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RESUMEN  5 

 

RESUMEN 

La infección crónica provocada por el virus de la hepatitis C (VHC) 

sigue siendo un problema de salud pública a nivel mundial y en España, 

ocasionando unas 10.000 muertes al año. Se estima que el 3% de la población 

mundial (200 millones de personas en el mundo y unas 900.000 en España) se 

encuentran infectadas por este virus. En España, y en el resto de países 

Occidentales, además de ser la principal causa de hepatitis crónica, cirrosis y 

carcinoma hepatocelular, la infección por VHC es la indicación más frecuente 

de trasplante hepático.  

El tratamiento convencional basado sólo en interferón pegilado más 

ribavirina (peg-IFN-α/RBV), provoca numerosos efectos secundarios, es de 

larga duración y con poco éxito en pacientes infectados con genotipo 1. Por 

otra parte, la reinfección del injerto post-trasplante es universal, ocasionando 

una hepatitis más agresiva y más difícil de tratar con peg-IFN-α /RBV, con 

efectos adversos muy frecuentes. Esto ha impulsado al desarrollo de fármacos 

más específicos, los antivirales de acción directa (AAD). Estos están dirigidos 

contra proteínas del virus, como la proteasa NS3, la proteína NS5A ó la 

polimerasa NS5B, y han mostrado una gran efectividad con mínimos efectos 

secundarios. A pesar de su alto precio, en pacientes con enfermedad avanzada 

ó trasplantados el acceso a los nuevos tratamientos con ADD es fundamental 

para mejorar su pronóstico y detener la progresión de la enfermedad. En 

España, para aquellos pacientes con infección por VHC genotipo 1, el 

tratamiento estándar incluye IP de primera (Telaprevir ó Boceprevir) ó de 

segunda (Simeprevir) generación con unas tasas de respuesta del 75-85%, 

aunque se espera la autorización de otros AAD (por ejemplo, Sofosbuvir y 

Daclatasvir) que, en combinación, aumentan la tasa de éxito del tratamiento 

hasta el 95% incluso en ausencia de interferón. Sin embargo, aunque estos 

nuevos AAD han demostrado un potente efecto antiviral in vitro e in vivo, se 

han descrito numerosas mutaciones del virus asociadas con el desarrollo de 

resistencias. Se ha observado una menor eficacia de AAD en ciertos pacientes, 

debido a mutaciones de resistencia del virus, bien por selección de mutaciones 

pre-existentes, o bien por emergencia durante la administración AAD. Además, 

en pacientes trasplantados inmunodeprimidos, el VHC puede estar sometido a 
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6    RESUMEN 

una menor presión selectiva, y presentar una variabilidad genética diferente en 

relación a pacientes inmunocompetentes. Por tanto es importante determinar la 

variación natural del genoma del VHC y su posible impacto en el tratamiento 

con nuevos AAD en estos grupos de pacientes, para prevenir potenciales fallos 

terapéuticos y optimizar los futuros regímenes terapéuticos, escogiendo los 

AAD más adecuados. 

El objetivo en esta tesis doctoral fue analizar la variabilidad genética del 

VHC en los genes NS3 y NS5B, diana de AAD inhibidores de la proteasa (IP) 

y polimerasa viral (nucleosídicos –IAN- y no nucleosídicos –INN-), en 

distintos aislados naturales del subtipo 1b obtenidos de pacientes con infección 

crónica, partiendo de la hipótesis de que ya se encuentran en circulación virus 

resistentes a estos nuevos fármacos. Se logró poner a punto la secuenciación de 

la proteasa NS3 y la polimerasa NS5B del VHC, y el estudio de mutaciones 

minoritarias de resistencia a AAD mediante clonación y secuenciación.  

En la región de la proteasa NS3, se identificaron variaciones de 

aminoácidos responsables de resistencia moderada a IP, con baja prevalencia, 

entre el 1,67% (V36L, V55A, A87T, R117H, S122G y V170T) y el 5% 

(S122T/N). Sin embargo, no se identificaron las principales mutaciones de 

resistencia alta a boceprevir o telaprevir (R155K/T, A156V/T y V170A). En 

cuanto a la región de la polimerasa NS5B, se identificaron las variaciones 

asociadas con resistencia moderada a IAN L159F y I239L en el 25% y 1,67% 

de los aislados, respectivamente, pero no se identificaron las principales 

mutaciones de resistencia alta a IAN (S96T, N142T, S282T y L320F) en 

ningúno de los aislados analizados. Con respecto a las variaciones asociadas a 

resistencia a INN, se identificaron en todos los aislados analizados al menos un 

polimorfismo o mutación relacionada con resistencias, localizándose en todos 

los distintos sitios alostéricos de la polimerasa viral, por lo que afectarían a la 

acción de las distintas subfamilias de INN, según su diana. En particular, la 

mutación C316N (asociada con resistencia a los INN dirigidos a los sitios 

alostéricos C y D de la polimerasa), se encontró en un 50% de los aislados. Su 

localización cercana al sitio activo sugiere que podría también afectar a la 

efectividad de IAN como el sofosbuvir en algunos pacientes infectados por 

VHC subtipo 1b.  
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En el análisis intrapaciente de clones moleculares de ambas regiones, 

NS3 y NS5B, se detectaron variantes minoritarias en la cuasiespecie del VHC  

no detectables mediante secuenciación directa estándar, algunas de ellas 

asociadas con resistencia a IP, IAN e INN.  

De acuerdo al número y tipo de sustituciones nucleotídicas encontradas 

asociadas a resistencia a AAD en NS3 y NS5B, la mayoría de ellas están 

asociadas a una barrera genética baja, ya que sólo con una sustitución de 

nucleótidos en el codón correspondiente se ha podido generar el cambio de 

aminoácido, tanto en variantes mayoritarias detectadas por secuenciación 

convencional como en variantes minoritarias intraindividuo en la cuasiespecie 

del virus.  

De acuerdo a nuestros resultados y las observaciones anteriores, todo 

parece apuntar a que lo más probable es que en la mayoría de individuos tanto 

inmunocompetentes como inmunodeprimidos, se estén dando fenómenos de 

selección purificadora o selección de fondo de las poblaciones virales, aunque 

más marcada en la proteasa NS3 y en pacientes inmunodeprimidos, lo que es 

bastante plausible, conociendo el papel fundamental de esta proteína para el 

ciclo de vida del virus. Alternativamente, esta situación se podría haber 

producido en los pacientes inmunodeprimidos por un aumento del tamaño 

poblacional de la “cuasiespecie” del virus debido a dos factores: i) el cuello de 

botella que representa la infección del nuevo hígado trasplantado y ii) el 

aumento de la replicación del virus gracias a la inmunosupresión.  

A nivel de codones individuales, todos los codones de la proteasa NS3 y 

la mayoría de los de la polimerasa NS5B parecen sometidos a selección 

negativa ó purificadora, de acuerdo a su función imprescindible en el ciclo de 

vida del virus. De los 12 codones de NS5B que se encuentran bajo selección 

positiva, dos (300 y 556) se encuentran implicados en resistencia a INN, por lo 

que la fijación de mutaciones en estas dos posiciones podría verse favorecida 

en presencia de estos fármacos. A nivel intrapoblacional en la cuasiespecie 

(clones moleculares), dos codones de la polimerasa NS5B implicados con 

resistencia a INN (M426 y R531) presentan evidencia de diversificación 

episódica a lo largo de las ramas de la filogenia, lo que podría indicar que los 

cambios de aminoácidos en esos codones le confieren una ventaja adaptativa a 
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estas variantes dentro de la cuasiespecie, y se podrían fijar en la cuasiespecie 

en presencia de esta clase de AAD. 

El análisis filogenético de las secuencias NS3 y NS5B localiza a nuestros 

aislados cercanos a las secuencias de referencia similares a la del replicón 

Con1, subtipo 1b. No hay grupos filogenéticos concretos que relacionen los 

aislados del VHC-1b según su perfil de  mutaciones de resistencia a IP, IAN ó 

INN. Aunque en el caso de las resistencias a INN se pueden clasificar a la 

mayoría de los aislados en dos grupos diferenciados por poseer o no unas pocas 

mutaciones, estos grupos no se diferencian filogenéticamente. Lo mismo 

ocurre a nivel intrapaciente con las variantes mayoritarias y minoritarias 

presentes en la cuasiespecie (clones moleculares) ó población viral. Estos 

resultados sugieren que no hay clados de virus resistentes definidos en la 

población infectada. 

Algunos aminoácidos relacionados con resistencia a IP (NS3 87, 117) y a 

INN (NS5B 300, 426, 451) coevolucionan con otros, bien a nivel intraproteína 

ó a nivel interproteína, posiblemente para mantener el fitness viral. Podemos 

especular que, en alguna medida, ciertas mutaciones de resistencia a IP en NS3 

podrían favorecer la selección de mutaciones de resistencia a INN en NS5B, ó 

viceversa. 

Los aislados del VHC subtipo 1b de pacientes con infección crónica en 

nuestra área geográfica tienen una alta prevalencia de polimorfismos naturales 

en posiciones relacionadas con resistencia a AAD, en especial a INN (con 

efecto desconocido), aunque no hay diferencias significativas entre aislados de 

pacientes inmunocompetentes del Hospital La Fe y del HUGTIP ó 

inmunodeprimidos del Hospital La Fe en cuanto al número ó porcentaje de 

cambios de aminoácido en posiciones asociadas a resistencia a IP, IAN, ó INN, 

ni en cuanto a su agrupación filogenética. Por tanto, no hay una prevalencia 

distinta de estas mutaciones ó polimorfismos, ni una diferenciación filogenética 

significativa, entre pacientes de Valencia ó Badalona, ni entre pacientes 

inmunocompetentes ó inmunodeprimidos.  

Finalmente, podemos decir que la determinación de mutaciones de 

resistencia por secuenciación estándar antes del tratamiento con AAD, podría 

ser útil para escoger la mejor pauta de AAD en cada caso, en particular qué 

subfamilia de INN. Por otra parte, no se conoce si las variantes minoritarias 
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resistentes podrían ser seleccionadas y persistir a largo plazo en mayor ó 

menor proporción de la cuasiespecie en todos los pacientes ó sólo en algunos, 

y su control durante el tratamiento será conveniente  realizarlo en los casos de 

fallo terapéutico. Sin embargo, la caracterización del perfil de resistencias 

minoritarias a los AAD utilizando el método “patrón oro” de alta sensibilidad 

usado en esta tesis (secuenciación de clones moleculares) no es aplicable a la 

práctica clínica, aunque existen otros métodos alternativos de análisis 

exhaustivo de secuencias, tales como PCR específica, y métodos basados en 

secuenciación masiva, cuya aplicabilidad está aun por determinar. 
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1. INTRODUCCION 
 

1.1. Hepatitis 

La hepatitis es una enfermedad muy heterogénea que se caracterizada por 

inflamación y necrosis  de las células del hígado. Su causa puede ser infecciosa 

(virus), inmunitaria (autoanticuerpos) o tóxica (alcohol, venenos o fármacos). 

Como la hepatitis puede ser causada por diversos agentes, esta puede 

evolucionar de forma distinta según su etiología. La estrecha adaptación de los 

virus de la hepatitis infecciosa a la especie humana sugiere fuertemente que la 

hepatitis vírica es una enfermedad muy antigua. Los virus específicos que 

provocan la hepatitis, virus hepatotropos, curiosamente no están emparentados 

filogenéticamente entre sí, y pertenecen a distintos géneros: el virus de la 

hepatitis A (VHA Picornavirus), B (VHB Hepadnavirus), C (VHC 

Hepacivirus), D (VHD Deltavirus), E (VHE Hepevirus). Incluso aquellos que 

finalmente no han demostrado causar hepatitis G (VHG Pegivirus), TT (VTT 

Anellovirus) y  virus SEN (SEN-V Circovirus). Otros virus que pueden causar 

ocasionalmente hepatitis son, el Epstein-Barr, el Citomegalovirus, el virus de la 

fiebre amarilla, el de la rubéola, el Herpes simplex y algunos enterovirus. 

De forma fascinante, la historia del reconocimiento de la hepatitis 

comienza en la antigüedad. La primera descripción de la ictericia fue 

encontrada en Sumeria (3er milenio A.C.) en tabletas de arcilla que fueron el 

primer manual de la medicina. El agente etiológico era un nombre del diablo 

Ahhazu que atacó el hígado, que en aquellos días era el hogar del alma (Payen 

2002a). En el 1.600 A.C., ya se describió un remedio contra la ictericia en un 

papiro egipcio, y en el siglo II A.C., un médico de la escuela de Hipócrates en 

Grecia, describió las primeras características clínicas de ictericia epidémica, 

incluyendo la fulminante. El tratamiento recomendado era una dieta de miel y 

agua (Oon 2012). La palabra ictericia se encontró por primera vez en el 

hipocrático corpus (Tygstrup 1980). En el siglo XVII se empezaron a registrar 

con frecuencia casos de hepatitis, posteriormente se fueron definiendo sus 

características, y a finales del siglo XIX se empezó a tener conciencia de su 

diversidad etiológica y no se dudó de su carácter infeccioso (McDonald 1908, 

Cockayne 1912).   
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En 1885, Lürman describió por primera vez una hepatitis transmitida por 

sangre y productos sanguíneos. Esta epidemia documentada, afectó a 

trabajadores que recibieron una vacuna contra la viruela preparada con 

linfocitos humanos (Lürman 1885). Décadas después se observaron numerosos 

brotes epidémicos que desarrollaban una hepatitis aguda meses después de la 

inoculación por vía parenteral de preparaciones que contenían suero o sangre 

humanos. En la década de los 40 y 50 se realizaron estudios sobre la 

transmisión de esta enfermedad en voluntarios, y se estableció definitivamente 

la existencia de una nueva variedad de hepatitis a la que se denominó hepatitis 

sérica. En 1923 definieron como hepatitis infecciosa, a lo que hoy en día 

conocemos como hepatitis A, mediante el estudio realizado sobre epidemias de 

hepatitis ocurridas en los Estados Unidos entre 1812 y 1922. La infección se 

desarrollaba pocos días después de la exposición a otros enfermos, además por 

la contaminación fecal de agua y alimentos (Blumer 1923). 

La hepatitis sérica y la infecciosa presentaban diferencias en cuanto a su 

mecanismo de contagio y sus períodos de incubación (Paul 1945, Radkovsky 

1956). En la hepatitis  infecciosa, el agente causal se podía aislar en las heces 

(Paul 1945, Neefe 1946, Neefe et al. 1956), y en la hepatitis sérica el agente 

permanecía en forma indefinida en sangre. También se pudo demostrar con 

estudios de inmunización cruzada, que existían diferencias entre las dos formas 

de hepatitis. En 1942, se produjo un importante brote de hepatitis en la Marina 

de los Estados Unidos, 56.000 pacientes (Payen y Rongières 2002b; 2002c, 

Oon 2012) se infectaron después de la administración de la vacuna contra la 

fiebre amarilla (preparaciones que contenían plasma humano) (Seeff et al. 

1987). En base a esto, MacCallum sugirió la primera distinción histórica entre 

dos formas de hepatitis en 1947 (MacCallum 1947): hepatitis epidémica con 

una breve incubación y hepatitis sérica con una larga incubación  (100 días de 

fiebre). La mejor confirmación experimental de las dos formas distintas de 

hepatitis viral fue proporcionada por Saúl Krugman entre 1964 y 1967: la 

hepatitis  A y la hepatitis B (Murray 1955, Murray et al. 1955, Krugman et al. 

1967, Krugman et al. 1984). 

En 1963, Baruch Blumberg, descubrió una proteína inmunoreactiva 

específica contra la proteína de los sueros de los aborígenes de Australia, a la 

que llamó “Antígeno Australia” (Au). En 1967, Blumberg sugirió que el 
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antígeno Au estaba vinculado a la hepatitis viral (Blumberg et al. 1965, 

Blumberg et al. 1967). Poco después, en 1968, Alfred Prince describió un 

antígeno en suero específicamente con la hepatitis postransfusional, y al que 

llamó antígeno de la hepatitis sérica (antígeno SH) (Prince 1968). En el año 

1970, David Dane (Dane et al. 1970) identificó las partículas, viriones del virus 

de la hepatitis B (VHB). Más tarde, dada la correlación entre el antígeno 

Au/SH en donantes de sangre y la hepatitis postransfusional, en 1972 se 

estableció al antígeno Au como el antígeno de superficie de la hepatitis B 

(AgHBs). Seguidamente fue documentada la función protectora de 

inmunoglobulinas anti-HBs, y Blumberg pronto desarrolló el principio de la 

primera generación de vacuna (Magnius y Espmark 1972, Magnius et al. 1975, 

Magnius 1975). Pierre Tiollais, en 1980, logra clonar el VHB, abriendo el 

camino a la producción en masa de la vacuna de la hepatitis B por ingeniería 

genética (Brechot  et al. 1980). En 1979, Fritz Deinhardt documenta con éxito 

la clínica e histología de la hepatitis de incubación corta (Deinhardt et al. 

1967). En 1977, Stephen Feinstone identifica con éxito mediante la técnica de 

microscopía electrónica inmune, un nuevo agente en las heces causante de 

brotes de hepatitis A aguda (Feinstone et al. 1973). Pronto fue desarrollada una 

serología específica para el antígeno de VHA en las heces y el anticuerpo VHA 

en suero (IgM e IgG) (Hollinger et al. 1976). Provost y Hilleman en 1979, 

cultivaron VHA en cultivos de tejidos (Provost y Hilleman 1979), lo que 

derivó en un rápido desarrollo de la vacuna. 

 

1.1.1. Descubrimiento  

Tras el desarrollo de los test para el VHA y el VHB en 1974, se 

realizaron estudios serológicos a pacientes que habían contraído hepatitis post-

transfusional, y se pudo tener conocimiento que el agente causal de la 

enfermedad no era ni el VHA ni el VHB. A este tipo de hepatitis se le 

denominó inicialmente hepatitis no-A, no-B (NANB) (Feinstone et al. 1975, 

1983, Knodell et al. 1975, Prince et al. 1974, Alter et al. 1975), que se 

convirtió en la causa más frecuente de hepatitis post-transfusional (90%), 

siendo su incidencia tras recibir varias transfusiones de sangre de hasta un 20% 

en algunos países (Aach et al. 1991, Alter et al. 1978, Dienstag y Alter 1986, 

Frey-Settsein 1977, Seef et al. 1978). En un principio se la consideró como una 
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enfermedad leve, pero muchos estudios realizados durante la década de los 70 

demostraron la propensión muy alta de progresión a hepatitis crónica, cirrosis y 

fallo hepático (Aach et al. 1991, Alter et al. 1978; 1989, Berman et al. 1979, 

Frey-Settsein 1977, Galbraith et al. 1975, Iwarson et al. 1979, Knodell et al. 

1977, Koretz et al. 1976, Regenstein 1994, Seef et al. 1978). Aunque se realizó 

un gran esfuerzo para identificar el agente causal, los métodos utilizados fueron 

ineficaces (Dienstag 1983a; 1983b, Shih et al. 1986). A finales de la década de 

los 70, varios grupos desarrollaron un modelo animal: el chimpancé (Pan 

troglodytes), y pudieron demostrar la transmisión de hepatitis NANB a 

chimpancés después de administrarles varios inóculos humanos (Alter et al. 

1978, Bradley et al. 1979, Shimizu et al. 1979, Tabor et al. 1978, Wyke et al. 

1979). Lograron inducir episodios secuenciales de hepatitis aguda en 

chimpancés después de reinfectarlos con inóculos diferentes, lo que sugirió la 

existencia de varios agentes (Bradley y Maynard 1986, Hollinger et al. 1980, 

Tsiquaye y Zuckerman 1979, Yoshizawa et al. 1981). Los hepatocitos 

infectados mostraban túbulos membranosos (Jackson et al. 1979, Pfeifer et al. 

1980, Shimizu et al. 1979). De esta manera se denominó al agente de la 

hepatitis NANB como el agente formador de túbulos (AFT). Posteriormente se 

demostró que, un tratamiento con cloroformo convertía los inóculos en no 

infecciosos para los chimpancés, fundamentando que el AFT podría ser un 

virus con envoltura lipídica (Bradley et al. 1983, Feinstone et al. 1983). Otros 

experimentos demostraron que el AFT debía ser un pequeño virus con 

envuelta, ya que se podía retener la infectividad tras el paso a través de filtros 

de 80nm (Bradley et al. 1985). En 1985 se sugirió que el AFT podría ser un 

virus similar a los togavirus o un nuevo género relacionado, ya que los virus de 

la familia Togaviridae (incluye los géneros alphavirus, flavivirus, pestivirus, 

rubivirus) eran pequeños, con envuelta y que podían ocasionar alteraciones 

ultraestructurales en células infectadas (Bradley et al. 1985).  

Después de múltiples fracasos de la experimentación virológica e 

inmunológica convencional para definir y caracterizar el/los agentes causales 

de la hepatitis NANB, se intentaron diferentes experimentos de hibridación con 

ADN, pero el nivel del ácido nucleico de la hepatitis NANB resultó estar por 

debajo del límite de detección de estos métodos (Choo et al. 1992). Finalmente 

se identificó un clon de ADN en una librería de expresión en bacterias 
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mediante la aplicación de un cribado inmunológico a ciegas, utilizando suero 

de pacientes con diagnóstico clínico de hepatitis NANB como una presunta 

fuente de anticuerpos específicos. Dichas librerías se habían construido con el 

ácido nucleico total extraído de un gran pool de plasma de un chimpancé con 

un título relativamente alto de AFT NANB (Choo et al. 1989). El origen de 

este clon se comprobó como derivado de una sola molécula de ARN de cadena 

sencilla de aproximadamente 10.000 nucleótidos, que no provenía del genoma 

del hospedador, y sólo estaba presente en el material infeccioso, y que 

codificaba por sí mismo un antígeno asociado específicamente con la infección 

NANB en chimpancés y humanos (Choo et al. 1989). Así el ahora llamado 

virus de la hepatitis C (VHC) fue caracterizado molecularmente en 1989, 

reconociéndose como la causa mayor de hepatitis NANB y una causa 

importante de las hepatitis crónicas a nivel mundial. Durante este mismo año se 

desarrolló el primer ELISA cuyo uso demostró que el VHC es la principal 

causa de hepatitis NANB post-transfusional en todo el mundo, como así 

también el mayor responsable de la hepatitis NANB esporádica (Kuo et al. 

1989). 

 

1.2. La hepatitis crónica C 

La mayoría (aproximadamente 50-80%) de las personas infectadas 

desarrollan una infección crónica persistente, donde la enfermedad hepática 

avanza progresivamente hasta formas graves de esteatosis (VHC genotipo 3a), 

y cirrosis hepática (Negro 2012, van der Meer et al. 2012). El VHC tiene 

capacidad para establecer infecciones persistentes escapando a la respuesta 

inmune humoral y celular específica del huésped, debido tanto a la alta tasa de 

mutación, a su estructura genómica en cuasiespecie y a su elevada producción 

de viriones (1012 viriones/día, con una vida media del virión de sólo 2,7 h). En 

última instancia, la infección crónica da lugar a la formación de carcinoma 

hepatocelular en casi 5.3% de los pacientes infectados (Zoulim et al. 2003) 

(Figura 1). Se sabe que el VHC es el principal agente causal de la enfermedad 

hepática crónica. Los estudios epidemiológicos indican que el VHC se asocia 

también con manifestaciones extra hepáticas, incluyendo la diabetes mellitus 

tipo 2, linfoma no Hodgkin de células B, crioglobulinemia mixta, y el síndrome 

de Sjögren (Jacobson et al. 2010). 
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Figura 1. Patogénesis de la enfermedad hepática asociada al VHC.  En aproximadamente el 

50-80%  de los las personas infectadas, la enfermedad se convierte en una infección crónica 

persistente y se desarrolla progresivamente esteatosis (VHC genotipo 3a) y cirrosis hepática. 

En última instancia, la infección crónica da lugar a la formación de carcinoma hepatocelular 

en casi 5.3% de pacientes infectados. Adaptado de Ke y Chen 2012. 

 

Las características histológicas de la progresión de la infección crónica 

por VHC abarcan un abanico de posibilidades que va desde la presencia de una 

mínima actividad inflamatoria sin fibrosis hasta la cirrosis claramente 

establecida. La infección por el VHC induce grandes cambios en el 

metabolismo de los lípidos celulares, incluyendo una reducción de los niveles 

de lipoproteínas séricas y una acumulación de lípidos en las células 

parenquimatosas del hígado (esteatosis) (André et al. 2005, Petit et al. 2003). 

En la hepatitis crónica clásicamente se diferencian histológicamente dos 

categorías: la hepatitis crónica activa (HCA) y la hepatitis crónica persistente 

(HCP), aunque existen otras variedades como la hepatitis crónica lobulillar y la 

hepatitis crónica septal. 

Los diferentes grados de inflamación y necrosis por un lado, y de 

fibrosis, por otro, constituyen los datos más importantes en la valoración de la 

lesión histológica (Figura 2). La biopsia hepática es el método diagnóstico de 

referencia, esencial para certificar la existencia de hepatitis crónica o cirrosis, 

establecer el grado de actividad de la enfermedad y para distinguir de otras 

hepatopatías crónicas. Las decisiones sobre el tratamiento a menudo se basa en 

el grado del daño y la etapa de la fibrosis (Theise 2007), además de ser 

relevante para evaluar el pronóstico de la progresión de la enfermedad durante 

la terapia antivírica (Ghany et al. 2010, ISDA/AASLD 2014, EASL 2014). 
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Figura 2. Progresión de la fibrosis en la hepatitis crónica. (a)El daño inicial es la fibrosis 

portal, (b) a medida que avanza la lesión crónica, (c) hay expansión gradual del área portal 

por tejido fibroso, (d) con la vinculación de los espacios porta por septos, (e) seguido por la 

creación de más puentes de tejido fibroso, (f) que finalmente resulta en cirrosis. De acuerdo a 

los diferentes sistemas de clasificación: Ishak, Metavir, Scheuer y Batts-Ludwig, se puntúan 

los grados de fibrosis. Adaptado de Fiel 2010. 

 

Los nuevos avances en el desarrollado de las técnicas de imagen, como 

la ultrasonografía, la elastografía, o la resonancia magnética (Fibrotest®, 

Fibrometer®, Hepascore® y FibroscanTM), pueden servir para evaluar el grado 

de fibrosis hepática en el paciente de forma no invasiva (Friedrich-Rust et al. 

2008; 2010, Smith y Sterling 2009). 

 

1.3. El virus de la hepatitis C   

1.3.1. Clasificación taxonómica 

El VHC pertenece al género Hepacivirus, dentro de la familia 

Flaviviridae. Comparte esta familia con miembros del género Flavivirus (Por 

Ej. Virus del dengue, virus de la fiebre amarilla y virus del Nilo occidental) y 

con miembros del género Pestivirus (Por Ej. Virus de la diarrea bovina, virus 

del cólera porcino) (Bukh et al. 1995, Simmonds et al. 1993; 2005, Thiel et al.  

2005, Barth et al. 2006, Moradpour et al. 2007). La familia Flaviviridae 

presenta características comunes que incluyen: a) la expresión de los genes 

virales a partir de un único gran marco de lectura abierto, y b) el procesamiento 

co- y post- traduccional de la poliproteína mediante una combinación de 

proteasas celulares y virales para generar productos génicos estructurales y no 

estructurales. En el sistema de clasificación de Baltimore, el VHC pertenece a 

la clase IV: virus de ARN de cadena simple de polaridad positiva (cadena 

genómica). Así, el genoma ARN viral es idéntico al ARNm viral, y puede ser 

inmediatamente traducido a la célula hospedadora (Baltimore 1971). 
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1.3.2. Características estructurales 

Mediante microscopía crio-electrónica se ha demostrado que los viriones 

del VHC tienen una forma esférica con proyecciones en puntas y son  

heterogéneas de tamaño, desde 40 hasta 100nm de diámetro (tamaño promedio 

de 50nm de diámetro) (Catanese et al. 2013). Mediante el análisis de partículas 

recombinantes del VHC con anticuerpos contra glicoproteínas, se ha 

identificado una envuelta externa, que consta de una bicapa lipídica donde se 

encuentra anclada la glicoproteína E1 del virus formando un heterodímero con 

la glicoproteína E2 envolviendo ambas  la nucleocápside icosaédrica de 30-35 

nm de diámetro formada por unidades repetitivas de la proteína core, cuya 

función es proteger al genoma ARN (Yu et al. 2007) (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Microscopía crio-electrónica del VHC producido en cultivo celular. A) Partículas 

recombinantes del VHC en cultivo celular. B) Organización estructural de múltiples capas. 

Las dos puntas de flechas rojas indican la bicapa (Envuelta) lipídica, la flecha celeste indica 

la cápside y la flecha negra (capa exterior) se atribuye a las glicoproteínas E1 y E2 (Adaptado 

de Yu et al. 2007). C) Partícula del VHC con envoltura estructuralmente conservada, 

purificada a partir de cultivo celular (Adaptado de Catanese et al. 2013). 

 

Sorprendentemente, varios estudios ponen de manifiesto la naturaleza del 

VHC, como una lipo-viro partícula (Bartenschlager et al. 2011), con una capa 

gruesa de apolipoproteínas derivadas  del huésped que recubren la envoltura 

viral, y que presumiblemente ayudarían tanto a la liberación y entrada del virus 

como al escape de los anticuerpos neutralizantes en la circulación sanguínea 

(Catanese et al. 2013).  

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

INTRODUCCION  19 

 

1.3.3. Organización genómica 

El genoma del VHC consiste en una única molécula de ARN 

monocatenario lineal de cadena simple y polaridad positiva con un único 

marco de lectura abierto y de aproximadamente 9.6 kilobases de tamaño, 

flanqueado por una región no codificante en cada extremo: hacia el 5', la región 

5' NC (5' no codificante o 5' UTR) (≈ 341 bases) y hacia el 3', la región 3' NC 

(3' no codificante o 3' UTR) (≈  200 bases). El genoma se encuentra asociado al 

core; única proteína constituyente de la cápside viral, mediante la región 5' 

UTR formando la nucleocápside. 

La región 5' NC es conservada, con analogías superiores al 98% entre 

aislados y se yuxtapone con el sitio interno de entrada al ribosoma, IRES 

(internal ribosome entry site), regulador de la traducción de la poliproteína 

viral. En el extremo 5' NC, alberga dos sitios conservados que interaccionan 

con el miR-122 necesario para una replicación eficiente del genoma del VHC 

(Machlin et al. 2011, Shimakami et al. 2012a; 2012b) posiblemente 

protegiendo de exonucleasas (Li et al. 2013) y de receptores de reconocimiento 

de la inmunidad innata, tales como RIG- I (Jiang et al. 2011, Shimakami et al. 

2012a; 2012b). La región  3' NC comprende la secuencia variable de 40 bases 

que precede a una región rica en poli-U de longitud variable, seguida por una 

secuencia muy conservada de 100 bases, que también regula la traducción de la 

poliproteína. El marco abierto de lectura (ORF), codifica una única 

poliproteína precursora de ~ 3.011 aminoácidos, la cual es traducida por 

ribosomas unidos al retículo endoplasmático (RE) de forma IRES-dependiente 

y es cortada co- y post- traduccional por peptidasas celulares y proteasas 

virales en al menos 10 proteínas virales maduras (Waris et al. 2002).  

Se ha descrito un marco de lectura alternativo (ARFP) o core+1 o 

proteína F (frameshift), cuya función no está clara (Xu et al. 2001, Walewski et 

al. 2001, Varaklioti et al. 2002, Branch et al. 2005). Se han detectado durante 

la infección por el VHC genotipo 1a anticuerpos antiproteína F, lo que 

indicaría que se expresa de manera natural, pero se cree que la proteína F no es 

necesaria para la infección y replicación (McMullan et al. 2007), aunque su 

papel en la propagación del virus y el desarrollo de enfermedad crónica no ha 
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sido descartado (Bain et al. 2004, Komurian-Pradel et al. 2004, Walewski et al. 

2001, Varaklioti et al. 2002).   

Las proteínas virales desde el extremo N-terminal hacia el C-terminal son 

las proteínas estructurales (core, E1 y E2), P7 y las proteínas no estructurales 

(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Figura 4).    

 

 

 

Figura 4. Organización genómica  y el procesamiento de la poliproteína del  virus de la 

hepatitis C. La cadena ARN positiva del genoma de 9,6-kb se representa esquemáticamente en 

la parte superior, contiene un único marco de lectura abierto (open reading frame ORF) (azul) 

flanqueado por las estructuras secundarias (rojo) de ARN en el extremo 5' y 3', regiones no 

codificante (NC) y se muestra la unión de las dos copias de miR-122 (verde) a la región 5 ' NC 

(recuadro). Traducción de la poliproteína precursora, mediada por el IRES, que será procesa 

co- y post traduccional por pedptidasas celulares y proteassa virales para obtener las 

proteínas estructurales y no estructurales (parte inferior). Procesamiento C-terminal de la 

proteína core por señal peptidasa péptido (triángulo blanco). La escision de E1,  E2 y p7 por 

señal peptidasa (triángulos en color gris). Mecanismo de autoescisión que requiere dos 

moléculas idénticas para compensar el sitio activo, las proteasas NS2-NS3 escinden (triángulo 

rojo). La proteasa NS3 se encuentra en el primer tercio de la NS3, asistida por su cofactor 

unido a la membrana, NS4A, se escinde las proteínas restantes NS3, NS4A, NS4B, NS5A y 

NS5B (triángulos verdes). Se indica la glicosilación de las proteínas de la envoltura (puntos 

negros) y las funciones individuales de las proteínas del VHC. Adaptado de Scheel y Rice. 

2013. 
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En la porción cercana al extremo 5’ se codifican las proteínas 

estructurales, el core (cápside), con funciones en la formación de la cápside 

proteica, en la regulación, en la traducción y en la replicación del ARN y 

partículas de montaje; y las proteínas estructurales E1 y E2, glicoproteínas de 

la envoltura que participan en la adsorción y en la endocitosis mediada por 

receptores. La  proteína integral de membrana P7 (viroporina), actúa como 

canal iónico dependiente de calcio en el retículo endoplásmático, y es necesaria 

para la morfogénesis y secreción de partículas virales infecciosas (Lavie et al. 

2007, Carrère-Kremer et al. 2002, Steinmann et al. 2007a, Wozniak et al. 

2010, González y Carrasco 2003, Carrère-Kremer et al. 2004, Jones et al. 

2007). 

En cuanto a las proteínas no estructurales, la proteína integral de 

membrana NS2, junto con NS3, constituyen la serin-proteasa NS2-3 que 

cataliza el corte entre NS2 y NS3 (con un papel importante en el ensamblaje 

del VHC). La proteína NS3 posee actividad de ATPasa y ARN helicasa 

utilizada durante la replicación y, junto a su cofactor NS4A, participa en el 

procesamieno de la poliproteína actuando como serin-proteasa para el corte de 

las proteínas no estructurales remanentes. NS4B es una proteína integral de 

membrana, que funciona como un andamio sobre el cual se ensamblan los 

componentes restantes del complejo asociado a la replicación. NS5B es la 

ARN polimerasa dependiente de ARN. NS5A, fosfoproteína multifuncional, es 

un cofactor de NS5B requerido para la replicación viral y podría estar 

involucrado en la resistencia al interferón (Enomoto et al. 1995; 1996, Sato y 

Enomoto 1996).  

Una vez cortadas las proteínas no estructurales, éstas se ensamblan dentro 

del complejo replicasa del VHC asociado a la membrana del RE. El VHC se 

replica a través de un intermediario de polaridad negativa. NS5B es capaz de 

sintetizar tanto ARN de cadena positiva como de cadena negativa. Las nuevas 

copias de ARN viral (+) interaccionan con la proteína core para formar la 

nucleocápside, que es finalmente rodeda por la envoltura viral que se forma por 

extrusión del  RE. Los viriones maduros se liberan de la célula hospedadora a 

través de la vía secretoria celular (Block et al. 2003). 
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1.3.4. Variabilidad genética, mutación y evolución 

Como otros virus ARN el VHC presenta una alta variabilidad genética y 

evolución rápida. Este acontecimiento se debe a que la ARN polimerasa 

dependiente de ARN carece de actividad reparadora  de errores (ausencia de 

actividad exonucleasa 5'-3') provocando una acumulación de sustituciones 

nucleotídicas durante la replicación  genómica (Ogata et al. 1991). Esta 

particularidad junto a un tamaño poblacional alto da lugar a dos niveles de 

variabilidad genética: entre individuos/intergenómica (genotipos, subtipos y 

aislados) e intra-individuo/intragenómica (cuasiespecie). 

La tasa de error durante la replicación es de aproximadamente 10-3 a 10-5 

mutaciones por nucleótido (tasa natural evolutiva de 10-4 sustituciones/ 

sitio/año), encontrado típicamente con la ARN polimerasa viral (Drake y 

Holland 1999, Domingo et al.  2006, Belshaw et al.  2008, Duffy et al. 2008), 

siendo la mayoría de las mutaciones generadas deletéreas (Bartenschlager y 

Lohmann 2000, Duffy et al. 2008), combinado con la elevada tasa de 

producción de viriones (1010 -1012 diarios) (Neumann et al. 1998), y su corta 

vida media (2-5 horas) contribuyen  a la variabilidad (Lam et al. 1997). En un 

paciente infectado con VHC la población de secuencias genómicas virales que 

coexisten y circulan están estrechamente relacionadas entre sí (homología 

>98%) pero a su vez son heterogéneas genéticamente y a esa población de 

genomas se la denomina frecuentemente “cuasiespecie” (Domingo et al. 1978, 

Martell et al. 1992). Se estima que potencialmente cada día aparece cada 

mutación  puntual posible a lo largo del genoma viral como mínimo una vez 

(Gónzalez-Candelas y López-Labrador 2010), aunque la tasa de mutación no es 

homogénea a lo largo del genoma y  hay regiones altamente variables (como 

E1 y E2) y otras  regiones muy conservadas, como la región 5’NC o 3’NC. 

  

1.3.4.1. Genotipos y subtipos 

El análisis filogenético de secuencias del VHC se ha traducido en una 

nomenclatura que reconoce distintos tipos y subtipos de virus. Se han definido 

siete grupos genéticos que difieren entre sí en más de un 30% sobre el genoma 

del virus completo. Estos genotipos de virus incluyen varios subtipos más 

estrechamente relacionados que varían en más de un 20%, mientras que dentro 

de cada subtipo la variación es menos del 10% (Simmonds 1995; 2013, Smith 
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et al. 2014). El consenso  del año 1994 (Simmonds 1995), proponía la 

clasificación del VHC en 6 genotipos diferentes (designados del 1 al 6) con una 

identidad de secuencias del orden de 69%; a su vez, cada genotipo incluía 

varios subtipos con una identidad cercana al 79% (Simmonds et al. 1994). En 

2005, se propone la actualización de la clasificación en genotipos y subtipos 

del VHC según el análisis filogenético de las secuencias de las regiones 

core/E1 y NS5B, y las secuencias genómicas completas (Simmonds 2005). El 

estudio más reciente disponible (Smith et al. 2014), representa una importante 

actualización de la clasificación del VHC, previo consenso, con la 

incorporación de información adicional de secuencia derivada de más de 1.300 

secuencias (casi) completas del genoma del VHC disponibles en bases de datos 

públicas en mayo de 2013. El análisis realizado, ha resuelto varios conflictos 

de nomenclatura entre las designaciones de genotipo, y el uso de criterios de 

consenso ha establecido la clasificación del VHC en siete genotipos 

confirmados y 67 subtipos (Figura 5) (Smith et al. 2014). 

 

1.3.4.2. Distribución geográfica de distintos genotipos y subtipos  

Los 7 clados filogenéticos son epidemiológicamente distintos, con 

diferencias en el área geográfica original, en el grupo de riesgo y distribución 

geográfica actual, reflejando su reciente propagación epidémica a nuevos 

grupos de riesgo (Figura 6) (Simmonds 2013). Se ha relacionado a los 

diferentes genotipos con su distribución geográfica actual (1a, 1b, 2a, 2b y 3a 

distribuidos en todo el mundo y 5a, 6a y 4 sólo en ciertas regiones específicas), 

con la vía de transmisión de la infección (por ej. 3a y 1a predomina en 

drogadictos endovenosos) y la respuesta al tratamiento antiviral (Zein 2000). 

