies se refleja basicamente en las variaciones de frecuencia (aptitud relativa)
de subconjuntos de genomas en respuesta a los cambios ambientales.
Cuando un espectro de mutantes alberga un amplio repositorio de variantes, la seleccion
de subconjuntos del genoma en un nuevo entorno puede ser muy rapida.

Tamafo de la poblacion, la heterogeneidad genética, la capacidad de adaptacion,
y la tasa de evolucion dependen de un conjunto interconectado de pardmetros, algunos
susceptibles de cuantificacion y otros dificiles de medir. Pardmetros importantes son la
velocidad de la multiplicacion del genoma, la tasa de mutacion, y la tolerancia de los
genomas a aceptar mutaciones y permanecer funcional. La tasa de mutacion, la
tolerancia a las mutaciones (mutaciones no letales con un rango de valores de aptitud), y
el tamafio de la poblacion determinaran la amplitud del espectro de mutantes y el paisaje
de mutaciones minoritarias y su frecuencia.

Otros parametros de interés comun en el estudio de la composicion de
cuasiespecies son la complejidad y la diversidad de la poblacion.

Complejidad se refiere al numero de diferentes secuencias presentes en la
poblacién. Por lo general, la complejidad se presenta como la proporcion de variantes

Unicas entre el nimero total de clones analizados como la entropia de Shannon:

i_ﬂ'f]n_.ﬂ?}
_ i=1

N

Donde n es el nimero diferentes de especies identificadas, fi es la frecuencia
observada de una variante en particular en la cuasiespecie, y N es el nimero total de
clones secuenciados. Se divide entre N para normalizar, por las diferencias en el nimero
de clones analizados.

Un amplio espectro de variantes (alta complejidad) indica una capacidad similar
entre las variantes virales y una estabilidad de la poblacion. Del mismo modo, la baja
complejidad puede reflejar diferencias mas grandes en la aptitud y un cambio mas
reciente en el medio. Alternativamente, baja complejidad puede reflejar una falta de
presion selectiva.

La diversidad de una cuasiespecie se refiere a la relacion de los individuos
dentro de la poblacion. La medida mas basica de la diversidad es la distancia media de
Hamming, es decir, el nimero de posiciones mutadas en una secuencia particular con

respecto a una secuencia dominante, secuencia de consenso, u otra referencia.
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La diversidad se mide usando un algoritmo de métrica de distancia genética tales
como Jukes-Cantor o Kimura-2-parametro, que tienen en cuenta factores adicionales,
tales como las probabilidades de transicion (de purina a purina o pirimidina a
pirimidina), de transversiones (pirimidina a purina y viceversa), y la composicion global
de aminoécidos o de nucledtidos en las secuencias. Las distancias genéticas dentro y
entre las cuasiespecies se utilizan a menudo para generar multiples secuencia de
alineaciones y los arboles filogenéticos. Las secuencias que se agrupan o se asignan a
los mismos subtipos estan mas estrechamente relacionadas entre si.

La fuerza de la agrupacion de secuencias en un arbol filogenético se puede
evaluar mediante la aleatorizacion repetidamente las secuencias y volver a crear el arbol

(bootstrapping).

1.6.5. Genomas memoria

El aumento de la adaptabilidad resultante de la replicacion durante la seleccion
permite el posterior mantenimiento de la subpoblacion seleccionada como genomas
memoria (Ruiz-Jarabo 2000). Estos pueden permanecer presente en el espectro de
mutantes a frecuencias mas altas que las dictadas por las tasas de mutacion basales
(Briones y Domingo 2008; Ruiz-Jarabo 2000).

La busqueda de la memoria en las cuasiespecies se inspird en el hecho de que la
movilizaciéon de elementos bioldgicos minoritarios en respuesta a un estimulo es tipico
de los sistemas adaptativos complejos, tales como el sistema inmunoldgico.

Se ha postulado que los genomas presentes en el espectro de mutantes de
cuasiespecies virales pueden incluir genomas que representan un registro de los
genomas que eran dominantes en las fases anteriores del mismo linaje evolutivo.

Los genomas memoria le brindan a la poblacién viral la capacidad para
responder a las restricciones selectivas ya experimentados por el mismo linaje evolutivo
(Domingo 2000; Perales et al. 2010). La dinamica de la adquisicion de la memoria se
espera que operen in vivo cuando un agente antiviral se utiliza para tratar una infeccion
y se selecciona un mutante resistente a los antivirales que luego puede ser eliminado por
otros componentes del espectro mutante. La conversién en genoma memoria puede
ocurrir como resultado de la interrupcion del tratamiento o aplicacién de un régimen de
tratamiento alternativo.