En Europa y Norteamérica predomina el subtipo 1a (70%), seguido del 2b y 3a 

(25%) (Esteban et al. 2008, Sy y Jamal 2006, Simmonds et al. 2005, Zein 

2000, Pawlotsky et al. 1995, Cornberg et al. 2011) (Figura 7).  
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Figura 5. Árbol filogenético representativo de 129 secuencias de la región de codificación 

completa. Hasta dos representantes de cada uno de los genotipos / subtipos confirmados  

fueron alineados (junto con una tercera variante extrema de subtipos 4g y 6e), y se construyó 

el árbol por neighbour-joining usando una aproximación a máxima verosimilitud con 

distancia de  nucleótido entre las regiones de codificación, utilizando el Programa MEGA 5 (

Tamura et al. 2011). Las  secuencias fueron elegidos para ilustrar la máxima diversidad 

dentro de un subtipo. Etiquetados por el número de acceso y subtipo (* subtipo sin asignar). 

Para los genotipos 1, 2, 3, 4, y 6, la rama en común compartida por todos los subtipos y se 

indican los nodos con un valor de boostrap del 100% (1000 replicados) se indica con ●. La 

barra de escala 0,05 representa una distancia evolutiva de 0,05 sustuciones/año.Adaptado de 

Smith et al. 2014. 
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Figura 6. Árbol evolutivo de las secuencias de la región NS5B del VHC genotipos 1-7 

(posiciones 8276 a 8615). Las zonas de alta diversidad en el África subsahariana y Sureste de 

Asia contiene un gran número de variantes adicionales a los subtipos tales como 1a, 1b y 3a 

encontrado en los países occidentales, mostrando un patrón endémico de la diversidad. La 

barra de escala 0,05 representa una distancia evolutiva de 0,05 sustuciones/año. Adaptado de 

Simmonds 2013.  

 

El subtipo1b tiene una distribución mundial, siendo más prevalente en 

Europa, China y Japón, en especial en personas de edad avanzada que 

contrajeron la infección mediante transfusión sanguínea antes de 1992 (Esteban 

et al. 2008, Sy y Jamal 2006). El subtipo 2a es frecuente en Japón y China (Sy 

y Jamal 2006, Zein 2000), el 2c en el sur de Italia (Ansaldi et al. 2005), el 4a 

principalmente en Egipto (Frank et al. 2000, Pybus et al.  2003), en Sudáfrica 

el genotipo 5 y en el Sudeste Asiático el 6 (Mellor et al. 1995, Tokita et al. 

1994a; 1994b; 1995, Smuts y Kannemeyer 1995, Fung et al. 2008, Lu et al. 

2008). Se sospecha aún más, aunque con datos muy limitados que los 

genotipos 5 y 7 se concentran en el centro y sur de África (Figura 8). La alta 

diversidad genética que existe entre los subtipos 1a, 1b, 2a, 2b y 3a, sugiere 

que  fueron introducidos en la población durante el siglo XX por conductas  de 

riesgo parenterales (Magiorkinis et al. 2009).   
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Figura 7.  Distribución geográfica de los genotipos, subtipos y prevalencia del VHC en 

Europa, Canadá e Israel. Adaptado de Cornberg et al. 2011. 

 

 

 

Figura 8.  Distribución geográfica de los genotipos, subtipos y prevalencia del VHC a nivel 

mundial. Adaptado de Negro y Alberti 2011. 
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1.3.4.3. Recombinación 

Mientras que las formas recombinantes del virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH) son frecuentes,  para el VHC los recombinantes entre diferentes 

genotipos/subtipos son escasos. Aunque la recombinación es difícil de detectar, 

debido a que normalmente se utiliza para la identificación del genotipo/subtipo 

una única región genómica. Sin embargo, en los últimos años se han 

identificado recombinantes naturales intergenotípicos e intersubtípicos (1a/1b, 

2b/b, 2k/1b, 2i/6p y 2/5), en la región NS2, NS5B y NS3, en la unión NS2-NS3 

y en la región NS5A (Kalinina et al. 2002, Colina et al. 2004, Kageyama et al. 

2006, Noppornpanth et al. 2006, Legrand-Abravanel et al. 2007, Moreno et al. 

2006). Otro estudio identificó casos de recombinación intrasubtipo en el 10% 

de los pacientes analizados en las regiones E1-E2 y NS5A (Sentandreu et al. 

2008, Shi et al. 2012). La recombinación es un evento potencialmente 

relevante en la generación de la variabilidad genética en el VHC (González-

Candelas et al. 2011).  

 

1.3.4.4. “Cuasiespecies” 

En 1978 Esteban Domingo y sus colaboradores, a partir de un estudio 

con el bacteriófago Qβ, demostraron experimentalmente que una población de 

virus ARN consiste en una distribución dinámica  de genomas mutantes 

(Domingo et al. 1978), compatible con el concepto de cuasiespecie y evolución 

por la continua producción de copias erróneas (Eigen 1971). Los procesos de 

evolución neutral y adaptativa del VHC suceden durante la infección aguda y 

durante el curso de la infección crónica dentro de un individuo, que conduce a 

la fijación continua de cambios de nucleótidos con el tiempo y al desarrollo de 

la diversidad de secuencia de grado variable dentro de la población replicante 

en un tiempo determinado.  

El VHC circula in vivo como “cuasiespecie”, que es una distribución 

dinámica de genomas divergentes pero estrechamente relacionados sometidos a 

un proceso continuo de variación genética, competencia, y selección. La 

“cuasiespecie” está definida alrededor de una secuencia “master” o consenso, 

representativa de las variaciones mayoritarias. La aplicación de la teoría de las 

“cuasiespecies” al comportamiento de los virus ARN es un tema controvertido 
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entre los biólogos evolutivos, que se basan en el principio de la genética de 

poblaciones (Holmes y Moya 2002, Holmes 2010). Aunque la población vírica 

que infecta a un paciente suele presentar niveles elevados de variación 

genética, independientemente de su denominación como “cuasiespecie” o 

como variabilidad intra-hospedador (González-Candelas y López-Labrador 

2010). Esta heterogeneidad genómica tiene una relevancia biológica y clínica 

ya que confiere una ventaja notable a la población viral permitiendo una rápida 

adaptación a un entorno cambiante cuando el virus está sujeto a las 

restricciones selectivas ejercidas por el huésped, como la inmunidad, o por 

factores externos,  como la terapia antiviral. La gran generación de variantes o 

“cuasiespecies” representa un desafío para el control de la infección por el 

VHC y tiene implicaciones importantes en el desarrollo de una vacuna y en la 

resistencia a antivirales. Un ejemplo es la rápida e independiente aparición 

reproducible de cambios de aminoácidos específicos asociados con la 

adquisición de resistencia del VIH-1 a inhibidores de la proteasa y 

retrotranscriptasa, efecto que se observa también en la infección por VHC 

durante la monoterapia con  la nueva generación de inhibidores específicos de 

las proteínas del virus. 

Para la identificación de las “cuasiespecies” o poblaciones virales 

circulantes en un individuo infectado con VHC, la técnica de referencia es la 

clonación de los productos de ADN obtenidos mediante transcripción reversa 

seguida de reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), y posterior 

secuenciación de un determinado número de clones por paciente (Farci y 

Purcell 2000).  Los resultados obtenidos por la técnica de clonación, nos darán 

una información sobre la heterogeneidad genética de las “cuasiespecies” 

circulantes en el paciente, descrita mediante el estudio a dos niveles: el número 

de variantes (número de haplotipos) presente en la población viral del paciente, 

y lo diferente que son entre ellos (diversidad genética). Existen diferentes 

opiniones en cuanto al número de clones a secuenciar. Para algunos la 

secuenciación de 10 variantes virales es suficiente para evaluar las 

“cuasiespecies” virales presentes en un compartimiento (Torres-Puente et al. 

2003), para otros, se necesitan 20 clones para tener una representación del 95% 

de las variantes mayoritarias (frecuencia en la población ≥10%), sin embargo la 

mayoría de las variantes minoritarias no serán detectadas (Gretch et al. 1996).  
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Con el desarrollo de las técnicas de pirosecuenciación ultra-profunda 

(Metzker 2010), también es posible secuenciar una mayor proporción de las 

variantes víricas existentes de forma rápida, a expensas de obtener unas 

lecturas de menos de 400 pares de bases (pb). La ultrasecuenciación está 

siendo utilizada para detectar las variantes minoritarias que pudieran estar 

implicadas con el desarrollo de resistencias a los antivirales específicas contra 

el VHC y VIH (Fishman y Branch 2009, Chevaliez et al. 2012a; 2012b) 

(Figura 9). 

 

 

 

Figura 9. Distribución de las “cuasiespecies” del genoma VHC y métodos para detectar 

poblaciones virales mayoritarias (> 10% de las “cuasiespecies” virales), intermedias y 

minoritarias (<1% de las “cuasiespecies” virales). Adaptado de  et al. 2012a. 

 

Algunas poblaciones minoritarias podrían ser potencialmente resistentes a 

drogas, y podrían estar siempre presentes cuando se inicia una terapia antiviral. 

Normalmente, en las “cuasiespecies” virales, se suele detectar una variante 

mayoritaria o “dominante” junto con las variantes que están presentes a 

frecuencias más bajas. La frecuencia de las distintas variantes depende de su 

eficacia biológica y factores del huésped (Sarrazin y Zeuzem 2010). Por lo 

general, la selección de muchas  mutaciones tienen un coste para la eficacia 

biológica (fitness), aunque las variantes minoritarias pueden ser rápidamente 
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seleccionadas durante un cambio ambiental, como la terapia con antivirales, 

eso no significa que perduren en la población del virus. Los factores que 

influyen en desarrollo de resistencias (Figura 10) incluyen: a) el número de las 

mutaciones necesarias para introducir el cambio de aminoácido, b) fitness del 

virus variante, c) la frecuencia de la variante dentro de la “cuasiespecie”, d) el 

nivel de resistencia que confiere, e) la potencia y biodisponibilidad del agente 

antiviral, y f) el nivel de presión selectiva del sistema inmune, que puede 

provocar mutaciones de escape inmunológico que, de forma indirecta, causen 

resistencias (Thompson y McHutchison 2009).  

 

Figura 10. Generación de variantes virales de tipo salvaje y resistente, característica 

inherente de la infección por VHC.  Después de la infección inicial de un hepatocito, el VHC 

comienza a replicar y con una frecuencia de ≈ 10-4 la polimerasa viral incorporará un 

nucleótido erróneo en el ARN, generando variantes virales. Cuando la mutación se produce en 

un sitio que se asocia con la resistencia a los antivirales, la variante generada puede ser 

resistente al antiviral. Con altos niveles de replicación en un paciente no tratado, surgen al 

menos una vez cada día mutaciones puntuales en cada posición del genoma, generandose 

constantemente virus potencialmente resistentes. Por lo tanto, la mayoría de las variantes 

resistentes a los fármacos probablemente pre-existen dentro de las “cuasiespecies” virales y 

se seleccionan desde dentro de este entorno heterogéneo  después de la aplicación de la 

presión selectiva de los fármacos. Adaptado de Lang 2007. 
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1.4. El ciclo infectivo del VHC 

El VHC infecta solamente a chimpancés y humanos, circula en suero de 

varias formas, viriones maduros libres, viriones unidos a inmunoglobulinas, 

nucleocápsides sin envuelta, y viriones fisicamente asociados a las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) o de muy baja densidad (VLDL) 

representando la fracción infecciosa, denominada lipoviropartícula (LVP) 

(André et al. 2002, Merz et al. 2011). El VHC se replica principalmente en 

citoplasma del hepatocito siguiendo los pasos claves en su ciclo de infección 

(Figura 11): 1) Las lipoviropartículas (LVP) del VHC entran en el hepatocito a 

través de endocitosis mediada por receptores. 2) La proteína de la cápside y el 

genoma viral son liberados en el citoplasma de la célula infectada. 3) La 

poliproteína es procesada co- y post-traduccionalmente mediante proteasas 

celulares y virales para obtener 10 proteínas virales maduras. 4) La cadena 

positiva de ARN se replica por la ARN polimerasa dependiente de ARN a 

través de un intermedio de cadena negativa, las nuevas moléculas de ARN son 

estabilizadas mediante la unión del miR-122. 5) La cadena positiva de ARN  

 

 

Figura 11. Ciclo de infección del VHC. 1) Entrada a la célula,2) liberación del genoma, 3) 

traducción y 4) replicación, seguido del 5) ensamble, maduración de la partícula viral y 

liberación de los nuevos viriones. Adaptado de Scheel y Rice  2013 . 
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recién sintetizada se encapsida en la nucleocápside viral (core) en estrecha 

proximidad a las gotas lipídicas, y las glicoproteínas de la envoltura se 

adquiere a través de gemación en el lumen del retículo endoplasmático. Las 

lipoviropartículas maduran en el retículo endoplasmático a través de 

interacciones con lipoproteínas, y salen de la célula a través de la ruta secretora 

por el aparato de Golgi y finalmente se liberan nuevos viriones. 

 

1.4.1. Tropismo, receptores y entrada 

Los hepatocitos son las principales células diana pero también pueden ser 

infectadas por el VHC las Células B, células del neuroepitelioma, células 

endoteliales de la barrera hematoencefálica, células dendríticas y otros tipos 

celulares (Pileri et al. 1998, Morsica et al. 1999, Fletcher et al. 2010; 2012). 

Sin embargo la relevancia y replicación del VHC en los tejidos extrahepáticos 

es objeto de controversia (Lanford et al. 1995, Navas-Martin et al. 1998, 

Laskus et al. 1998). El virus infecta a los hepatocitos a través de receptores y 

co-receptores de entrada. La lipo-viro partícula se une a moléculas de unión: 

los glicosaminoglicanos (GAG) como el heparán sulfato (HS) (Barth et al. 

2003), la lectina de superficie denominada molécula no-integrina 3-fijadora de 

adhesión intercelular específica (DC-SIGN) y específica del hígado (L)-SIGN 

(Cormier et al. 2004). La lipo-viro partícula es transferida al receptor 

scavenger clase B tipo I (SR-BI; Scarselli et al. 2002, Bartosch et al. 2003) y a 

la proteína CD81 (Pileri et al. 1998) a través de la unión a E2 y luego entra en 

las células por endocitosis mediada por vesículas revestidas de clatrina, 

interaccionando con claudina (CLDN): CLDN1, CLDN6 y CLDN9 (Timpe et 

al. 2008, Evans et al. 2007, Meertens et al. 2008, Zheng et al. 2007), ocludina 

(OCLN) (Benedicto et al. 2009, Liu et al. 2009, Ploss et al. 2009). El receptor 

de absorción del colesterol Niemann-Pick C1- like 1 (NPC1L1) es un nuevo 

factor de entrada (Garcia-Calvo et al. 2005, Sainz et al. 2012), así como el 

receptor 1 de la transferrina (TfR1). Se sabe que el VHC altera la expresión del 

receptor de captación de hierro el receptor 1 de transferrina (TfR1) (Martin et 

al.  2013). La fusión de la envoltura viral con la membrana plasmática forma 

un endosoma bajo una condición de pH bajo (Takikawa et al. 2000, Hsu et al. 

2003, Blanchard et al. 2006, Codran et al. 2006, Meertens et al. 2006, 
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Tscherne et al. 2006). La proteína de la cápside y el genoma viral son así 

liberados en el citoplasma de las células infectadas para empezar la traducción 

y la replicación de su genoma en el citosol. 

 

1.4.2. Traducción  

El VHC utiliza un sistema Cap-independiente basado en IRES para la 

traducción de la poliproteína. (Wang et al. 1993) y el genoma viral actúa 

directamente como ARNm (Tsukiyama-Kohara et al. 1992, Lohmann et al. 

1999). La poliproteína es procesada co- y post-traduccional para obtener las 10 

proteínas virales maduras mediante proteasas celulares y virales (ver apartado 

1.3.3. Organización genómica).  

 

1.4.3. Replicación del genoma  

El genoma del VHC se replica mediante la síntesis de una cadena de 

ARN complementaria de polaridad negativa, o antigenómica (intermediario de 

replicación) que sirve como molde para la nueva síntesis del ARN viral de 

cadena positiva, en el complejo de replicación. La replicación está íntimamente 

relacionada con lípidos. La cápside se asocia con lípidos intracelulares (Barba 

et al. 1997, Hope y McLauchlan 2000, Shavinskaya et al. 2007) y recluta las 

proteínas no estructurales (Miyanari et al. 2007). Las células infectadas 

acumulan vesículas para formar una red membranosa, que se cree sería el 

complejo de replicación (Bartenschlager et al. 2011). Varios cofactores del 

huésped intervienen en la replicación, entre ellos la fosfatidilinositol 4 - 

quinasa IIIa (PI4K-IIIa) (Berger et al. 2009, Tai et al. 2009, Vaillancourt et al. 

2009, Borawski et al. 2009, Trotard et al. 2009, Li et al. 2009, Hsu et al. 2010, 

Reiss et al. 2011). El miR-122 (Henke et al. 2008, Roberts et al. 2011, Jopling 

et al. 2005, Randall et al. 2007, Jopling 2008), y finalmente la ciclofilina A 

(CypA) (Wang et al. 2005, Yang et al. 2008a, Kaul et al. 2009, Chatterji et al. 

2009). 
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1.4.4. Ensamblaje y liberación de partículas víricas 

Las nuevas partículas virales son co-ensambladas con 

lipoproteínasVLDL (Boulant et al. 2006, Icard et al.  2009) que incluyen apoB 

(Jiang y Luo 2009, Icard et al. 2009) apoE, y triglicéridos microsomales de 

transferencia proteica (Huang et al. 2007, Gastaminza et al. 2008). La apoE 

intracelular, también se requiere para la producción de partículas virales 

infecciosas (Chang et al. 2007, Jiang y Luo 2009, Benga et al. 2010). La 

partícula viral es secretada a través de una vía de secreción, aunque el 

mecanismo es poco conocido (Boulant et al. 2007, Miyanari et al. 2007, 

Lanford et al. 2009). El ensamblaje de la nucleocápside implica la 

oligomerización de la proteína core y la encapsidación del genoma que se 

libera de la red membranosa y pasa a la proteína core viral a través de NS5A 

(Masaki et al. 2008). La proteína core es translocada en la superficie de las 

gotitas lipídicas o en RE, luego se encierra el genoma viral para formar una 

nucleo cápside cerca de la red membranosa (Miyanari et al. 2007, Boson et al. 

2011). El canal iónico dependiente de calcio (viroporina), P7, es necesario para 

los pasos finales del ensamblaje de la cápside, así como para su asociación con 

proteínas de la envoltura (Gentzsch et al. 2013) en una membrana 

endoplásmica que formará la envoltura viral, y que luego es liberada al lumen 

del RE (Miyanari et al. 2007, Vieyres et al. 2010) (Figura 12). 

 

La maduración de las partículas virales se producirá al brotar las 

nucleocápsides hacia el interior, adquiriendo de esa forma la envuelta. Las 

partículas virales completas son liberadas fuera de la célula a través de la ruta 

secretora (Golgi). Varios factores del huésped probablemente participan en el 

ensamblaje, incluido el adaptador de clatrina AP2M1 (Neveu et al. 2012) y el 

grupo IVA fosfolipasa A2 (PLA2G4A) (Menzel et al. 2012), y la diacilglicerol 

aciltransferasa-1 (DGAT1) (Herker et al. 2010).  
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Figura 12. Replicación del ARN del VHC y producción de partículas virales en la membrana 

del RE y en las gotas lipídicas. (1) El ARN genómico se traduce a una poliproteína seguido 

por la escisión de la poliproteína. (2) Las proteínas no estructurales forman un complejo de 

replicación con factores del huésped. La core se transloca a las gotas lípidicas por DGAT1 y 

se mantiene en la membrana del RE mediante la cooperación con las proteínas no 

estructurales. (3) NS4B induce una invaginación de la membrana del RE que intervendrá en la 

replicación viral. Son sintetizados por el complejo de replicación cadenas del ARN viral (-) y 

(+). (4) El ARN genómico de cadena (+) se asocia a las proteínas core, cooperando las 

proteínas no estructurales. Proteínas de la envoltura, NS2 y p7 pueden determinar el 

reclutamiento de la proteína core, de las gotas de lípidos a la membrana RE junto a 

microtúbulos. (5) Las proteínas core encierran el genoma de ARN viral, y son rodeadas por la 

envuelta lipoproteica. Las proteínas no estructurales y otros factores pueden apoyar la 

formación de la nucleocápside y brotación. (6) Las VLDL se unen a la partícula viral para 

formar la lipoviropartícula (LVP) antes o después de la brotación. Finalmente (7) las LVP 

egresan en el lumen del RE con VLDL. Adaptado de Moriishi y Matsuura 2012.  

 

1.4.5. Compartimentación 

El hígado es el sitio principal de la replicación del VHC, pero también se 

ha detectado replicación en las células mononucleares de sangre periférica 

(CMSP): monocitos/macrófagos, linfocitos B, granulocitos, células dendríticas 

y en otros tejidos extrahepáticos (Manzin et al. 1994, Wang et al. 1992, Saleh 

et al. 1994, Chang et al. 1996, Sansonno et al.1996, Morsica et al.1999, 

Blackard et al. 2006). Aunque algunos autores propagaron el virus en cultivos 
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de células linfoides y el virus derivado fue infeccioso (Shimizu et al. 1992; 

1998) esos resultados fueron poco reproducibles. El ARN del VHC (tanto 

genómico como antigenómico) se ha detectado en CMSP de pacientes con 

hepatitis C crónica (Artini et al. 1993, Bartolomé et al. 1993, Muratori et al. 

1994, Navas-Martin et al. 1994, Zignego et al. 1992, Roque-Afonso et al. 

2005, Lerat et al. 1998, Castillo et al. 2004), pero la replicación en tejido 

extrahepático es controvertido (Lanford et al. 1995), aunque diferentes 

“cuasiespecies” del VHC se segregan en diferentes territorios como el tejido 

hepático, CMSP, suero (Navas-Martin et al. 1998), ganglios linfáticos (Pal et 

al.  2006), médula (Sansonno et al. 1996) y en el cerebro (Maggi et al. 1999) a 

veces de manera no aleatoria entre los diferentes sitios de replicación (Roque-

Afonso et al. 1999) y los compartimentos se caracterizan por una restricción 

del flujo viral entre ellos debido al aislamiento físico de un tejido o tipo celular 

en particular (Nickle et al. 2003). Los tejidos infectados, diferentes al hígado, 

serían los reservorios del virus, por el cual el VHC escapa del sistema 

inmunitario y elude su erradicación lo que lleva a su persistencia y/o 

reactivación  de la infección después de la terapia antiviral o trasplante 

hepático (Fuentes et al. 2008). 

 

1.5. Epidemiología de la infección por VHC 

Se estima que 200 millones de pacientes en todo el mundo están 

infectados con el VHC y que aproximadamente 130-150 millones (3% de la 

población mundial) vive con hepatitis C crónica (OMS 2014). Alrededor de 3-4 

millones de personas son infectadas por año, y más de 350.000 personas 

mueren cada año a partir de enfermedades relacionadas con la hepatitis C 

(OMS 2014).  

La seroprevalencia de la infección del VHC varía geográficamente. El 

VHC tiene una incidencia de 8,7 por 100.000 en los Estados miembros de la 

Unión Europea (UE) con alta prevalencia en usuarios de drogas inyectables 

(OMS 2012). Se estima que  hay 2-5 millones de personas infectadas con VHC 

en Europa (Figura 13). La incidencia ha tendido a aumentar durante los últimos 

años, además la inmigración desde áreas con mayor prevalencia ha contribuido 

al incremento de la prevalencia en Europa (Rantala y van de Laar 2008). En 

España la prevalencia varía entre el 1,6-2,6% (750.000-1.200.000 personas 
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infectadas) (Bruguera y Forns 2006), la alta prevalencia se debe a la 

propagación iatrogénica en la población de edad avanzada que tuvo lugar hace 

más de medio siglo, seguido  3 décadas más tarde por otro aumento de la 

prevalencia en individuos jóvenes por la adicción a drogas por vía parenteral. 

Además en  España el incremento también ha sido debido principalmente a la 

inmigración procedente de África Subsahariana, Asia y Pakistán, donde la 

prevalencia es muy elevada (9-11%) (Esteban et al. 2008).  

 

 

Figura 13. Prevalencia estimada del VHC en la población general Europea. Technical report 

ECDC-2010. 

 

Las tasas han disminuido en el mundo occidental desde la década de 

1990 debido a la detección del VHC en sangre antes de la transfusión (Ozaras y 

Tahan 2009).  En  los EE.UU. se estima un aumento significativo del 24% en la 

prevalencia de cirrosis y carcinoma hepatocelular de los casos reportados en 

ese país (Kanwal et al. 2011, Davis et al. 2010). El VHC causa el 27% de las 

cirrosis y el 25%  de los casos de carcinoma hepatocelular  en el mundo, y 

principal causa de trasplante hepático de EE.UU. y Europa occidental (Perz y 

Alter 2006, Seeff y Hoofnagle 2003, Prieto et al. 1998). 

En Europa la alta prevalencia de la infección de VHC se registra con un 

53 % en el grupo de 25 y 44 años de edad,  y el 64,4% son hombres (Te y 

Jensen 2010). 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



38   INTRODUCCION 

 

1.5.1. Vías de transmisión, prevalencia, morbilidad y mortalidad 

El único reservorio conocido es el ser humano. La transmisión del VHC 

es fundamentalmente parenteral y particularmente en niños la vía puede ser 

vertical (madre-hijo), y en los casos de co-infección con VIH el riesgo de 

transmisión puede alcanzar al 15% dado que las cargas virales son más 

elevadas (ECDC 2012), aunque la transmisión del VHC a través del contacto 

sexual o de madre a hijo es ineficiente y poco frecuente (Wasley y Alter 2000, 

Pradat y Trépo 2000, Thomas et al. 2000). 

La adicción por vía intravenosa es la principal ruta actualmente de 

transmisión  del VHC, con una prevalencia del 70-90% en este grupo de riesgo 

(Drucker et al. 2001, Pybus et al. 2001, Cochrane et al. 2002, Armstrong et al. 

2006). La transfusión de sangre o de hemoderivados, constituye la segunda 

causa de transmisión, con una prevalencia del 10% en este grupo de pacientes. 

Actualmente el riesgo de transmisión por transfusión es de 1/2.000.000 

unidades (CDC 2011). La transmisión dentro de la unidad de hemodiálisis 

parece ser el mecanismo principal de la infección nosocomial por VHC (Forns 

et al. 1997). 

Finalmente, el trasplante de órgano sólido a partir de donantes infectados 

(Pereira et al. 1991) es otra causa de infección por VHC, junto con las prácticas 

médicas no seguras (Martínez-Bauer et al. 2008, Bronowicki et al. 1997) la 

exposición ocupacional a sangre infectada y, posiblemente, la realización de 

tatuajes, piercing y acupuntura (Yen et al. 2003, Hwang et al. 2006). La 

transmisión  por vía sexual en personas con múltiples parejas, es mayor que en 

parejas monógamas, siendo el riesgo elevado cuando se transmite junto con el 

VIH (Yen et al. 2003, Terrault 2002). La seroprevalencia del VHC en HSH 

(hombres que tienen relaciones sexuales con hombres) oscila entre 4 y 8%, 

siendo mayor que la prevalencia del VHC en la población europea en general 

(Boesecke y Vogel 2011). 
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1.6. Historia natural de la hepatitis C   

El VHC inicia su ciclo de replicación en los hepatocitos, causando 

hepatitis aguda, suele pasar generalmente desapercibida en un 70-80% de las 

personas infectadas siendo asintomática y en un 10-20% cursa con síntomas 

inespecíficos (astenia, anorexia, dolor en el hipocondrio derecho) dentro de los 

primeros tres a seis meses de iniciada la infección. El período de incubación 

puede variar entre 14 a 180 días (promedio 6-7 semanas) (CDC 1998). Entre el 

10-15% de los pacientes infectados resuelven  favorablemente la infección, en 

los que el ARN-VHC en suero se vuelve indetectable y los niveles de Alanina 

transaminasa (ALT) retornan a la normalidad, pero la mayoría de los 

individuos VHC positivos (> 80%) desarrollan una infección persistente a 

pesar de la presencia de anticuerpos séricos contra el mismo y de una respuesta 

de las células T citotóxica antiviral multi-específica. La mayoría de estos 

individuos evolucionan hacia la cronicidad, padecerán de fatiga y presentarán 

niveles séricos de ALT elevados o fluctuantes, mientras que un tercio 

presentará niveles persistentes normales, a pesar de la viremia y la lesión 

hepática continua. Una vez establecida la infección crónica, de ellos un 10% 

desarrolla insuficiencia hepática, 20% muestra signos de cirrosis en un período 

de 15 años desde su infección, el 13-15% desarrolla una  descompensación 

hepática y entre el 2-7% sufre un hepatocarcinoma celular. La mortalidad 

global oscila del 4-9% y el estadío terminal de la infección crónica por VHC es 

una de las principales indicaciones de trasplante hepático (Figura 14) (Block et 

al. 2003, Lauer y Walker 2001, Pawlotsky 2004). Desafortunadamente, la 

infección crónica recurrente se establece de manera prematura en el órgano 

trasplantado, y se acelera la progresión de la enfermedad (Blackard et al. 2008, 

Fuentes 2008).  

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



40   INTRODUCCION 

         

Figura 14. Historia Natural del VHC . Adaptado de Maasoumy y Wedemeyer 2012. 

 

Tras la exposición al virus, el ARN-VHC puede ser detectado en suero 

entre la y 2a semana. Los niveles séricos de ALT (indicador indirecto de 

inflamación hepática) aumentan hasta 10 veces superior a lo normal 2-8 

semanas después de la exposición al virus, debido a la lisis de los hepatocitos 

infectados mayoritariamente por los linfocitos T CD8+ específicos, 

generalmente con un patrón fluctuante (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Marcadores serológicos en infección con VHC . Adaptado de Rehermann 2013. 
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Entre los pacientes con infección crónica, el riesgo de cirrosis tras 20 

años de infección varía entre 10-15% para los hombres y 1-5% para las 

mujeres, la razón de esta diferencia no se conoce, algunos estudios muestran 

estimaciones de hasta al 50% (Poynard et al. 1997; 2000, Wiese et al. 2005, 

Sangiovanni et al. 2006). Una vez que se establece la cirrosis, la tasa de 

desarrollo de carcinoma hepatocelular es de 1-4% por año (Yu y Chuang 

2009).   

 

1.6.1. Patogenia de la hepatitis C crónica 

Tras la infección aguda, las células T específicas del VHC son 

normalmente detectables 5-9 semanas después de la infección (Thimme et al. 

2001; 2002), y los anticuerpos específicos del VHC son detectados 8-20 

semanas después de la infección. (Logvinoff et al. 2004). El título de 

anticuerpos se reduce en 10-20 años, aunque la respuesta específica de las 

células T CD4+  y CD8+ persiste incluso después de varias décadas. (Nelson et 

al. 1997, Cooper et al. 1999, Spangenberg et al. 2005, Rehermann y 

Nascimbeni 2005). La respuesta inmune del hospedador juega un papel 

importante en el control de la infección, pero también en el daño hepático y son 

principalmente los linfocitos T CD8+, quienes participan en la destrucción 

hepatocelular, como así tambien otras células mononucleares y las células 

natural killer. El VHC no ejerce un efecto citopático sobre los hepatocitos. Una 

de las principales características de la infección por el VHC es el retraso de la 

respuesta inmune a pesar del temprano aumento de la viremia y la inducción de 

IFN-stimulated genes (ISGs). Una disfunción en la inducción de ISGs junto 

con los defectos funcionales de las células T, perpetúan un estado de activación 

inflamatoria que, sin embargo es incapaz de eliminar al virus. 

 

1.7. Diagnóstico 

La presencia de anticuerpos contra el VHC indica que una persona ha 

sido infectada. El diagnóstico de la infección crónica se realiza cuando los 

anticuerpos para el VHC están presentes en la sangre durante más de seis 

meses. La infección aguda a menudo no es sintomática, y los anticuerpos IgG 

anti-VHC suelen ser negativos durante la fase aguda y la infección sólo se 

puede determinar detectando en suero el ARN del VHC (Hsu et al. 1994, 
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Pawlotsky 1999, Pawlotsky et al. 1999). Otras pruebas útiles para integrar la 

presunción diagnóstica, son las pruebas de funcionalidad hepática, los niveles 

elevados de las enzimas ALT y AST (aminotransferasa de aspartato), y la FA 

(fosfatasa alcalina) y la GGT (gamma glutamil transferasa), indicadoras de 

daño hepático y alteraciones del tracto biliar, así como otras anomalías 

(Esteban 1999; 2000). 

 

1.7.1. Diagnóstico serológico  

1.7.1.1. Elisa  

El ELISA, método de diagnóstico indirecto serológico basado en el 

estudio de la respuesta inmune específica frente al VHC mediante la detección 

de anticuerpos circulantes, que se utiliza como cribado y diagnóstico de 

primera línea. Indica exposición al virus sin diferenciar infección aguda, 

crónica o resuelta.  

 

1.7.1.2. Pruebas confirmatorias  

Las pruebas confirmatorias de los resultados positivos del ELISA 

basadas en la técnica de "Western blot", también conocido Recombinant 

inmunoblot assay (RIBA-3) de tercera generación, como han quedado 

obsoletas debido a la mejora de la sensibilidad de los sistemas de ELISA de 

tercera generación y a la aparición de técnicas de detección del ARN-VHC 

circulante que tienen una elevada sensibilidad y especificidad (Chevaliez y 

Pawlotsky 2009a; 2009b, Lange y Sarrazin 2010).  

 

1.7.2. Diagnóstico virológico 

Se basa en la detección de componentes virales, como diferentes 

fragmentos del genoma del VHC (ARN-VHC) o determinadas proteínas 

virales, esto implica la existencia de replicación vírica activa. Las técnicas de 

diagnóstico molecular permiten una detección tanto cualitativa como 

cuantitativa del ARN-VHC circulante en suero, plasma o tejido. 

 

1.7.2.1. Diagnóstico cualitativo (ARN-VHC) 

El ARN-VHC es detectable entre la primera y segunda semana después 

de la infección, y se utiliza para monitorizar la respuesta al tratamiento de la 
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infección crónica por VHC y predecir precozmente la respuesta virológica 

sostenida (RVS), también para el diagnóstico durante el periodo de ventana 

serológico, para detectar la infección en pacientes inmunocomprometidos que 

no hayan desarrollado la repuesta inmune, y para el diagnóstico precoz en la 

infección perinatal. Los ensayos comerciales actualmente disponibles son (1) 

RT-PCR cualitativa: COBAS® Amplicor VHC y COBAS® 

Ampliprep/COBAS® Amplicor VHC (Roche Molecular Diagnostics, EE.UU.), 

que permite la detección de concentraciones de hasta 50 UI/ml de todos los 

genotipos del VHC, y COBAS® Ampli-Screen VHC que permite detectar <10 

UI/ml. (2) Versant™ ARN-VHC Qualitative Assay (Siemens Medical 

Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY- EE.UU.), es otro ensayo comercial 

disponible que se basa en la amplificación mediada por transcripción (TMA), 

tiene una especificidad de 99,6% y una alta sensibilidad en la detección del 

ARN-VHC (límite inferior de detección es de 5-10 UI/ml), sensibilidad 

extremadamente superior a la RT-PCR cualitativa.  

 

1.7.2.2. Diagnóstico cuantitativo (viremia) 

Las técnicas cuantitativas permiten cuantificar la carga vírica basal y 

evaluar la presencia de respuesta virológica temprana (RVT) a las 12 semanas 

del tratamiento. La RT-PCR en tiempo real es la técnica de elección para 

detectar y cuantificar el ARN-VHC en la práctica clínica (Chevaliez y 

Pawlotsky 2009a; 2012a, Lange y Sarrazin 2010, Aguilera et al. 2010). 

La detección cuantitativa del antígeno core del VHC con la técnica 

ELISA, se utiliza para el diagnóstico precoz de la infección aguda, pero la 

desventaja de este método es que tiene una sensibilidad menor al 95% (niveles 

de ARN-VHC inferiores a 20.000UI/ml no detecta), y una especificidad 

cercana al 100% que las técnicas de diagnóstico molecular, pero su coste-

eficacia, facilidad de utilización y ausencia de contaminantes hacen que sea 

una alternativa para la detección de viremia en zonas geográficas donde no 

disponen de la tecnología molecular (Seme et al. 2005, Ross et al. 2010). El 

ensayo Architect® VHC Ag (Abbott Diagnostics) es un inmunoanálisis 

quimioluminiscente de micropartículas comercialmente disponible. 
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1.7.2.3. Genotipado del VHC 

El genotipo de VHC que ha infectado al paciente, es un factor importante 

para tener en cuenta que tipo de tratamiento va recibir, ya que determina el 

tiempo (generalmente puede ser más corto para los pacientes infectados con los 

genotipos 2 o 3 en comparación con los pacientes infectados con los genotipos 

1 o 4 (Manns et al. 2006), el fármaco, la dosis y la probabilidad de responder al 

tratamiento antiviral (Guía EASL 2014). En cuanto al significado clínico a 

nivel de subtipo está teniendo importancia con la triple terapia que actualmente 

se trata de establecer, en aquellos pacientes que no responden al tratamiento 

estándar actual y en aquellos pacientes naïve genotipo 1, con los nuevos 

antivirales de acción directa (AAD) en desarrollo (Guía EASL 2014). 

Finalmente el genotipo del VHC es relevante para el tratamiento con PEG-

IFN-α y ribavirina con agentes antivirales de acción directa (Scheel y Rice 

2013). 

La determinación del genotipo del VHC, basada en la secuenciación de la 

región  no codificante 5' NC o de la región NS5B, mediante técnicas in house 

seguido de un análisis filogenético de las secuencias obtenidas junto a las 

secuencias prototípicas, es considerada la técnica de referencia, pero su 

complejidad técnica hace que solo en centros con personal cualificado puedan 

utilizarla (OMS_VHC_Guía 2014). 

Aunque la región 5’NC es altamente conservada entre los genotipos, pero 

con diferencias en la secuencia de nucleótidos específicas para cada genotipo y 

los principales subtipos, la discriminación de ciertos genotipos (aislados del 

genotipo 6 han sido identificados como genotipo 1) y entre subtipos (1a versus 

1b y 2a versus 2c) no siempre es fiable al utilizar esta región. Esto se debe a la 

elevada homología que presentan entre sus secuencias; los subtipos 1a y 1b 

difieren en un nt (A/G) en la posición 99 y los subtipos 2a y 2b en dos nt en la 

posición 124 y 164 respectivamente. Sin embargo, la secuencia de la región 

core o NS5B es más fiable ya que tienen una variabilidad genética suficiente 

para poder diferenciar entre subtipos (Martró et al. 2008, Chevaliez y 

Pawlotsky 2009a; 2009b).  
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1.8. Tratamiento de la hepatitis C crónica 

El objetivo del tratamiento es la erradicación del virus, que normalmente 

equivale a una respuesta virológica sostenida (RVS) ausencia de ARN-VHC en 

suero (<50UI/ml) 6 meses después de finalizada la terapia. De esta manera se 

consigue mejorar la calidad de vida del paciente, ya que se normalizan las 

pruebas de función hepática, se reduce la inflamación o fibrosis del hígado y en 

consecuencia se detiene la progresión de la enfermedad a cirrosis o carcinoma 

hepatocelular reduciendo así la mortalidad (Ghany et al. 2009, Backus et al. 

2011, Veldt et al. 2007). Todos los pacientes infectados crónicamente por VHC 

son candidatos a recibir el tratamiento antiviral. El tratamiento estándar ha sido 

hasta hace muy poco, la combinación de dos fármacos no específicos 

inmunomoduladores, el peg-IFN-α (interferón α al que se le ha incorporado 

una molécula de polietilen-glicol para mejorar su farmacocinética: peg-IFN-α-

2b [PEG-Intron®, Merck] o peg-IFN-α-2a [PEGASYS®, Roche]) y la 

ribavirina (RBV) un análogo de la guanosina [1-β-D-ribofuranosil-1H-1,1,4-

triazol-3-carboxamida] sintetizado en 1970 por investigadores de la ICN 

Pharmaceuticals (ahora Valeant Pharmaceuticals International) (Thomas et al. 

2012, Ghany et al. 2009, McCaughan et al. 2007, de Bruijne et al. 2008, 

AISF/SIMIT/SIMAST 2010, Sarrazin et al. 2010, Jain y Zoellner 2010) , 

aunque el 50% de los pacientes no eran tratados por diferentes causas como 

edad avanzada, cirrosis descompensada, comorbilidades o negativa del 

paciente por los efectos adversos de la terapia (EASL 2011, AASLD 2011), ya 

que el tratamiento está frecuentemente asociado con morbilidad significativa.  

Durante el tratamiento, la cinética viral sigue una curva con varias fases 

(Figura 16). La pendiente pronunciada en la primera fase depende de la 

inhibición de la replicación viral, y la segunda depende de la eliminación  de 

las células infectadas. Se observa pendientes más pronunciadas en los 

genotipos 2 ó 3 que el genotipo 1 (Feld y Hoofnagle 2005). 
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Figura 16. Cinética viral durante la terapia con INF-α en la infección crónica por VHC.   

Patrón de disminución en los niveles de ARN del VHC durante la terapia con interferón 

hepatitis C crónica. Esto muestra un descenso rápida inicial de los niveles del ARN del VHC 

en la primera fase que se produce durante los primeros 1-2 días de tratamiento, seguido por 

una  disminución más gradual de segunda fase durante las subsiguientes semanas de 

tratamiento. Adaptado de Feld y Hoofnagle 2005.    

 

Se podría decir que la ribavirina estimula la segunda fase de la cinética 

viral inducida por el peg-IFN-α, inhibiendo la inosina monofosfato 

deshidrogenasa (IMPDH), lo que conlleva a la depleción del guanosín 

trifosfato (GTP) necesario para la síntesis del ARN viral (Thomas et al. 2012).  

En la figura 17 se puede observar  los patrones de la respuesta virológica al 

tratamiento combinado (peg-IFN-α y RBV) que puede tener el paciente en 

tratamiento.  

Ge et al. publicaron por primera vez un papel significativo de un 

polimorfismo específico (rs12979860 CC, región del gen IL28B) en la 

respuesta a la terapia basada en peg-IFN-α en pacientes infectados con el 

genotipo 1 (Ge et al. 2009). Mangia et al, determinaron después que el 

rs12979860 era un fuerte predictor de RVS en pacientes infectados con 

genotipo 1 que no lograron una RVR (Mangia et al.  2011). IL28B predice los 

resultados al tratamiento con peg-IFN-α y RBV en los genotipos 1 y 4 del 

VHC (Thompson y McHutchison 2012), mientras que para los genotipos 2 y 3 

la asociación es más débil (Stattermayer et al. 2011). 
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Figura 17. Patrones de respuesta virológica  durante el tratamiento en la infección por VHC. 

La respuesta virológica rápida (RVR) (aclaramiento del VHC en suero en la semana 4), la 

respuesta virológica temprana (RVT) (reducción de ≥2 log del nivel de ARN del VHC en 

comparación con el valor basal de ARN del VHC o ARN del VHC negativo en la semana 12 de 

tratamiento), la respuesta virológica sostenida (RVS) (ARN del VHC negativo 24 semanas 

después del cese del tratamiento), Recidiva (reaparición de ARN del VHC en el suero después 

de que se suspende el tratamiento), No respondedor (insuficiencia para eliminar el ARN del 

VHC del suero después de 24 semanas de tratamiento), Parcial no respondedor  (disminución 

2 log en el ARN del VHC, pero aún el ARN del VHC es positivo en la semana 24),Nulo no 

respondedor (el fracaso para disminuir <2 logs  de ARN del VHC después de 24 de semanas 

de la terapia).  Adaptado de Feld y Hoofnagle 2005.  

 

La identificación genotípica del VHC es clínicamente importante para 

establecer un tratamiento adecuado, para determinar la dosis y el tiempo de 

duración, además el fallo terapéutico puede darse debido a la resistencia a la 

terapia con IFN, existen diferencias, los genotipos 1 y 4 tienden a mayor 

resistencia al tratamiento con biterapia que los genotipos 2 y 3 (Guía EASL 

2011), porque probablemente inducen niveles altos de expresión de ISG 

hepática antes de la terapia, lo que resulta más frecuentemente en un fenotipo 

IFN-insensible que atenúa la respuesta al tratamiento (Sarasin-Filipowicz et al. 

2008, Dill et al. 2011, Chen et al. 2010) (Figura 18). Globalmente, la tasa de la 

respuesta virológica sostenida (RVS) con biterapia alcanza aproximadamente 

el 60%, aunque  no erradican el VHC en un 50-60% de los pacientes infectados 
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con los genotipos 1 y 4, ni en un 20% de los infectados con los genotipos 2 y 3 

(Fried et al. 2002, Zeuzem et al. 2009a; 2009b), y produce una recidiva en el 5-

20% de los pacientes tratados (Manns et al. 2001, Fried et al. 2002, Khuroo et 

al. 2004). Finalmente, la larga duración del tratamiento (48 semanas para el 

genotipo 1 y 24 semanas para los pacientes con genotipo 2 ó 3 (Khuroo et al. 

2004) hace que sea difícil para los pacientes tolerar los efectos secundarios 

asociados (astenia, mialgias, febrícula, cefalea, anorexia, anemia, exantemas, 

fatiga, etc (Lauer y Walker 2001, Manns et al. 2006, Reddy et al. 2009). Estas 

limitaciones llevaron al interés en el desarrollo de nuevos fármacos más 

efectivos, con menos efectos secundarios, y dirigidos específicamente contra 

proteínas del virus, llamados “Antivirales de acción directa” (AAD) (Kim et 

al. 1996, Lohmann et al. 1999, Lindenbach et al.  2005a; 2005b,  Wakita et al.  

2005, Lorenz et al. 2006, Kieffer et al. 2010). En la actualidad existen más de 

30 AAD, algunos muy avanzados en su desarrollo clínico y cuatro 

recientemente aprobados para su uso (ver más adelante). 

 

 

 

 

Figura 18 (página derecha). Factores que influyen en la respuesta del huésped a la terapia 

con Peg-IFN-α durante la infección por el VHC. (a) Los posibles factores son: el genotipo 

IFNL3 del paciente, el genotipo viral, y el estado de activación de los ISGs hepáticas antes de 

la terapia. El VHC podría regular la respuesta inmune adaptativa del huésped a la infección 

al impedir mediante el bloqueo directo o indirecto de la acción de la terapia con IFN o la 

señalización de Jak-STAT, función efectora de proteínas ISG, la traducción de proteínas cap-

dependiente y la expresión de citoquinas (cuadrados de color púrpura). Tyk2, tirosina quinasa 

2; Jak1, Janus quinasa 1. (b) Tabla de factores que determinan las respuestas de la terapia del 

VHC (Genotipo IFNL3 indica el polimorfismo de nucleótido único (SNP)  rs12979860). 

Adaptado de Horner y Gale 2013. 
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1.8.2. Nuevos antivirales de acción directa para el tratamiento de la 

hepatitis C crónica 

Cada paso del ciclo de vida del VHC constituye una diana potencial para 

moléculas inhibidoras (Tabla 1 y Figura 19). Las mejor estudiadas entre las 

diferentes enzimas virales son la proteasa NS3/4A y la ARN polimerasa ARN 

dependiente NS5B (Kwong et al. 2008, Thompson y Locarnini 2012). La 

proteasa NS3/4A es necesaria para el corte de la poliproteína, y es requerida 

para la formación del complejo replicasa, por lo que los inhibidores de la  

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



50   INTRODUCCION 

proteasa  previenen este procesamiento y bloquean la formación del complejo 

replicasa. Por otra parte, la polimerasa NS5B es necesaria para la replicación 

del virus, ya que ensambla el complejo replicasa en la célula huésped y 

amplifica su material genético; por esto su inhibición detiene la replicación 

viral (Kwong et al. 2008). Los primeros agentes inhibidores de estas dos 

enzimas del virus pronto demostraron  una gran eficacia antiviral in vitro e in 

vivo. También se están desarrollando fármacos inhibidores de proteínas del 

huésped que inhiben la función de los factores celulares necesarios para la 

replicación del VHC (Chatel-Chaix et al. 2012).  

 

 

Diana Función en el ciclo de 
vida del VHC 

Etapa de desarrollo 

Proteína Viral   

Core Ensamblaje Pre-clínico 

E1, E2 Entrada Pre-clínico 

P7 Ensamblaje y liberación  Fase 2 

NS2 Ensamblaje  No 

NS3 Complejo  replicación Fase 2 /Fase 3/ Aprobado 

NS4A Complejo  replicación Pre-clínico 

NS4B Complejo  replicación Pre-clínico /Fase 1 

NS5A Complejo  replicación Fase 1 /Fase 2/Fase 3 

NS5B Complejo  replicación 
Fase 2 /Fase 3 

Aprobado 

Proteína del Huesped   

Ciclofilina Replicación Fase 3 

miR122 Traducción y replicación Fase 2 

Receptores celulares Entrada Fase 2 

 

Tabla 1. Proteínas del VHC y proteínas del huésped como dianas de fármacos antivirales. 
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Figura 19. Nuevos antivirales  que afectan  diferentes pasos del ciclo de replicación del VHC.  

A) Pasos secuenciales de la propagación del VHC en un hepatocito. Factores de entrada del 

VHC, receptor scavenger clase B tipo I (SR-BI), CD81, claudina 1 (CLDN1), ocludina, de 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y proteína de Niemann-Pick C1-like 1 

(NPC1L1) B) En la membrana del retículo endoplasmático, la codificación de las proteínas 

virales, así como los principales proteínas virales y los factores del huésped son objetivos de 

los nuevos agentes en desarrollo clínico avanzado. También están siendo objeto para el 

desarrollo terapéutico del VHC los factores de entrada del VHC, metabolismo de los lípidos, y 

la vía de señalización de la membrana implicado en la replicación (Panel A). CypA, ciclofilina 

A; E, glicoproteína de la envoltura; GAG, glicosaminoglicanos; LDLR, receptor de 

lipoproteína de baja densidad; IAN, inhibidor análogo de nucleósido, INN, inhibidor no 

nucleósidico; y NS, proteína no estructural. Adaptado de Liang y Ghany 2013.  
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Los primeros AAD que se aprobaron en 2011 por la Food and Drug 

Administration norteameriana (FDA) y la Agencia Europea del Medicamento 

(EMA) para el tratamiento en pacientes infectados con VHC genotipo 1 son 

dos inhibidores de la proteasa (IP) del VHC: Boceprevir (SCH-503034) 

(Victrelis®, Merck) y Telaprevir (VX-950) (Incivek ®, Vertex; Incivo®, 

Johnson & Johnson) (Chang et al. 2012, Forestier y Zeuzem 2012). Ambos 

mejoran la tasa de RVS hasta un 75% en pacientes naïve VHC genotipo 1 

(Jacobson et al. 2011a; 2011b, Poordad et al. 2011a; 2011b) y 29-88% en el 

tratamiento de pacientes ya tratados infectados con VHC genotipo 1 (Bacon et 

al.  2011, Zeuzem et al. 2011). Sin embargo, los IP requieren su combinación 

con peg-IFN-α+RBV debido a que la administración en monoterapia dá lugar a 

la rápida selección de resistencia (Sarrazin et al. 2007a; 2007b, Kieffer et al. 

2007). Los pacientes infectados con VHC genotipo 1a tienen mayor riesgo de 

desarrollo de resistencia durante la terapia basada en IP en comparación con el 

genotipo 1b, ya que para desarrollar resistencia él virus requiere el intercambio 

de sólo un nucleótido frente a dos para el genotipo 1b en la posición 155 

(Sarrazin y Zeuzem. 2010, Guía tratamiento EASL 2014). Además no son 

eficaces en el tratamiento de la infección por otros genotipos del virus. 

Con este nuevo régimen de tratamiento triple, las tasas de curación de 

pacientes infectados con el genotipo 1 han aumentado de un 20-30% a 

alrededor de 70-80%, y se reduce significativamente la duración del 

tratamiento (Lee et al. 2012). La relevancia de IFNL3 (IL28B) como marcador 

predictivo para el éxito en  la triple terapia con peg-IFN-α/RBV/IP es menos 

significativa (Jacobson et al. 2011a; 2011b, Pol et al. 2011, Poordad et al. 

2011a; 2011b). Los estudios de polimorfismos en el gen IFNL3 (IL28B) 

pueden ser útiles para determinar la capacidad de respuesta al IFN y la 

probabilidad del logro de RVR con peg-IFN-α/RBV antes de iniciar la triple 

terapia, proporcionando información adicional que ayudará en la evaluación a 

las opciones de tratamiento. Actualmente la Asociación Americana para el 

Estudio de las Enfermedades Hepáticas (AASLD) no recomienda las pruebas 

de IFNL3 (IL28B) para todos los pacientes antes de la terapia triple, pero que 

puede ser considerado para adquirir información adicional sobre la respuesta al 

tratamiento o la duración (Ghany et al. 2011). Sin embargo, estos regímenes de 

triple terapia exhiben importantes limitaciones: (1) aumentan el espectro de 
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efectos secundarios asociados con la terapia anti-VHC; (2) están asociados con 

un complejo programa de dosificación, (3) se limitan a infecciones genotipo 1, 

(4) y la selección de variantes virales resistentes ocurre en pacientes que no 

responden bien al componente peg-IFN-α/RBV de la triple terapia. Para 

superar estas limitaciones, se necesitan regímenes terapéuticos más eficaces y 

convenientes, mejor tolerados, activos en todos los genotipos virales, y con una 

insignificante probabilidad de desarrollar resistencia viral en combinación con 

peg-IFN-α y ribavirina o con otros AAD en los regímenes de IFN-libres, con o 

sin ribavirina (Delang et al. 2013). Los AAD más avanzados en su desarrollo 

se dirigen principalmente a la proteasa NS3/4A, proteína NS5A o NS5B ARN 

polimerasa dependiente de ARN. Además, otras proteínas virales, menos 

estudiadas, son posibles nuevos objetivos para la intervención farmacológica, 

tales como el canal iónico p7 dependiente de calcio (viroporina) o la proteína 

NS4B (Pawlotsky 2013). 

 

1.8.2.1. Inhibidores de la proteasa NS3/4A 

La proteína NS3 es una proteína multifuncional, actúa como proteasa y 

helicasa/NTPasa (Johnson et al. 2007). La región N-terminal codifica para la 

serín-proteasa (180 aa) que cataliza la proteólisis en cis del sitio de unión NS3-

NS4A junto con la proteína NS2, con la liberación de la proteína NS4A y esta 

actúa como cofactor cortando en trans las siguientes uniones en la región no 

estructural de la poliproteína para liberar NS4, NS5A, y NS5B (Grakoui et al. 

1993, Cicero et al. 1999). La región C-terminal codifica una proteína con 

actividad  helicasa/NTPasa (451 aa), su actividad es esencial para la generación 

de componentes del complejo de replicación del ARN viral, ya que 

interacciona con la proteína NS5B (Yao et al. 1999). En la figura 20 se muestra 

la estructura de la proteasa del VHC en imagen 3D (generada con el programa 

PyMol 1.1 a partir del aislado BK del VHC genotipo 1b, extraída de la base de 

datos Protein Data Bank (código PDB 1CU1) (www.ebi.ac.uk/pdbsum) donde 

se han representado los dominios helicasa y proteasa (Frick et al. 2004). 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



54   INTRODUCCION 

 

Figura 20. Estructura tridimensional de la proteína NS3/4A multifuncional. Los colores 

resaltan las características estructurales. La proteasa  en color azul, con el sitio activo y 

catalítico de la serín-proteasa, el sitio de unión al Zn2+ y el sitio de unión a NS4A; la helicasa 

con su dominio 1 de color verde; dominio 2 en color amarillo y el dominio 3 en color rojo y  el 

sitio activo NTPasa. Se utilizó el programa PyMol  1.1 para producir la imagen en 3D a partir 

de la estructura del aislado BK del VHC genotipo 1b (código PDB 1CU1) extraída de la base 

de datos Protein Data Bank (www.ebi.ac.uk/pdbsum).     

 

La proteasa NS3/4A juega un papel importante en la capacidad del virus 

para evadir la respuesta inmune innata que conducen a la inducción de la 

síntesis de IFN-α/β y el establecimiento de un estado antiviral celular (Lemon 

et al. 2010) interrumpe la activación de IRF-3 y NF-κB por inducir escisión de 

dos importantes moléculas de señalización, TRIF (Ticam-1), y Mavs (IP-1, 

VISA, o Cardif) (Li et al. 2005, Foy et al. 2005, Meylan et al. 2005). Se podría 

decir que la proteasa NS3/4A tiene un doble papel en el ciclo de  la replicación, 

que incluye el procesamiento de la poliproteína, y la modificación del entorno 

intracelular para limitar la inducción de respuestas innatas mediadas por IFN 

(Lemon et al. 2010). Por tal motivo, la proteasa NS3/4A representa un objetivo 

terapéutico doble, este hallazgo puede explicar su excepcional actividad 

antiviral in vitro e in vivo (Lamarre et al. 2003). La aparición de virus 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

INTRODUCCION  55 

resistentes en casos de falta de adherencia debida a los efectos secundarios 

significativos, siguen siendo una limitación. 

Los diferentes IP se pueden dividir en dos clases; los tetrapéptidos 

lineales derivados de la α-cetoamida y los macrocíclicos. La actividad antiviral 

de los IP es principalmente relevante para los pacientes infectados con el 

genotipo 1 del VHC, ya que la actividad antiviral de los actuales IP contra los 

genotipos no-1 (excepto para el genotipo 2), no es tan eficaz (Asselah et al. 

2009, Benhamou et al. 2013). Algunos IP han sido descartados para el 

desarrollo clínico; el BILN-2061 (Ciluprevir), SCH6 y  GS9132/ACH-806, por 

sus efectos adversos o no deseados, si bien tenían una actividad excepcional in 

vitro e in vivo (Gaudieri et al. 2009, Lamarre et al. 2003). En la tabla 2, se 

resumen los IP que actualmente se encuentran en diferentes fases de desarrollo 

clínico.  

 

Clase de Inhibidor Nombre del compuesto Fase de desarrollo clínico 

 

Primera generación 

 IP NS3/A   

 Telaprevir 

 Boceprevir 

 Simeprevir (TMC-435) 

 Faldaprevir (BI201335) 

 Vaniprevir (MK-7009) 

Asunaprevir  (BMS650032) 

 ABT-450 

 Danoprevir (RG7227) 

 Sovaprevir (ACH-1625) 

 Vedroprevir  (GS-9451) 

 Aprobado 

 Aprobado 

 Aprobado 

 Fase 3 

 Fase 3 

 Fase 3 

 Fase 3 

 Fase 2 

 Fase 2 

 Fase 2 

Segunda 

Generación  

 IP NS3/A  

 

 MK-5172 

 Neceprevir (ACH-2684) 

  

 Fase 2 

 Fase 2 

 

Tabla 2. Inhibidores de la proteasa NS3/4A en distintas fases de desarrollo clínico. Los 

compuestos aprobados y los más prometedores de primera y segunda generación (en las fases 

2 y 3). IP (Inhibidores de la proteasa). Adaptado de Scheel y Rice 2013. 
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Los primeros IP aprobados por la FDA y EMA, son Boceprevir (BOC)  y 

el  Telaprevir (TPV). Las características más importantes de ambos fármacos 

se resumen en la tabla 3. 

 

 Telaprevir Boceprevir 

Mecanismo de acción Inhibidor de la proteasa Inhibidor de la proteasa 

Dosis 750mg/3 veces al día 800mg/3 veces al día 

Concentración sistémica 

máxima 4-5 horas 2 horas 

Distribución 59-76% unido a proteínas 75% unido a proteínas 

Metabolismo Hepático Hepático 

Vías de metabolización Citocromo P-450 3A4 Aldoketoreductasa 

Eliminación Mayoritariamente en 

heces 

Mayoritariamente en 

heces 

Vida media 4-4,7 horas 3,4 horas 

 

Tabla 3. Características principales de Telaprevir y Boceprevir. 

 

El BOC es un tretrapéptido lineal peptidomimético (Figura 21). Se 

administra oralmente de forma conjunta con peg-IFN-α y RBV, y como sólo es 

eficaz para pacientes infectados con VHC genotipo 1, naïve o no 

respondedores a la terapia estándar (Susser et al. 2009, Sarrazin et al. 2007a; 

2007b, Kwo et al. 2010, Schiff et al. 2008). Los efectos adversos más comunes 

del BOC son anemia, náuseas, vómitos y disgeusia.  

 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

INTRODUCCION  57 

 

Figura 21. Estructura molecular del Boceprevir (CID 10324367). IUPAC (1R,2S,5S)-N - [3- 

Amino-1 - (ciclobutilmetil) - 2,3- dioxopropil] - 3 - [2 (S) - [[[(1, 1 - dimetiletil) amino] 

carbonil] amino] - 3, 3 - dimetil - 1 - oxobutil] - 6, 6 - dimetil - 3 - azabiciclo [3.1.0] hexan - 2 

(S) carboxamida. C27H45N5O5, PM: 519,67 [g/mol]. 

 

 

Figura 22. Estructura molecular del Telaprevir  (CID 3010818). IUPAC (1S,3aR,6aS) - 2 - 

[(2S) - 2 - [[(2S) - 2 - Ciclohexil-2 - (pirazina-2-carbonilamino) acetil ] amino ]-3,3 - 

dimetilbutanoil ] - N - [(3S) - 1 -(ciclopropilamino) - 1, 2 - dioxohexan - 3 - il] - 3,3a,4,5,6,6a - 

hexahidro - 1H - ciclopentapirrol-1-carboxamida. C36H53N7O6, PM: 679,85 [g/mol]. 
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El TPV (VX-950), es un tetrapéptido lineal que también actúa como 

peptidomimético, y se administra oralmente junto a peg-IFN-α y RBV (Lawitz 

et al. 2008) (Figura 22). Ejerce un efecto antivírico limitado en pacientes 

infectados por el VHC genotipo 2, pero no es efectivo en pacientes infectados 

con genotipo 3 ó 4 debido a que la secuencia de aa del dominio de la proteasa 

de la proteína NS3/4A varía significativamente entre los diferentes genotipos 

(López-Labrador et al. 2008, Asselah et al. 2009, Akhavan et al. 2009, Foster 

et al. 2011a). Los efectos secundarios más importantes del TPV son erupción 

cutánea, desórdenes gastrointestinales y anemia.  

Un nuevo IP ha sido aprobado recientemente por la FDA en 2013 y la 

EMA 2014: el Simeprevir (TMC-435), desarrollado por Tibotec/Johnson & 

Johnson, un compuesto macrocíclico no covalente (Raboisson et al. 2008) 

(Figura 23). El Simeprevir está recomendado para el tratamiento en 

combinación peg-IFN-α y RBV para pacientes naïve infectados con VHC 

genotipo 1, sin embargo no debe administrarse en pacientes que fueron tratados 

con los IP de primera generación BOC y TPV, a causa de la posibilidad de 

resistencia cruzada. También debe considerarse otras opciones de tratamiento 

en aquellos pacientes infectados con el subtipo 1a y con la variante NS3-Q80K 

presente al inicio del tratamiento (AASLD 2014, Guía EASL 2014). 

 

Figura 23. Estructura molecular del Simeprevir (CID 24873435). C38H47N5O7S2,  

PM: 749,93 [g/mol] 
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Finalmente otros IP, se encuentran en diferentes fases de desarrollo 

clínico. El Vaniprevir (MK-7009; McCauley et al. 2010), desarrollado por 

Merck, está en fase III de desarrollo clínico. Este compuesto macrocíclico tiene 

una unión no covalente, y es considerado como inhibidor competitivo de la 

proteasa NS3/4A (Figura 24). En fase III, pero sin continuar su desarrollo 

clínico, el Faldaprevir (BI-201335; Llinàs-Brunet et al. 2010) es un 

tetrapéptido lineal no covalente, desarrollado por Boehringer Ingelheim (Figura 

25).  

 

 

Figura 24. Estructura molecular del Vaniprevir (CID 24765256) C38H55N5O9S,  

PM: 757.936 [g/mol] 

 

Figura 25. Estructura molecular del Faldaprevir (CID 71300931). C40H49BrN6O9S,  

PM: 869.82 [g/mol] 
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Entre los compuestos en Fase II, destaca el Danoprevir (RG-7227/ITMN-

191), otro compuesto macrocíclico no covalente, desarrollado por 

Roche/Genentech (Saiwert et al. 2008), que bloquea selectivamente la proteasa 

NS3/4A del VHC (Forestier et al. 2008; 2011) (Figura 26). 

 

Figura 26. Estructura molecular del Danoprevir (CID 57336512). C35H48FN5O8S,  

PM: 717.847 [g/mol] 

 

1.8.2.2. Inhibidores de la polimerasa NS5B 

La ARN polimerasa dependiente de ARN NS5B es también un objetivo 

ideal de drogas antivirales. Esta enzima es esencial para la replicación del 

VHC, ya que cataliza la síntesis de la ARN complementaria de cadena negativa 

y posterior ARN genómico de cadena positiva. En función de su estructura 

química y mecanismo de acción, los inhibidores específicos de la polimerasa 

NS5B se pueden dividir en dos grandes categorías: análogos de nucleótidos 

(IAN) e inhibidores no nucleosídicos (INN). En la tabla 4 se resumen los 

distintos fármacos que se encuentran en diferentes fases de desarrollo clínico.  

 

Los análogos de nucleótidos (IAN) se administran en forma de prodroga 

no fosforilada para facilitar su acceso a la célula,  donde son convertidos en la 

forma trifosfato activa (NTP) por las quinasas celulares. Los IAN son análogos 

ribonucleótidos que actúan como terminadores de cadena, compitiendo con los  
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Clase de 

Inhibidor 
Nombre del compuesto Fase de desarrollo 

clínico 

IAN   

 Sofosbuvir (GS-7977) 

 Mericitabina  (RG7128) 

 VX-135 

 

 Aprobado 

 Fase 3 

 Fase 2 

 

 

 

 INN 

  ABT-333 

 BI207127 

 BMS-791325 

 Lomibuvir (VX-222) 

 ABT-072 

 Setrobuvir (RG-7790) 

 GS-9669 

TMC647055 

 Fase 3 

 Fase 3 

 Fase 2 

 Fase 2 

 Fase 2 

 Fase 2 

 Fase 2 

 Fase 2 

 

Tabla 4. Inhibidores de la polimerasa NS5B en distintas fases de desarrollo clínico. Los 

compuestos más prometedores de cada clase (en las fases 2 y 3). IAN (Inhibidores análogos de 

nucleótidos); INN (Inhibidores no nucleosídicos). Adaptado de Scheel y Rice 2013.  

 

 

nucleótidos trifosfato por la incorporación a la cadena naciente de ARN. Esta 

función de terminación de cadena la consiguen debido a modificaciones 

relativamente pequeñas en las posiciones 2´y 4´de la ribosa. La ventaja de estas 

moléculas es que no se espera que sean reconocidas por ADN polimerasas 

endógenas, evitando de esta forma efectos secundarios citotóxicos y 

genotóxicos (De Francesco y Carfí 2007).  

Los inhibidores no nucleosídicos (INN) por el contrario, no compiten con 

los NTPs sino que actúan bloqueando la enzima en la iniciación, a través de la 

inhibición de un cambio conformacional necesario para proseguir con la 

elongación del ARN naciente (De Francesco y Carfí 2007), es decir se unen a 

sitios menos conservados fuera del centro activo (sitios alostéricos), inhibiendo 

la eficacia catalítica del centro activo (Kwong et al. 2008).  

Se han identificado al menos 4 sitios alostéricos diferentes designados 

como A, B, C y D. El sitio A es conocido como pulgar 1, sitio inhibidor de 
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benzimidazol; el sitio B es conocido como pulgar 2, sitio inhibidor de tiopenos 

y dihidropironas; el sitio C es conocido como palma 1, sitio inhibidor de 

benzotiazidinas; sitio D es conocido como palma 2, sitio inhibidor de 

benzofuranos (Lesburg et al. 1999, Sarrazin et al. 2010). En la figura 27 se 

muestra los dominios y sitios alostéricos de la polimerasa NS5B del VHC en su 

estructura tridimensional.  

 

 

Figura 27. Estructura tridimensional de la polimerasa NS5B y sus sitios alostéricos. Los 

colores resaltan las características estructurales. El sitio A/pulgar 1 y el sitio B/pulgar 2 en 

color verde; el sitio C/palma 1 y sitio D/palma 2 en color rojo; dos bucles de interconexión de 

subdominios de los dedos y pulgar en color naranja; dos α- hélices antiparalelas en color 

morado, que vinculan la palma y los subdominios de los dedos; la β-horquilla en verde limón;  

el residuo C-terminal en color azul, que constituye la parte del polipéptido que une la 

polimerasa a la membrana; y el sitio activo en color blanco. Se utilizó el programa PyMol  1.1 

para producir la imagen en 3D a partir del aislado Con1 del VHC genotipo 1b, extraída de la 

base de datos Protein Data Bank (código PDB 3FQL) (www.ebi.ac.uk/pdbsum). 

 

El primer IAN aprobado por la FDA (y recomendado por la EMA) es el 

Sofosbuvir (SOF) desarrollado por Gilead Sciences, antes conocido como GS-

7977 (Figura 28). El SOF es un inhibidor análogo de nucleósido (Bourlière et 

al. 2011) que es fosforilado dentro del hepatocito para pasar a trifosfato de 
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nucleósido activo, y compite con los nucleótidos naturales, con lo cual provoca 

la terminación de la replicación del ARN del genoma naciente viral. El sitio 

activo está muy conservado incluso entre varios genotipos (Lam et al. 2010, 

Sofia et al. 2010).  

 

 

Figura 28. Estructura molecular del Sofosbuvir. (CID 45375808). C22H29FN3O9P,  

PM: 526.45 [g/mol] 

 

Debido a su eficacia antiviral pan-genotípica, su uso también está 

recomendado para pacientes infectados con genotipos 2 y 3, en combinación 

con RBV, mientras que para los pacientes infectados con genotipo 1 la 

combinación es con peg-IFN-α/RBV. Es posible que SOF/RBV podría ser 

utilizado  en un futuro para pacientes con VHC genotipo 1 intolerantes al peg-

IFN-α, y en combinación con otros AAD, como Daclastavir (inhibidor de 

NS5A) (Guía EASL 2014).  

 

Entre los otros IAN prometedores se destacan: Mericitabina, GS-0938, 

TMC-649128 y VX-135, que se encuentran en diferentes fases de desarrollo 

clínico (Schoenfeld et al. 2013, Guía EASL 2014, Pawlotsky 2014). 

 

Entre los INN, el ABTT-333 es uno de los más prometedores, y 

actualmente se encuentra en fase 3 de desarrollo clínico, en combinación con 
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diversos fármacos (Poordad et al. 2013). En fase 2 se encuentran GS-9669, 

Lomibuvir, ABT-072, BMS-791325 y TMC647055. Para los dos últimos se 

busca su aprobación como terapia triple con Daclatasvir y Asunaprevir en el 

año 2015 o 2016. Finalmente Setrobuvir y ABT-333 probablemente serán 

aprobados a finales de 2014 o en 2015 en combinación con otros AAD (Guía 

EASL 2014, Pawlotsky 2014). 

 

1.8.2.3. Inhibidores de otras proteínas del virus 

Proteína NS2. La proteasa NS2 es una buena diana ya que cataliza una 

escisión esencial sólo en la poliproteína del virus (en el límite NS2/NS3) que es 

esencial para su replicación además de tener otras funciones (Lemon et al. 

2010). 

 

Proteína NS4A. El antagonista NS4A no sólo suprime la proteasa 

NS3/4A sino que también previene la formación del complejo de replicación. 

El antagonista ACH-806, primer candidato para uso clínico, fue descartado por 

su alta toxicidad (Yang et al. 2008, 2013a). El ACH-1095, otro antagonista de 

NS4A, con mayor eficacia in vitro que ACH-806, se espera que tenga buenos 

resultados para su uso clínico. 

 

Proteína NS4B. Otra proteína viral fundamental en el ciclo de 

replicación viral es NS4B (Sklan y Glenn 2006, Egger et al. 2002, Bryson et al. 

2010, Alvisi et al. 2011). En un ensayo basado en microfluidos se demostró, 

que la proteína NS4B utiliza dominios ricos en arginina para unirse 

específicamente al extremo 3’ de la cadena negativa del ARN del VHC, y se 

seleccionaron inhibidores de esta interacción (Einav et al. 2008). El clemizol 

(1-[(4-chlorophenyl) methyl]-2-(pyrrolidin-1-ylmethyl) benzimidazole), es 

considerado un inhibidor relativamente potente de la proteína NS4B, y de la 

actividad de unión y replicación del ARN (Einav et al. 2008). Este compuesto 

se ha utilizado previamente como un anti-histamínico (bloqueador de la 

histamina H1), para tratar las alergias. En el año 2009 ha entrado en la fase I de 

desarrollo clínico para tratar hepatitis crónica C (estudios CLEAN, tipificada 

por NCT00945880 [CLEAN-1] Eiger Biopharmaceu-ticals, 

http://www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00945880?term=clean-1&rank=1). 
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El clemizol ha demostrado un efecto sinérgico in vitro BOC y TPV sin 

resistencias cruzadas (Einav et al. 2010). Esto difiere notablemente con otros 

agentes anti-VHC hasta la fecha, que suelen mostrar aditividad simple (e 

incluso en algunos casos antagonismo). En concreto, el clemizol muestra 

actividad con IFN, RBV e IP, destacando la especificidad y singularidad de la 

fuerte sinergia de clemizol con inhibidores de la proteasa en desarrollo clínico 

avanzado (Einav et al. 2010). Dicha sinergia por lo general tiene una base 

biológica subyacente, y en este caso podría reflejar la evidencia genética que 

apoya las interacciones importantes entre NS4B y NS3 (Einav et al. 2010, 

Paredes et al. 2008, Blight et al. 2011). El clemizol puede representar un 

componente potencial interesante de futuros tratamientos combinados. 

Otro compuesto el Anguizol, es un aglutinante de NS4B que se dirige al 

segundo extremo N-terminal de hélice anfipática (AH2) de NS4B y altera su 

distribución celular, impidiendo la formación de la banda membranosa e 

interfiere con la replicación (Bryson et al. 2010). Otras moléculas pequeñas 

contra NS4B AH2 y sus derivados se encuentran en desarrollo preclínico (Cho 

et al. 2010). 

 

Proteína NS5A. La proteína NS5A es una fosfoproteína multifuncional 

que desempeña funciones esenciales en la replicación del ARN y durante el 

ensamblaje de las partículas virales (Appel et al. 2008, Tellinghuisen et al. 

2008, Kim et al. 2011, Gish y Meanwell 2011). Al inhibir NS5A, se puede 

interrumpir simultáneamente la replicación y el ensamblaje (Pietschmann et al. 

2009). En los últimos años, los compuestos que actúan sobre NS5A se han 

demostrado como inhibidores eficaces de la replicación del VHC, in vitro e in 

vivo (Fridell et al. 2011a; 2011b, Wang et al. 2012, Lok et al. 2012, Walker et 

al. 2014). Se descubrieron los primeros inhibidores de NS5A por detección 

basado en un sistema de replicón (Conte et al. 2009, Lemm et al. 2010, Fridell 

et al. 2010, Lin et al. 2011).  

El Daclatasvir (BMS-790052) se une al dominio I de NS5A 

(Tellinghuisen et al. 2005, Gao et al. 2010, Nettles et al. 2011). Este fármaco 

desarrollado por Brystol-Myers Squibb, se encuentra en fase III de estudio 

clínico en combinación con otros AAD, con o sin RBV (Sarrazin y Zeuzem 

2010, Pol et al.  2012; 2013, Gane et al. 2012), y probablemente sea aprobado 
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en 2014 ó 2015 (Guía EASL 2014). En ensayos clínicos, la inhibición de la 

NS5A se ha asociado con reducciones abruptas del ARN del VHC en 

monoterapia (Gao et al. 2010) y la tasa de RVS aumenta en asociación con 

peg-IFN-α y RBV (Pol et al. 2012). También se están evaluando regímenes 

libres de peg-IFN-α, de Daclastavir en combinación con SOF, Asunaprevir 

(ASV), inhibidor de la proteasa NS3, y / o BMS791325, inhibidor no 

nucleosídico de la polimerasa NS5B (Lok et al. 2012, Everson et al. 2012, 

Sulkowski et al. 2012).  

Otros inhibidores de NS5A en desarrollo son BMS-824393 (Brystol-

Myers Squibb), AZD7295 (Arrow/Astra Zeneca), PPI-461, PPI-561, PPI-668 y 

PPI-1301 (Presidio), Ledipasvir (GS-5885- Gilead), GSK2336805 

(GlaxoSmithKline), ABT-267 (Abbott),  ACH-2928 y ACH-3102 (Achillion), 

IDX719 (Idenix), MK-8742 (Merck) y también BP008 considerado un 

inhibidor potente de NS5A presenta efectos sinérgicos con peg-IFN-α, IP y los 

inhibidores de la polimerasa NS5B (Lin et al. 2012, Lalezari et al. 2012, 

Nettles et al. 2010, Lawitz et al. 2012a; 2012b, Soriano et al. 2011, Gelman y 

Glenn 2011, Liu et al. 2011, Pawlotsky et al. 2012a; 2012c; 2013, Belda et al. 

2012, Brown et al. 2010). Los inhibidores de NS5A tienen baja barrera 

genética a la resistencia. Se han detectado variantes que confieren resistencia a 

Daclastavir, Ledispavir (GS-5885) y otros inhibidores de NS5A, como M28T, 

Q30R/H, L31V/M y Y93H/C en los pacientes con genotipo 1 (Fridell et al. 

2011a; 2011b, Nettles et al. 2011, Lawitz et al. 2012a; 2012b, Hernandez et al. 

2013, Plaza et al. 2012, Gao et al. 2013, Huang et al. 2011). Vale la pena 

señalar que ACH-3102 y MK-8742 son dos inhibidores NS5A de segunda 

generación en fase II de estudio clínico con una barrera genética relativamente 

mayor que mantienen niveles sustanciales de actividad frente a mutaciones de 

resistencia que afectan a Daclatasvir y Ledipasvir (Liu et al. 2012, Yang et al. 

2012). El Ledipasvir ha sido evaluado en regímenes libres de peg-IFN-α en 

combinación con SOF (inhibidor análogo de nucleósido de la polimerasa) y 

RVB, y probablemente sea aprobado en 2015 (Gane et al. 2014a, Guía EASL 

2014). 
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 Proteína core. Otra forma de frenar la producción de partículas del 

VHC reside en la inhibición directa del ensamblaje de nuevas cápsides, un 

proceso en parte mediado por la multimerización del core del VHC en la 

superficie de las gotas lipídicas. Se ha demostrado que la 25-hidroxivitamina D 

(3) inhibe la producción de partículas, pero el mecanismo de acción sigue 

siendo desconocido y su potencia es relativamente baja (Matsumura et al. 

2012). En ensayos in vitro de multimerización del core, se identificaron los 

inhibidores de ensamblaje (SL209 y SL201) con actividades antivirales (Kota 

et al. 2012, Ni et al. 2011, Strosberg et al. 2010). Sin embargo ningún 

inhibidor de la proteína core ha alcanzado ensayos clínicos. 

 

Proteína p7. La viroporina P7 es una proteína esencial para la 

infectividad del virus en chimpancés y se requiere para el ensamblaje de 

partículas del VHC in vitro (Sakai et al. 2003, Steinmann et al. 2007a; 2007b; 

2010). Varios inhibidores de la  actividad del canal iónico de P7 han sido 

identificados como la amantadina, rimantadina y el hexametileno amilorida 

(Pavlovic et al. 2003; 2005, Premkumar et al. 2004, Griffin et al. 2008a, 

StGelais et al. 2009). Sin embargo, la sensibilidad de P7 a estos fármacos es 

dependiente del genotipo (Griffin et al. 2008b) debido a su alto grado de 

variabilidad. El compuesto BIT225 (Biotron Limited), desarrollado 

inicialmente como un inhibidor de la viroporina Vpu del VIH-1 (Khoury et al. 

2010), está actualmente en la fase II de desarrollo clínico. Los resultados 

provisionales revelaron que el 87% de los pacientes tratados con BIT225 y 

peg-IFN-α /RBV  tenían el ARN-VHC indetectable después de 3 meses de 

tratamiento (Tanwandee et al. 2012, Luscombe et al. 2010).  