1.7. Representacion de historias evolutivas
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La historia evolutiva de un conjunto de taxones se suele representar por un arbol
filogenético, y este modelo ha facilitado la discusién y pruebas de hipdtesis. Sin
embargo, es bien sabido que escenarios evolutivos mas complejos son mal descritos por
tales modelos. Aun cuando la evolucion se suceda a manera de arbol, los datos pueden
ser también visualizados mediante el uso otros métodos, tales como las redes
filogenéticas.

La reconstruccion de filogenias de cuasiespecies suele ser una ardua tarea, dado
los importantes tamafios de las muestras y a las pequefias distancias génicas entre los
genomas; la multitud de posibles arboles se puede expresar mejor por una red que

muestre los posibles caminos evolutivos en forma de ciclos.

1.7.1. Arboles filogenéticos vs redes de haplotipos

Un éarbol filogenético se define comunmente como un grafo aciclico con forma
de arbol, con hojas etiquetadas que representa la historia de la evolucion de un conjunto
de taxones, generalmente con longitudes de rama, ya sea con raiz o no.

Los arboles filogenéticos, basados en nucleétidos o aminoécidos, son grafos
aciclicos que se utilizan para representar relaciones filogenéticas entre especies (Huson
et al. 2011). Cada nodo tiene 1 grado de entrada y al menos 2 grados de salida.

El concepto de una red filogenética no esta tan bien definido, y existen muchos
usos diferentes del término. Una fuente importante de confusion ha sido que diferentes
autores definen la red filogenética como algun tipo particular de red analizada en su
estudio. Por ejemplo, un articulo sobre recombinacion (Gusfield y Bansal 2005) define
una red filogenética como una red de recombinacién, mientras que un articulo referente
a hibridacion, (Linder y Rieseberg 2004) definen una red filogenética como una red de
hibridacion.

Se puede definir una red filogenética como cualquier red en el que estan
representados los taxones por nodos y sus relaciones evolutivas estan representadas por
los bordes. Las redes filogenéticas de haplotipos (o redes alélicas), son grafos con la
presencia de ciclos, donde los nodos representan diferentes haplotipos y la longitud de
las ramas representa la diferencia en nimeros de nucledtidos entre ellos. Estas redes

pueden tener hasta 2 grados de entrada para cada nodo.
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Las redes filogenéticas son una generalizacién de los arboles filogenéticos que
se puede utilizar para mostrar historias evolutivas mas complejas, incluyendo eventos
reticuladas, tales como hibridaciones, recombinaciones y la transferencia horizontal de

genes (Leo van lersel et al. 2010).

1.7.2. Tipos de Redes

Se puede distinguir diferentes tipos de redes:

Un primer tipo lo constituyen los arboles filogenéticos (Figura 11a y 11b).

Un segundo tipo, es la red de division, que es obtenida como una combinatoria
de arboles filogenético y esta disefiada para representar incompatibilidades dentro y
entre los conjuntos de datos (Figura 12a).

Un tercer tipo, son las redes reticuladas, que representa historias evolutivas en
presencia de eventos reticulados tales como la hibridacion, la transferencia horizontal de
genes, o los eventos de recombinacién (Figura 12b). Existen otros tipos de redes
(Posada y Crandall 2001), para representar la duplicacion de genes (Hallett y Lagergren
2000; Durand et al. 2005), la coevolucion hospedero-parasito (Charleston 1998).

54



root root

Figura 11. Representa 2 posibles arboles filogenéticos de un mismo analisis. La flecha sefiala
el punto en donde se divide a los taxones en dos posibles agrupaciones (B, C, D, E) y (o, A, F,
G, H, I, K).

root root

Figura 12. Dos tipos diferentes de redes filogenéticas.

(@) Una red de division que representa todas las divisiones presentes en los dos arboles
representados en la anterior figura. Aqui, cada banda de bordes paralelos corresponde a una
rama contenida en uno de los arboles de entrada. Los nodos no corresponden necesariamente a
antepasados hipotéticos.

(b) Una red reticulada que explica los dos arboles postulando tres reticulaciones que dan lugar a
los clados (B,C) (H), e (I). Esta red describe explicitamente una historia evolutiva probable, los
nodos internos corresponden a taxones ancestrales, y los bordes representan los descendientes.
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1.7.2.1. Arboles Filogenéticos

Un arbol filogenético corresponde a una coleccion de divisiones compatibles con
los pesos y longitudes.