 

Otros. La silibinina (SIL) es un producto natural extraído del cerdo 

(Silybum marianum) se considera un antiviral específico contra el VHC con 

capacidad de inhibir la polimerasa y considerado un INN (Ahmed-Belkacem et 

al. 2010, White et al. 2007, Wagoner et al. 2010). Se ha probado con éxito este 

extracto natural  por vía intravenosa (Legalon SIL®, Rottapharm-Madaus) en 

pacientes no respondedores de la terapia estándar (Ferenci et al. 2008, Biermer 

et al. 2009), en pacientes co-infectados con VIH (Payer et al. 2010), y en la 

prevención de reinfección de VHC en pacientes trasplantados (Neumann et al. 
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2010, Beinhardt et al. 2011, Ferenci et al. 2013). Recientemente han estudiado 

el mecanismo de acción de la silibinina mediante un modelado de la cinética 

viral in vivo. Los resultados obtenidos demuestran  que SIL puede bloquear 

tanto la infección y la producción y liberación de viriones, y que su principal 

efecto es dosis dependiente (Guedj et al. 2012). 

 

Envuelta (anticuerpos neutralizantes). Los estudios de la respuesta a 

los anticuerpos neutralizantes (Ac-N) han contribuido en la comprensión de la 

progresión natural de la infección de la hepatitis C. Hay evidencia de que la 

especificidad y la potencia de la respuesta temprana de los anticuerpos pueden 

influir en la infección aguda, y en el control del VHC durante la infección 

crónica. Los sistemas in vitro e  in vivo nos está permitiendo obtener una mejor 

comprensión de los determinantes de anticuerpos que conducen a la protección. 

Los anticuerpos neutralizantes contra proteínas de la envoltura viral 

eran una opción obvia para la inhibición de la propagación viral, mostrando 

una eficacia in vitro con diferentes genotipos (Meunier et al. 2005, Scheel et al. 

2008, Zeisel et al. 2011, Pedersen et al. 2013). Desafortunadamente, su 

eficiencia in vivo resultó ser muy inferior (Schiano et al. 2006, Meuleman et al. 

2011). Recientemente han desarrollado un método de detección de anticuerpos 

neutralizantes in vitro para todos los genotipos del VHC, que proporcionará un 

modelo eficaz para el cribado (Yang et al. 2013b). Sin lugar a dudas, uno de 

los principales retos para el futuro será la de aprovechar este conocimiento para 

el desarrollo de vacunas y tratamientos basadas en anticuerpos eficaces (Ball et 

al. 2014). 

 

1.8.2.4. Inhibidores de proteínas del huésped 

El diseño de fármacos dirigidos a proteínas del huésped representa 

otro desafío en el campo del desarrollo terapéutico, teniendo como referencia el 

éxito del desarrollo del Maraviroc, antagonista del co-receptor CCR5 para el 

tratamiento del VIH-1 (Wilkin et al. 2012). 

 

Inhibidores de entrada. Para los factores de entrada EGFR, EphA2 y 

NPC1L1 que contribuyen  al ingreso a las células del VHC, existen inhibidores 

ya aprobados por la FDA: para otras patologías el Erlotinib (inhibidor de 
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EGFR para el tratamiento de varios tipos de cáncer) (Minna y Dowell 2005, 

Comis et al. 2005), el Dasatinib (inhibidor de Eph2A para leucemias 

mielógena crónica y linfoblásticas agudas) (Kantarjian et al. 2006), y el 

Ezetimibe (inhibidor de NPC1L1 para el tratamiento de la hipercolesterolemia) 

(Earl et al. 2003). Varios experimentos han demostrado que son eficientes 

inhibidores de la entrada del VHC in vitro (Lupberger et al. 2011, Sainz et al. 

2012, Xiao et al. 2014, Barretto et al. 2014), por lo que es interesante 

determinar el potencial terapéutico de estos fármacos en pacientes infectados 

por VHC. 

También se ha reportado in vitro que la molécula de té verde, EGCG, 

inhibe potentemente la entrada del VHC y podría ser parte de una estrategia 

antiviral (Ciesek et al. 2011). 

 

Anticuerpos Antagonistas. También se han desarrollado anticuerpos 

antagonistas del receptor de entrada SR-B1, mostrando una alta eficacia en un 

modelo murino con hígado humanizado susceptible a la infección por el VHC 

(Lacek et al. 2012, Brimacombe et al. 2011, Meuleman et al. 2012). El 

fármaco ITX-5061 (iTherX), se encuentra en la actualidad en fase IIa de 

desarrollo clínico (Zhu et al. 2012, Syder et al. 2011). Un flavonoide de origen 

vegetal, BJ486K altera la entrada del VHC in vitro por una mecanismo de 

acción distinto de inhibición de SR-B1 (Haid et al. 2012). Otros inhibidores de 

entrada incluyen el ITX-4520, Pro-206 (progenics), y SP-30 (Samaritan) 

(Schlütter et al. 2011). 

 

Ciclofilina. CypA es un factor del huésped crítico para la replicación del 

VHC y está implicado en la isomerización cis/trans de los dominios 2 y 3 de 

NS5A, estimulando la actividad NS5A de unión a ARN y a la ARN polimerasa 

del virus (Paeshuyse et al. 2006, Ciesek et al. 2009, Foster et al. 2011b, 

Verdegem et al. 2011, Coelmont et al. 2010). Alisporivir (Debio-025-

Novartis), es el inhibidor más avanzado clínicamente. La interacción de 

CypA/NS5A es interrumpida por el Alisporivir (Coelmont et al. 2010) de 

forma pangenotípica y con bajo potencial de selección de resistencia 

(Coelmont et al. 2010, Flisiak et al. 2009, Crabbé et al. 2009, Gallay et al. 

2013). Es importante destacar que el tratamiento basado en Alisporivir + RBV 
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libre de IFN, es efectivo en más del 80% de pacientes infectados con genotipo 

2/3 (Pawlotsky et al. 2012). Sin embargo, la FDA recientemente puso en 

espera la fase III de desarrollo clínico, debido a que se observó pancreatitis en 

algunos pacientes. De acuerdo a los estudios clínicos publicados, Alisporivir 

representa la primera prueba de concepto para una terapia anti-VHC basada en 

inhibidores de proteínas del huésped (Flisiak et al. 2012, Guedj et al. 

2014).Otros inhibidores de la ciclofilina en desarrollo son SCY-635, SCY-465 

(Scynexis) y NIM811 (Novartis) (Hopkins et al. 2012, Lawitz et al. 2011).  

 

miARN. El Miravirsen (SPC3649-Santaris Pharma A/S), es un ácido 

nucleico antisentido (fosforotioato de oligonucleótido) que inhibe la actividad 

del miR122 (Chang et al. 2008, Henke et al. 2008), un microARN (miARN) 

que se une a la porción 5’ NCR-IRES del ARN del VHC y es requerido para la 

traducción y replicación del virus (Lanford et al. 2010, Jopling et al. 2005). La 

inhibición del miR122 presenta varias ventajas ya que éste es un miARN que 

se dirige a secuencias conservadas entre genotipos del VHC y es específico del 

hígado. Después de las pruebas de la actividad antiviral en primates (Lanford et 

al. 2010), el Miravirsen ha entrado en fase de desarrollo clínico y representa el 

primer compuesto de su clase en administrarse a pacientes. Es importante 

destacar que no hay pruebas de aparición de mutaciones de resistencia lo que 

sugiere que el VHC no puede adaptarse a la presión impuesta por Miravirsen 

(Reesink et al. 2012). Estos resultados le sitúan como un inhibidor muy 

prometedor para utilizarlo en combinación con AAD. 

 

Otros. Se ha demostrado recientemente que inhibidores de un cofactor 

del huésped la quinasa PI4K, como PIK93 y 4-anilino quinazolina (AL-9), 

inhiben de manera eficiente la replicación tanto en el genotipo 1 y 2 del VHC 

(Bianco et al. 2012, Borawski et al. 2009). La actividad quinasa PI4K se 

requiere para la formación de la red membranosa, y su silenciamiento provoca 

una agregación de vesículas de doble membrana y complejos de replicación del 

VHC (Reiss et al. 2011, Berger et al. 2011, Tai et al. 2011).  

 

Citocinas. El peg-INF-λ (IL-29) tiene efectos antivirales contra el VHC 

(Zhang et al. 2011, Doyle et al. 2006). En fase Ib de desarrollo clínico, 
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administrando a los pacientes, en combinación con RBV, no ha demostrado 

toxicidad sistémica significativa (Muir et al. 2010a;2010b). Los datos 

preliminares de fase IIb de desarrollo clínico, muestran que el peg-INF-λ 

administrado en dosis más altas combinado con RBV, produce niveles 

indetectables de ARN-VHC en la semana 12 del tratamiento en el 30% de los 

pacientes con infección por genotipo 1, en  comparación con el 28% de los 

pacientes que recibió peg-INF-α + RBV, pero con menos efectos adversos 

(Muir et al. 2010a; 2010b, Zeuzem et al. 2011).  

 

Moduladores metabólicos de lípidos. Se sabe que el VHC interacciona 

con el metabolismo de lípidos del hospedador (Herker et al. 2011), en 

particular con la vía del mevalonato de la síntesis del colesterol. Los 

inhibidores de la HMG-Co-A reductasa (estatinas) (Ye et al. 2003, Peng et al. 

2011), se utilizan para tratar a pacientes con dislipidemia y tienen efectos 

antivirales in vitro (Ikeda et al. 2006) pero carecen de efecto antiviral 

significativo in vivo (O’Leary et al. 2007, Bader et al. 2008). Sin embargo se 

ha demostrado que si se administran en combinación con peg-IFN y RBV, 

aumentan la tasa de SVR entre los pacientes infectados con genotipo 1 (50%-

63%) (Georgescu et al. 2011), considerando como un tratamiento 

complementario particularmente para pacientes que son difíciles de tratar 

(Schaefer y Chung 2012). 

 

1.8.3. Resistencia a los  antivirales 

La aparición de variantes virales resistente a los AAD es uno de los 

factores que deben tenerse en cuenta en el manejo de los pacientes tratados 

(Cortez et al. 2011), así como el número de cambios requeridos para que se 

genere una variante resistente (barrera genética), el grado de resistencia 

conferido por un cambio de aminoácido y la abundancia de la variante dentro 

de las “cuasiespecies” (Kwong  et al. 2008). Además, la liberación estimada de 

1012 partículas de virus por día crea un grupo extremadamente grande y 

divergente de genomas, de los que las variantes resistentes pueden emerger y 

dominar la población de virus bajo presión selectiva de fármacos (Neumann et 

al. 1998). La resistencia clínica siempre estará en relación con el nivel de 

resistencia conferido por una variante potencia y la exposición del fármaco en 
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el paciente. En la tabla 5 se resumen las sustituciones más importantes 

implicadas en la resistencia a los AAD inhibidores de la proteasa NS3/4A, 

NS5A y la polimerasa NS5B más significativos. 

 

Clase de Inhibidor Variaciones de aminoácidos implicados en la resistencia 

1ª generación  IP NS3/A  

Ciluprevir 

Telaprevir 

 

 Boceprevir 

  

R155K/T/Q, A156V/T, D168A/V/T/H 

V36M/A, T54A, R155K/T, A156V/T/S, 

V36M/A+R155K/T, V36M/A+A156V/T  

V36M/A/L, T54S/A, R155K, V55A, R155T, A156S, 

V158I, V170A, I170T 

2ª Generación  IP NS3/A  

Danoprevir 

Simeprevir 

Asunaprevir 

Narlaprevir 

MK5172 

  

R155K, D168E 

Q80R/K, R155K/T/Q, A156S/V/T, D168A/V/T/H 

R155K, A156V/T, D168A/E/T/V/Y 

V36A/M, R155K/T/Q, A156S/V/T, V170A 

A156V/T, D168A/V/T/H 

Inhibidores NS5A  

Daclatasvir 

  

Q30R, L31 M/V, Y93C/N  

IAN polimerasa NS5B 

Mericitabine, Sofosbuvir 

PSI-7977 

IDX-184 

INX-189  

  

S282T, L159F/L320F 

No publicado in vivo 

No publicado  in vivo 

No publicado 

INN polimerasa NS5B 

Tegobuvir 

Filibuvir  

Setrobuvir 

VCH-759 

VCH-222 

ABT-072  

 

C316N, Y448H 

M423T/I/V, M426T, I482T 

M414T/L, G554D, D559G 

L419M/V, M423T/I/V, I482L/V/T, V494I/A 

L419M, M423T, I482L 

C316Y, M414T, Y448H/C, S556G 

Tabla 5. Sustituciones más importantes relacionados con la resistencia viral del VHC en la 

proteasa NS3, NS5A y polimerasa NS5B. IP (Inhibidores de la proteasa); IAN (Inhibidores 

análogos de nucleótidos); INN (Inhibidores no nucleosídicos).  

Adaptado de Salvatierra. 2013. 
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Las mutaciones de resistencia a los nuevos AAD, se han observado tanto 

in vitro como in vivo (Kwong et al. 2008, Welsch et al. 2008, Wyles 2013). 

Además, las personas infectadas con VHC no tratadas, pueden poseer variantes 

virales naturales que albergan mutaciones de resistencia. Los datos actuales 

indican que hay mutaciones preexistentes a inhibidores de la proteasa NS3, a 

los inhibidores de NS5A, y a los inhibidores no nucleosídicos de la polimerasa 

NS5B en el 7,7%, 16,2%, y el 22,5%, de los pacientes infectados (López-

Labrador et al. 2008, Margeridon et al. 2010; 2011, Wyles y Gutierrez 2014). 

Probablemente estas variantes virales contribuyen a la selección de resistencias 

a AAD durante las semanas iniciales del tratamiento en monoterapia (Sarrazin 

et al. 2007a; 2007b, Kuntzen et al. 2008, Susser et al. 2011). Además, hay 

diferencias en la barrera genética de resistencia entre los subtipos virales. 

Cuanto mayor sea el número de cambios de nucleótidos necesarios para 

cambiar un aminoácido, mayor será la barrera genética contra la resistencia. El 

VHC subtipo 1a tiene una menor barrera genética para los IP, y la emergencia 

de la resistencia es más frecuente que con el subtipo 1b (Halfon y Locarnini 

2011). Los inhibidores de NS3 de primera generación, de NS5A, y los INN 

generalmente tienen una barrera genética baja para el desarrollo de la 

resistencia, es decir, sólo una o dos sustituciones de nucleótidos dan como 

resultado la falta de eficacia de los fármacos (Asselah y Marcellin. 2012), y 

una rápida aparición de resistencia durante la monoterapia (Sarrazin et al. 

2007a; 2007b, Fridell et al. 2011a; 2011b). Por el contrario, los IAN tienen una 

alta barrera genética a la resistencia; se necesitan tres o más sustituciones de 

nucleótidos. La resistencia también surge rápidamente cuando se utilizan en 

combinación dos AAD, ambos con baja barrera genética. Al igual que en el 

tratamiento del VIH, se requiere una combinación de agentes para optimizar la 

supresión viral y evitar contra el desarrollo de resistencia (Figura 29). Además 

de las mutaciones simples que confieran alto nivel de resistencia, la 

acumulación gradual y sinérgica de mutaciones con menor efecto de resistencia 

puede llevar también al fallo de futuros tratamientos. 

Por otra parte, dentro de cada individuo infectado la población de 

“cuasiespecies” virales puede contener algún genoma con mutaciones de 

resistencia en proporciones inferiores a las detectables mediante secuenciación 

Sanger directa estándar. Sin embargo, mediante el análisis “gold-stándard” de  

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



74   INTRODUCCION 

 

Figura 29. Barrera genética del VHC a los agentes antivirales de acción directa STAT-C.  La 

barrera genética se define por el número de mutaciones requerido para que un virus pueda 

convertirse en resistente a los medicamentos y la probabilidad para seleccionar la mutación 

en presencia de un fármaco. Adaptado de Halfon y Sarrazin 2012.  

 

secuenciación de múltiples clones se puede aumentar la sensibilidad de la 

detección de variantes poblacionales virales minoritarias en un mismo 

individuo (Kieffer et al. 2010), evaluando si se convierten en el genoma 

dominante durante el tratamiento (Thompson et al. 2009, Chinnaswamy et al. 

2010). Por lo tanto, la caracterización de variantes resistentes es óptima y 

sensible cuando se aborde mediante la secuenciación de varios clones del virus 

aislado de cada paciente. Mediante secuenciación directa, sólo pueden ser 

detectadas variantes con una frecuencia de aproximadamente un 20% de la 

población viral (Torres-Puente et al. 2003, Bartels et al. 2008, Nasu et al. 

2011, Fonseca-Coronado et al. 2011). Además, el análisis clonal también 

permite el análisis de mutaciones ligadas en un mismo aislado. Con el 

desarrollo de  nuevas tecnologías de ultrasecuenciación es posible secuenciar 

una mayor proporción de variantes de forma rápida. La ultrasecuenciación está 

siendo utilizada para detectar las variantes virales minoritarias de resistencia a 

antivirales específicos contra el VHC y VIH, ya que alcanza la sensibilidad de 

la clonación, aunque no informe sobre el ligamiento de las mutaciones. 

(Fishman y Branch 2009, Fonseca-Coronado et al. 2012). 
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1.8.3.1. Resistencia a los inhibidores de la proteasa  

El uso de los AAD implica la posibilidad de selección de variantes 

resistentes. La resistencia a antivirales es como resultado de cambios de 

aminoácidos que producen cambios conformacionales que interfieren con la 

interacción fármaco-diana. Normalmente, estas mutaciones suponen un coste 

biológico y los virus portadores de estas mutaciones se encuentran en menor 

número que los que poseen el “genotipo salvaje”; sin embargo, pueden ser 

seleccionados positivamente durante la terapia (Thompson et al. 2009). Es 

decir, teóricamente, todos los pacientes infectados el VHC disponen, antes del 

inicio de cualquier tratamiento,  de una población heterogénea de genomas que 

puede incluir variantes resistentes a inhibidores a diferentes niveles.  

Por ejemplo, la selección de resistencia a los IP lineales y macrocíclicos 

por sustituciones de aminoácidos está bien documentado in vitro e in vivo 

(Kieffer et al. 2010, Sarrazin y Zeuzem 2010). La mutación en la posición 

R155K de la proteasa NS3 confiere resistencia a ambos inhibidores lineales y 

macrocíclicos in vitro, aunque a niveles diferentes. Sobre la base de las 

diferentes estructuras de los IP (macrocíclicos y lineal), se puede esperar la 

selección de variantes con cambios en diferentes sitios fuera del sitio activo. 

Otro ejemplo, la mutación en la posición 168 ha demostrado ser importante 

para IP macrocíclicos, mientras que en las posiciones 36 o 54 son importantes 

para los inhibidores lineales (Kieffer et al. 2010).  

La selección de mutantes resistentes es rápida (durante las primeras 

semanas de la exposición a AAD), y específica de inhibidor, aunque el 

tratamiento concomitante con peg-IFN/RBV permite el control viral (Kieffer et 

al. 2007). Una de las principales preocupaciones de resistencia a los IP de 

primera generación es la resistencia cruzada. Las sustituciones en los residuos 

de R155 y A156 confieren alto nivel de resistencia tanto a BOC como a TPV, y 

resistencia cruzada a más inhibidores de la proteasa NS3/4A (Sarrazin y 

Zeuzem 2010; 2007, Susser et al. 2009). Las sustituciones en los residuos de 

V36 y T54 confieren bajo nivel de resistencia a BOC y TPV, y V170 y V55A 

sólo a BOC (Susser et al. 2009). Existe también alguna resistencia cruzada de 

las mutaciones en las posiciones 36, 54 y 170 con otros compuestos, mientras 

que los cambios en las posiciones 80, 155 y 168 están implicados en la 

resistencia a inhibidores macrocíclicos (Sarrazin et al. 2010, Bae et al. 2010, 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



76   INTRODUCCION 

Lim et al. 2011, Nijhuis et al. 2009). También podemos observar que la 

mutación V36M, confiere una resistencia baja a moderada a TPV, BOC, y 

Narlaprevir, y mayor a TPV en combinación con una mutación R155K o 

A156T (Sarrazin et al. 2007). La combinación de dos mutaciones de resistencia 

para el mismo inhibidor o de clase diferente, puede tener un potencial amplio 

de resistencia tanto a inhibidores lineales como  macrocíclicos (Sarrazin et al. 

2007). Las variantes resistentes seleccionadas han sido implicadas en la 

recidiva tardía tras el cese del tratamiento, y pueden disminuir o permanecer 

detectables en la población viral años después del fracaso del tratamiento 

(Zeuzem et al. 2008, Susser et al. 2008; 2010).  

La proteasa NS3/4 es polimórfica en sitios asociados con la resistencia, 

tanto entre los genotipos 1-6 del VHC, como entre algunos subtipos. Debido a 

esto podemos encontrar variaciones, por ejemplo en la posición V170, que 

están presentes en la mayoría de los aislados genotipo 1 del VHC, y que el 

polimorfismo en la posición D168 sea característico del genotipo 3 (López-

Labrador et al. 2008). Debido a que el desarrollo de los IP se ha basado 

principalmente en el genotipo 1 del VHC, subtipo 1b, su actividad antiviral con 

genotipos no-1b, puede no ser tan eficaz, aunque algunos inhibidores de la 

proteasa inhiben más de un genotipo del VHC (Bae et al. 2010, Lim et al.  

2012, Imhof y Simmonds 2011, Gottwein et al. 2011, Moreno et al. 2012). 

Estudios realizados en varios países han encontrado resistencia a AAD en 

pacientes no tratados previamente (prevalencia hasta el 5,5%), incluso dentro 

de genotipo 1 del VHC (Bartels et al. 2008, Kuntzen et al. 2008, Gaudieri et al. 

2009). Por lo tanto, los polimorfismos de origen natural “genotipo salvaje”; 

pueden modificar la respuesta al tratamiento por AAD. Las variantes 

preexistentes resistentes a BOC o TPV pueden afectar la respuesta virológica 

antes de iniciar el tratamiento y llevar al fracaso terapéutico (Hiraga et al. 

2011, Vermehren et al. 2012). Otra evidencia es la variación Q80K (presente 

aproximadamente en un 40% de los pacientes infectados con subtipo 1a, en los 

Estados Unidos y Europa), que confiere resistencia natural al Simeprevir, por 

lo que se recomienda secuenciar y si se detecta esta mutación antes del inicio 

del tratamiento, recomendar otras opciones terapéuticas (FDA 2014, EMA 

2014, EASL, AASLD 2014). 
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1.8.3.2. Resistencia a los inhibidores de la polimerasa 

Aunque el gen NS5B es menos variable que otras partes del genoma del 

VHC, el polimorfismo genético y la mutación también puede limitar la eficacia 

de inhibidores específicos de NS5B (Le Pogam et al. 2008, Gaudieri et al. 

2009, Beaulieu et al. 2009, Shi et al. 2008). El potencial de emergencia de 

resistencias está afectado por múltiples factores que incluyen si el inhibidor es 

alostérico o análogo de nucleósido. Los IAN  normalmente actúan en el sitio 

catalítico de la polimerasa NS5B. Se ha estudiado en un modelo de replicón las 

sustituciones que confieren resistencia a los IAN (S282T, S15G, R222Q, 

C223Y, C223H, L320I, V321I) (De Francesco et al. 2007, Thompson et al. 

2009, Lam et al. 2011), y se requiere una combinación de al menos tres 

cambios (por ejemplo: S15G/C223H/V321I) para conferir un alto nivel de 

resistencia (Sofia et al. 2012) Además, los IAN poseen una actividad antiviral 

pangenotípica y muestran una alta barrera genética para la aparición de la 

resistencia (McCown et al. 2008) y no se han observado, hasta el momento, 

mutaciones de resistencia en monoterapia (Le Pogam et al. 2010, Pawlotsky et 

al. 2012a) o en combinación con otros AAD (Gane et al. 2010, Le Pogam et al. 

2012, Najera et al. 2013), pero si con peg-IFN-α/RBV, aunque en muy pocos 

pacientes Además, la utilización de IAN en combinación con peg-IFN-α/RBV, 

se ha identificado mutaciones de resistencia en muy baja frecuencia (Tong et 

al. 2014a; 2014b, Gane et al. 2014b). Los IAN son por lo tanto los fármacos 

más prometedores debido al número limitado de mutaciones de resistencia 

descrito (Gelman y Glenn 2011), y por la baja frecuencia de virus resistentes 

que circulan en la población (Le Pogam et al. 2008, Sentandreu et al. 2010, 

Rong et al. 2010).   

En comparación con los IAN, los INN exhiben diferentes perfiles de 

resistencia en función del sitio de acción en la polimerasa NS5B. Al contrario 

que con los IAN las sustituciones asociadas con resistencia a INN son 

numerosas, y se encuentran principalmente en los cuatro sitios alostéricos A, B, 

C y D. Algunos cambios particulares pueden ser extremadamente importantes 

para la resistencia, por ejemplo la mutación en el codón M423V/I, aumenta 31 

veces la resistencia a la droga AG-02154 (Shi et al. 2008). También  las 

mutaciones secundarias pueden aumentar los perfiles de resistencia. Por 

ejemplo, cuando se combina algunas de las siguientes sustituciones T19P, 
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M71V, M423V ó A442T, con A338V se provoca un aumento de hasta 17 

veces la resistencia a tiopenos y dihidropironas (Howe et al. 2006). La 

sustitución C316N es frecuente en el VHC subtipo 1b (Le Pogam et al. 2008) y 

junto con Y448H, D559G ó Y555C pueden aumentar hasta 30 veces la 

resistencia a los benzofuranos. Las respuestas variables ante los diferentes INN 

puede deberse por tanto a polimorfismos naturales del virus que implica 

diferente susceptibilidad basal (Sun et al. 2011). 
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JUSTIFICACION 

 

 La infección crónica por el VHC sigue siendo un grave problema de 

salud pública a nivel mundial, afectando a 200 millones de personas (unas 

900.000 en España) y ocasionando unas 10.000 muertes al año. En España, 

además de ser la principal causa de hepatitis crónica, cirrosis y carcinoma 

hepatocelular, la infección es la indicación más frecuente de trasplante 

hepático.  

El tratamiento de la infección crónica basado sólo en peg-IFN-α/RBV 

tiene un éxito en el 40% de los pacientes y  está asociado a efectos secundarios 

a veces graves, que pueden llevar a la parada del tratamiento. La reinfección 

del injerto post-trasplante es universal, ocasionando una hepatitis más agresiva 

y más difícil de tratar con peg-IFN-α /RBV, con efectos adversos muy 

frecuentes. En pacientes con enfermedad avanzada o trasplantados, el acceso a 

los nuevos tratamientos con ADD es fundamental para mejorar su pronóstico y 

detener la progresión de la enfermedad. En España, para aquellos pacientes con 

infección por VHC genotipo 1, el tratamiento estándar incluye IP de primera 

(Telaprevir ó Boceprevir) ó de segunda generación (Simeprevir) con unas tasas 

de respuesta del 75-85%, aunque en los últimos años, se han desarrollado otros 

AAD (como el Sofosbuvir ó el Daclatasvir) que, en combinación, aumentan la 

tasa de éxito del tratamiento hasta el 95% incluso en ausencia de interferón. Sin 

embargo, aunque la tasa de curación con AAD es mayor, se ha observado una 

menor eficacia en ciertos pacientes, debido a mutaciones de resistencia del 

virus, bien por selección de mutaciones pre-existentes, ó bien por emergencia 

durante la administración AAD, Además, en pacientes trasplantados 

inmunodeprimidos, el VHC puede estar sometido a una menor presión 

selectiva, y presentar una variabilidad genética diferente en relación a pacientes 

inmunocompetentes. Por tanto es importante determinar la variación natural del 

genoma del VHC y su posible impacto en el tratamiento con nuevos AAD en 

estos grupos de pacientes, para prevenir potenciales fallos terapéuticos y 

optimizar los futuros regímenes terapéuticos, escogiendo los AAD más 

adecuados para cada caso. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general e hipótesis. 

El objetivo de esta tesis doctoral es analizar la variabilidad genética en 

el gen NS3 y NS5B del VHC (diana de AAD inhibidores de la 

proteasa y polimerasa viral) en distintos aislados naturales del subtipo 

1b obtenidos de pacientes con infección crónica, partiendo de la 

hipótesis de que ya se encuentran en circulación virus resistentes a 

estos nuevos fármacos. 

 

Objetivos específicos 

1. Poner a punto la secuenciación de la proteasa NS3 y la 

polimerasa NS5B del VHC en muestras clínicas de pacientes con 

hepatitis crónica C. 

 

2. Poner a punto el estudio de mutaciones minoritarias de 

resistencia a AAD mediante clonación y secuenciación, para 

detectar poblaciones de la “cuasiespecie” del virus indetectables 

mediante secuenciación directa y que podrían ser seleccionadas 

durante el tratamiento con AAD. 

 

3. Determinar la prevalencia de polimorfismos naturales  

relacionados con resistencia a AAD en la proteasa NS3 y de la 

polimerasa NS5B del VHC en aislados de pacientes infectados por 

el subtipo 1b del virus, a dos niveles: entre pacientes e 

intrapaciente. 

 

4. Evaluar la variabilidad genética natural de la proteasa y el grado 

de polimorfismo de la proteasa NS3 y de la polimerasa NS5B del 

VHC en posiciones asociadas a resistencia a AAD, en función del 

orígen geográfico de los aislados y de la presencia ó ausencia de 

inmunosupresión. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1 Muestras clínicas  

Las muestras utilizadas para esta tesis doctoral provienen de un estudio 

observacional prospectivo de modelo cohorte en dos centros hospitalarios, el 

Hospital Universitario La Fe (HLF) de Valencia y el Hospital Universitari 

Germans Trias i Pujol de Badalona (HUGTIP), realizado en pacientes con 

hepatitis crónica C candidatos a tratamiento antiviral para determinar la 

variabilidad genética y resistencias del VHC. Se incluyeron en el estudio 

pacientes mayores de edad diagnosticados de hepatitis crónica por VHC naïve 

o previamente tratados con Peg-IFN+RBV, y naïve a AAD. Los criterios de 

inclusión fueron: 1) Hepatitis crónica por el VHC (anti-VHC+ ARN-VHC+), 

incluida la hepatitis C recurrente post-trasplante hepático. Los Criterios de 

exclusión fueron: 1) Todos aquellos que no firmaron el consentimiento 

informado. 2) Todos aquellos que no cumplieron los criterios de  inclusión. 3) 

Coinfección con VHB. 4) Coinfección con VIH. Se recogieron 

sistemáticamente muestras de suero o plasma aprovechando las visitas de 

seguimiento de los pacientes, que permanecieron  congeladas a -70ºC hasta el 

momento de su envío al laboratorio en FISABIO-Salud Pública.  

 

3.2 Extracción de ARN viral y síntesis de ADNc  

El ARN total fue extraído de 500 μl de suero utilizando un método de 

partículas de sílice con un kit comercial (Nuclisens Magnetic Extraction 

Reagents miniMag, Biomérieux, Durham, Inglaterra) y eluyendo con tampón 

inorgánico en un volumen final de 50 μl, según el protocolo del fabricante 

(ANEXO I). El método de separación de ácido nucleico está basado en la 

química de Boom (Boom et al. 1990) que utiliza partículas magnéticas de 

sílice. Brevemente, bajo condiciones de alta salinidad, el ácido nucleico se 

unirá a las partículas de sílice. Estas partículas de sílice actúan como una fase 

sólida y los componentes que no sean ácido nucleico se eliminan mediante 

varios pasos de lavado.  

Finalmente, los ácidos nucleicos son eluídos de la fase sólida en 50 μl de 

tampón de elución (no detallada por el fabricante). Para obtener ADN 

complementario al ARN viral (ADNc), se realizó una retrotranscripción (RT) 
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de 15 ul del ARN extraído, usando la retrotranscriptasa SuperScript III 

(Invitrogen, Carslbad, EEUU), y hexámeros aleatorios como cebadores. La 

mezcla de la reacción de retrotranscripción en un volumen final de 60 μl fue la 

siguiente:  

 

-hexámeros 25-250 ng       (3 μl) 

-dNTPs 25mM        (1,2 μl) 

-tampón de reacción SuperSriptIII x5     (12 μl) 

(250 mM Tris-HCl, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) pH 8.3 a temperatura 

ambiente              

         -DTT 0,1M         (0,6 μl) 

- Inhibidor ARNasas (ARNsin Promega) 40U/μl    (1,5 μl) 

-SuperScriptIII 200U/μl                  (3 μl) 

-H2O                    (18,3 μl) 

-ARN                    (15μl) 

 

Las condiciones de temperatura para la síntesis de ADNc fueron las siguientes: 

-desnaturalización inicial 65ºC, 5 min. 

-pasar a hielo 10 min. 

-hibridación de cebadores 25ºC, 10 min.; 35ºC 10 min. 

-retrotranscripción: 50ºC 60 min. 

Posteriormente, se desnaturalizó la retrotranscriptasa (a 70ºC, durante 15 

min.) para impedir la interferencia en reacciones posteriores. Finalmente, se 

degrada el ARN original utilizando 1 ul  de ARNsa H de E.coli (10 U/ul) a 

37ºC, durante 20 min. 

 

3.3 Amplificación del gen de la proteasa NS3 del VHC  

La región NS3 del virus se amplificó a partir del ADNc, utilizando 

amplificación anidada, debido a la relativamente baja concentración de virus 

circulante en suero y al tamaño de la región de 1.893 pb.  

Los cebadores (Tabla 6) fueron diseñados específicamente para el 

genotipo 1 del VHC, utilizando un alineamiento de secuencias de ese genotipo 

obtenido de la base de datos de Los Alamos (http://hcv.lanl.gov/content/index). 

Algunos de los cebadores fueron diseñados con degeneraciones para una mayor 
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cobertura de amplificación en diversos aislados. La figura 30 muestra el 

esquema de la estrategia seguida para la amplificación y secuenciación del gen 

NS3/4A del VHC. 

 

Reacción 
Cebador 
(sentido) 

Secuencia (5´-3´) 

Primera amplificación 
-ns3-3243

-ns3a1 

GAGCCCGTCGTCTTCTC

VAGGACBCCGCCHACBA 

Segunda amplificación   
1º ronda 

-ns3g2

-ns3a2 

GCVGCRTGYGGDGACATCAT 

ACBCCGCCHACBAGCACCCA 

Segunda amplificación 
nested 3´ 

-ns3-5

-ns3a2 

ACGTACTCCACCTACGGCAA 

ACBCCGCCHACBAGCACCCA 

Segunda amplificación 
nested 5´ 

- ns3g2

- ns3-6 

GCVGCRTGYGGDGACATCAT 

AAGGTAGGGTCAAGGCTGAA 

Segunda amplificación 
Control interno 

-ns3-7

-ns3-8 

CATCCCAACATCGAGGAGGT 

TTGCAGTCTATCACCGAGTC 

 
Tabla 6. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificación de la proteasa NS3. 

 

 

 

Figura 30. Estrategia seguida para la amplificación del gen de  la proteasa NS3 del VHC. En 

la figura se representan esquemáticamente las PCR realizadas así como los cebadores 

empleados en cada una de ellas. La segunda PCR (anidada) son en realidad cuatro 

amplificaciones secundarias en paralelo. También se muestran los cebadores utilizados para 

la secuenciación del gen (ver más adelante). Esquema adaptado de Liang y Ghany 2013. 
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Para la primera amplificación en un volumen final de 50 μl se utilizaron: 

-tampón de reacción PhuHS HF x5 (7.5 mM MgCl2)   (10 μl) 

-dNTPs 2mM         (5 μl) 

-cebadores 10 uM:  

                            - NS3-3243 (directo)     (2,5 μl)  

                            - NS3a1 (reverso)     (2,5 μl) 

-H2O         (24,5μl) 

-polimerasa alta fidelidad (2U/μl)     (0,5 μl) 

- ADNc           (5 μl) 

 

La polimerasa termoestable de alta fidelidad de copia (Phusion™ Hot Start HF 

II, Finnzymes, Espoo, Finlandia) presenta capacidad correctiva de errores, con 

una tasa de error igual o menor de 1/9.000 nucleótidos, y una mayor 

procesividad para fragmentos largos. Las condiciones de reacción de la PCR 

fueron las siguientes: 

- desnaturalización del ADNc 2 minutos a 98ºC  

- 2 ciclos de 30 seg. a 98ºC, 30 seg. a 42ºC y 2 min. a 72ºC y 35 ciclos de 30 

seg. a 98ºC, 30 seg. a 55ºC y 4 min. a 72ºC seguidos por un paso de elongación 

final de 10 min. a 72ºC. 

Para la segunda amplificación, se realizaron cuatro amplificaciones 

secundarias en paralelo (a,b,c,d), utilizando en cada caso 1 μl de la primera 

amplificación como ADN molde: 

- (a) una segunda amplificación anidada del total del gen NS3 del VHC 

(cebadores: NS3g2 y  NS3a2) 

- dos amplificaciones semi-anidadas por separado: (b) de la porción 5’ 

(NS3g2 y NS3-6), ó (c) de la porción 3’ (cebadores NS3-5 y NS3a2). 

- (d) una amplificación de un fragmento interno corto de NS3 como 

control positivo de amplificación (cebadores NS3-7 y NS3-8).  

 

Para las segundas amplificaciones también se utilizó la enzima Phusion™ Hot 

Start II y las condiciones de reacción fueron las siguientes: 

- desnaturalización de 2 minutos a 98ºC  

- 35 ciclos de 30 seg. a 98ºC, 30 seg. a 70ºC y 4 min. a 72ºC seguidos por un 

paso de elongación final de 10 min. a 72ºC.  
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Tanto en la extracción de ARN, la síntesis de ADNc, amplificaciones primarias 

como en las secundarias, se incluyeron controles negativos durante todo el 

proceso (suero y agua).  

 

3.4 Amplificación del gen de la polimerasa NS5B del VHC 

La región NS5B del virus (1.773 pb) se amplificó a partir del mismo 

ADNc, utilizando también amplificación anidada. Los cebadores (Tabla 7) 

fueron diseñados específicamente para el genotipos 1 del VHC, aunque 

algunos cebadores fueron diseñados con degeneraciones en algunas posiciones, 

para aumentar la cobertura de amplificación en diversos aislados.  

 

Reacción 
Cebador 
(sentido) Secuencia (5´-3´) 

Primera 
amplificación 

-1b-7481-F1

-1b-9396-R1 

ATGCCCCCCCTYGAGGGRGARCCRGGGGA 

ATGGCCTAWTRWCCTGGAGTG 

Segunda 
amplificación 

1º ronda 

-1b-7527-F1

-11-9371a1 

CTCAGYGACGGGTCHTGGTCTACCGTGAG 

AYCGGTTGGGGAGSAGGTAGA 

Segunda 
amplificación 

nested 3´ 

-ns5ba1g- F

-11-9371a1 

TATGATACYCGCTGYTTYGACTC 

AYCGGTTGGGGAGSAGGTAGA 

Segunda 
amplificación 

nested 5´ 

-1b-7527-F1

-ns5ba2a-R 

CTCAGYGACGGGTCHTGGTCTACCGTGAG 

CTCKYAGGCTCGCCGCRTCCTC 

Segunda 
amplificación 

Control interno 

-ns5ba1g-F

-ns5ba2a-R 

TATGATACYCGCTGYTTYGACTC 

CTCKYAGGCTCGCCGCRTCCTC 

 

Tabla 7. Secuencia de los cebadores utilizados para la amplificación de la polimerasa NS5B. 

 

La figura 31 muestra el esquema  de la estrategia seguida para la 

amplificación y secuenciación del gen NS5B. También se incluyeron controles 

negativos durante todo el proceso (de suero y agua). Para la primera 

amplificación se utilizaron los cebadores 1b-7481-F1 y 1b-9396-R1, en las 

mismas condiciones de reacción como se describe en el apartado 3.3. Para la 

segunda amplificación, se realizaron cuatro amplificaciones secundarias en 

paralelo (a,b,c,d), utilizando en cada caso 1 μl de la primera amplificación 

como ADN molde: 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



88  MATERIAL Y METODOS 

(a) una segunda amplificación anidada del total del gen NS5B del VHC 

(cebadores 1b-7527-F1 y 11-9371a1) 

-  dos amplificaciones semi-anidadas por separado: (b) de la porción 5’ 

(cebadores 1b-7527-F1 y ns5ba2a), ó (c) de la porción 3’ (ns5ba1g- F y 

11-9371a1).  

- (d) una amplificación de un fragmento interno corto de NS5B como 

control positivo de amplificación (cebadores ns5ba1g- F y ns5ba2a- R). 

 

Para las segundas amplificaciones también se utilizó la enzima Phusion™ 

Hot Start II y las condiciones de reacción fueron las siguientes: 

- desnaturalización de 2 minutos a 98ºC  

- 35 ciclos de 30 seg. a 98ºC, 30 seg. a 60ºC y 2 min. a 72ºC seguidos por un 

paso de elongación final de 10 min. a 72ºC.  

La PCR secundaria (a) (segunda amplificación anidada del total del gen 

NS5B del VHC) da como resultado un fragmento de 1.773 pb, es decir, abarca 

todo el gen NS5B; con la semi-anidada de 5’ (b) o de 3’ (c) se obtienen dos 

fragmentos correspondientes a la región 5´ ó 3´ del gen NS5B, 

respectivamente. Con la amplificación del control interno (d) se obtiene un 

fragmento corto de 300 pb. 

 

Figura 31. Estrategia seguida para la amplificación del gen de  la polimerasa NS5B del 
VHC. En la figura se representan esquemáticamente las PCR realizadas así como los 
cebadores empleados en cada una de ellas. La segunda PCR (anidada) son en realidad cuatro 
amplificaciones secundarias en paralelo. También se muestran los cebadores utilizados para 
la secuenciación del gen (ver más adelante). Esquema adaptado de Liang y Ghany 2013. 
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3.5  Electroforesis en gel de agarosa  

Tras cada PCR, para comprobar la amplificación correcta de los 

fragmentos de interés y descartar la presencia de amplificaciones inespecíficas, 

se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en una solución 

tampón Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X (ANEXO II). Para ello se cargaron en el 

gel para cada muestra 5μl de producto de PCR más 2μl de tampón de carga  6x 

(ANEXO III) junto con un marcador de peso molecular (ADN Ladder Mix, 

Fermentas, Vilnius, Lituania), dejándose correr durante 35min a 120V. 

Posteriormente se tiñe el gel de agarosa en una solución de  GelRed™ (Nucleic 

Acid Gel Strain, 10,000X in H2O, Biotium, Hayward, California, EE.UU.) al 

0,3% durante 30 minutos, y se observa en un transiluminador de luz 

ultravioleta. 

 

3.6  Purificación de productos de PCR 

Los productos de las amplificaciones positivas fueron purificados 

mediante filtración en membrana con el kit PCR clean-up NucleoFast 96 PCR 

(Marcherey-Nagel, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante (ANEXO 

IV). Durante el proceso, las muestras provenientes de PCR son aplicadas a una 

membrana de ultrafiltración y mediante vacío los restos de cebadores, dNTPs y  

sales de la PCR son filtrados y desechados. Los productos de PCR ≥150 pb son 

retenidos por la membrana y recuperados tras la adición de agua o tampón con 

bajo contenido en sales después de una corta incubación a temperatura 

ambiente.  

 

3.7 Secuenciación de productos de PCR  

Los productos de PCR purificados (aproximadamente 40 ng) se 

secuenciaron mediante secuenciación cíclica Sanger con terminadores 

fluorescentes, utilizando el Kit comercial Big Dye Terminator V3.1 (Applied 

Biosystems, Foster City, EEUU)  y cebadores específicos en cada caso, 

incluyendo los mismos empleados para las amplificaciones secundarias (Tabla 

8 (a) y (b)).  Las condiciones de secuenciación fueron: desnaturalización de 1 

minuto a 95ºC y  99 ciclos de 30seg. a 95ºC, 5 seg. a 50ºC y 4 min. a 60ºC, 

utilizando 5μl de ADN y 5 picomoles de cebador. Las reacciones de 

secuenciación se enviaron al servicio de secuenciación de ADN de la 
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Universitat de València (http://scsie.uv.es/scsie-serv/sadn/index.htm), para 

procesarlas en un secuenciador automático ABI 3730xl Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) de electroforesis capilar (96 capilares).  

 

(a)    NS3 Cebador Secuencia (5´-3´) 

Secuenciación 
(sentido 
directo) 

-ns3g2 

-ns3g3 

-305g 

-ns3-5 

-ns3-7 

-1503g 

GCVGCRTGYGGDGACATCAT

GGYYTRCCYGTRTCYGCYCG 

YTRGTCACSAGRCAYGC 

ACGTACTCCACCTACGGCAA 

CATCCCAACATCGAGGAGGT 

GGVAGRCATCTYATYTTCTG 

Secuenciación 
(antisentido) 

-ns3a2 

-ns3a2alma 

-ns3a4 

-ns3a1 

-ns3-6 

-ns3-8 

-1503a 

ACBCCGCCHACBAGCACCCA

TGGACYGTBTWYCAYGG 

GCCGGSACYTTVGTGCT 

VAGGACBCCGCCHACBA 

AAGGTAGGGTCAAGGCTGAA 

TTGCAGTCTATCACCGAGTC 

CCBGTRAAGACRCYCTC 

 

 

 Tabla 8. Secuencia de los cebadores de secuenciación de la región (a) NS3 y (b) NS5B. 

 

(b)  NS5B Cebador Secuencia (5´-3´) 

Secuenciación 
(sentido directo) 

-ns5bg2 

-1b-7527-F1 

-1101g 

-1b-7947-F1 

-1b-8397-F1 

-ns5ba1g-F 

-830g 

-ns5g3 

CTCAGYGACGGGTCHTGGTC

CTCAGYGACGGGTCHTGGTCTACCGTGAG 

CCACATYMRCTCCGTGT 

TCCGTGTGGRAGRACYTGCTGGARGACA 

GGGCAGARCTGYGGHTAYCGCMGGTGCCGC 

TATGATACYCGCTGYTTYGACTC 

GYNTGCTGYTCRATGTC 

CCTCAGRAARCTTGGGGT 

Secuenciación 
(antisentido) 

-830a 

-ns5ba1a 

-nb1279a 

-1b-8878-R1 

-11-9371a-1 

-1b-9374-R1 

-1101a 

-ns5ba4 

GAGTCAAARCARCGGGTR

GTACCTRGTCATAGCCTCCGTGAA 

TKATRTTKCCYARCCAGG 

GAGAAGAARTGRGTCATCARWATCAT 

AYCGGTTGGGGAGSAGGTAGA 

TTAKCTCMMCGYTCAYCGRKYGGGGAG 

GATCACCACGAGATCGTC 

TGATAWATGTCTCCCCC 
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La secuenciación automática se basa en la utilización de una mezcla de 

nucleótidos y dideoxinucleótidos marcados con fluorescencia que se añaden a 

la síntesis enzimática de nuevo ADN a partir del ADN molde. Cada uno de los 

cuatro didesoxinucleótidos está marcado con un fluorocromo diferente, de 

modo que  cada vez que se incorpore un dideoxinucleótido a la cadena naciente 

se bloqueará la elongación, obteniéndose una población de fragmentos de ADN 

truncados de diferente longitud. Los productos de reacción se someten 

entonces a electroforesis capilar durante la cual se exitan los fluorocromos, se 

capta la luz emitida por cada uno de ellos y se traduce esa luz a señal 

electrónica, obteniéndose finalmente un gráfico (cromatograma) en el que cada 

uno de los cuatro nucleótidos está representado por picos de color diferente. 

Los diferentes cromatogramas obtenidos por el secuenciador automático son 

remitidos entonces a los investigadores para su análisis. Para evitar señales 

erróneas y ruido de fondo, previa a la electroforesis capilar, se deben eliminar 

los terminadores no incorporados durante la reacción de secuenciación. Esto se 

realizó en el servicio del SCIE, utilizando placas de filtación EDGBIO DTR 

V3 (Protocolo en ANEXO V). Las placas EDGBIO DTR V3 son placas con 

columnas de filtración (440 μl volumen) en una matriz estandarizada en gel 

completamente hidratado. Esta placa ofrece una óptima actuación para la 

eliminación de los terminadores no incorporados durante la reacción de 

secuenciación, dNTPs, sales y otros  materiales de bajo peso molecular de las 

reacciones de secuenciación. Estas columnas también eliminan cebadores de 

ADN y fragmentos de hasta 15 bases, tampones, etc. 

 

3.8 Análisis de secuencias de nucleótidos 

Las secuencias obtenidas (cromatogramas) fueron revisadas y 

ensambladas a través de varios procesos utilizando el paquete Staden v2.0, 

dedicado al trabajo con cromatogramas de secuencias de ADN, que consta de 

varios módulos. Los cromatogramas proporcionados por el servicio de 

secuenciación en formato (.abi) son pasados primero por el módulo Pregap, el 

cual realiza una evaluación automática de la calidad, y  conversión de los datos 

en formatos (.exp) y (.ztr). El módulo Pregap proporciona la flexibilidad para 

seleccionar, configurar y controlar el paso  de las lecturas, como así también 

ampliar el tamaño de las lecturas que pasaron la corrección de calidad. Las 
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lecturas que superan este módulo son analizadas entonces con el módulo de 

ensamblaje (Gap4), con el que se construye una base de datos Gap4 para cada 

muestra, utilizando una secuencia de referencia (aislado HPCJCG del VHC 

genotipo 1b (código D90208), extraída de la base de datos GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) Mediante este módulo las lecturas se 

revisan, editan y ensamblan hasta conseguir un solo contig para finalmente 

obtener la secuencia consenso del ensamblaje excluyendo la secuencia de 

referencia (sólo dominio de la proteasa NS3 y NS5B del VHC) para cada una 

de las muestras de los diferentes pacientes, en formato fasta. Aunque se 

obtuvieron secuencias del gen NS3/4A completo, para esta tesis doctoral sólo 

es relevante la secuencia del dominio de la proteasa. 

 

3.9 Determinación de la frecuencia de mutaciones de resistencia a nuevos 

antivirales  

3.9.1 Mutaciones de resistencia a inhibidores de la proteasa NS3 

Las secuencias consenso de nucleótidos de la proteasa obtenidas en 

formato fasta (543 pb) fueron alineadas con una secuencia de referencia 

usando el programa BioEditv7.1.3 (Hall 1999). Este programa contiene un 

editor y módulos de análisis sencillos de secuencias como el ClustalW v1.4, 

con el que se alinearon las secuencias (Thompson et al. 1994). Posteriormente  

se tradujeron a aminoácidos, para buscar polimorfismos relacionados con 

mutaciones descritas en la literatura causantes de resistencia a AAD 

inhibidores de la proteasa NS3 (IP). Como secuencia de referencia se utilizó la 

del aislado Con1 del VHC genotipo 1b (código AJ238799), extraída de la base 

de datos GenBank  (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) Se utilizó este aislado 

como referencia porque es el usado para construir el replicón empleado en el 

desarrollo de la mayoría de AAD. 

La frecuencia de mutaciones de resistencia se determinó utilizando el 

comando de análisis posicional de frecuencia de los aminoácidos del programa 

BioEditv7.1.3 (Hall 1999). 
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3.9.1.1 Modelización de mutaciones en la estructura  de NS3 

Para representar las mutaciones en la estructura tridimensional de la 

proteasa NS3 se utilizó el programa PyMol 1.1, un visor molecular para 

producir imágenes 3D y moléculas biológicas como proteínas, que permite la 

visualización de múltiples conformaciones de una misma molécula 

(http://pymol.sourceforge.net). Como estructura de trabajo se utilizó la del 

aislado BK del VHC genotipo 1b (código PDB 1CU1) extraída de la base de 

datos Protein Data Bank (www.ebi.ac.uk/pdbsum).     

 

3.9.2 Mutaciones de resistencia a inhibidores de la polimerasa NS5B 

Las secuencias consenso de nucleótidos del gen NS5B en formato fasta 

(1.773 pb) también fueron alineadas usando el programa BioEditv7.1.3 

mediante el módulo ClustalW v1.4 y se tradujeron a aminoácidos, en busca de 

mutaciones descritas en la bibliografía como causantes de resistencia a IAN e 

INN. Como secuencia de referencia en este caso se utilizó la del aislado Con1 

del VHC genotipo 1b, descrita anteriormente. 

La frecuencia de mutaciones de resistencia se determinó utilizando el 

comando de análisis posicional de frecuencia de los  aminoácidos del programa 

BioEditv7.1.3 (Hall 1999).  

 
3.9.2.1 Modelización de mutaciones en la estructura de NS5B 

Para representar las mutaciones en la estructura tridimensional de la 

polimerasa NS5B también se utilizó el programa PyMol 1.1. Como estructura 

de trabajo se utilizó en este caso la del aislado Con1 del VHC genotipo 1b 

(código PDB 3FQL), extraída de la base de datos Protein Data Bank 

(www.ebi.ac.uk/pdbsum).     

 

3.9.3 Análisis de codones en la región NS3 y NS5B 

Se programó un algoritmo en el lenguaje Perl  para el análisis de codones 

en las posiciones de la proteasa NS3 y polimerasa NS5B del VHC asociadas a 

mutaciones descritas en la bibliografía como causantes de resistencia a AAD. 

Este análisis permite analizar y observar cuantas sustituciones de nucleótido 

han ocurrido en cada codón de interés y el tipo de cambio (Figura 32). El 

algoritmo fue ejecutado en el sistema operativo Windows, utilizando el 
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intérprete de comandos Active Perl V5.16.3 (Wall et al. 2013). Se analizaron 

las secuencias obtenidas de las regiones NS3 (proteasa) y NS5B de los 60 

pacientes incluidos en esta tesis doctoral.  

 

 

 

Figura 32. Definición de transición y transversión nucleotídica. La barrera genética a la 

resistencia aumenta con el tipo y número de polimorfismos de un sólo nucleótido, una 

transición puede conferir una baja barrera genética, en cambio dos transversiones confieren 

una alta barrera genética. Adaptado de Wyles y Gutierrez 2014. 

 

 

3.10 Determinación de mutaciones minoritarias en la “cuasiespecie” 

Con la técnica de clonación, podemos tener información sobre la 

heterogeneidad genética de la “cuasiespecie” circulante en cada paciente, 

mediante el estudio a dos niveles: el número de variantes (complejidad, número 

de haplotipos) presente en la población viral del paciente, y lo diferente que 

son entre ellas (diversidad genética). Aproximadamente 30 clones moleculares 

o variantes virales por paciente/región son suficientes para evaluar las 

“cuasiespecies” virales presentes en un compartimiento (Torres-Puente et al. 

2003). Se pretendió poner a punto esta técnica, para detectar variantes 

minoritarias de resistencia a AAD. 
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3.10.1 Clonación de productos de PCR 

El producto de PCR purificado de las regiones NS3 (proteasa) y NS5B de 

10 pacientes (5 pacientes inmunocompetentes y 5 pacientes inmunodeprimidos 

por trasplante hepático), se utilizó para generar clones mediante ligación con el 

vector fagémido pBluescript SK(+) (Morris et al. 1986), linearizado en el sitio 

de clonaje múltiple (SCM) mediante digestión con EcoRV (Figura 33). Las 

ligaciones con los productos de PCR se realizaron con ADN ligasa del fago T4 

y se usaron para la transformación por electroporación de E.coli electro-

competentes comerciales (ElectroMax DH5α cells, Invitrogen). Las células 

trasformadas se pasaron inmediatamente a 1 ml de medio de cultivo SOC 

(Anexo VI) y tras 1 hr. de incubación a 37ºC en agitación (expresión 

fenotípica), se sembraron en placas de medio LB+ampicilina+X-gal+IPTG 

(Anexo VII). 

 

3.10.2  PCR de colonia 

Se determinó la presencia del inserto en las bacterias que han incorporado y 

mantenido de forma estable plásmidos recombinantes (trunca el gen de la 

 

 

Figura 33. Esquema del vector fagémido pBluescript SK(+). En la figura aparecen indicados: 

el origen de replicación (pUC ori), el promotor y gen que confiere a la bacteria resistencia a 

la ampicilina (ampicillina), el origen de replicación del bacteriófago  filamentoso f1 (f1_ ori), 

el promotor del gen lac (lac), el gen lacZ que codifica para la -Galactosidasa (lacZ), el SCM 

y el sitio de corte de EcoRV. Esquema realizado con el programa BVTech Plasmid V5.1. 
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-galactosidasa en el plásmido, dando lugar a colonias de color blanco en 

placas LB-Xgal-IPTG). Mediante PCR se amplificó el inserto con los 

cebadores del plásmido SK y KS, que flanquean el SCM. La mezcla de la 

reacción, en un volumen final de 100 μl, fue la siguiente:  

-Tampón de reacción x10 (Biotools) (75 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 20 mM (NH4) 

SO4, 2 mM MgCl2) pH 9       (10 μl) 

- dNTPs 25mM         (0,4 μl) 

- cebadores 10 uM: 

                         - KS (directo)            (2μl) 

                          - SK (reverso)          (2μl) 

-Taq ADN polimerasa (Biotools) 1U/μl        (2μl) 

- H2O                     (83,6 μl) 

A la mezcla de reacción de PCR se le inoculó una colonia blanca, 

utilizando palillos estériles para cada colonia inoculada, y luego se procedió a 

la amplificación por PCR según las siguientes condiciones: 

- lisis y desnaturalización de 5 minutos a 95ºC  

- 35 ciclos de 30 seg. a 95ºC, 30 seg. a 55ºC y 4 min. a 72ºC seguidos por un 

paso de elongación final de 2 min. a 72ºC.  

Seguidamente se comprobó que el tamaño del producto de amplificación 

obtenido correspondía a la región clonada de la proteasa NS3 del VHC (1.438 

pb), ó de la polimerasa NS5B (1.836 pb), mediante una electroforesis en gel de 

agarosa al 0,8% como se detalló en el apartado 3.4.1. Luego se purificaron sólo 

aquellos productos de PCR que correspondian al tamaño esperado de 1.509 y 

1.907 pb para NS3 ó NS5B, respectivamente, mediante el método explicado 

anteriormente en el apartado 3.4.2.  

 

3.10.3 Secuenciación de clones moleculares 

Los productos de PCR purificados de colonias se secuenciaron utilizando 

secuenciación cíclica Sanger con terminadores fluorescentes con el kit 

comercial Big Dye Terminator V3.1 (Applied Biosystems, Foster City, 

EEUU), incluyendo los mismos cebadores específicos empleados para 

secuenciar las amplificaciones secundarias (Tabla VIII (a) y (b) apartado 3.7), 
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además de los cebadores SK y KS del plásmido (Tabla 9). Las condiciones de 

secuenciación fueron las mismas explicadas anteriormente en el aparado 3.7. 

 

Reacción 
Cebador 
(sentido) 

Secuencia (5´-3´) 

Secuenciación 
(Plásmido) 

-SK 

-KS 

CGCTCTAGAACTAGTGGATC 

TCGAGGTCGACGGTATCG 

 

Tabla 9. Secuencia de los cebadores SK y KS utilizados para la secuenciación de las PCR de 

colonia. 

 

3.10.4 Detección de mutaciones minoritarias de resistencia a inhibidores 

de la proteasa NS3 y de de la polimerasa NS5B. 

Las secuencias obtenidas (cromatogramas) para cada clon fueron 

revisadas y ensambladas utilizando el paquete Staden (v2.0), como en el 

apartado 3.5.2. Las secuencias consenso de nucleótidos de NS3 ó de NS5B 

obtenidas en formato fasta de cada clon de cada paciente, fueron alineadas 

junto con la secuencia directa (consenso) del VHC del paciente, usando el 

programa BioEditv7.1.3 mediante ClustalW v1.4, como en el apartado 3.6.1. 

Las secuencias de aminoácidos se alinearon en busca de polimorfismos 

relacionados con mutaciones conocidas descritas en la literatura como 

causantes de resistencia a los nuevos antivirales inhibidores de la proteasa NS3 

(IP), ó a los inhibidores análogos de nucleótidos (IAN) ó no nucleosídicos 

(INN) de la polimerasa NS5B. La frecuencia de mutaciones de resistencia 

dentro de la población de cada paciente se determinó utilizando  el análisis 

posicional de frecuencias de aminoácidos del programa BioEditv7.1.3. Como 

secuencia de referencia se utilizó la del aislado Con1 del VHC genotipo 1b, 

extraída de la base de datos GenBank (código AJ238799) 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

 

3.10.5 Análisis de codones en clones moleculares de las regiones NS3 y 

NS5B 

Se analizaron los codones de las secuencias de los clones moleculares 

pertenecientes a los individuos seleccionados para cada una de las regiones 

NS3 (proteasa) y NS5B, mediante la metodología descrita en el apartado 3.9.3. 
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3.11 Análisis de la heterogeneidad genética y polimorfismo  

Para el análisis de la heterogeneidad genética y polimorfismos de los 

aislados virales, se utilizó el software DnaSPv5 (Librado y Rozas 2009),  que 

calcula diferentes estimadores de la variabilidad genética del VHC, según 

trabajos previos (Jiménez-Hernández 2005). Los estimadores calculados para 

los virus en cada paciente fueron 

k: diferencia nucleotídica.  

S: número de posiciones polimórficas o segregantes. Una posición 

polimórfica se define como aquella en que las diferentes secuencias del 

alineamiento presentan al menos dos nucleótidos diferentes. 

θ: variación genética por nucleótido. 

Eta: número total de mutaciones. 

nHap: número de haplotipos presente en la muestra. Un haplotipo es una 

secuencia nucleotídica diferente al resto. 

Hd: diversidad de haplotipos en la muetra. 

π: diversidad nucleotídica corregida para múltiples sustituciones 

mediante el método Jukes-Cantor. La diversidad nucleotídica es la 

probabilidad de que al coger dos secuencias al azar difieran en una posición 

determinada. 

 

Análisis de Neutralidad. Se realizaron también la prueba de Tajima 

(1989), la prueba Fu y Li (1993), y la prueba de Fu (1997), para contrastar la 

neutralidad (hipótesis neutra) a partir de un conjunto de secuencias. Bajo la 

teoría neutral de la evolución todas las mutaciones en una región de ADN son 

selectivamente neutras, y el mantenimiento del polimorfismo en las 

poblaciones se debe principalmente a la acción de la deriva genética y la 

fijación al azar de esas mutaciones neutras o ligeramente deletéreas.  

Prueba de Tajima (1989): la cantidad esperada de variación genética por 

nucleótido es θ= 2Neμ, donde Ne es el tamaño poblacional efectivo y μ la tasa 

de mutación. θ puede ser estimado a partir de dos parámetros π y S. En 

condiciones de neutralidad las estimas de S y π dan la misma estima de θ, y por 

tanto la diferencia entre π y S no es significativamente distinta de 0. La 

presencia de selección natural afecta a ambos parámetros de forma diferente, 
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ya que π evalúa la frecuencia de alelos mutantes mientras que S examina el 

número de sitios polimórficos, y obtendremos distintos valores de θ, por tal 

motivo Tajima (1989) propone la diferencia (D) entre las estimas de θ dadas 

por π y S, prueba que servirá para detectar desviaciones de neutralidad de las 

mutaciones (D= 0 bajo neutralidad). Si nos fijamos en el espectro de 

frecuencias de polimorfismos (la frecuencia de alelos en cada sitio polimórfico) 

podemos obtener más información de D, concretamente los cambios debidos a 

la selección. El número de mutantes deletéreos se mantiene en la población a 

bajas frecuencias (por acción de la selección purificadora). Debido a que S 

ignora la frecuencia de mutantes, este parámetro está fuertemente afectado por 

la existencia de mutaciones deletéreas. No ocurre lo mismo para el parámetro π 

que sí considera la frecuencia de mutantes. Por tanto, si la población presenta 

mutaciones deletéreas, la estima de θ basada en S, será mayor que la basada en 

π, y la diferencia entre ambos parámetros será significativamente menor que 0. 

Fenómenos como el arrastre selectivo ó la selección de fondo, conducen a un 

exceso de polimorfismos que segregan a bajas frecuencias, lo que disminuyen 

el valor de π con respecto al de S, obteniendo también valores de D 

significativamente menores que 0. No obstante, en el caso de selección 

estabilizadora los mutantes se mantienen en la población a frecuencias 

intermedias, aumentando en este caso el valor de π y dando lugar a valores D 

significativamente mayores que 0. 

Por otra parte el cambio en el tamaño de la población también afecta a 

ambos parámetros. Cuando el tamaño poblacional decrece, π disminuye más 

rápidamente que S (D < 0). Por el contrario cuando el tamaño poblacional 

aumenta, π aumenta más rápidamente que S (D > 0).  

Con el modelo de Tajima podemos determinar ciertas tendencias en la 

población, aunque sea una forma muy general de calcular cualquier desviación 

del modelo neutral, entonces cuando D tiende a ser significativamente menor 

que 0, ó bien indica que la selección purificadora, arrastre selectivo ó selección 

de fondo están actuando, ó bien indica que se ha producido un aumento en el 

tamaño de la población. Por el contrario si D es significativamente mayor que 

0, indica que ó bien está actuando la selección estabilizadora ó que el tamaño 

de la población ha disminuido. 
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Prueba de Fu y Li (1993): Estas pruebas hacen estimas de θ a partir del 

número de mutaciones en las ramas internas y externas de una genealogía 

utilizando una estructura muy similar a la prueba de Tajima. El número de 

mutaciones de las ramas externas se estima a partir de los polimorfismos 

únicos. 

El cálculo de θ está basado en el número de mutaciones que aparecen una 

sola vez entre las secuencias ó polimorfismos de frecuencia única: estadístico 

D*, ó entre el número de mutaciones que aparecen una sola vez: estadístico F*.  

Al igual que la prueba de Tajima valores iguales a 0 indican neutralidad, 

valores significativamente menores que 0 indican selección direccional (exceso 

de polimorfismos de frecuencia única) ó aumento del tamaño poblacional, 

valores significativamente mayores que 0 indican la presencia de selección 

estabilizadora (exceso de polimorfismos a frecuencias intermedias) ó una 

disminución del tamaño de la población. 

La prueba de Fu (1997): evalúa la probabilidad de tener k alelos en una 

muestra de n secuencias dado θ. Fs tiende a ser negativo cuando se da arrastre 

selectivo (proceso mediante el cual una posición se encuentra ligada a otra que 

ha sido fijada por selección en la población) ó crecimiento poblacional. Según 

Fu la prueba de la Fs es muy potente, detectando crecimiento poblacional y 

arrastre selectivo, mientras que D* y F* lo son detectando selección de fondo. 

 

Análisis de selección. Además, se ha calculado la razón entre la tasa de 

sustitución no sinónima/tasa de sustitución sinónima: dN/dS, donde dS o Ks o 

α: número  de sustituciones sinónimas por posición sinónima, y dN o Ka o β: 

número de sustituciones no sinónimas por posición no sinónima. Hablamos de 

sustitución sinónima cuando el cambio de un nt por otro no comporta cambio 

aa, debido a la degeneración del código genético. Hablamos de sustitución no 

sinónima cuando el cambio de nt implica que el codón codifique para otro aa. 

Esta relación puede indicar el grado de selección natural. Así, dN/dS >1 indica 

selección positiva mientras que valores menores a 1 indican presión de 

selección negativa ó purificadora. Se llevaron a cabo estos cálculos según 

descritos en Jiménez-Hernández (2005) mediante un método de distancia (Nei-

Gojobori) utilizando la corrección de Jukes Cantor (Nei y Kumar 2000). Las 

distancias genéticas (diversidad) fue calculada con el modelo de dos 
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parámetros de Kimura, modificado con distribución gamma (Kimura 1983). La 

frecuencia de sustituciones y la distancia genética media fue calculada a nivel 

nucleotídico, utilizando el programa MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011). 

 

Análisis de la varianza molecular. También se estudió la estructura 

genética de las poblaciones virales por medio del análisis de la varianza 

molecular (AMOVA) implementado en el software Arlequin V3.5 (Schneider 

et al. 2000), para describir la partición de la variación genética entre y dentro 

de los aislados de distintos grupos de pacientes, así como la estimación de la 

distancia entre haplotipos y sus frecuencias (Excoffier et al. 1992).   

El software Arlequin V3.5 (Schneider et al. 2000), es un paquete de 

programas para genética de poblaciones. Calcula los índices estándar de 

diversidad genética y varias medidas de distancia. El enfoque de AMOVA 

utilizado en Arlequin V3.5 está esencialmente basado en el análisis de varianza 

de las frecuencias génicas, y para ciertos tipos de datos también puede tener en 

cuenta el número de mutaciones entre los haplotipos moleculares (Schneider et 

al. 2000, Excoffier et al. 1992). Para los datos de haplotipos, Arlequin estima 

Φ utilizando información tanto el contenido y la frecuencia alélica de los 

haplotipos (Excoffier et al. 1992), y para los datos genotípicos, AMOVA 

realiza estimas de los componentes de la varianza y se basa en phi-statistics (F) 

(Excoffier et al. 1992; Excoffier 2001). La importancia de los componentes de 

covarianza asociada con los diferentes niveles posibles de estructura genética 

(entre los individuos, entre las poblaciones, entre los grupos) se prueba 

utilizando procedimientos de permutación no paramétricas (Excoffier et al. 

1992).  

  

3.11.1 Heterogeneidad genética entre aislados (inter- individuo). 

El cálculo de estos parámetros (detallado en el apartado 3.11) se realizó a 

partir del alineamiento múltiple con las secuencias nucleotídicas obtenidas de 

los 60 aislados diferentes, y para cada una de las regiones NS3 (proteasa) y 

NS5B por separado.  

Se realizó AMOVA utilizando todas las secuencias de los pacientes a la 

vez, pero estableciendo dos tipos de estructura genética para ser contrastadas, 

mediante la asignación de diferentes grupos y estableciendo dos niveles de 
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jerarquía: dentro de pacientes y entre pacientes, primero tomando como 

población a los pacientes inmunocompetentes y pacientes inmunodeprimidos 

por trasplante hepático, y luego pacientes de Valencia y pacientes de Badalona. 

El análisis se realizó para ambas regiones estudiadas en esta tesis doctoral. 

 

 3.11.2 Heterogeneidad genética de la “cuasiespecie” (intra- individuo) 

El cálculo de estos parámetros intrapoblacionales (detallado en el 

apartado 3.11) se realizó a partir del alineamiento múltiple con las secuencias 

nucleotídicas obtenidas de los clones moleculares pertenecientes a los 

individuos seleccionados, y para cada individuo por separado, con las 

secuencias nucleotídicas de los diferentes clones secuenciados para cada una de 

las dos regiones analizadas NS3 (proteasa) y NS5B. Además se midió la 

complejidad de la “cuasiespecie” en las regiones estudiadas (proteasa NS3 y 

NS5B) mediante el cálculo de la Entropía de Shannon (S) y la entropía de 

Shannon normalizada (Sn) a nivel nucleotídico (Shannon y Weaver 1949). Este 

parámetro indica la cantidad de variantes virales identificadas en una muestra y 

toma valores en un rango entre 0 (cuando todas las secuencias son iguales) y 1 

(cuando todas las secuencias son diferentes entre sí). Según la fórmula: S= -Σi 

[(pi × ln pi)] y Sn = S / ln N  donde pi es la frecuencia de cada secuencia en la 

distribución de mutantes y N es el número total de secuencias que se comparan 

(Wolinsky et al. 1996).  

Se realizó el análisis de AMOVA, a nivel intrapoblacional, utilizando 

todas las secuencias de los clones moleculares pertenecientes a los individuos 

seleccionados a la vez, y estableciendo dos niveles de jerarquía dentro de 

paciente y entre paciente (pacientes inmunocompetentes y pacientes 

inmunodeprimidos por trasplante hepático). Estos análisis fueron llevados a 

cabo tanto para la región NS3 (proteasa) como para la región NS5B por 

separado. La búsqueda de haplotipos compartidos fue llevada a cabo con el 

mismo programa, mediante el cálculo de distancias emparejadas. Se realizó la 

búsqueda entre todos los individuos de un mismo grupo, y entre todos los 

individuos de ambos grupos (pacientes inmunocompetentes vs. pacientes 

inmunodeprimidos por trasplante hepático y pacientes de Valencia vs. 

pacientes de Badalona).  
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3.12 Análisis de selección posición a posición 

3.12.1 Entre individuos 

Para identificar posiciones aminoacídicas individuales sujetas a selección 

positiva ó negativa en las regiones NS3 (proteasa) y NS5B del VHC, se empleó 

la aproximación  FEL (Fixed Effects Likelihood) implementada en el servidor 

Datamonkey (Delport et al. 2010a; 2010b, Kosakovsky y Frost 2005). Este 

método analiza los codones bajo selección positiva ó negativa a lo largo de las 

ramas de la filogenia, estimando la relación dN/dS (también conocido como 

Ka/Ks o ω) para cada codón. Se utilizó el modelo de sustitución General Time 

Reversible Model (REV) para sitios seleccionados positiva y negativamente 

con nivel de significación (p = 0,1), basado en el árbol obtenido por Neighbor 

Joining. Se consideró que un codón se encontraba bajo selección significativa 

cuando p≤ 0,1. 

3.12.2 Intra individuos 

Por otro lado, para identificar sitios individuales con evidencia de 

diversificación de selección episódica en la región NS3 (proteasa) y NS5B del 

VHC en las secuencias de clones de cada paciente incluidos en este estudio, se 

empleó el modelo evolutivo de efectos mixtos “MEME” (Mixed Effects Model 

of Evolution) implementado en el servidor Datamonkey (Delport et al. 2010a; 

2010b, Kosakovsky y Frost 2005). Este método también analiza los sitios bajo 

selección a lo largo de las ramas de la filogenia, pero además MEME es capaz 

de identificar los casos de selección positiva tanto episódica como generalizada 

a nivel de un sitio individual (Murrell et al. 2012). La selección positiva puede 

ser inferida siempre que la relación estimada dN/dS entre las tasas de 

sustitución no sinónimas dN (también conocida como Ka o β) y sinónimas dS 

(también conocida como Ks o α) supere significativamente uno (Delport et al. 

2009, Anisimova y Kosiol 2009).  

El resultado proporcionado por servidor Datamonkey consta de una tabla 

con las tasas de sustitución sinónimas (α) y no sinónimas (β) en cada posición 

de un grupo de secuencias alineadas. Para el análisis se utilizó el modelo de 

sustitución General Reversible Model (REV), sitios bajo diversificación de 

selección episódica con nivel de significación (p = 0,1), basado en Neighbor 

Joining Tree, y se consideró que un codón ó sitio se encontraba bajo selección 

episódica significativa, cuando p≤ 0,1. 
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3.13 Análisis filogenético 

Las secuencias consenso de nucleótidos en formato fasta, fueron 

alineadas con secuencias de referencia representativas de todos los 

genotipos/subtipos confirmados hasta el momento (Smith et al. 2013) con el 

interfaz SSEv1.1 (Simmonds 2012), usando Muscle v3.8.31 (Edgar 2004) y 

refinando el alineamiento manualmente. El interfaz SSEv1.1 (editor de 

secuencias simples) posee una serie de programas bioinformáticos integrados, 

donde las secuencias pueden ser alineadas, anotadas, clasificadas en grupos y 

analizadas directamente. SSEv1.1 tiene un editor de secuencias para la creación 

de alineamientos de secuencias, mediante un proceso asistido por la integración 

de los programas Clustal y Muscle y la eliminación automatizada de indels. 

Los resultados se pueden dirigir a los archivos de datos tabulados para su 

exportación a la hoja de cálculo ó programas de base de datos para su posterior 

análisis. Las secuencias de referencia representativas de todos los 

genotipos/subtipos confirmados hasta el momento (Smith et al. 2013) fueron 

proporcionadas amablemente por el Doctor Peter Simmonds, The Roslin 

Institute, University of Edinburgh, Reino Unido, y se detallan en Anexo VIII. 

 

3.13.1 Filogenia inter individuo 

Como las secuencias de referencia corresponden a genomas completos y 

las secuencias de las amplificaciones obtenidas en esta tesis son más cortas, las 

secuencias de referencia se recortan de manera que todas (referencia y aislados 

estudiados) sean de la misma longitud de nucleótidos en el alineamiento, tanto 

para la región NS3 como para la región NS5B. 

Se generaron ficheros de alineamiento de las secuencias obtenidas de las 

regiones NS3 y NS5B, de los 60 pacientes incluidos en esta tesis, junto a las 

secuencias de referencia, y éstos se convirtieron mediante Phylemon 2.0 

(Sanchez et al. 2011) (http://phylemon.bioinfo.cipf.es) de formato fasta a 

formato PHYLIP. La construcción de árboles filogenéticos se realiza por 

inferencia estadística, para ello se requiere de un modelo de evolución 

molecular de secuencias con el fin de compensar ó corregir las sustituciones no 

observadas en las secuencias de estudio pero que pueden haber tenido lugar a 

lo largo de la filogenia, es decir requiere de un modelo de sustitución de 

residuos (nt ó aa). Los modelos de sustitución nucleotídica, ó modelos 
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evolutivos, describen la tasa de cambio de un nt a otro y dado que influye sobre 

los resultados del análisis filogenético, se debe usar el modelo adecuado. Para 

inferir un árbol filogenético, hay que buscar el modelo de sustitución que mejor 

se ajuste a nuestros alineamientos de secuencias de estudio. Para ello 

utilizamos el software jModeltest mediante Phylemon 2.0 (Sanchez et al. 2011) 

(http://phylemon.bioinfo.cipf.es), que evalúa el ajuste de los datos a los 

diferentes modelos mediante pruebas estadísticas, eligiendo el modelo que 

maximice la verosimilitud. Para la inferencia filogenética también se utilizó el 

criterio de máxima verosimilitud, basado en el uso de un valor determinado 

(log-likelihood) que evalúa topologías alternativas del árbol filogenético con el 

fin de encontrar aquella que maximiza este valor. Este método se define por 

matrices  de sustitución que contienen las tasas relativas de ocurrencia de todos 

los tipos posibles de sustituciones, y nos permite la inferencia de árboles 

filogenéticos usando modelos evolutivos complejos, estimando los valores de 

los parámetros del modelo que den el valor más alto de probabilidad. Existen 

diversos modelos evolutivos que se distinguen por su grado de 

parametrización, y pueden incluir tres tipos principales de parámetros: 1) 

parámetros de frecuencia, 2) parámetros de tasa de sustitución, y 3) parámetros 

de las tasas de variación entre posiciones. El modelo evolutivo utilizado para la 

construcción de los árboles filogenéticos en este estudio fue el de los 

parámetros de las tasas de variación entre posiciones, ya que estos incrementan 

el ajuste entre los modelos y datos, empleando en conjunción los de frecuencia 

y tasa. Utiliza la distribución gamma (G) para modelar la heterogeneidad de las 

tasas de sustitución entre diferentes posiciones de un alineamiento, y el 

parámetro alfa (α) que controla la forma de la distribución gamma. 

Elegido el modelo GTR (general time reversible) de sustitución de 

nucleótidos, una aproximación de la tasa de heterogeneidad de la distribución 

gamma (+G) bajo el criterio de máxima verosimilitud, y soporte de bootstrap 

por rama de 1.000 réplicas se procedió a reconstruir el árbol filogenético 

mediante el software RAxMLv7.2.6 (Randomized Axelerated Maximum 

Likelihood) (Stamatakis 2006, Stamatakis et al. 2008), que es un programa para 

la inferencia secuencial y paralela bajo el criterio de máxima verosimilitud 

(Felsenstein 1981) sobre la base de grandes árboles filogenéticos, con un coste 

computacional aceptable. Posteriormente los árboles fueron editados con el 
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software MEGA5.2 (Tamura et al. 2011) utilizando la herramienta Tree 

Explorer, y con el software FigTreev1.4.0 (2006-2012, Andrew Rambaut, 

Institute of Evolutionary Biology, University of Edinburgh 

http://tree.bio.ed.ac.uk/). 

 

3.13.2 Filogenia intra individuo  

Las secuencias consenso de nucleótidos en formato fasta, de la región 

NS3 y NS5B de los clones moleculares de los 10 pacientes seleccionados para 

este subanálisis fueron alineadas con secuencias de referencia representativas 

de todos los genotipos/subtipos confirmados hasta el momento con el interfaz 

SSEv1 (Simmonds 2012), usando Musclev3.8.31 (Edgar 2004) como se ha 

descrito anteriormente en el apartado 3.12. 

Tras la conversión de los alineamienos en formato fasta a formato 

PHYLIP mediante Phylemon 2.0 (Sanchez et al. 2011) 

(http://phylemon.bioinfo.cipf.es), se generaron árboles filogenéticos de la 

región NS3 y NS5B  bajo el criterio de máxima verosimilitud con el programa 

RAxMLv7.2.6 (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (Stamatakis 

2006, Stamatakis et al. 2008) con el modelo GTR (General Time-Reversible) 

de sustitución de nucleótidos, una aproximación de la tasa de heterogeneidad 

de la distribución gamma y el soporte de bootstrap por rama  de 1.000 réplicas. 

Los árboles fueron editados como se describió en el apartado 3.12. 

 

3.14 Análisis de coevolución intramolecular e intermolecular 

Las mutaciones de resistencia que se detectan en una proteína pueden ir 

acompañadas de otras mutaciones compensatorias, por tal motivo es importante 

analizar si en la proteasa NS3 y la polimerasa NS5B se observa mutaciones o 

polimorfismos compensatorios que podrían contribuir a la resistencia a AAD. 