El andlisis de arbol filogenético tiene por objeto encontrar el arbol filogenético
que mejor explica los patrones observados en los datos. EI método de generacién de
arboles intentara colocar un arbol, incluso si existe un gran desfasaje entre los datos y el
mejor arbol que el método puede encontrar. Esta brecha es la principal causa de

artefactos de reconstruccion (Steel 2005).

1.7.2.2. Las redes de division

Las redes de division se utilizan para representar sefiales incompatibles y/o
ambiguas en un conjunto de datos. En la red, se presentan bordes en paralelo, en lugar
de las ramas individuales, se utilizan para representar las escisiones calculadas a partir
de los datos. Cada borde se asocia con una division de los taxones, pero puede haber un
namero de bordes paralelos asociados con cada division. Por lo tanto, estas redes de
division s6lo proporcionan una representacion implicita de la historia evolutiva,
(Morrison 2005).

La distancia entre dos taxones en una red de division se define como la suma de
los pesos o longitudes de los bordes a lo largo del camino més corto entre los taxones
(Bryant y Moulton 2004). Esta distancia se puede calcular directamente de los pesos
asociados a las divisiones y no cambia para diferentes representaciones de redes
abiertas.

Cada red division representa una coleccion Unica de divisiones. Sin embargo, la
singularidad no se sostiene en la otra direccién, un conjunto determinado de divisiones
puede tener varias diferentes representaciones de la red. Debido a esta no unicidad, es

inapropiado considerar los nodos internos como ancestros hipotéticos (Bandelt 1992).

1.7.2.3. Las redes reticuladas
Mientras que las redes de division proporcionan una imagen implicita de la

historia evolutiva, se emplean conjuntos de bordes paralelos para representar divisiones,

nodos anteriores o internos en una red de division no se corresponden necesariamente
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con antepasados hipotéticos, las redes reticuladas proporcionan una vision explicita de
la evolucidn, en este tipo de red, los bordes representan linajes de descendencia o
eventos reticulados tales como la hibridacion, la transferencia horizontal de genes, o la
recombinacion, y todos los nodos corresponden a los ancestros hipotéticos, estas redes
reticuladas suelen ser enraizadas, por lo que los bordes tienen una direccion con un
significado evolutivo.

Este tipo de redes proporcionan una representacion explicita de la historia
evolutiva, representada generalmente como un arbol filogenético con bordes
adicionales, donde los nodos internos representa la especie ancestral y nodos con mas de

dos padres corresponden a eventos reticulares tales como hibridacion o recombinacion.
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2. Materiales y métodos
2.1. Construccion de los Datasets.

Para la realizacion de nuestros objetivos se construyeron varios datasets, a partir
de secuencias obtenidas de la base de datos de National Center for Biotechnology

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov; y de HCV Database http://HCV.lanl.gov.

El dataset 1.- Se construyo en base a secuencias de la region NS5A del genotipo
1b de HCV tomadas de los trabajos de Puig-Basagoiti. Correspondientes a 4 pacientes
sometidos a terapia con INFo/RVB, administra por via subcutanea, durante 24 semanas,
con diferentes respuestas al tratamiento y un paciente cronico no tratado. Los pacientes
fueron estudiados en la primera, segunda y cuarta semana de tratamiento, (Puig-
Basagoiti et al. 2005).

Dataset 2.- Las secuencias utilizadas corresponden a la region NS5A del
genotipo 3a de HCV, tomadas de los trabajos de Bittar (Bittar et al. 2010; Bittar et al.
2013). Pertenecen a pacientes sometidos a terapia con INFo/RVB, los que se
clasificaron en: pacientes que no respondieron a la terapia, pacientes que presentaron
respuesta viral al final del tratamiento, y pacientes que presentaron respuesta viral
sostenida. Las secuencias abarcan desde antes de la terapia hasta 5 meses después de
finalizada la misma. También integran este dataset secuencias tomadas de los trabajos
de Jardim corresponden a la region NS5A del genotipo 1a de HCV, (Jardim et al. 2013).

Dataset 3.- Se construyo en base a secuencias tomadas de los trabajos de Farci.
Correspondientes a la region del gen de la envoltura E1/E2 de HCV que incluye la
region hipervariable 1. El paciente adquirié la infeccién por transmision materno-fetal,
no siendo tratado, se estudié desde su nacimiento y durante 90 meses (Farci et al, 2006).