También es importante evaluar la posible existencia de una correlación entre 

mutaciones observadas en una proteína (proteasa NS3) y otra (polimerasa 

NS5B) en una secuencia determinada, es decir, si una mutación de resistencia 

en una proteína siempre va acompañada de otra mutación en la otra proteína, 

de cara a valorar futuros tratamientos combinados. 

Para el análisis de coevolución intramolecular entre los sitios de 

aminoácidos que pertenecen a la misma proteína (en este caso por un lado la 
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proteína NS3 y por otro lado la proteína NS5B) y para el análisis de ambas 

proteínas como que interactúan funcionalmente ó físicamente (coevolución 

intermolecular) se ha utilizado el software CAPS versión 1 (Farés y Travers 

2006). CAPS compara la variación correlacionada de las tasas de evolución en 

dos sitios corregidas por el tiempo transcurrido desde la divergencia de la 

secuencia de la proteína a la que pertenece. Las sustituciones ó conservación en 

dos sitios independientes no pueden compararse directamente, debido a su 

diferencia de composición de aminoácidos. Sin embargo, CAPS compara las 

probabilidades de transición entre dos secuencias en estos sitios en particular, 

mediante el uso de bloques de matrices de sustitución (BLOSUM; Henikoff y 

Henikoff 1992). Para cada alineamiento de proteínas se aplica la 

correspondiente matriz BLOSUM en función del promedio de identidad de 

secuencia. CAPS incluye además la detección de correlación en la evolución de 

las características moleculares y la hidrofobicidad de dos sitios de aminoácidos 

en alineamientos de secuencias múltiples y realiza un análisis preliminar de 

mutaciones compensatorias. Debido a que el programa CAPS tiene los 

algoritmos en el lenguaje Perl, se ejecutó con el sistema operativo Windows y 

con el intérprete Active Perl v5.16.3 (Wall et al. 2013).  

Para la visualización gráfica de las posiciones que se encuentran en 

estado de coevolución, existe un paquete de programas que permite este 

análisis, teniendo en cuenta la estructura tridimensional de la proteína en el 

análisis de coevolución. Esta información puede ser muy valiosa 

(especialmente cuando se está intentando diferenciar coevolución funcional, 

estructural e interacción) y es útil para determinar si dos sitios que 

coevolucionan son significativamente cercanos (indica coevolución estructural 

y, probablemente, funcional) ó distantes (indica coevolución funcional) en las 

estructuras tridimensionales. El paquete está compuesto por dos programas: 1) 

el programa Coevolution, que muestra un conjunto de átomos que están en 

coevolución, mostrando aquellos que pertenecen a un mismo grupo de 

coevolución, y las interdependencias entre los átomos de los diferentes grupos; 

y 2) el programa Structure, que muestra una representación tridimensional de 

la proteína, identificando sobre ella aquellos átomos que se encuentran en 

coevolución, y la agrupación de los mismos. Estos dos programas están 

escritos enteramente en C++ estándar, y utilizan la librería OpenSceneGraph 
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para la representación gráfica (www.openscenegraph.org), que permite una 

visión tridimensional de proteínas, átomos y enlaces. Además, se utiliza la 

librería libpdb++ (UCSF Computer Graphics Laboratory - PDB++ Library 

www.ccl.net/cca/software/SOURCES/Cpp/PDB++) para interpretar los 

ficheros de entrada de tipo Protein Data Bank (PDB). Ambos programas 

fueron ejecutados en el sistema operativo Windows. 

El análisis de coevolución intra e inter molecular, se realizó con las 

secuencias consenso obtenidas de la proteasa NS3 y polimerasa NS5B del 

VHC, de los pacientes incluidos en este estudio. Para representar la estructura 

tridimensional de la proteasa NS3 se utilizó la del aislado BK del VHC 

genotipo 1b (código PDB 1CU1), y para la polimerasa NS5B se utilizó la del 

aislado Con1 del VHC genotipo 1b (código PDB 3FQL) extraídos de la base de 

datos Protein Data Bank (www.ebi.ac.uk/pdbsum), las mismas estructuras 

utilizadas en los apartados 3.9.1.1 y 3.9.2.1 anteriores. 

 

3.15 Estadística 

Para los análisis estadísticos se utilizó el programa InfoStat para 

Windows versión 2008 (Di Rienzo et al. 2008). Se utilizó la prueba de Chi-

Cuadrado para comparar las variables categóricas de muestras independentes. 

De acuerdo al tamaño de muestra se aplicó el estadístico Chi cuadrado de 

Pearson, en tablas 2x2, cuando todos los valores esperados bajo la hipótesis de 

independencia eran mayores o iguales a 5, y se aplicó la prueba de Fisher 

cuando los valores eran < 5. Un valor de p < 0,05 se consideró como 

estadísticamente significativo. También se realizó la prueba no paramétrica U 

Mann-Whitney para las variables continuas de muestras independientes. Un 

valor de p de 2 colas menor a 0,05 se consideró como estadísticamente 

significativo. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Muestras clínicas  

Se remitieron al laboratorio de Genómica y Salud – FISABIO-Salud 

Pública un total de 84 muestras de suero de pacientes infectados con VHC del 

Hospital Universitario La Fe de Valencia, así como 41 muestras de ARN total 

extraído de suero y 16 cromatogramas (tanto de la región de la proteasa NS3 

como NS5B del VHC) de pacientes infectados del Hospital Universitari 

Germans Trias i Pujol de Badalona (HUGTIP). Para este estudio se 

seleccionaron en primer lugar aquellas correspondientes a la infección por 

subtipo 1b ya que en España es el más frecuente en enfermedad hepática 

avanzada (López Labrador et al. 1997) y previsiblemente los pacientes 

infectados por este subtipo serán los primeros candidatos a tratamiento urgente.  

El registro de muestras se realizó mediante la asignación de un código 

conformado por números. En todos los casos se obtuvo la firma del 

consentimiento de cada paciente y se mantuvo la confidencialidad de toda la 

información recogida (Ley Orgánica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre la 

Protección de datos de Carácter Personal y la ley 41/2002 de 14 de noviembre, 

ley básica reguladora de la autonomía del paciente y derechos y obligaciones 

en materia de información y documentación clínica), como así también de los 

resultados de laboratorio obtenidos de acuerdo a las recomendaciones 

internacionales y la legislación vigente.  

El uso de muestras humanas se llevó a cabo conforme a las normas sobre 

experimentación humana, del código de Nuremberg (1947), declaraciones de 

Helsinki (1964), Sidney (1968), Tokio (1975), Venecia (1983), Hong-Kong 

(1989) y complementarias, directiva 91/507/CE, R.D. 561/1993, convenio de 

Bioética del Consejo de Europa (BOE 20/10/99) R.D. 1716/2011, de biobancos 

y tratamiento de las muestras biológicas de origen humano; y Código de ética y 

Deontología Médica vigente. El estudio fue aprobado por los Comités de Ética 

y de Investigación correspondientes (Hospital La Fe y Hospital Trias i Pujol). 

En ningún caso se registró ó almacenó información para este estudio que 

contuviera los nombres ó datos personales de los pacientes y se siguieron 

estrictamente las pautas éticas internacionales recomendadas para estudios 

epidemiológicos.  
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4.2 Extracción de ARN viral y síntesis de cADN  

Se realizaron un total de 84 extracciones de ARN total (sueros del 

Hospital Universitario La Fe de Valencia) y posteriormente junto con los 41 

ARN enviados del HUGTIP se realizaron un total de 125 retrotranscripciones 

(RT), para obtener ADNc de cada muestra, tal y como se describió 

anteriormente en el apartado 3.2. 

 

4.3 Amplificación del gen de la proteasa NS3 y de la polimerasa NS5B del 

VHC 

Se logró amplificar la región NS3 completa del nucleótido 3.312 al 5.338 

(2.026 pb), en 42 muestras (33 del Hospital Universitario La Fe de Valencia y 

9 del HUGTIP) y del nucleótido 3.312 al 4.750 (1.438 pb incluyendo la 

proteasa NS3) en 17 muestras (5 del Hospital Universitario La Fe de Valencia 

y 12 del HUGTIP), como así también la región NS5B del nucleótido 7.539 al 

9.375  (1.836 pb) en 57 muestras (44 del Hospital Universitario La Fe de 

Valencia y 13 del HUGTIP), mediante el método explicado anteriormente en el 

apartado 3.3 y 3.4. La numeración se indica según el genoma de referencia 

Con1.  

Tras cada PCR, se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 

0,8%, comprobando la correcta amplificación de los fragmentos de interés 

(Figura 34 (a), (b), (c), (d), (e) y (f)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

RESULTADOS  111 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 34. Gel de electroforesis (agarosa 0,8% y tinción con GelRed 0,3%). (a) Las bandas 

corresponden a la amplificación anidada de la región NS3 de 2026 pb, (b) región NS3 porción 

5’ de 1438 pb, (c) región NS3 porción 3’ de 1123 pb, (d) las bandas correspondientes a la 

región NS5B de 1836 pb, (e) región NS5B porción 5’ de 1074 pb y (f) región NS5B porción 3’ 

de 1119 pb. En el extremo derecho el marcador de peso molecular (ADN LadderMix 

Fermentas). Marcado con flechas tenemos los fragmentos del marcador de peso molecular  

que nos sirven de referencia para distinguir el tamaño de nuestro gen amplificado. 
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4.4 Amplificación de NS3 y NS5B en la misma muestra. 

A la fecha de escritura de esta tesis se consiguió amplificar tanto la 

región de la proteasa NS3 como la polimerasa NS5B del VHC en 60 muestras, 

que fueron seleccionadas para este trabajo.  En el resto de las muestras no se 

pudieron amplificar algunos de los amplicones, debido fundamentalmente a: (i) 

bajos niveles de carga viral en algunas muestras; (ii) falta de amplificación de 

alguno de los fragmentos, posiblemente por variación de la diana de los 

cebadores; y (iii) falta de volumen de muestra suficiente. 

De acuerdo a los datos aportados por el Hospital La Fe de la ciudad de 

Valencia sobre los pacientes que se incluyeron en esta tesis doctoral 13 eran  

inmunocompetentes y 21 inmunodeprimidos (trasplantados hepáticos). En el 

caso del del Hospital de Badalona (HUGTIP) fueron incluidos en esta tesis un 

total de 26 pacientes inmunocompetentes. Se definieron tres grupos de 

pacientes según se indica: inmunocompetentes Valencia (ICV); 

inmunodeprimidos Valencia (IDV); e inmunocompetentes Badalona (ICB). 

También se realizaron comparaciones agrupando inmunocompetentes e 

inmunodeprimidos de Valencia (ICV+IDV) y todos los inmunocompetentes 

(ICV+ICB).  

Las principales características de los grupos de pacientes se muestran en 

la tabla 10. No se hallaron diferencias significativas entre los distintos grupos 

de pacientes en cuanto al sexo, valores de ALT y carga viral, ó porcentaje de 

pacientes con fibrosis leve-moderada vs. grave (p> 0,05). En los pacientes del 

Hospital La Fe, los pacientes ICV eran significativamente más jóvenes (p< 

0,017), y con valores menores de AST (p<0,046) que los IDV. Entre los 

pacientes inmuncompetentes, los del Hospital La Fe (ICV) mostraron valores 

menores de AST (p< 0,020) que los del HUGTIP (ICB). 

Los pacientes del grupo IDV eran significativamente de mayor edad que 

los del grupo ICB del HUGTIP (p< 0,002) y que todos los inmunocompetentes 

(ICV+ICB) (p< 0,001), como corresponde a su condición de trasplantados 

hepáticos tras una evolución más prolongada de la enfermedad. Finalmente, al 

comparar el conjunto de pacientes del Hospital La Fe (ICV+IDV) con los del 

HUGTIP (ICB), estos últimos seguían siendo significativamente más jóvenes 

(p< 0,019). 
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  Hospital La Fe      HUGTIP     

 
ICV IDV ICV+IDV  ICB  Todos IC 

(ICV+ICB) 
Total pacientes 

P (ICV vs 
IDV) 

P (ICV 
vs ICB) 

P (IDV 
vs ICB) 

P (IC vs 
IDV) 

P (HLF 
vs 

HUGTIP) 

 
N=13 N=21 N=34  N=26 N=39 N=60 

 

          

Edad  
(Mediana; 
min‐máx) 

 
50,07 

(26,44-64,01) 

 
59,2 

(34,79-73,29) 

 
56,18 

(26,44-73,29) 

  
47,21 

(20,77-63,51) 

 
48,59 

(20,77-64,01) 

 
51,23 

(20,77-73,29) 

 
0,017 

 
0,676 

 
0,002 

 
0,001 

 
0,019 

Sexo                     

(n,  
% hombres) 

7 
(53,85%) 

14 
(60,67%) 

21 
(61,76%) 

 15 
(57,69%) 

22 
(56,41%) 

36 
(60%) 

0,455  0,819 0,529  0,439  0,749 

ALT  
(Mediana UI/mL;  
min‐máx) 

 
62 

(16-158) 

 
62 

(29-306) 

 
62 

(16-306) 

  
93 

(19-441) 

 
70 

(16-441) 

 
68 

(16-441) 

 
0,703 

 
0,162 

 
0,424 

 
0,667 

 
0,2 

AST  
(Mediana UI/mL;  
min‐máx) 

 
42 

(23-96) 

 
74,5 

(29-327) 

 
52 

(23-327) 

  
66,5 

(18-251) 

 
54 

(18-251) 

 
56,5 

(18-327) 

 
0,046 

 
0,020 

 
0,784 

 
0,305 

 
0,304 

 
Fibrosis   

        
0,784 

 
0,581 

 
0,749 

 
0,929 

 
0,627 

F0‐F2 (n, %)  6 
(50%) 

11 
(55%) 

17 
(53,13%) 

 12 
(60%) 

18 
(56,25%) 

29 
(55,77%) 

         

F3‐F4 (n, %)  6 
(50%) 

9 
(45%) 

15 
(46,88%) 

 8 
(40%) 

14 
(43,75%) 

23 
(44,23%) 

       

Viremia  
(Mediana log10 UI/mL;  
min‐máx) 

 
5,88 

(4,6-6,92) 

 
6,47 

(4,48-7,08) 

 
6,33 

(4,48-7,08) 

  
6,45 

(5,01-7,22) 

 
6,3 

(4,6-7,22) 

 
6,36 

(4,48-7,22) 

 
0,063 

 
0,1731 

 
0,425 

 
0,176 

 
0,936 

 

Tabla 10. Características principales de los 60 pacientes analizados. ICV: inmunocompetentes Valencia; IDV: inmunodeprimidos Valencia; ICV +IDV; ICB: inmunocompetentes 

Badalona; y IC: todos los inmunocompetentes. HLF: Hospital La Fe de Valencia, HUGTIP: Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona. En negrita se indican los contrastes 

con significación estadística. Para las variables continuas de muestras independientes (Edad, ALT, AST y Viremia)  prueba no paramétrica U Mann-Whitney, y para las variables 

categóricas (Sexo y Fibrosis) prueba de Chi-Cuadrado de Pearson. 
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4.5 Análisis de secuencias de nucleótidos de la proteasa NS3 y la polimerasa 

NS5B del VHC. 

Todos los productos amplificados fueron purificados mediante filtración 

en membrana con el kit PCR clean-up NucleoFast 96 PCR (Marcherey-Nagel, 

Alemania), tal y como se ha descrito anteriormente en el apartado 3.6.  

Gracias a la estrategia de amplificación utilizada en este trabajo, 

mediante el método explicado anteriormente en el apartado 3.3 y 3.4, se obtuvo 

la secuencia completa bidireccional de ambas regiones, la proteasa NS3 y 

polimerasa NS5B en 60 muestras de pacientes infectados con VHC. 

Las secuencias sentido y antisentido, obtenidas para cada porción génica 

fueron analizados con el paquete Stadenv2.0, como se ha descrito 

anteriormente en el apartado 3.8. Con los cromatogramas editados se construyó 

una base de datos Staden (Gap4) para cada aislado, y región del virus 

obteniendo finalmente del ensamblaje un total de 120 secuencias consenso (60 

para el gen NS3 y 60 para el gen NS5B del VHC). Para el ensamblaje se utilizó 

como secuencia de referencia el aislado HPCJCG del VHC genotipo 1b 

(D90208), extraída de la base de datos GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

Las secuencias consenso de nucleótidos de la región NS3 en formato 

fasta  de 60 aislados de pacientes fueron alineadas usando el programa 

BioEditv7.1.3 (Hall 1999), a la secuencia de referencia prototipo para el 

subtipo 1b: el aislado Con1 (AJ238799) y se tradujeron las secuencias de 

nucleótidos (Figura 1 Anexo VIII) a aminoácidos del dominio proteasa (aa 1-

180) en busca de polimorfismos relacionados con mutaciones de resistencia 

conocida para la proteasa NS3 (Figura 2 Anexo IX). 

Para la polimerasa NS5B, se procedió de la misma manera. Las 

secuencias consenso de nucleótidos en formato fasta  de 60 aisaldos de 

pacientes fueron alineadas usando el programa BioEditv7.1.3 (Hall 1999), a la 

secuencia de referencia prototipo para el subtipo 1b: el aislado Con1 

(AJ238799) y se tradujeron las secuencias de nucleótidos a aminoácidos (aa 1-

591) en busca de polimorfismos relacionados con mutaciones de resistencia 

conocida para el gen NS5B (Figuras 3 y 4 Anexo X). 
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4.6 Determinación de la frecuencia de mutaciones de resistencia a nuevos 

antivirales 

4.6.1 Mutaciones de resistencia a inhibidores de la proteasa NS3 

En primer lugar se realizó una revisión bibliográfica sobre las 

sustituciones en la proteasa NS3 del VHC asociadas a resistencia a inhibidores 

de la proteasa (IP) in vitro e in vivo. Las sustituciones asociadas con resistencia 

a IP descritas en la literatura y consideradas en este trabajo  se especifican en la 

tabla 11. 

 

Mutación Identificación Referencia 

C16S 
in vitro Yang 2008 
in vivo no publicado 

V36A/M/L/G/I/C 

in vitro Sheaffer 2004, Lin 2004, Sarrazin 2007,Tong 2008, Zhou 2008 
in vivo Sarrazin 2007, Ralston 2007, Kieffer 2007,Tong 2008, Bartels 

2008; 2013, Barbotte 2010, Kieffer 2012, Sullivan 2013 

A39V 
in vitro Yang 2008 
in vivo no publicado 

Q41R/K/P/H 
in vitro Sheaffer 2004, Tong 2008, Liverton 2010 
in vivo Vermehren 2012 

F43S/C/Y/V/I/L 
in vitro Tong 2008, Liverton 2010 
in vivo Vermehren 2012, Kwong 2011 

T54A/S/V/G/C 

in vitro Sheaffer 2004, Zeuzem 2005, Tong 2006, Sarrazin 2007 
in vivo Sarrazin 2007, Curry 2008,Tong 2008, Susser 2009, Gaudieri 

2009, Bae 2010, Kwong 2011, Kieffer 2012, Bartels 2013 

V55A/F/I/K/T 
in vitro Susser 2008, Qiu 2009 
in vivo Susser 2009, Vermehren 2012, Paolucci 2012, Bartels 2013 

D79E 
in vitro Thibeault 2004 
in vivo no publicado 

Q80K/R/L/N/H/G 
in vitro Lenz 2010 
in vivo Bae 2010, Paolucci 2012, McPhee 2012, Bartels 2013 

A87T 
in vitro Susser 2009 
in vivo Besse 2012,Susser 2012 

Y105C 
in vitro McPhee 2012 
in vivo no publicado 

R109K 
in vitro Yi 2006 
in vivo Bartels 2008 

R117H 
in vitro Susser 2009 
in vivo Besse 2012,Susser 2012 

S122G/A/R/N/T 
in vitro Tong 2006, McPhee 2012 
in vivo McPhee 2012, Tong 2014 

R123T 
in vitro Lin 2004, Tong 2006 
in vivo no publicado 

S138T/D/P 
in vitro Seiwert 2006; 2007, Imhof 2011 
in vivo Besse 2012 

 

Tabla 11. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a IP. 
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Mutación Identificación Referencia

R155G/K/T/M/I/L/
S/Q/P/N/W 

in vitro Lu 2004, Lin 2004, Zhou 2007, Sarrazin 2007, Lagacé 2012 
in vivo Sarrazin 2007; 2010, Kieffer 2007, Bartels 2008; 2013, Susser 2009,  

Colson 2008 

A156F/N/S/T/V/G/
D 

in vitro Sheaffer 2004, Lu 2004, Lin 2004; 2005, Tong 2006, Sarrazin 2007, He 2008 
in vivo Sarrazin 2007, Kieffer 2007, Hiraga 2011 

V158I/M 
in vitro Qiu 2009, Flint 2009, Kieffer 2007 
in vivo Kwo 2010, Bartels 2013 

V163L 
in vitro Taremi 1998, Qiu 2009 
in vivo no publicado 

D168Q/A/Y/V/E/T/
N/P/I/H/G/F/S/K 

in vitro Lin 2004, Sheaffer 2004, Lu 2004, Seiwert 2007, He 2008, Koev 2007, 
Lagacé 2012 

in vivo Bae 2010, Zeuzem 2012, Vermehren 2012, Bartels 2013 

V170A/T/G/L/M 
in vitro Zeuzem 2005,Tong 2006 
in vivo Curry 2008, Bartels 2008; 2013 Susser 2009, Besse 2012 

E173G 
in vitro McPhee 2012 
in vivo no publicado 

S174F/P 
in vitro Imhof 2011 
in vivo Besse 2012, Susser 2012 

M175L 
in vitro Romano 2010 
in vivo Paolucci 2012, Barnard 2013, Bartels 2013 

E176G 
in vitro Krieger 2001, Abe 2007, Flint  2009 
in vivo no publicado 

 

Tabla 11 (continuación). Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a IP. 

 

Para obtener una localización espacial, se utilizó la estructura 

tridimensional de la proteasa NS3 del aislado prototipo BK del VHC genotipo 

1b (PDB 1CU1). Mediante el programa PyMol v1.1 se representaron con 

esferas los residuos aminoacídicos relacionados en la literatura con resistencia 

a los IP (Figura 35). Como se puede observar, se han descrito mutaciones de 

resistencia tanto en el sitio activo, como en zonas distantes. 

 

En segundo lugar se realizó un alineamiento con las secuencias de aa de 

la proteasa NS3 del VHC de los 60 aislados estudiados, con respecto a la 

secuencia de referencia del aislado Con1, subtipo 1b. En la figura 36 se 

muestra el alineamiento de la proteasa NS3 de los aislados respecto al aislado 

de referencia, sólo en aquellas posiciones de aminoácido asociadas a 

mutaciones de resistencia a IP. 
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Figura 35. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a IP descritas en la 

literatura. Las esferas en colores representan los residuos de aminoácidos afectados por las 

diferentes variaciones que se indican con las flechas. 

 

De todas las variaciones que confieren resistencia a IP, en los aislados del 

VHC-1b estudiados en este trabajo se encontraron con una frecuencia del 

1,67% (1/60 de las secuencias analizadas) las variaciones: V36L asociada a 

resistencia a TPV, BOC y VPV; V55A asociada a resistencia a TPV, BOC, 

SOV, PHX1766; A87T y R117H asociadas a resistencia a TPV y BOC; 

S122G asociada a resistencia a SMV; y V170T asociada a resistencia a TPV, 

BOC, NLV, FDV, SMV y DNV. Además se encontraron las variaciones 

S122T y S122N con una frecuencia del 5% (3/60 de las secuencias analizadas) 

ambas asociadas a resistencia a SMV (Tabla 12). 
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Figura 36. Presencia de variaciones asociadas a resistencia a IP en aislados del VHC 

de 60 pacientes. La primera secuencia corresponde al aislado prototipo Con1 (VHC-1b). Los 

puntos indican identidad con el prototipo. Los colores empleados en la tabla se corresponden 

con la naturaleza del aminoácido y de la cadena lateral: rojo para aminoácidos polares con 

carga positiva; negro para polares con carga negativa; azul para aminoácidos con cadenas 

laterales polares pero sin carga; verde para los aminoácidos con cadenas laterales 

hidrofóbicas y granate para cisteína, naranja para glicina y gris para prolina. 
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NS3 
Posiciones aa 

Fármaco* Resistencias/ 
Aislamientos (%) 

Observaciones 

V36A/M/L/G/I/C 
TPV

AP
/BOC

AP
/SMV

AP
/VPV

I

II
/DNV

III
/ABT-450

III
/ASV

III
/ 

VDV
II
/NLV

II
/PHX1766

†
V36L 1/60(1,67%) 

 
A39V GS-9132

NS4A NINGÚNA A39S 1/60 (1,67%)

V55A/F/I/K/T 
TPV

AP
/BOC

AP
/VPV

III
/DNV

II

I
/ABT-450

III
/ SOV

II
/ 

PHX1766
† 

V55A 1/60 (1,67%) 
 

D79E TPV
AP

/BOC
AP NINGÚNA D79H 1/60 (1,67%)

A87T TPV
AP

/BOC
AP A87T 1/60 (1,67%) A87S 1/60 (1,67%)

A87V 1/60 (1,67%)

Y105C ASV
III NINGÚNA Y105F 1/60 (1,67%)

R117H TPV
AP

/BOC
AP R117H 1/60 (1,67%) R117C 1/60 (1,67%)

S122G/A/R/N/T SMV
AP 

S122T 3/60 (5%)
S122N 3/60 (5%) 
S122G 1/60 (1,67%)  

V170A/T/G/L/M 
TPV

AP
/BOC

AP
/SMV

AP
/FDV

† 
  

/DNV
III

/ASV
III

/NLV
II
/SCH5

67312
I
/PHX1766

†
V170T 1/60 (1,67%) V170I 21/60 (35%) 

S174F/P TPV
AP

/BOC
AP

/DNV
III

NINGÚNA S174C 1/60 (1,67%)

E176G TPV
AP

/BOC
AP NINGÚNA E176A 1/60 (1,67%)

 
* Sitio de unión a NS3: Sitio Activo;  Sitio de unión: NS4A 
†  

Fase de estudio detenido. 
(I) Fase pre-clinico/Fase 1 de desarrollo clinico.  
(II) Fase 2 de desarrollo clínico.  
(III) Fase 3 de desarrollo clínico.  
(AP) Aprobado. 
(IP-Macrocíclicos (azul) 
IP-Lineares (verde) 
 
Tabla 12. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a IP. Valor absoluto y 

porcentaje de posiciones detectadas en el análisis de cambio en la composición aminoacídica 

de los 60 aislados. Resaltando en rojo las posiciones asociadas a mutaciones de resistencia a 

algún inhibidor. En observaciones y en negrita se indican variaciones (polimorfismos) que no 

se sabe si son responsables de alguna resistencia a algún inhibidor. 
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Como puede observarse, se encontraron variaciones que confieren bajo 

nivel de resistencia a IP en un porcentaje relativamente bajo: 12/60 (20%) de 

los aislados. En ningún caso se detectaron variaciones que confieren altos 

niveles de resistencia (V36M T54S, R155K/T, A156S/V/T, D168A/V ó 

V170A). Sin embargo, se identificaron algunos polimorfismos con efecto 

desconocido, no relacionados con resistencias en la literatura. Los 

polimorfismos son los siguientes: A39S, D79H, A87S/V, Y105F, R117C, 

S174C y E176A. En la posición 170 la variación de una Valina por una 

Isoleucina fue muy frecuente: encontrada en un 35% (21/60) de las secuencias 

analizadas (Tabla 12). En ANEXO XI tabla 1 se detallan las posiciones 

asociadas a mutaciones de resistencias a IP donde no se detectó variación en 

ningúno de los 60 aislados. La combinación de dos mutaciones de resistencia 

para el mismo inhibidor ó de clase diferente, puede tener un potencial amplio 

de resistencia tanto a IP (lineales y/o macrocíclicos) (Sarrazin et al. 2007a; 

2007b). Con respecto a los aislados analizados en estas tesis no se encontró 

más de una mutación de resistencia a IP en cada aislado.  

En la figura 37 se muestran con esferas en la estructura de la proteasa 

NS3 del aislado BK (VHC-1b) los residuos aminoacídicos asociados a 

mutaciones de resistencia a IP encontradas en los 60 aislados analizados en este 

trabajo. Como puede observarse, de todos los cambios encontrados asociados a 

resistencias a IP V55A, R117H, S122/T/N/G, y V170T se encuentran cercanos 

al sitio activo/catalítico serín-proteasa, mientras que V36L y A87T se 

encuentran lejanas al sitio activo. Los cambios encontrados en las posiciones 

cercanas al sitio activo podrían afectar la unión ó contacto del IP, mientras que 

los cambios en posiciones lejanas al sitio activo un mecanismo indirecto que 

afectaría la interación del IP con su diana. Con respecto a los polimorfismos 

encontrados: D79H, Y105F, R117C, S174C y E176A se encuentran cercanos 

al sitio activo/catalítico serín-proteasa, mientras que A39S y A87S/V están 

lejanos. Los polimorfismos encontrados cercanos al sitio activo podrían 

también afectar la unión de los IP. 
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Figura 37. Posición en la proteína NS3 del VHC de los aminoácidos relacioneados con 

resistencia a IP encontrados en los 60 aislados amplificados en este trabajo. Las esferas en 

colores representan los residuos de aminoácidos afectados por las diferentes variaciones que 

se indican con las flechas. 

 

 

4.6.2 Mutaciones de resistencia a inhibidores de la polimerasa NS5B 

En primer lugar se realizó una revisión bibliográfica sobre las 

sustituciones en la polimerasa NS5B del VHC asociadas a resistencia a IAN e 

INN in vitro e in vivo. Las sustituciones asociadas con resistencia a IAN 

consideradas en este trabajo y descritas en la literatura se especifican en la 

tabla 13. 
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   Mutación Identificación Referencia 

IAN 

A15G 
in vitro Lam 2011 
in vivo no publicado 

K72M 
in vitro Ali  2008 
in vivo no publicado 

S96T 
in vitro Le Pogam  2006, Ali  2008, Lam  2011 
in vivo no publicado 

N142T 
in vitro Le Pogam  2006, Ali  2008 
in vivo no publicado 

L159F  
in vitro Tong  2014 
in vivo  Paolucci 2013, Tong 2014, Gane  2014 

R222Q 
in vitro Lam  2011 
in vivo no publicado 

C223H/Y 
in vitro Lam  2011 
in vivo no publicado 

I239V/L 
in vitro Ali  2008 
in vivo no publicado 

S282T/R 
in vitro Migliaccio  2003, Le Pogam  2006, Lam 2012 

in vivo (gt1a) Gane  2014, Tong  2014 

L320F/I 
in vitro Ali 2008, Lam 2011,Tong  2014 
in vivo  Tong  2014,Gane 2014 

V321I 
in vitro Lam 2011 
in vivo Paolucci 2013, Bartels  2013 

A396G 
in vitro Ali 2008 
in vivo no publicado 

Y586C 
in vitro Ali  2008 
in vivo no publicado 

 

Tabla 13. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a IAN descritas en la 

literatura. 

 

 

Las sustituciones asociadas con resistencia a INN consideradas en este 

trabajo y descritas en la literatura se especifican en la tabla 14. 
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   Mutación 
in vitro / in 

vivo Referencia 

INN 

T19S/P 
in vitro Howe 2006 
in vivo no publicado 

K50R 
in vitro Nguyen 2003, 
in vivo no publicado 

D55E 
in vitro Mo  2005 
in vivo no publicado 

M71V 
in vitro Nguyen  2003,Howe 2006 
in vivo no publicado 

H95Q/R 
in vitro Tomei  2004, Mo 2005 
in vivo no publicado 

138I 
in vitro Mo 2005, Gaudieri 2009 
in vivo no publicado 

A300T 
in vitro Ali 2008 
in vivo no publicado 

L314F 
in vitro Howe 2008 
in vivo no publicado 

C316Y/F/N/S 
in vitro Villano 2006, Howe 2008, Shi 2008, Flint 2009 

in vivo 
Middleton T 2010, Sun 2011, Zeuzem 2012, 
Treviño 2011, Bartels 2013, Paolucci 2013 

A338V 
in vitro Howe 2006 
in vivo no publicado 

I363V 
in vitro Howe 2008 
in vivo no publicado 

S365T/A/L/F 
in vitro Howe 2008, McCown 2008, Hang 2009 
in vivo no publicado 

S368A/T 
in vitro Lu 2007, 
in vivo no publicado 

T389A/S 
in vitro Delang 2012 
in vivo no publicado 

L392I 
in vitro Rydberg 2009 
in vivo no publicado 

N411S 
in vitro Nguyen 2003, Mo 2005 
in vivo no publicado 

M414L/T/I/V/Q 
in vitro Nguyen 2003, Tomei 2004, Mo 2005, Lu 2007,  

Howe 2008, Thompson 2008, Koev 2009 
  in vivo Middleton 2010, Bartels 2013 

L419M/V/S/I 
in vitro Le Pogam 2006, Cooper 2009 
in vivo Bartels 2010, Zhang 2012 

A421V 
in vitro McPhee 2012 
in vivo McPhee 2012, Bartels 2013 

 

Tabla 14. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a  INN descritas en la 

literatura. 
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   Mutación 
in vitro / in 

vivo Referencia 

INN 

R422K 
in vitro no publicado 
in vivo Bartels 2010, Troke 2011, Zhang 2012 

M423T/V/I/A 
in vitro 
in vivo 

Howe 2006, Le Pogam 2006, Shi 2008 
Bartels 2010, 2013, Troke 2011, Mori 2010 

I424V 
in vivo Alves 2013 
in vivo No publicado 

M426T/V/I 
in vitro Shi 2008 
in vivo Troke 2011, Paolucci 2013 

A442T 
in vitro Howe 2006 
in vivo no publicado 

C445F 
in vitro Shih 2011, Delang 2011 
in vivo Hebner 2011, Zeuzem 2012,Bartels 2013 

I447F 
in vitro Gray 2007 
in vivo No publicado 

Y448H/C 
in vitro no publicado 

in vivo 
Lawitz 2010, Middleton 2010, Zeuzem 2012, 
Bartels 2013 

C451R 
in vitro Tomei 2004 
in vivo no publicado 

Y452H 
in vitro Shih 2011 
in vivo Bartels 2013, Paolucci 2013 

I462T 
in vitro Kieffer 2010 
in vivo no publicado 

R465G 
in vitro Shih 2011 
in vivo Paolucci 2013 

I482L/V/T/S 
in vitro Le Pogam 2006, Shi 2008, Nicolas 2008, Cooper 2009 
in vivo Nicolas 2009, Bartels 2010 

A486V/I/T/M 
in vitro no publicado 
in vivo Bartels 2010 

V494A/I 
in vitro Shi 2008, Cooper 2009 
in vivo Bartels 2010, 2013 

P495L/A/S/T/Q 
in vitro Tomei 2003, Delang 2012, Lemm 2014 
in vivo Zeuzem 2012, Sims 2014 

P496A/T/S 
in vitro Kukolj  2005 
in vivo Bartels 2013 

V499A 
in vitro Kukolj 2005 

in vivo 
Gaudieri 2009,Treviño 2011, Bartels 2013,  
Paolucci 2013 

R531K 
in vitro Howe 2006 
in vivo Villano 2006 

G554D/S 
in vitro Lu 2006; 2007,Thompson 2008 
in vivo no publicado 

 
 
Tabla 14. (Continuación).  
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   Mutación 
in vitro / in 

vivo Referencia 

INN 

Y555C 
in vitro Lu 2007, 
in vivo no publicado 

S556G/N/C 
in vitro Koev 2009 
in vivo Middleton 2010, Sun 2011, Bartels 2013 

G558R 
in vitro Tomei 2004 
in vivo no publicado 

D559G/S/N 
in vitro Lu 2007, 
in vivo Middleton 2010 

W571R 
in vitro Shih 2011 
in vivo no publicado 

 
 
Tabla 14. (Continuación). 
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Para obtener una localización espacial de las mutaciones de resistencia a 

inhibidores análogos de nucleótidos (IAN) ó a inhibidores no nucleosídicos 

(INN), éstas se representaron en la estructura tridimensional de la polimerasa 

NS5B del aislado Con1 del VHC genotipo 1b (PDB 3FQL) mediante el 

programa PyMol v1.1, donde se destacan con esferas los residuos 

aminoacídicos relacionados con variaciones descritas en la literatura que 

confieren resistencia a los IAN y INN de la polimerasa NS5B (figura 38). 

 
 
Figura 38. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los IAN e INN 

descritas en la literatura. Las esferas en colores representan los residuos de aminoácidos 

afectados por las diferentes variaciones que se indican con las flechas. 

 

En segundo lugar se determinó el número y la frecuencia de variaciones 

aminoacídicas relacionadas con resistencias en la proteina NS5B del VHC de 

los 60 aislados estudiados. El resultado del alineamiento realizado con las 

secuencias de aminoácidos de NS5B de los 60 aislados se detalla en la figura 

39, mostrando sólo aquellas posiciones asociadas en la literatura a mutaciones 

causantes de resistencia IAN ó INN, (paneles a y b, respectivamente). 
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Figura 39. Presencia de variaciones en la proteina NS5B del VHC en posiciones asociadas a 

resistencia a (a) IAN  y (b) a INN en aislados de 60 pacientes. La primera secuencia 

corresponde al aislado prototipo Con1 (VHC-1b). Los puntos indican identidad con el 

prototipo. Los colores empleados en la tabla se corresponden con la naturaleza del 

aminoácido y de la cadena lateral: rojo para aminoácidos polares con carga positiva; negro 

para polares con carga negativa; azul para aminoácidos con cadenas laterales polares pero 

sin carga; verde para los aminoácidos con cadenas laterales hidrofóbicas y granate para 

cisteína, naranja para glicina y gris para prolina. 
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Resistencia a IAN 

En la tabla 15 se describen las mutaciones de resistencia a fármacos IAN 

(respecto al aislado Con1 genotipo 1b del VHC) encontradas en los 60 aislados 

del VHC secuenciados.  

 

NS5B 
Posiciones aa Fármaco IAN* Resistencias/ 

Aislamientos
Observaciones 

  A15G   Sofosbuvir
AP

/PSI-938
†
/PSI-661

I
NINGÚNA  

K72M Mericitabine
III NINGÚNA  

S96T Sofosbuvir
AP

/Balapiravir
† NINGÚNA  

N142T Balapiravir
†

NINGÚNA N142S 1/60 (1,67%) 

R222Q PSI-938
†
/PSI-661

I NINGÚNA  

L159F Sofosbuvir
AP

/Mericitabine
III

/PSI-938
†

L159F  15/60 (25%)  

C223H/Y Sofosbuvir
AP

/PSI-938
†
/PSI-661

I
NINGÚNA  

I239V/L Mericitabine
III I239L 1/60 (1,67%)  

S282T/R Sofosbuvir
AP

/Mericitabine
III

/IDX184
†
/

PSI-938
†
/Valopicitabine

† NINGÚNA  

L320I/F Sofosbuvir
AP

/PSI-938
†
/PSI-661

I
NINGÚNA  

V321I Sofosbuvir
AP

/PSI-938
†
/PSI-661

I
NINGÚNA  

A396G Mericitabine
III NINGÚNA  

Y586C Mericitabine
III NINGÚNA  

 
Tabla 15. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a los inhibidores análogos de 

nucleótidos (IAN) de la polimerasa NS5B del VHC. Valor absoluto y porcentaje de 

posiciones detectadas en el análisis de cambio en la composición aminoacídica de los 60 

aislados. En rojo se indican las posiciones asociadas a mutaciones de resistencia encontradas. 

* Sitio de unión a NS5B: Sitio Activo  
†
 Fase de estudio detenido. 

(I) Fase pre-clinico/Fase 1 de desarrollo clínico. 
(II) Fase 2 de desarrollo clínico. 
(III) Fase 3 de desarrollo clínico. 
(AP) Aprobado 
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No se encontró la principal mutación de resistencia a IAN (S282T) en 

ningúno de los 60 aislados secuenciados. La mutación L159F fue encontrada 

en 15/60 (25%) de las secuencias analizadas, aunque no se encontró ningún 

doble mutante L159F+L320F, recientemente asociados con resistencia a 

Sofosbuvir, Mericitabine y PSI-938 (Tong et al. 2014a). La variación I239L 

que confiere resistencia a Mericitabine (Ali et al. 2008) se encontró en un 

1,67% (1/60) de las secuencias.  

Finalmente, se encontró un polimorfismo natural con efecto desconocido  

(N142S) en uno de los aislados analizados. 

 

Resistencia a INN 

Las sustituciones relacionadas con resistencia a los INN, son muchos más 

frecuentes y se localizan según la diana del fármaco en los distintos sitios 

alostéricos de la polimerasa viral.  

En la tabla 16 se muestran las mutaciones de resistencia a INN que 

afectan el pulgar I, sitio alostérico (A) encontradas en los 60 aislados 

secuenciados. Se encontró la mutación T389A asociada con resistencia a JT-16 

con una frecuencia de 2/60 (3,33%) y la mutación A421V asociada con 

resistencia a BMS-791325 en 4/60 (6,67%) de los aisalados analizados. Las 

mutaciones P496S y V499A asociadas con resistencia a Tegobuvir, BI207127, 

MK-3281, JTK-109 y BILB1941, se encontraron en 1/60 (1,67%) y el 3/60 

(5%) de los aislados, respectivamente. Sin embargo las mutaciones L392I y 

P495L/A/S/T/Q asociadas con resistencia a Indol-N-acetamidas y BI207127, 

BMS-791325, Tegobuvir; MK-3281, JTK-109, BILB1941 y JT-16 no se 

encontraron en ningúna de las muestras analizadas en este trabajo, aunque se 

identificó un polimorfismo natural (L392F) en un caso. 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



130  RESULTADOS 

 

 

 

NS5B  
Posiciones aa Fármaco INN-A*

Resistencias/ 
Aislamientos

Observaciones 

T389S/A 
JT-16

I T389A 2/60 (3,33%)  

L392I Indol-N-acetamidas NINGÚNA L392F 1/60 (1,67%)

A421V BMS-791325
III A421V 4/60 (6,67%)  

P495L/A/S/T/Q 
BI207127

III
/BMS-791325

III
/ 

Tegobuvir
II
/MK-3281

†
/ JTK-109

†
/ 

BILB1941
†
/JT-16

I 
NINGÚNA 

 

P496A/T/S BI207127
III

/Tegobuvir
II 

MK-3281
†
/JTK-109

†
/BILB1941

†
/

P496S 1/60 (1,67%)  

V499A BI207127
III

/Tegobuvir
II 

MK-3281
†
/JTK-109

†
/BILB1941

†
/

V499A 3/60 (5%)  
 

 
Tabla 16. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a los Inhibidores no 

nucleosídicos (INN) de la Polimerasa NS5B del VHC en el Pulgar I sitio alostérico 

(A). Valor absoluto y porcentaje de posiciones detectadas en el análisis de cambio en 

la composición aminoacídica de los 60 aislados. En rojo se indican las posiciones 

asociadas a mutaciones de resistencia encontradas. 

* Sitio de unión a NS5B: “A”/Pulgar 1  
†
 Fase de estudio detenido. 

(I) Fase pre-clinico/ Fase 1 de desarrollo clínico 
(II) Fase 2 de desarrollo clínico. 
(III) Fase 3 de desarrollo clínico.  
 

 

 

Con respecto a las resistencias a INN que afectan el pulgar II, sitio 

alostérico (B) de la polimerasa viral, las mutaciones encontradas en los 60 

aislados analizados, se muestran en la tabla 17. 
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NS5B  
Posiciones aa 

Fármaco INN-B* 
Resistencias/ 
Aislamientos 

Observaciones 

T19S/P Filibuvir
II
/VCH-759

†
 T19S 58/60 (96,67%)   

M71V Filibuvir
II
/VCH-759

†
 NINGÚNA 

M71I 1/60  
(1,67%) 

L419M/V/S/I 
Filibuvir

II
/GS-9669

II
/ 

Lomibuvir
II
/VCH-759

†
/ VCH-

916
†
/ AG-021541

†
/ VCH-371

†
 

L419V 1/60 (1,67%) 

 

R422K 
Filibuvir

II
/GS-9669

II
/VCH-

759
†
/VCH-916

†
/AG-021541

†
 

NINGÚNA 
 

M423T/V/I/A 
Filibuvir

II
/GS-9669

II
/VCH-

759
†
/VCH-916

†
/AG-021541

†
 

NINGÚNA 
 

I424V Filibuvir
II
/BILB 1941

†
 I424V  9/60 (15%)   

M426T/V/I 
Filibuvir

II
/VCH-759

†
/VCH-

916
†
/AG-021541

†
 

NINGÚNA 

M426A  1/60 
(1,67%) 
M426L  4/60 
(6,67%) 

A442T 
Filibuvir

II
/Lomibuvir

II 
/  

VCH-759
†
/VCH-916

†
/VHC-371

†
 

A442T 3/60 (5%) 
 

I462T 

Filibuvir
II
/VCH-759

†
/VCH-916

†
/ 

AG-021541
†
 NINGÚNA  

R465G Tegobuvir
II
 NINGÚNA  

I482L/V/T/S 

Filibuvir
II
/GS-9669

II
/ 

Lomibuvir
II
/VCH-759

†
/ VCH-

916
†
/AG-021541

†
/ VCH-371

†
 NINGÚNA  

A486V/I/T/M GS-9669
II
 NINGÚNA  

V494A/I 
Filibuvir

II
/GS-9669

II
/ 

Lomibuvir
II
/VCH-759

†
/ VCH-

916
†
/AG-021541

†
/ BILB 1941

†
 

NINGÚNA 

 

R531K Nesbuvir
†
 

R531K  16/60 
(26,67%)   

 
Tabla 17. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a los Inhibidores no 
nucleosídicos (INN) de la Polimerasa NS5B del VHC en el Pulgar II sitio alostérico 
(B). Valor absoluto y porcentaje de posiciones detectadas en el análisis de cambio en 
la composición aminoacídica de los 60 aislados. Resaltando en rojo las posiciones 
asociadas a mutaciones de resistencia encontradas.  
* Sitio de unión a NS5B: “B”/Pulgar 2; 

†
 Fase de estudio detenido; (I) Fase pre-

clinico/ Fase 1 de desarrollo clínico; (II) Fase 2 de desarrollo clínico; (III) Fase 3 de 
desarrollo clínico.  
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La mutación T19P asociada a la resistencia de Filibuvir y VCH-759, 

presentó una frecuencia muy alta (58/60; 96,67%), en las secuencias 

analizadas. Por otro lado L419V (resistencia a Filibuvir, GS-9669, Lomibuvir, 

VCH-759, VCH-916, AG-021541 y VCH-371) solamente se encontró en un 

aislado. De las demás mutaciones relacionadas con resistencia a INN-B se 

encontró I424V (resistencia a Filibuvir y BILB 1491), A442T (resistencia a 

Filibuvir, Lomibuvir, VCH-759, VCH-916, y VCH-371), y R531K (resistencia 

a Nesbuvir) en 9/60 (15%), 3/60 (5%) y 16/60 (26,67%) de los aislados, 

respectivamente. 

Las mutaciones M71V (resistencia a Filibuvir y VCH-759), M426T/V/I 

(resistencia a Filibuvir, VCH-759, VCH-916 y AG-021541 estos últimos fuera 

de desarrollo por efectos secundarios) no se identificaron en ningúno de los 60 

aislados. Finalmente, se identificaron varios polimorfismos naturales: M71I, 

M426A y M426L con una frecuencia de 1/60 (1,67%) para los dos primeros y 

de 4/60 (6,67%) para el último. 

 

En la tabla 18 se resumen las mutaciones de resistencia a INN que 

afectan la palma I, sitio alostérico (C) y la horquilla-β de la polimerasa 

encontradas en los 60 aislados. Se encontró que 57/60 (95%) tenían I138 

(resistencia a un prototipo de benzotiazidina, A782759), como la secuencia de 

referencia Con1 que ya es resistente al compuesto (Mo et al. 2005). Los 

replicones con  I138 son también sensibles a otros INNs (Mo et al. 2005). Este 

resultado indica que nuestros aislados del subtipo 1b del virus tienen también 

esta característica identificada en otras en poblaciones naturales. En los 3/60 

(5%) aislados restantes encontramos el polimorfismo I138V, no relacionado 

con resistencia.  

Por otro lado, se encontraron varias mutaciones presentes sólo en unos 

pocos aislados. La mutación S368A solamente en un aislado 1/60 (1,67%). En 

la literatura la mutación S368A/T se asocia a resistencia a ABT-333, 

Setrobuvir, Tegobuvir, A782759, A837093, Nesbuvir y ABT-072.   

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

RESULTADOS  133 

 

NS5B  
Posicion aa 

Fármaco INN-C* 
Resistencias/ 
Aislamientos 

Observaciones 

K50R Benzotiazidina  NINGÚNA  

D55E A782759
I
 NINGÚNA  

H95Q/R 

ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II 
 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
 NINGÚNA  

138I A782759
I
 138I 57/60 (95%)  138V 3/60 (5%) 

S368A/T ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II 
 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
 

S368A 1/60 (1,67%) 
 

N411S 
ABT-333

III
/Setrobuvir

II
/Tegobuvir

II 
 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
 

NINGÚNA 
 

M414L/T/I/V/Q 
ABT- 333

III
/Setrobuvir

II
/Tegobuvir

II
/ 

A782759
I
/A837093

I
/GSK-G25433

I
/  

Nesbuvir
†
/ ABT-072

†
 

M414L  2/60 (3,33%) 

 

I447F GSK-625433
I
 NINGÚNA  

Y448H/C 
ABT-333

III
/Setrobuvir

II
/Tegobuvir

II
/ 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-

072
†
/VCH-759

†
/VCH-916

†
 NINGÚNA 

Y448S 1/60 (1,67%) 

C451R 
ABT-333

III
/Setrobuvir

II
/Tegobuvir

II 
 

/A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
 

NINGÚNA 
C451Y 5/60 (8,33%) 
C451H 3/60 (5%) 
C451N 1/60 (1,67%) 

G554D/S ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II 
 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
 

NINGÚNA 
 

Y555C Tegobuvir
II
/A782759

I
/A837093

I
 NINGÚNA  

S556G/N/C 

ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II 
 

Nesbuvir
†
/ABT-072

†
  

S556G 4/60 (6,66%) 
S556N 1/60 (1,66%) 

INN-D:  
30x a Benzofuranos 

G558R 

ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II 
 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
 NINGÚNA  

D559G/S/N 

ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II 
 

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-72

†
  NINGÚNA  

 
 

Tabla 18. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a los Inhibidores no 
nucleosídicos (INN) de la Polimerasa NS5B del VHC en Palma I y Horquilla-β sitio 
alostérico (C). Valor absoluto y porcentaje de posiciones detectadas en el análisis de cambio 
en la composición aminoacídica de los 60 aislados. Resaltando en rojo las posiciones 
asociadas a mutaciones de resistencia encontradas. 

* Sitio de unión a NS5B: “C”/Palma 1;  
†
 Fase de estudio detenido;  (I) Fase pre-clinico/ Fase 1 

dedesarrollo clínico;  (II) Fase 2 de desarrollo clínico; (III) Fase 3 de desarrollo clínico. 
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También se identificó la mutación M414L con una frecuencia de 2/60 (3,33%) 

en las secuencias analizadas, relacionada a resistencia a ABT-333, Setrobuvir, 

Tegobuvir, A782759, A837093, GSK-G25433, Nesbuvir y ABT-072, como así 

también la mutación S556G en 4/60 (6,33%) y S556N en 1/60 (1,67%),  con 

resistencia a ABT-333, Setrobuvir, Tegobuvir, Nesbuvir y ABT-072. 

No se identificaron las mutaciones Y448H/C y C451R (resistencia a 

ABT-333, Setrobuvir, Tegobuvir, A782759, A837093, Nesbuvir, ABT-072, 

VCH-759 y VCH-916) en ningúna de las secuencias analizadas, pero en esas 

posiciones se encontraron varios polimorfismos con efecto desconocido: 

Y448S, C451Y, C451H y C451N, con frecuencias de 1/60 (1,67%), 5/60 

(8,33%), 3/60 (5%) y 1/60 (1,67%) respectivamente. 

 

Finalmente, las variaciones que causan resistencia a INN cuya diana es la 

palma II, sitio alostérico (D) de la polimerasa viral encontradas en los 60 

aislados se resumen en la tabla 19. Casi todos (59/60; 98,33%) los aislados 

mostraron la mutación A338V en el sitio de unión piranoindoles (asociada, en 

presencia de M423V, a resistencia in vitro a benzotiadiazinas como A837093).  

En el 28/60 (46,67%) de los aislados se encontró la mutación A300T, que 

confiere resistencia a Nesbuvir. Además, en esta misma posición se encontró el 

polimorfismo A300S en 25/60 aislados (41,67%) cuyo efecto es desconocido. 

Por otro lado la mitad de los aislados presentaron la mutación C316N 

relacionada con resistencia a ABT-333, BI207127, Setrobuvir, Tegobuvir, 

A782759, A837093, Nesbuvir, y ABT-072. También se encontraron 

mutaciones de resistencia a Tegobuvir: C445F y Y452H en 2/60 (3,33%) y 

1/60 (1,67%) aislados respectivamente.  

 

La localización espacial de los residuos de NS5B identificados con 

variaciones relacionadas con resistencias se detallan en varias figuras para su 

mejor comprensión, de acuerdo a su sitio de acción. Se utilizó la estructura 

tridimensional de la polimerasa NS5B del aislado Con1 del VHC genotipo 1b 

(PDB 3FQL) y el programa PyMol v1.1.  
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NS5B  
Posición aa Fármaco INN-D*

Resistencias/ 
Aislamientos Observaciones

A300T Nesbuvir
† A300T 28/60 (46,67%)  A300S 25/60 

(41,67%) 

L314F Nesbuvir
† NINGÚNA  

C316N/Y/F/S 
ABT-333

III
/BI207127

III
/Setrobuvir

II
/ 

Tegobuvir
II
/A782759

I
/A837093

I
/ 

Nesbuvir
†
/ABT-072

† 
C316N 30/60 (50%)  

 

A338V  A837093
I A338V 59/60 (98,33%)  

17x a INN-B junto 
T19S, M71V, R422K, 
M423A/I/T/V

I363V Nesbuvir
† NINGÚNA  

S365T/A/L/F ABT-333
III

/Setrobuvir
II
/Tegobuvir

II

A782759
I
/A837093

I
/Nesbuvir

†
/ABT-072

† NINGÚNA  

C445F Tegobuvir
II C445F 2/60 (3,33%)  

Y452H Tegobuvir
II Y452H 1/60 (1,67%)  

 
Tabla 19. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a los Inhibidores no 

nucleosídicos de la Polimerasa (INN) en Palma II sitio alostérico (D). Valor absoluto y 

porcentaje de posiciones detectadas en el análisis de cambio en la composición aminoacídica 

de los 60 aislados. En rojo variaciones  encontradas asociadas a  resistencia. 

* Sitio de unión a NS5B: “D”/Palma 2 
 † Fase de estudio detenido 
 (I) Fase pre-clinico/ Fase 1 de desarrollo clínico 
 (II) Fase 2 de desarrollo clínico 
 (III) Fase 3 de desarrollo clínico. 
 

La figura 40 muestra la localización espacial de los residuos 

aminoacídicos asociados a mutaciones (a) descritas en la literatura como 

causantes de resistencia a IAN y (b) los encontrados en los 60 aislados 

analizados. Los inhibidores no nucleosídicos (INN) tienen varios sitios de 

unión alostéricos en la polimerasa NS5B del VHC, agrupados en cuatro zonas: 

el sitio A y el sitio B están ubicados en el dominio del pulgar, mientras el C y 

D están más cerca del sitio activo, en el dominio de la palma. En la figura 41 se 

representa la proteína NS5B del VHC destacando las posiciones de 

aminoácidos implicadas en resistencia a los INN (a) descritas en la literatura y 

(b) las encontradas en los 60 aislados analizados en esta tesis doctoral. 
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Figura 40. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los IAN (a) descritas 

en la literatura y (b) los encontrados en los 60 aislados analizados en este trabajo. Las 

esferas en colores representan los aminoácidos afectados por las diferentes variaciones que se 

indican con las flechas. 
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Figura 41. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los INN (a) descritas 

en la literatura y (b) los encontrados en los 60 aislados analizados. Las esferas en colores 

representan los aminoácidos afectados por las diferentes variaciones que se indican con las 

flechas. 
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Para mayor claridad, la representación espacial de las mutaciones de 

resistencia a INN se desglosó en varias figuras adicionales de acuerdo al sitio 

alostérico. La figura 42 muestra los residuos aminoacídicos asociados a 

mutaciones de resistencia a INN en el sitio de unión alostérico A del pulgar I 

(a) descritas en la literatura y (b) encontradas en los 60 aislados analizados. La 

figura 43 muestra los residuos aminoacídicos asociados a mutaciones a INN 

con sitio de unión alostérico B pulgar II (a) descritas en la literatura y (b) los 

encontrados en los 60 aislados analizados. La figura 44  muestra  los residuos 

aminoacídicos asociados a mutaciones como causantes de resistencia a INN 

con sitio de unión alostérico C palma I y horquilla-β (a) descritas en la 

literatura (b) y los encontrados en los 60 aislados analizados. Finalmente, la 

figura 45 muestra los residuos aminoacídicos asociados a mutaciones como 

causantes de resistencia a INN con sitio de unión alostérico D palma II (a) 

descritas en la literatura y (b) los encontrados en los 60 aislados analizados. 

Las pocas variaciones asociadas a resistencia a IAN encontradas se 

encuentran fuera del sitio activo. Las variaciones asociadas a resistencias a 

INN son frecuentes, y están distribuidas tanto cercanas al sitio activo como en 

los distintos sitios alostéricos de la polimerasa viral (los sitios A y B están 

ubicados en el pulgar, mientras los C y D están  más cerca del sitio activo, en la 

palma). Estos cambios de aminoácido encontrados en las posiciones implicadas 

en resistencias a IAN e INN podrían interferir en la correcta unión ó contacto 

de los fármacos con la polimerasa NS5B, afectando su eficacia. Cabe destacar 

la proximidad de la posición C316 al sitio activo (diana de los IAN), una 

posición donde el 50% de los aislados analizados tenían la sustitución C316N. 

Además podría existir una eficacia diferencial entre los distintos INN en 

nuestros aislados de subtipo 1b: la resistencia a Filubuvir es muy frecuente 

(>90%), y la resistencia a ABT-333, Nesbuvir y ABT-072 está presente en la 

mitad de ellos. Nuestros datos también sugieren una mayor efectividad de los 

IAN en relación a los INN para los pacientes infectados por el VHC-1b de 

nuestra área. Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con los de estudios 

muy recientes que sugieren que la sustitución C316N, asociada hasta ahora a 

resistencias a INN, puede también ser responsable de resistencia al IAN 

sofosbuvir en algunos pacientes infectados por VHC subtipo 1b (Donaldson et 

al. 2014). 
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Figura 42. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los INN con sitio de 

unión Pulgar I sitio alostérico (A)  (a) descritas en la literatura y (b)  los encontrados en los 

60 aislados analizados. Las esferas en colores representan los residuos de aminoácidos 

afectados por las diferentes variaciones que se indican con las flechas. 
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Figura 43. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los INN con sitio de 

unión Pulgar II sitio alostérico (B) (a) descritas en la literatura y (b) los encontrados en los 

60 aislados analizados. Las esferas en colores representan los residuos de aminoácidos 

afectados por las diferentes variaciones que se indican con las flechas. 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

RESULTADOS  141 

 
 
 

 
 
Figura 44. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los INN con sitio de 

unión Palma I y Horquilla- β sitio alostérico (C) (a) descritas en la literatura y (b) los  

encontrados en los 60 aislados analizados. Las esferas en colores representan los residuos de 

aminoácidos afectados por las diferentes variaciones que se indican con las flechas. 
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Figura 45. Posición de los aminoácidos relacionados con resistencia a los INN con sitio de 

unión Palma II sitio alostérico (D) (a) descritas en la literatura y (b) los encontrados en los 

60 aislados analizados. Las esferas en colores representan los residuos de aminoácidos 

afectados por las diferentes variaciones que se indican con las flechas. 
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Resistencia doble a IP e IAN ó INN 

En la figura 46 se muestra la combinación de los alineamientos 

realizados con las secuencias de aminoácidos deducidas de las regiones NS3 

(proteasa) y NS5B del virus del VHC de los 60 pacientes estudiados. En el 

alineamiento sólo se muestran las posiciones asociadas a mutaciones descritas 

en la literatura como causantes de resistencia a IP, IAN e INN. Como puede 

observarse, cada uno de los 60 aislados de VHC-1b estudiados posee al menos 

una variación asociada a mutaciones de resistencia, ya sea a IP y/o IAN e INN.  

En la tabla 20 se resumen las mutaciones encontradas asociadas a 

resistencia a IP, IAN e INN y los polimorfismos con efecto desconocido. Los 

aislamientos virales de los pacientes inmunocompetentes del Hospital La Fe 

(HLF) mostraron una mediana de 0 (rango 0-1) sustituciones que confieren 

resistencia a IP ó a IAN, mientras que  la mediana de las mutaciones a INN fue 

de 4 (rango 1-6). Los aislados de los pacientes inmunodeprimidos (IDV) 

presentaron también una mediana de 0 (rango 0-1) mutaciones de resistencia a 

IP ó IAN y una mediana de 2 (rango 1-4) a INN. Los aislados de los pacientes 

inmunocompetentes del HUGTIP (ICB) presentaron también una mediana de 0 

(0-1) mutaciones de resistencia a IP ó IAN, pero de 3 (1-5) para INN. En 

resumen, no se encontraron diferencias significativas entre grupos ó subgrupos 

de pacientes (p> 0,05). 

En un segundo análisis, se categorizaron los aislados según el número de 

mutaciones de resistencia ó polimorfismos en 0 ó 1 mutaciones/polimorfismos 

a IP ó IAN de NS5B y en 0, 1, 2-3, ó más de 3 mutaciones/polimorfismos a 

INN de NS5B. Los resultados se resumen en la tabla 21 donde se aprecia que 

no hay una distribución de mutaciones diferencial según el grupo ó subgrupo 

de pacientes y que en la mayoría de ellos el virus no muestra mutaciones a IP ó 

IAN pero sí a INN. 
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Figura 46. Presencia de variaciones asociadas con resistencia a los Antivirales de acción 

Directa (AAD) en los 60 aislados analizados. Inhibidores de la proteasa NS3 (IP), inhibidores 

análogos de nucleótidos (IAN) e inhibidores no nucleosídicos (INN) de la polimerasa NS5b. La 

primera secuencia corresponde al aislado prototipo Con1 (VHC-1b). Los puntos indican 

identidad con el prototipo. Los colores empleados en la tabla se corresponden con la 

naturaleza del aminoácido y de la cadena lateral: rojo para aminoácidos polares con carga 

positiva; negro para polares con carga negativa; azul para aminoácidos con cadenas laterales 

polares pero sin carga; verde para los aminoácidos con cadenas laterales hidrofóbicas y 

granate para cisteína, naranja para glicina y gris para prolina.  
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Tabla 20. Mutaciones de resistencias a los IP, IAN e INN y polimorfismos en posiciones asociadas a resistencia. Valor expresado en Mediana (mínimo-máximo) detectada en los  

aislados de los 60 pacientes analizados. ICV: inmunocompetentes Valencia; IDV: inmunodeprimidos Valencia; ICV +IDV; ICB: inmunocompetentes Badalona; y IC: todos los 

inmunocompetentes. HLF: Hospital La Fe de Valencia, HUGTIP: Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona. 

    Hospital La Fe    HUGTIP   
 

  ICV IDV ICV+IDV ICB  Todos IC Total pacientes P (ICV vs 
IDV) 

P (ICV vs 
ICB) 

P (IDV vs 
ICB) 

P (IC vs 
IDV) 

P (HLF vs  
HUGTIP) 

  N=13 N=21 N=34 N=26 N=39 N=60    

Resistencia a IP NS3        
Mutaciones

Mediana 
(min‐máx) 

 
0  

(0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0 

 (0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0 

(0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0,561 

 
0,771 

 
0,706 

 
0,591 

 
0,897 

Polimorfismos
Mediana 

(min‐máx) 

 
0  

(0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
1  

(0-2) 

 
0  

(0-2) 

 
0  

(0-2) 

 
0,669 

 
0,095 

 
0,136 

 
0,360 

 
0,058 

Resistencia a IAN  NS5B             

Mutaciones
Mediana 

(min‐máx) 

 
0  

(0-1) 

 
0 

 (0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0 

(0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0,520 

 
0,343 

 
0,068 

 
0,115 

 
0,073 

Polimorfismos
Mediana 

(min‐máx) 

 
0  

(0-0) 

 
0  

(0-0) 

 
0 

(0-0) 

 
0 

(0-1) 

 
0 

 (0-1) 

 
0  

(0-1) 

 
0,669 

 
0,479 

 
0,369 

 
0,463 

 
0,253 

Resistencia a INN NS5B             

Mutaciones
Mediana 

(min‐máx) 

 
4 

(1-6) 

 
2  

(1-4) 

 
3 

 (1-6) 

 
3 

 (1-5) 

 
3 

 (1-6) 

 
3 

 (1-6) 

 
0,056 

 
0,136 

 
0,363 

 
0,137 

 
0,900 

Polimorfismos
Mediana 

(min‐máx) 

 
0  

(0-3) 

 
0  

(0-2) 

 
0  

(0-3) 

 
1  

(0-3) 

 
1  

(0-3) 

 
1  

(0-3) 

 
0,606 

 
0,450 

 
0,087 

 
0,147 

 
0,117 
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  Hospital 
La Fe 

HUGTIP      

  ICV IDV ICV+IDV  ICB  Todos IC Total pacientes 
P (ICV vs IDV)  P (ICV vs ICB)  P (IDV vs ICB)  P (IC vs IDV)  P (HLF 

vs HUGTIP) 

  N=13 N=21 N=34  N=26 N=39 N=60      

Resistencia IP NS3               
Mutaciones n (%)         0,682 F > 0,999 F 0,703 χ² 0,588 χ²  0,896 χ² 

0  11 (84,62%)  16 (76,19%)  27 (79,41%)    21 (80,77%)  48 (80%)  48 (80%)         

1  2 (15,38%)  5 (23,81%)  7 (20,59%)    5 (19,23%)  12 (20%)  12 (20%)           

Polimorfismos n (%)                0,727 F 0,227 χ² 0,239 χ² 0,483 χ²  0,094 χ² 

0  9 (69,23%)  13 (61,90%)  22 (64,71%)    11 (42,31%)  20 (51,28%)  33 (55%)           

1  4 (30,77%)  8 (38,10%)  12 (35,29%)    15 (57,69%)*  19 (48,72%)*  27 (45%)*           

Resistencia a IAN  NS5B                         

Mutaciones n (%)                0,653 F 0,477 F 0,102 F 0,136 F  0,071 χ² 

0  10 (76,92%)  18 (85,71%)  28 (82,35%)    16 (61,54%)  26 (66,67%)  44 (73,33%)           

1  3 (23,08%)  3 (14,29%)  6 (17,65%)    10 (38,46%)  13 (33,33%)  16 (26,67%)           

Polimorfismos n (%)                0,170 χ² > 0,999 F > 0,999 F > 0,999 F  0,433 F 

0  13 (100%)  21 (100%)  34 (100%)    25 (96,15%)  38 (97,44%)  59 (98,33%)           

1  0  0  0    1 (3,85%)  1 (2,56%)  1 (1,67%)           

Resistencia a INN NS5B                         

Mutaciones n (%)                0,104 χ² 0,060 χ² 0,728 χ² 0,546 χ²  0,329 χ² 

0  0  0  0    0  0  0           

1  1 (7,69%)  2 (9,52%)  3 (8,82%)    1 (3,85%)  2 (5,13%)  4 (6,67%)           

2‐3  5 (38,46%)  15 (71,43%)  20 (58,82%)    20 (76,92%)  25 (64,10%)  40 (66,67%)           

>3  7 (53,85%)  4 (19,05%)  11 (32,35%)    5 (19,23%)  12 (30,77%)  16 (26,67%)         

Polimorfismos n (%)                0,521 χ² 0,186 χ² 0,191 χ² 0,356 χ²  0,118 χ² 

0  7 (53,85%)  12 (57,14%)  19 (55,88%)    8 (30,77%)  15 (38,46%)  27 (45%)         

1  3 (23,08%)  7 (33,33%)  10 (29,41%)    14 (53,85%)  17 (43,59%)  24 (40%)         

2‐3  3 (23,08%)  2 (9,52%)  5 (14,71%)    4 (15,38%)  7 (17,95%)  9 (15%)         

Tabla 21. Mutaciones de resistencias a los IP, IAN e INN y polimorfismos en posiciones asociadas a resistencia. Valor absoluto y porcentaje detectadas en los 60 aislados. F: Prueba de 

Fisher; x2: Prueba de Chi cuadrado de Pearson; *: 2 aislados poseen 2 polimorfismos. ICV: inmunocompetentes Valencia; IDV: inmunodeprimidos Valencia; ICV +IDV; ICB: 

inmunocompetentes Badalona; y IC: todos los inmunocompetentes. HLF: Hospital La Fe de Valencia, HUGTIP: Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona. 
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4.6.3 Análisis de codones y barrera genética en las regiones NS3 y NS5B 

del VHC 

En los aislados analizados, las variaciones asociadas con resistencia 

pueden tener lugar por mutación espontánea ó presión inmunológica, ya que no 

hubo presión selectiva del antiviral, ó bien por polimorfismo natural de 

nuestros aislados respecto a la secuencia de referencia (Con1-1b), utilizada en 

los ensayos de replicón para defineir la efectividad de los fármacos. El análisis 

de codón en las posiciones asociadas a resistencia a los IP, permitió determinar 

en cada caso el número de sustituciones nucleotídicas necesarias para que 

cambie el aminoácido y se genere resistencia (lo que se conoce como barrera 

genética), y la frecuencia. Los cambios de aminoácidos pueden requerir un sólo 

cambio de nucleótido (baja barrera genética) ó varios (mayor barrera genética). 

Los resultados globales se detallan en el (Anexo XII Tabla 2) y se resumen a 

continuación cada codón en los aislados estudiados. 

 

Para los cambios de aminoácido observados asociados a resistencia a IP, 

en la posición 36 GTC (V),  el cambio en el codón fue de sólo un nucleótido 

CTC (L), como así también en las posiciones 55 [GTC (V) → GCC (A)], 87 

[GCG (A) →ACG (T)], 117 [CGC (R) → CAC (H)] y 122 [AGC (S) → ACC 

(T), AAC (N) y GGC (G)]. Sin embargo en la posición 170 el cambio fue de 

dos nucleótidos [GTA (V) → ACA (T)] (Anexo XII Tabla 2). En las demás 

posiciones de interés no hubo cambio de aminoácido que se asociara a 

mutaciones de resistencia a los IP, si bien se encontraron algunos de nucleótido 

no suficientes para el cambio de aminoácido (Anexo XII Tabla 2).  

Estos resultados sugieren que, en el subtipo 1b del VHC, las variantes 

encontradas en las posiciones 55, 87 y 117 de la proteasa NS3 presentan una 

barrera genética baja, mientras que la posición 170 tiene una barrera genética 

mayor. 

 

En las posiciones asociadas a resistencia a los IAN (Anexo XII Tabla 3), 

se observaron pocos cambios. En la posición 159 el cambio fue de uno [CTT 

(L) → TTT (F)] ó de dos nucleótidos [TTC (F)] y en la posición 239 el cambio 

en el codón fue siempre de dos nucleótidos [ATC (I) → CTT (L)]. En la 

principal posición de mutación de resistencia a IAN 282 no se encontró cambio 
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de aminoácido, si bien se encontró cambio de nucleótido en el codón no fue 

suficiente para el cambio del aminoácido. 

 

Sin embargo, para las posiciones asociadas a resistencia a los INN 

(Anexo XII Tabla 3), pudimos observar distintos cambios. En la posición 338 

el cambio fue de sólo un nucleótido [GCC (A) → GTC (V)], como así también 

las posiciones 368 [TCC (S) → GCC (A)] 389 [ACC (T) → GCC (A)] 414 

[ATG (M) → CTG (L)] 419 [TTG (L) → GTG (V)] 442 [GCC (A) → ACC 

(T)] 452 [TAC (Y) → CAC (H)] 496 [CCC (P) → TCC (S)] 499 [GTC (V) → 

GCC (A)] y 556 [AGC (S) → GGC (G) y AAC (N)]. En la posición 19 el 

cambio en el codón fue de uno [ACC (T) → AGC (S)] ó de dos nucleótidos 

[ACC (T) → AGT (S)] observado también en las posiciones 300 [GCT (A) → 

ACT (T), ACC (T) y  ACA (T)] 421 [GCA (A) → GTA (V) y GTG (V)] 424 

[ATC (I) → GTC (V) y GTT (V)] y 531 [AGG (R) → AAG (K) y AAA (K)]. 

Sin embargo en la posición C445F el cambio en el codón fue de dos 

nucleótidos  [TGT (C) → TTC (F)] y en la posición 316 el cambio en el codón 

fue de dos ó hasta 3 nucleótidos [TGC (C) → AAC (N) y AAT (N)]. 

En las demás posiciones de interés no hubo cambio de aminoácido que se 

asociara a mutaciones de resistencia a los IAN e INN, si bien se encontraron 

distintos cambios de nucleótidos no suficientes para el cambio de aminoácido 

(Anexo XII Tabla 3). 

Estos resultados sugieren que, en el subtipo 1b del VHC, las variantes de 

resistencia a IAN presentan, en general, una barrera genética mayor que las  

variantes de resistencia a INN, y que, entre éstas últimas, se distinguen 

posiciones con barrera genética baja -una sustitución de nt- (aa 338, 368, 389, 

419, 442, 452, 496, 499 y 556), intermedia -una o dos sustituciones- (aa 19, 

300 y 424) y alta -dos ó más sustituciones- (aa 316 y 445). 
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4.7 Determinación de mutaciones minoritarias en la “cuasiespecie” del 

VHC. Análisis Intraindividuos 

La secuenciación Sanger estándar de amplicones de PCR tiene un límite 

de sensibilidad para detectar mutaciones presentes mínimo en un 20% de la 

población viral. Para estudiar si la población de “cuasiespecies” virales dentro 

de cada individuo infectado contiene algún genoma con mutaciones de 

resistencia a fármacos inhibidores de la proteasa NS3 y la polimerasa NS5B en 

proporciones inferiores a las detectables mediante secuenciación Sanger 

estándar (mutaciones minoritarias), se seleccionaron 10 muestras (5 de 

pacientes inmunocompetentes y 5 pacientes trasplantados hepáticos). Con esta 

selección, también se pretendía inferir posibles características diferenciales de 

variabilidad genética en la proteasa NS3 y polimerasa NS5B de los aislados de 

pacientes trasplantados inmunodeprimidos, en comparación con los 

inmunocompetentes no trasplantados. 

  

4.7.1 Clonación de productos de PCR 

Los productos de PCR purificados de la región NS3 y NS5B de los 10 

pacientes seleccionados fueron clonados en un vector fagémido de E.coli tal y 

como se detalló en el apartado 3.10.1. La inserción de nuestro fragmento 

clonado provoca la interrupción de la expresión del gen de la -galactosidasa 

lacZ, y la falta de color de las colonias en las placas con el sustrato de lacZ (X-

gal+IPTG). En la figura 47, podemos observar el crecimiento de las colonias de 

E.coli transformadas (ampicilina resistentes), que han incorporado plásmidos 

recircularizados sin inserto (colonias azules) y que han incorporado el plásmido 

recombinante que contiene el inserto (colonias blancas), resultantes en este 

caso de la clonación del fragmento del gen NS5B de (1836 pb). Del plaqueo de 

transformantes para las porciones NS3 (proteasa) y NS5B de los 10 aislados 

seleccionados, se escogieron las colonias blancas para llevar a cabo la 

amplificación de los plásmidos recombinantes mediante PCR de colonia.  
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Figura 47. Placa de cultivo de clones. Se observa el crecimiento de colonias blancas y azules 

(LB+Amp+X-gal+IPTG), resultantes de la clonación del fragmento del gen NS5B de 1836 pb. 

 

 

4.7.2 PCR de colonia 

Se logró amplificar la región NS3 y NS5B a partir de colonias 

recombinantes,  mediante el protocolo de PCR de colonia detallado 

anteriormente en el apartado 3.10.2.  

Tras cada PCR de colonia, se llevó a cabo una electroforesis en gel de 

agarosa al 0,8%, comprobando la correcta amplificación del fragmento de la 

región NS3 ó NS5B clonado mediante la comprobación de la presencia de una 

banda de 1.509 pb para la región de la proteasa NS3 ó de 1.907 pb para la 

región NS5B, respectivamente (figura 48). 
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Figura 48. Gel de electroforesis (agarosa 0,8% y tinción con gel red 0,3%). Las bandas 

corresponden al inserto clonado del gen de la (a) proteasa NS3 de 1.509 pb ó (b) de la 

polimerasa NS5B 1.907 pb.  En el extremo derecho el marcador de peso molecular (ADN 

LadderMix Fermentas). Marcado con flechas tenemos los fragmentos del marcador de peso 

molecular  que nos sirven de referencia para distinguir el tamaño de nuestro gen amplificado.   

 

 

4.7.3 Secuenciación de los productos de PCR 

Para la región NS3 (proteasa) se secuenciaron un total de 355 clones 

correspondientes a las 10 muestras de los pacientes seleccionados (promedio de 

35,5 clones por paciente), mientras que para la región NS5B se secuenciaron 

un total de 319 clones correspondientes a las 10 muestras de los pacientes 

seleccionados, con un promedio de 31,9 clones por paciente. 
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4.7.4 Mutaciones minoritarias de resistencia a inhibidores de la proteasa 

NS3 

En Anexo XIV se muestran los alineamientos de las secuencias de 

aminoácidos deducidas de la secuenciación de clones de la región proteasa 

NS3, mostrando únicamente las posiciones relacionadas con mutaciones de 

resistencia. Observamos que las mutaciones detectadas por secuenciación 

directa están presentes en todos los clones moleculares analizados para cada 

uno de los 10 aislados (Anexo XIII Tabla 4). Además, para varios aislados 

encontramos algunas nuevas variaciones minoritarias en algunos clones, no 

detectadas por la secuenciación estándar (detalladas en la tabla 22). 

Se encontraron resistencias a IP en variantes minoritarias en ocho 

aislados: V36L en dos aislados (3/32 y 1/44 clones, resistencia a TPV, BOC y 

VPV), V55A en un aislado (1/41 clones, S122G resistencia a SMV), Q80H en 

un aislado (1/36 clones, resistencia a TPV, BOC, SMV, ASV, DNV, VPV y 

SOV), A87T en un aislado (1/41 clones, resistencia a  TPV, BOC, y SOV), 

R109K en un aislado (1/32 clones, resistencia a TPV y BOC), S122G/N/T en 

tres aislados  (1/30, 1/32 y 1/42 clones, S122G resistencia a SMV), y V158M 

en un aislado (1/32 clones, resistencia a BOC).  

Además, se encontraron otras variantes minoritarias como polimorfismos 

con efecto desconocido en posiciones asociadas a resistencia a IP en cinco 

aislados: D79N (1/32 clones), A87V (1/30 clones), y Y105F (2/30 clones) en 

un aislado cada una, y V170I en dos aislados (1/30 y 1/44 clones, 

respectivamente).  

No se apreciaron diferencias evidentes entre los aislados del VHC de 

pacientes inmunocompetentes ó inmunodeprimidos. 

Estos resultados sugieren que, en algunos pacientes nunca tratados con 

AAD infectados por el subtipo 1b del VHC (tanto inmunocompetentes como 

inmunodeprimidos) existen poblaciones minoritarias del virus con mutaciones 

de resistencia a IP, así como con polimorfismos con efecto desconocido. 
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Tabla 22. Variaciones en las posiciones de la secuencia NS3 del VHC relacionadas con resistencias a diferentes inhibidores de la Proteasa (IP) en clones moleculares de 

10 aislados del VHC seleccionados de pacientes inmunocompetente (IC, (n=5) ó trasplantados inmuodeprimidos (ID, n=5). En rojo están marcadas las sustituciones que 

causan resistencia a algún inhibidor. En negrita se indican variaciones (polimorfismos) cuyo efecto en la  resistencia a los  inhibidores se desconoce. Se  incluye una 

columna  la secuencia directa Sanger de cada aislado. 
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4.7.5 Mutaciones minoritarias de resistencia a inhibidores de la 

polimerasa NS5B 

Los alineamientos de las secuencias de aminoácidos deducidas de la 

secuenciación de clones moleculares de la región NS5B se muestran en Anexo 

XIII, mostrando únicamente las posiciones relacionadas con resistencias. 