Dataset 4.- Utilizando secuencias de HCV de las regiones NS5A y E1/E2 del
genotipo 1la, infectando pacientes no tratados estudiados desde la fase aguda a la
cronicidad (16-18 afios) tomadas de los trabajos de Ramanchandran, (Ramachandran et
al. 2011).

Dataset 5.- En base a secuencias de cuasiespecies intra-hospedero,
correspondientes a la region HVR1 que circula en un paciente cronico infectado con
HCV de genotipo 1b, obtenido de los trabajos de Kamila Carballo-Cortés, por

ultrasecuenciacion profunda con ROCHE 454 (Kamila Caraballo-Cortés et al. 2013).
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2.2 Alineacién de las secuencias

Para la realizacion de los analisis las secuencias fueron alineadas mediante
MEGA 5.05 (Tamura et al. 2011), se utilizo el servidor web Datamonkey (Delport et al.

2010), para identificar el modelo evolutivo que mejor se ajuste a nuestros datos.

2.3. Andlisis de uso de codones

Para el andlisis de uso de codones comparativo entre los pacientes se utilizé el
Programa CODON W, que permiti6 determinar el Uso Relativo de Codones Sindnimos
(RSCU), (Wrigth 1990).

2.4. Analisis coalescente bayesiano de Cadenas Monte Carlo de Markov (MCMC)

Este analisis constituye una medida de la evolucion de una poblacién de virus de
RNA, lo que permite la reconstruccién de la dindAmica de poblaciones en el pasado sobre
la base de datos de secuencias moleculares. Esta reconstruccion se realiza con
frecuencia en un marco bayesiano para dar cuenta de la incertidumbre en el arbol
filogenético subyacente (Drummond et al. 2005). El analisis coalescente bayesiano de
Cadenas Monte Carlo de Markov (MCMC) es actualmente, un andlisis estandar
utilizado para la reconstruccion de la dindmica evolutiva de las poblaciones ancestrales
(Drummond y Rambaut 2007). Por estas razones hemos utilizado un enfoque bayesiano
MCMC para estudiar el modo de evolucion de la poblacion de cuasiespecies del HCV
tal como se aplica en el paquete BEAST 2 (Stadler et al. 2013).

Como modelo de poblacion se utilizé el skyline bayesiano clasico y el de
nacimiento-muerte. EI modelo de skyline de nacimiento-muerte esencialmente combina
dos enfoques anteriores. Un modelo de skyline que asume que las muestras fueron
tomadas en un momento en el tiempo (Stadler. 2011), y un modelo de muestreo
secuencial para las tasas epidemioldgicas constantes (Stadler et al. 2010). La
combinacion de estos dos modelos, en un marco de inferencia bayesiana, da lugar al
modelo nacimiento-muerte (Stadler et al. 2012). Este nuevo enfoque fue empleado con
éxito para el estudio de muestras de HCV que fueron recogidas en un punto de tiempo
(Stadler et al. 2013).
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Se emplearon entre 30 y 90 millones de generaciones de MCMC (segun los
datasets). La incertidumbre estadistica en los datos se refleja en mas del 95 % de
densidad de probabilidad valores (HPD). Los resultados se analizaron utilizando el
programa v1.4 TRAZADOR (Drummond y Rambaut 2007), en el paquete BEAST. La

convergencia se evalud con los valores de SEE (tamafio efectivo de la muestra).

2.5. Andlisis filogenético

Para los analisis filogenéticos se emplearon 2 enfoques diferentes.

En primer lugar, los arboles de méaxima credibilidad, los que fueron generados
usando el programa Tree Annotator del paquete BEAST y el programa FIGTREE
v1.2.2 (disponible en: http://tree.bio.ed.ac.uk).

En segundo lugar, el anélisis de conjuntos de arboles, para lo cual se utilizé el
programa DensiTree (Bouckaert 2010). DensiTree es un programa para la elaboracion
de conjuntos de arboles almacenados en formato Nexus. La idea principal es analizar a
todos los arboles en el set, pero en lugar de utilizar lineas opacas, utiliza la
transparencia. Como resultado, en las areas donde muchos de los &rboles concuerdan en
longitud y topologia de la rama, habra muchas lineas dibujadas y la pantalla mostrara un
area densamente coloreada. Las areas en las que hay un par de topologias en
competencia seran resaltadas por una red de lineas. La incertidumbre en las alturas de
los nodos y su distribucion puede demostrarse mediante frotis de todo el nodo de altura
media (Bouckaert 2010). Un total de 20.000 &rboles se extrajeron utilizando este
enfoque para construir el arbol que se muestra en este trabajo, utilizando la salida del

analisis Bayesiano MCMC.

2.6. Analisis de redes

Las redes filogenéticas son una generalizacién de los arboles filogenéticos que
se puede utilizar para mostrar historias evolutivas mas complejas, incluyendo eventos
reticulados, tales como hibridaciones, recombinaciones y la transferencia horizontal de
genes.

La reconstruccién de filogenias de cuasiespecies suele ser una ardua tarea,

debido a los importantes tamafios de las muestras y a las pequefias distancias génicas
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entre los genomas; la multitud de posibles arboles se puede expresar mejor por una red
que muestre los posibles caminos evolutivos en forma de ciclos.

Para inferir las relaciones intraespecificas entre haplotipos fue usado el

algoritmo de "Red Mediana de Uniones™ (MJ) (por su hombre en inglés, Median Joining
Network) Brandelt et al. 1999).ElI método, se basa en la combinacion de caracteristicas
del algoritmo de Kruskal para encontrar arboles de méxima verosimilitud, (Kruskal
1956) y del algoritmo heuristico de Farris de maxima parsimonia (MP), (Farris 1970)
que anade secuencialmente nuevos vértices llamados “vectores medios”, y afiade la no
resolucion de las homoplasias que se generen. EI método de MJ esta relacionado con los
enfoques para la estimacion de méaxima parsimonia ajustando el nivel de homoplasia,
mediante el parametro “€”; siendo éste método aplicado a caracteres multivariados.
Esta aproximacion para estimar genealogias intraespecificas toma en cuenta fendmenos
propios del nivel poblacional como la coexistencia en una genealogia, de genes
ancestrales y derivado, y la ocurrencia de eventos de recombinacion. Dichos eventos
producen relaciones reticuladas, que no siempre son bien representadas en arboles que
se bifurcan.

Para implementar el método de Median Joining Network utilizamos el software
Network 4.5.1.6 (http://www.fluxus-engineering.com/), a partir del ndmero de
sustituciones pareadas. Ademas el criterio de optimizacién, Maxima Parsimonia,
introduce vectores medios que representan haplotipos intermediarios ausentes (Polzin et
al. 2003).

Para ello utilizamos los parametros fijados en el software por defecto,
seleccionando el algoritmo Median Joining (Brandelt et al. 1999), por tratarse de datos
nucleotidicos, que son multiseriados, se utilizo u valor de €= 0 (ponderacion de
distancia genética).

Asi mismo para reducir la complejidad de la red y evidenciar mejor la relacién
entre los haplotipos, se selecciono previo al procesamiento de los datos, la opcion "Star
Contraction™ (Forster et al. 2001) que ademas contribuye a evidenciar topologias tipo
estrella, caracteristica de eventos de expansion poblacional.

Ambos tipos de representacion, filogenia y redes nucleotidicas muestran la
misma informacion, excepto que cuando aparecen homoplasias (conexiones ambiguas),
la filogenia la soluciona, teniendo en cuenta a los arboles mas parsimoniosos por

separado y luego construyendo un arbol consenso, en el que se derriban clados creando
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un arbol multifurcado con perdida de informacion; en cambio la red lo que hace es
construir redes de haplotipos con ciclos entre sus secuencias, las redes permiten
representar todas las conexiones, incluyendo las ambiguas en una sola figura, en forma
de ciclos.

La caracteristica principal que distingue a los arboles de las redes es la
posibilidad de incluir ciclos, la red permite representar todas las conexiones ambiguas
en una sola figura, en conclusién cuando las conexiones alternativas son igualmente
parsimoniosas, los graficos de red de haplotipos parecen ser mas apropiados para
representar las variaciones de secuencias nucleotidicas, que los filogramas consensos.
Los prerrequisitos para el empleo de MJ son:

a) Las secuencias deben de estar correctamente alineadas.
b) Los datos ambiguos son infrecuentes y no existe recombinacion.
¢) La medida de distancia entre dos secuencias esta dada por el conteo de
caracteres diferentes, (distancia de Hamming).
En nuestros estudios encontramos redes que presentan un comportamiento de tipo
disassortative, en que los nodos de grado elevado estan mayormente conectados a nodos

de grado menor que el propio, (Newman 2002).

2.7. ldentificacion de epitopes

Con el fin de identificar epitopes a lo largo de las secuencias analizadas se utilizé el
programa BepiPred, del servidor Datamonkey (Delport et al. 2010). Se mapearon las
mutaciones encontradas con la finalidad de asociarlas a los epitopes predichos.

2.8. Mapeo de sustituciones aminoacidicas.

A fin de identificar la ubicaci