Como en el caso de la proteasa NS3, observamos que, mientras las mutaciones 

detectadas por secuenciación directa están presentes en todos los clones 

analizados (Anexo XIII Tabla 5), encontramos variantes minoritarias con 

resistencia a IAN ó INN en clones de varios aislados (detalladas en la tabla 

23). 

Sólo se encontró, en un único aislado una variante minoritaria de 

resistencia a IAN (S282R) y un polimorfismo con efecto desconocido (A15V), 

pero en clones distintos y en ambos casos con un frecuencia de 1/34.      

Sin embargo, se encontraron variantes minoritarias de resistencia a 

INN en  seis aislados: M71V en un aislado (1/32 clones), A300T en un aislado 

(1/30 clones), A442T en dos aislados (6/31 y 1/34 clones, respectivamente), 

I462T en un aislado (1/32 clones), R531K  en tres aislados (1/30, 11/31 y 

12/31 clones, respectivamente), y S556G en dos aislados (1/33 y 3/34 clones, 

respectivamente).   

Además, en cinco aislados se encontraron variantes minoritarias con 

polimorfismos de efecto desconocido: T19R ó M426L (5/30 y 1/30 clones, 

respectivamente); L314P, C451Y ó A486S (1/31, 1/31 y 4/31 clones 

respectivamente); T19N, D55Y ó A300V (2/30, 1/30 y 1/30 clones, 

respectivamente); K50Q (1/32 clones); y H95L ó C451S (1/33 clones en 

ambas).   

Aunque se detectaron aproximadamente el mismo número de variantes 

minoritarias en pacientes inmunocompetentes que en pacientes trasplantados 

inmunodeprimidos, la mayoría de las asociadas a resistencia a IAN e INN se 

concentraron en los aislados de pacientes inmunodeprimidos. 

Estos resultados sugieren que, en pacientes no tratados infectados por el 

subtipo 1b del VHC (tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos), las 

variantes minoritarias del virus con mutaciones de resistencia a IAN son 

escasas, mientras aquellas con mutaciones de resistencia INN, así como con 

polimorfismos con efecto desconocido, son relativamente frecuentes. 
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Tabla 23. Variaciones en las posiciones de la secuencia NS5B del VHC, relacionadas con resistencias a análogos de nucleótidos (IAN) e inhibidores no nucleosídicos (NNI) en 

clones moleculares de 10 aislados del VHC seleccionados de pacientes inmunocompetentes (IC, n=5) ó trasplantados inmunodeprimidos (ID, n=5). En rojo están marcadas las 

sustituciones que causan resistencia a algún inhibidor. En negrita se indican variaciones (polimorfismos) cuyo efecto en la  resistencia a los  inhibidores se desconoce. Se  incluye una 

columna  la secuencia directa Sanger de cada aislado. 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



158  RESULTADOS 

4.7.6 Análisis de codones y barrera genética en la “cuasiespecie” de las 

regiones NS3 y NS5B 

Con el análisis de codones en las posiciones asociadas a mutaciones del 

VHC descritas en la bibliografía como causantes de resistencia a IP, IAN e 

INN en las secuencias obtenidas por clonación, pudimos determinar que 

sustituciones de nucleótido ocurren en los codones con resistencias 

minoritarias en cada aislado. El análisis se muestra con detalle en el Anexo 

XV, tablas 6 y 7. 

Todas las variantes minoritarias con resistencia a IP encontradas  

mostraban un sólo cambio de nucleótido en el codón: V36L GTC (V) → CTC 

(L) (aislados 575_210 y 865_211), V55A  GTC (V) → GCC (A) (aislado 

186_197), Q80H CAG (Q) → CAC (H) y A87T GCG (A) → ACG (T) 

(aislado 186_197),  R109K AGG (R) → AAG (K) (aislado 610_220), S122T 

AGC (S) → ACC (T) (aislado 373_200) ó AGC (S) → AAC (N) (aislado 

146_178) ó AGC (S) → GGC (G) (aislado 304_206), y V158M GTG (V) → 

ATG (M) (aislado 146_178).  

Estos resultados sugieren que la presencia de variantes minoritarias de 

resistencia a IP encontradas son debidas a una baja barrera genética, ya que se 

observó sólo una sustitución de nucleótido para el cambio de aminoácido que 

genera resistencia. 

Con respecto al análisis de codones efectuado en la región NS5B, la 

única variante minoritaria de resistencia a IAN, mostró un sólo cambio de 

nucleótido: S282R AGC (S) → AGA (R) (aislado 610_220). 

Todas las variantes minoritarias con resistencia a INN también mostraron 

un sólo cambio de un nucléotido: M71V ATG (M) → GTG (V) (aislado 

482_194), A300T GCT (A) → ACT (T) (aislado 865_211), A442T GCC (A) 

→ ACC (T) (aislados 575_210 y 610_220), 462T ATC (I) → ACC (T) (aislado 

482_194), R531K AGG (R) → AAG (K) (aislados 186_197, 575_210, y 

865_211), y S556G AGC (S) → GGC (G) en el aislado 610_220. 

Estos resultados sugieren que las variantes minoritarias de resistencia a 

IAN ó INN encontradas son debidas a una baja barrera genética para el 

desarrollo de resistencia a IAN e INN, ya que se observó que sólo una 

sustitución de nucleótido da como resultado el cambio de aminoácido que 

genera resistencia.  
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4.8 Análisis de la heterogeneidad genética y polimorfismso 

Los virus, como otros microorganismos muestran en poblaciones 

naturales polimorfismos naturales en sus secuencias genómicas. Tales 

polimorfismos son mantenidos por distintas fuerzas evolutivas como la 

recombinación, selección natural, la mutación ó la deriva genética. Para 

conocer el nivel de polimorfismo de los aislados del VHC analizados se midió 

la heterogeneidad genética de las regiones NS3 proteasa y NS5B mediante el 

cálculo de diferentes parámetros (descritos en el apartado 3.11), a dos niveles: 

entre aislados de distintos pacientes infectados y entre distintas variantes del 

mismo aislado dentro de cada uno de los 10 pacientes seleccionados para el 

subestudio de “cuasiespecies”. 

 

4.8.1 Análisis de la heterogeneidad genética y polimorfismo (entre 

aislados de distintos individuos) 

Se calcularon las estimas principales de variabilidad genética en los 60 

aislados analizados se obtuvieron utilizando el software DnaSPv5 (Librado y 

Rozas 2009), para cada grupo y subgrupo de pacientes, y para cada una de las 

regiones NS3 (proteasa) y NS5B por separado, adaptando análisis anteriores 

realizados en otras regiones del virus (Jiménez-Hernández 2005). Los 

resultados se resumen en la tabla 24, donde se muestran los valores de los 

parámetros S (número de sitios segregantes) θ (variación genética por 

nucleótido) k (diferencia nucleotídica) Eta (número de mutaciones) π 

(diversidad nucleotídica) nHap (número de haplotipos) Hd (diversidad 

haplotípica) G+C (contenido en Guanina-Citosina) d (distancia genética) 

frecuencia de transiciones, transversiones y sustituciones. También se calculó 

la razón entre la tasa de sustitución no sinónima/tasa de sustitución sinónima: 

dN/dS. Esta relación determina el grado de selección natural. En general, dN/dS 

> 1 indica selección positiva mientras que valores menores a 1 indican presión 

de selección negativa ó purificadora.  
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    Hospital La Fe HUGTIP      
  ICV   IDV  ICV+IDV  ICB     Todos IC  Total 

pacientes  
    N=13 N=21 N=34   N=26   N=39   N=60 
  S  154 190 213 188 209   234 
  Θ  0,091 0,097 0,095 0,090 0,090   0,092 
  k  46,436 49,562 48,332 49,209 48,694   49,013 
  Eta  175 222 267 239 279   323 
  Pi (π)  0,085 0,091 0, 088 0,090 0,089   0,089 
  nHap  13 20 33 26 39   59 

NS3  Hd  1 1 1 1 1   1 
  G+C  0,625 0,626 0,626 0,624 0,625   0,625 
  d   0,115 0,128 0,123 0,124 0,123   0,124 
  d N  0,017 0,022 0,020 0,019 0,019   0,02 
  d S  0,268 0,281 0,276 0,2685 0,281   0,281 
  dN/dS  0,063 0,078 0,072 0,071 0,067   0,071 
  transiciones  138 176 197 182 200   221 
  transversiones   37 46 70 57 79   102 
  sustituciones  175 222 267 239 279   323 
  n  13 21 34 26 39   60 
  S  350 463 527 488 548   618 
  Θ  0,064 0,072 0,073 0,072 0,073   0,075 
  k  101,141 108,786 106,462 105,837 105,414   107,088 
  Eta  380 515 605 569 661   776 
  Pi (π)  0,057 0,061 0,060 0,059 0,059   0,060 
  nHap  13 21 34 26 39   60 

NS5B  Hd  1 1 1 1 1   1 
  G+C  0,553 0,554 0,554 0,555 0,554   0,554 
  d   0,068 0,075 0,073 0,072 0,071   0,073 
  d N  0,017 0,017 0,017 0,018 0,018   0,018 
  d S  0,156 0,172 0,166 0,162 0,163   0,167 
  dN/dS  0,109 0,099 0,102 0,111 0,110   0,108 
  transiciones  315 420 478 437 498   577 
  transversiones   65 95 127 132 163   199 
  sustituciones  380 515 605 569 661   776 

 

Tabla 24. Parámetros de diversidad nucleotídica del VHC correspondientes a la región NS3 

(proteasa) y NS5B, en los distintos grupos de pacientes de los 60 aislados.  

 

Pudimos observar que, en general, los parámetros de heterogeneidad 

nucleotídica del VHC en la región de la NS3 proteasa son similares entre los 

distintos grupos de pacientes, y la relación dN/dS fue < 1, del orden de <0,1 en 

todos los grupos de pacientes, resultado que sugiere selección negativa ó 

purificadora a lo largo de la proteasa en todo los grupos de pacientes, 

probablemente debido a limitaciones funcionales para la fijación de 

mutaciones. 
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En el caso de la región NS5B, la situación fue muy similar a la de la 

proteasa NS3, todos los valores de los parámetros de heterogeneidad genética 

son similares para cada grupo y subgrupo de pacientes. La relación dN/dS 

también fue < 1 a lo largo de la polimerasa en todos los grupos de pacientes, en 

el orden de 0,1, lo que también sugiere selección negativa ó purificadora. 

Finalmente observamos que los valores de la diversidad nucleótidica (Pi 

(π)), la cual expresa la probabilidad de encontrar sitios nucleótidicos diferentes 

entre secuencias de la misma población, es algo mayor para la región de la 

proteasa NS3 (0,09) que para la polimerasa NS5B (0,06), y los valores de la 

diversidad haplotípica, expresada como la probabilidad de encontrar dos 

haplotipos diferentes en la muestra, son iguales a 1 tanto para la proteasa NS3 

como para la región NS5B. Asi pues, estos resultados sugieren que hay una 

variabilidad/heterogeneidad genética nucleotídica notable (todos los haplotipos 

son distintos), y similar entre los aislados correspondientes a cada grupo y 

subgrupo de pacientes.  

 

Para determinar si las regiones de la proteasa NS3 y de la polimerasa 

NS5B siguen un modelo neutral de selección (acumulación al azar de 

mutaciones debido al proceso de replicación del virus), así como la posible 

influencia de la inmunosupresión, se infirieron estimas de la acción de la 

selección natural sobre la variación genética en cada región, utilizando las 

pruebas de Tajima, Fu y Li, y de Fu, para determinar los estadísticos D, D* y 

F*, y Fs, respectivamente. 

Entre las desviaciones del modelo neutral, podemos distinguir la 

selección estabilizadora (mantiene varios alelos a frecuencias intermedias junto 

a mutaciones neutras ligadas a ellas) y la direccional, bien por arrastre selectivo 

(cuando surge una mutación ventajosa se selecciona positivamente, junta a 

alguna mutación neutra preexistente, favoreciendo el exceso de polimorfismos 

únicos); ó bien por selección de fondo (produce un efecto similar a la anterior, 

pero se eliminan tanto mutaciones deletéreas como las neutras asociadas) 

(Jiménez-Hernández 2005). Para la selección estabilizadora los valores de los 

estadísticos D, D* y F*, y Fs, serían positivos, significativamente mayores de 

0; mientras que para la selección direccional los valores serían negativos, 
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significativamente menores de 0. Los resultados de las pruebas de neutralidad 

en los distintos grupos de pacientes se muestran en la Tabla 25. 

 

    D (1) D* (1) F* (1) Fs (1) 

  Hospital La Fe ICV  -0,809 -0,608 -0,759 -1,307 
    IDV  -0,810 -0,655 -0,822 -1,963 

NS3    ICV+IDV  -0,990 -0,985 -1,173 -7,053 
  HUGTIP ICB  -0,850 -0,494 -0,719 -5,687 
  Total IC  -0,981 -0,966 -1,158 -12,3 
  Total pacientes -1,039 -1,175 -1,345 -23,13 
  Hospital La Fe ICV  -0,802 -0,738 -0,866 -0,094 
    IDV  -0,994 -0,757 -0,972 -1,643 

NS5B    ICV+IDV  -1,075 -1,056 -1,263 -4,782 
  HUGTIP ICB  -1,158 -1,131 -1,344 -2,791 
  Total IC  IC  -1,226 -1,329 -1,54 -6,3 
  Total pacientes  -1,275 -1,494 -1,688 -14,11 

(1)  P > 0,10 

 
Tabla 25. Análisis de neutralidad para las regiones NS3 (proteasa) y NS5B de los 60 

aislados. ICV: Inmunocompetentes Valencia, IDV: Inmunodeprimidos Valencia, ICB: 

Inmunocompetentes Badalona, IC: Inmunocompetentes  D: estadístico de la prueba de Tajima, 

D* y  F*: estadísticos de la prueba de Fu y Li, Fs: estadístico de la prueba de Fu.  

Todos los valores fueron no significativos: 0.10 > P >  0.05 

 

Tanto en la región de la proteasa NS3 como en la región NS5B 

encontramos que, independientemente del grupo ó subgrupo de pacientes, los 

valores de los estadísticos D, D*, F* y Fs de Fu fueron menores que 0, pero no 

estadísticamente significativos (p> 0,10). Por tanto, no podemos afirmar con 

certeza que los valores negativos en los estadísticos de pruebas de neutralidad 

reflejen la presencia de selección direccional.   

Para analizar si existían posibles diferencias en la estructura genética 

interpoblacional entre los aislados de pacientes de las dos zonas geográficas 

(Valencia y Badalona), así como entre los de pacientes inmunocompetentes y 

pacientes inmunodeprimidos (trasplantados hepáticos), se estudiaron las 

variancias génicas de las distintas poblaciones mediante análisis molecular de 

la varianza (AMOVA). Este análisis realiza estimas de los componentes de la 

varianza génica y el estadístico F (FST: diferenciación entre poblaciones y 

subpoblaciones), llevando a cabo una evaluación de su significación estadística 

(Excoffier 1992). Los resultados del AMOVA se muestran en la tabla 26. 
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Para la proteasa NS3, se encontraron diferencias significativas en la 

variación génica solamente al comparar el conjunto de los aislados de Valencia 

(ICV+IDV) con los de Badalona (ICB), y al comparar los aislados de pacientes 

inmunocompetentes de ambas ciudades (ICB vs. ICV). Sin embargo, para la 

polimerasa NS5B se encontraron diferencias significativas  entre los aislados 

del conjunto de pacientes inmunocompetentes (ICV+ICB) y los de 

inmunodeprimidos (IDV), entre el conjunto de los aislados de Valencia 

(ICV+IDV) y los de Badalona (ICB), y entre los aislados de pacientes 

inmunocompetentes de ambas ciudades (ICB vs. ICV). No se encontraron 

diferencias significativas entre los aislados de pacientes inmunocompetentes e 

inmunodeprimidos de Valencia (ICV vs. IDV). 

Parece plausible que las diferencias significativas observadas para NS5B 

pero no para NS3 se deban a los aislados de los pacientes de Badalona, en los 

que se detecta una estructura poblacional diferencial en NS5B en cualquiera de 

las comparaciones en las que intervienen, pero para NS3 sólo al compararlos 

con los aislados de Valencia del mismo tipo de pacientes inmunocompetentes.  

 

Estos resultados sugieren: i) que existe una varianza génica diferencial a 

nivel geográfico entre los aislados del VHC de Valencia y Badalona, tanto para 

la proteasa NS3 como para NS5B; ii) esta varianza génica diferencial es más 

evidente al analizar NS5B; y iii) en la misma área geográfica (Valencia) no 

existe una varianza génica diferencial entre aislados de pacientes 

inmunocompetentes e inmunodeprimidos (trasplantados hepáticos). 
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 Fuente de   variación Grados    
Libertad 

Suma de   
cuadrados 

Componentes  
de la 

varianza 

Porcentaje 
de       

variación  

F 
 

 Entre grupos de pacientes  
(IC-ID) 

1 25.085 0.02155 Va 0.09 0.0008 ns 

 Dentro de grupos 58 1420.799 24.49653 Vb 99.91  
 Total  59 1445.883 24.518070   
 Entre grupos de pacientes 

(V-B) 
1 33.297 0.30348 Va  1.23 0.0123* 

 Dentro de grupos 58 1412.586 24.35493 Vb 98.77  
 Total  59 1445.883 24.658410   
 Entre grupos de pacientes 

(ICB-IDV) 
1 29.266 0.19724 Va  0.79 0.0079 ns 

NS3 Dentro de grupos 45 1110.734 24.68299 Vb  99.21  
 Total  46 1140.000 24.880220   
 Entre grupos de pacientes 

(ICB_ICV) 
1 31.449 0.42080 Va 1.71 0.0171* 

 Dentro de grupos 37 893.731 24.15489 Vb  98.29  
 Total  38 925.179 24.575680   
 Entre grupos de pacientes 

(ICV_IDV) 
1 23.236  -0.05970 Va  -0.25 -0.0025 ns 

 Dentro de grupos 32 774.234 24.19483 Vb 100.25  
 Total  33 797.471 24.135130   
 Entre grupos de pacientes 

(IC-ID) 
1 68.388  0.55309 Va    1.03 0.0103* 

 Dentro de grupos 58 3090.729 53.28843 Vb 98.97  
 Total  59 3159.117 5.384152   
 Entre grupos de pacientes 

(V-B) 
1 79.537 0.89733 Va  1.66 0.0166*** 

 Dentro de grupos 58 3079.579 53.09619 Vb 98.34  
 Total  59 3159.117 5.399352   
 Entre grupos de pacientes 

(ICB-IDV) 
1 75.160 0.92908 Va   1.70 0.0170*** 

NS5B Dentro de grupos 45 2410.819  53.57375 Vb  98.30  
 Total  46 2485.979 5.450283   
 Entre grupos de pacientes 

(ICB_ICV) 
1 73.064 1.20618 Va   2.26 0.0226** 

 Dentro de grupos 37 1929.808 52.15696 Vb 97.74  
 Total  38 2002.872 5.336315   
 Entre grupos de pacientes 

(ICV_IDV) 
1 61.914    0.55763 Va  1.04 0.0104 ns 

 Dentro de grupos 32 1694.703  52.95948 Vb  98.96  
 Total  33 1756.618 5.351711   

 F: Estadístico F, * P < 0,05, **: P < 0,01, ***: P < 0,001,  ns: No significativo   

 

Tabla 26. AMOVA para las regiones NS3 (proteasa) y  NS5B. Comparación  de aislados de 

Inmunocompetentes vs Inmunodeprimidos (IC-ID), Valencia vs Badalona (V-B). 

Inmunocompetentes Badalona vs Inmunodeprimidos Valencia (ICB-IDV), Inmunocompetentes 

Badalona vs Inmunocompetentes Valencia (ICB-ICV), Inmunocompetentes Valencia vs 

Inmunodeprimidos Valencia (ICV-IDV). Estadístico F (FST: diferenciación entre poblaciones o 

subpoblaciones). 
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4.8.2 Análisis de la heterogeneidad genética y polimorfismo de la 

“cuasiespecie” (intra individuos) 

Se realizó un análisis de clones moleculares de los aislados de 10 

pacientes seleccionados (5 pacientes inmunocompetentes y 5 pacientes 

inmunodeprimidos por trasplante hepático), con el objetivo de determinar la 

heterogeneidad genética y nivel de polimorfismos a nivel de las variantes 

genéticas del virus presentes en cada paciente individual (“cuasiespecie”), así 

como el potencial efecto de la inmunosupresión. 

 

Los parámetros de heterogeneidad genética para todos los clones 

moleculares correspondientes de cada aislado, se calcularon para cada una de 

las regiones NS3 (proteasa) y NS5B, por separado. El resumen de los 

resultados se muestra en la tabla 27, donde se muestran los valores de: S 

(número de sitios segregantes) θ (variación genética por nucleótido) k 

(diferencia nucleotídica) Eta (número de mutaciones) π (diversidad 

nucleotídica) nHap (número de haplotipos) Hd (diversidad haplotípica) G+C 

(contenido en Guanina-Citosina) d distancia genética, la frecuencia de 

transiciones, transversiones, sustituciones y la relación dN/dS (grado de 

selección natural). 

También se evaluó la complejidad de la “cuasiespecie” mediante el 

parámetro de Entropía normalizada de Shannon (Sn) a nivel nucleotídico 

(Wolinsky et al. 1996). Este parámetro estima la cantidad de variantes virales 

identificadas en una misma muestra y toma valores en un rango entre 0 

(cuando todos los genomas de la muestra son iguales) y 1 (cuando los genomas 

de la muestra son diferentes entre sí).  

 

Tanto para la proteasa NS3 como para la polimerasa NS5B, la relación 

dN/dS fue < 1 y ésta pareció inferior en pacientes inmunocompetentes para la 

proteasa NS3. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas 

(P=0.111). Los valores de Sn para la proteasa NS3 parecieron inferior en 

pacientes inmunocompetentes tanto para la proteasa NS3 como para la 

polimerasa NS5B, sin embargo estas diferencias tampoco fueron significativas 

(P=0,095 y P=0,039, respectivamente). El resto de variables de heterogeneidad  
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    ICV IDV  

    N=5 N=5 p 
  n  35,4 ± 5,37  35,6 ± 5,41   >0,999 
  S  48,2 ± 14,65  53,8 ± 16,54 0,690 
  Θ  0,02 ± 0,01  0,02 ± 0,01 0,690 
  k  7,69 ± 5,25  5,03 ± 2,44 0,547 

NS3  Eta  49,2 ± 14,5  54,8 ± 16,44 0,690 
  nHap  19,4 ± 7,5  24,4 ± 3,65 0,333 
  Hd  0,84 ± 0,17  0,92 ± 0,05 0,436 
  Pi (π)  0,01 ± 0,01  0,01 ± 0,004 0,547 
  G+C  0,62 ± 0,01  0,62 ± 0,01 0,690 
  d   0,02 ± 0,01  0,01 ± 0,01 0,627 
  d N  0,002 ± 0,002  0,002 ± 0,001 0,516 
  d S  0,04 ± 0,03  0,02 ± 0,01 0,413 
  dN/dS 0,05 ± 0,04  0,13 ± 0,08 0,111 
  Sn   0,59 ± 0,21  0,8 ± 0,1 0,095 
  transiciones  43 ± 13,32  49,8 ± 14,48 0,547 
  transversiones   6,2 ± 2,28  5 ± 2,35 0,222 
  sustituciones  49,2 ± 14,5  54,8 ± 16,44 0,690 
  n  31,6 ± 2,51 32,2 ± 1,3 0,302 
  S  96,2 ± 57,55 110,6 ± 62,95 0,690 
  Θ  0,01 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,841 
  k  23,93 ± 17,26 17,27 ± 10,39 0,690 

NS5B  Eta  98,4 ± 59,54 111,2 ± 63,55 0,841 
  nHap  30,8 ± 2,39 29,6 ± 6,07 0,500 
  Hd  1 ± 0,002 0,99 ± 0,03 0,921 
  Pi (π)  0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,690 
  G+C  0,55 ± 0,002 0,56 ± 0,004 0,151 
  d   0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,595 
  d N  0,003 ± 0,002 0,002 ± 0,001 0,992 
  d S  0,04 ± 0,03 0,03 ± 0,02 0,690 
  dN/dS 0,09 ± 0,04 0,12 ± 0,07 0,841 
  Sn   0,98 ± 0,01 0,96 ± 0,09 0,309 
  transiciones  81,6 ± 51,89 99 ± 58,56 0,690 
  transversiones   14,8 ± 7,4 12,2 ± 7,92 0,508 
  sustituciones  96,4 ± 59,14 111,2 ± 63,55 0,841 

 

Tabla 27. Parámetros de complejidad y diversidad genética del VHC correspondientes a la 

región NS3 (proteasa) y NS5B, de las poblaciones virales de pacientes Inmunocompetentes 

(IC) e Inmunodeprimidos (ID). Los valores se describen como Media ± DE, p: U-Mann-

Whitney En negrita se destacan las diferencias observadas, aunque no significativas.
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genética de las “cuasiespecies” del VHC fueron similares entre los aislados de 

pacientes inmunocompetentes y los de pacientes inmunodeprimidos para 

ambas regiones estudiadas (proteasa NS3 y NS5B) (p> 0,05). 

 

Aunque los resultados podrían sugerir, para la región NS3 proteasa, un 

mayor grado de selección purificadora, una mayor presión selectiva y menor 

complejidad genética de la “cuasiespecie” en los aislados de pacientes 

inmunocompetentes, las diferencias no fueron significativas, seguramente 

debido al pequeño tamaño muestral. 

 

Para obtener otras estimas de selección y contrastar la neutralidad 

(hipótesis neutra), también se realizaron las pruebas de Tajima (1989), la 

prueba Fu y Li (1993), y la prueba de Fu (1997) a partir del conjunto de 

secuencias de los clones moleculares aislados de cada paciente (Tabla 28). Para  

la región de la proteasa NS3 encontramos todos los valores de D de Tajima, 

D*, F*, y Fs de Fu negativos (menores de 0) en los aislados todos los pacientes 

analizados excepto uno (575_210, inmunocompetente) en el que, aunque la D 

de Tajima fue negativa,  la D*, F*, y Fs de Fu fueron positivas. Se alcanzó 

significación estadística para D, D* y F* en los aislados de solamente 2/5 

pacientes inmunocompetentes (304_206 y 865_211), en comparación con 4/5 

de los aislados de pacientes inmunodeprimidos. 

 

En cuanto a la región NS5B, la situación difiere con respecto a la 

proteasa NS3. Encontramos que todos los valores de D de Tajima, D*, F*, y Fs 

de Fu eran negativos (menores de 0) sólo para los aislados de 2/5 de pacientes 

inmunocompetentes, mientras que para los de otros dos (304_206 y 575_210) 

sólo fueron negativos los valores de D*. En cambio, todos los valores de D de 

Tajima, D*, F*, y Fs de Fu eran negativos (menores de 0) para todos los 

aislados de pacientes inmunodeprimidos. Sin embargo, solamente se alcanzó 

significación estadística para D, D* y F* en los aislados de un paciente 

inmunocompetente (865_211) y de un paciente inmunodeprimido (482_194). 
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    Aislado  D D* F* Fs 

  IC  429_066  ‐1,276  ‐0,178  ‐0,648  ‐0,967 

    304_206  ‐2,019 *  ‐3,240 **  ‐3,351 **  ‐18,377 
    859_207  ‐1,109  ‐0,617  ‐0,929  ‐18,550 

    575_210  ‐0,195    0,628    0,415  3,236 

NS3    865_211  ‐2,489 **  ‐3,601 **  ‐3,816 **  ‐5,462 
  ID  146_178  ‐2,448 **  ‐3,871 **  ‐4,017 **  ‐23,802 
    482_194  ‐2,437 **  ‐3,181 *  ‐3,468 **  ‐9,955 
    186_197  ‐2,658 ***  ‐5,068 **  ‐5,022 **  ‐17,966 
    373_200  ‐2,219 **  ‐2,691 *  ‐3,004 *  ‐14,848 
    610_220  ‐1,756  ‐1,124  ‐1,581  ‐16,068 

  IC  429_066    0,639    0,542    0,679  ‐10,416 

    304_206    0,979  ‐0,086    0,331  ‐20,484 

    859_207  ‐0,141  ‐1,588  ‐1,319  ‐26,682 

    575_210    0,448  ‐0,095    0,105  ‐5,561 

NS5B    865_211  ‐2,054 *  ‐2,875 *  ‐3,077 *  ‐19,398 
  ID  146_178  ‐0,027  ‐0,261  ‐0,218  ‐7,820 

    482_194  ‐2,194 **  ‐3,554 **  ‐3,666 **  ‐28,817 
    186_197  ‐1,476  ‐2,009  ‐2,167  ‐15,489 

    373_200  ‐0,983  ‐1,582  ‐1,633  ‐14,274 

    610_220  ‐1,561  ‐2,383  ‐2,493  ‐16,218 

 

Tabla 28. Análisis de neutralidad para las regiones NS3 (proteasa) y NS5B de los clones 

moleculares. IC: Inmunocompetentes, ID: Inmunodeprimidos. D: estadístico de la prueba de 

Tajima, D* y  F*: estadísticos de la prueba de Fu y Li, Fs: estadístico de la prueba de Fu. Se 

destacan las diferencias significativas observadas. (*) P < 0.05; (**) P < 0.02; (***) P < 

0.001. Los demás valores no son  significativos: 0.10 > P >  0.05. 

 

 

Estos resultados sugieren una desviación del modelo neutral para la 

proteasa NS3, que se hace más significativa en presencia de inmunosupresión, 

mientras que, en condiciones normales, el gen NS5B parece más cercano al 

modelo neutral (pocos aislados de pacientes inmunocompetentes con valores 

negativos de D, D*, F*, y Fs). Aunque el efecto de la inmunosupresión podría 

llevar a NS5B hacia una desviación de la neutralidad (todos los aislados de 

pacientes inmunodeprimidos con valores negativos de D, D*, F*, y Fs), sólo se 

alcanzó significación estadística para un aislado de un paciente 

inmunocompetente y otro de un paciente inmunodeprimido.  
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En nuestro caso, posiblemente la selección direccional sea la responsable 

de la variación encontrada, ya que sabemos que la selección direccional, 

favorece la fijación de mutaciones ventajosas ó eliminación de las deletéreas, 

produciendo un exceso de mutaciones únicas y variantes con frecuencias muy 

bajas que conduce a valores significativamente menores de cero para D, D* y 

F*. Podríamos asumir esta hipótesis para los aislados con valores significativos 

(la mayoría en aislados de pacientes inmunodeprimidos, y sólo para la proteasa 

NS3), aunque no lo podemos asegurar en los casos en que los valores fueron 

negativos, pero no fueron significativos. 

 

Para analizar en mayor profundidad las posibles diferencias en la  

composición genética de la “cuasiespecie” del VHC entre pacientes 

inmunocompetentes e inmunodeprimidos, se estudiaron las variancias génicas 

para los clones moleculares de cada aislado mediante el análisis de la varianza  

molecular (AMOVA) en ambas regiones NS3 (proteasa) y NS5B. Este análisis 

realiza estimas de los componentes de la varianza génica y los estadísticos F 

(FSC, FST, FCT), y lleva a cabo una evaluación de su significación estadística 

(Excoffier 1992). Se realizaron AMOVAs por separado para las regiones NS3 

(proteasa) y NS5B, con objeto de determinar posibles diferencias en la 

estructura genética de la  “cuasiespecie” del virus entre grupos de pacientes 

(inmunocompetentes vs. inmunodeprimidos) (estadístico Fct), diferencias entre 

los aislados de cada grupo de pacientes (estadístico Fsc), y diferencias dentro 

de cada aislado individual (estadístico Fst). Los resultados se muestran en la 

tabla 29.   
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  Grupo 1 (Inmunocompetentes) vs Grupo 2 (Inmunodeprimidos) 
  Fuente de        

variación 
Grados     

Libertad 
Suma de      

cuadrados 
Componentes   
de la varianza 

Porcentaje 
de         

variación  

F 

NS3  Entre grupos de 
pacientes 

1 665,425  -0,84094 Va -3,41 -0.034 ns 

  Entre aislados de 
cada grupo de 
pacientes 

8 6370,622 22,44825 Vb 90,9  0.879* 

  Entre clones de 
cada aislado 

345 1065,641 3,08881 Vc  12,51  0.875*  

  Total  354 9966,871 24,696120   
NS5B  Entre grupos de 

pacientes 
1 1550,862 0,65302 Va 1,17 0.012 ns 

  Entre aislados de 
cada grupo de 
pacientes           

8 11529,257   44,89117 Vb 80,44 0.814* 

  Entre clones de 
cada aislado 

309 3170,642 10,26098 Vc 18,39 0.816* 

  Total  318 16250,762 55,805160   
  F: Estadístico F        
  * P < 0.001       
   ns: No significativo      

 

Tabla 29. AMOVA para las regiones NS3 (proteasa) y NS5B de los clones moleculares. 

 

En primer lugar, observamos que no hay diferenciación significativa 

entre aislados en función de si provienen de pacientes inmunocompetentes ó 

inmunodeprimidos. En segundo lugar, se observa que el mayor porcentaje de la 

variación génica se debe a la diferenciación entre los distintos aislados de cada 

grupo de pacientes (90,9% y 80,44% para proteasa NS3 y NS5B, 

respectivamente) y, en menor medida a la diferenciación entre clones 

moleculares de cada aislado (12,51% y 18,39% para proteasa NS3 y NS5B, 

respectivamente). 

Estos resultados sugieren que, para ambas regiones proteasa NS3 y 

NS5B, no hay una diferenciación génica diferencial del virus entre pacientes 

inmunocompetentes e inmunodeprimidos, y que la diferenciación génica más 

significativa ocurre entre aislados dentro de cada grupo de pacientes, y, en 

menor medida, entre los clones moleculares de cada aislado. 
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4.9 Análisis de selección positiva.  

La selección positiva ocurre cuando un cambio aminoacídico puede 

conferir una ventaja adaptativa mientras que la selección negativa ó 

purificadora implica que los cambios en esa posición pueden conferir una 

desventaja. Los resultados del cociente dN/dS y el análisis de selección 

realizado con las pruebas de Tajima y Fu y Li nos sugirieron la desviación de 

la neutralidad en algunos casos. Sin embargo, con estas pruebas no se obtiene 

una resolución a nivel de posiciones aminoacídicas individuales. Se realizó un 

análisis de selección para identificar posiciones aminoacídicas concretas en las 

regiones NS3 proteasa y NS5B, y su posible localización en residuos 

relacionados con  resistencias a AAD, tanto a nivel global (entre aislados de 

distintos individuos) como a nivel de las cuasiespecies del virus en cada 

individuo (en los diez pacientes seleccionados para el análisis de clones 

moleculares). 

 

4.9.1 Entre individuos 

Se empleó el análisis de la aproximación  FEL (Fixed Effects Likelihood) 

implementada en el servidor Datamonkey (Delport et al. 2010a; 2010b, 

Kosakovsky-Pond 2005). Con este método los codones bajo selección positiva 

ó negativa se analizan a lo largo de las ramas de la filogenia, y se estima la 

relación  dN/dS (también conocida como Ka/Ks ó ω) en cada codón en el 

alineamiento donde ω = 1, indica evolución neutral, <1 selección negativa y  

>1 selección positiva. Se utilizó el modelo de sustitución General Time 

Reversible Model (REV) con un nivel de significación (p = 0,1), basado en un 

árbol Neighbor Joining,  considerando que un codón se encontraba bajo 

selección significativa si p≤ 0,1.  

 En la tabla 30 se detallan los codones bajo selección positiva. En el caso 

de la región NS3 (proteasa) no se encontraron codones bajo selección positiva, 

mientras que en la región NS5B se encontraron 12 codones bajo selección 

positiva.  
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  Codon  dS  dN dN/dS dN‐dS 
(normalizada) 

p 

  57  0  0.797 Infinito 0.444 0.0161 

  110  0  1.079 Infinito 0.602 0.0131 

  117  0  1.203 Infinito 0.671 0.0113 

  120  0  4.378 Infinito 2.441 0.0244 

  124  0  0.784 Infinito 0.437 0.0587 

NS5B  213  0.299  1.485 4.963 0.661 0.0612 

  300  0.405  1.665 4.109 0.702 0.0131 
  309  0  0.829 Infinito 0.462 0.0602 

  401  0  0.515 Infinito 0.287 0.0520 

  556  0  0.716 Infinito 0.399 0.0403 
  564  0.152  0.819 5.386 0.372 0.0784 

  566  0.139  0.842 6.045 0.392 0.0421 

 

Tabla 30. Análisis FEL para la región NS5B. Codones bajo selección positiva. En negrita se 

destacan los implicados en resistencia a AAD. 

 

De los 12 codones bajo selección positiva identificados en NS5B, dos 

posiciones (A300 y S556) están implicadas en resistencia a INN. En el 

ANEXO XX, tabla 8 y 9 se detallan los codones bajo selección negativa ó 

purificadora para la proteasa NS3 (160 codones) y NS5B (324 codones).  

Los resultados para la proteasa NS3 sugieren en resumen ausencia de 

selección positiva, y que 22 posiciones asociadas a resistencia se encuentran 

bajo selección negativa. En cambio, para NS5B hay dos posiciones 

relacionadas con resistencia a INN bajo selección positiva, mientras que 9 

posiciones asociadas a resistencia a IAN y 12 a INN se encuentran bajo 

selección negativa.  

Estos resultados sugieren, tanto para la proteasa NS3 como para la 

polimerasa NS5B, unas restricciones funcionales relevantes para las 

mutaciones en diversas posiciones asociadas a resistencias a AAD. Por otro 

lado, las mutaciones en  las dos posiciones relacionadas con resistencia a INN 

podrían ser seleccionadas por el tratamiento con esta clase de AAD. 
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4.9.2 Intra individuos 

Para evaluar evidencias de diversificación de selección episódica a nivel 

de codón entre las variantes del virus circulantes dentro de cada paciente 

(“cuasiespecie”), se empleó el modelo de efectos mixtos de diversificación de 

la selección episódica “MEME” (Mixed Effects Model of Evolution) 

implementado en el servidor Datamonkey (Delport et al. 2010a; 2010b, 

Kosakovsky y Frost 2005). Con este método se analizaron los sitios bajo 

selección a lo largo de las ramas de la filogenia de las secuencias de clones 

moleculares de 10 aislados del subestudio de “cuasiespecies”, para identificar 

los casos de selección positiva tanto episódica como generalizada a nivel de un 

sitio individual (Murrell et al. 2012).  

En la tabla 31 se resumen los resultados de las tasas de distribución 

sinónimas (α) y no sinónimas (β) de sitios de sustitución inferida por el modelo 

MEME, para la región NS3 (proteasa) y NS5B mostrando los codones de los 

clones moleculares que se encuentran bajo selección episódica. Para ambos 

análisis de las regiones NS3 (proteasa) y NS5B, se utilizó el modelo de 

sustitución General Reversible Model (REV) para sitios bajo diversificación de 

selección episódica con nivel de significación (p = 0,1), basado en un árbol 

inicial Neighbor Joining, y se consideró que un codón ó sitio se encontraba 

bajo selección episódica significativa, cuando p≤ 0,1.   

En la región de la proteasa NS3 se identificaron dos codones bajo 

selección episódica, en los clones moleculares de los aislados 146_178 

(inmunodeprimido) y 865_211 (inmunocompetente), en las posiciones 116 y 

171, respectivamente. Estos codones no están implicados en resistencia a IP. 

En la región NS5B se identificaron 23 codones bajo selección episódica, 

de los cuales dos se encuentran implicados en resistencia a INN: el codón 

M426 en los clones del aislado 429_66 (inmunocompetente), y el codón R531 

en los clones del aislado 186_197 (inmunodeprimido).  

Estos resultados sugieren que, en las “cuasiespecies” del virus que 

circulan dentro de cada paciente algunas posiciones relacionadas con  

resistencias a INN, pueden estar bajo selección episódica, los que las haría más 

fácilmente seleccionables durante el tratamiento con estos fármacos.  
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  IC/ID  aislados  Codon  α  β‐ Pr[β=β‐]  β+ Pr[β=β+]  p 
NS3  IC  429_66  ningúno     
NS5B      21  0 0 0.973  182.918 0.027  0.0290
      23  0 0 0.981  1917.64 0.019  0.0040
      251  0 0 0.000  6.900 1  0.0650
      426  0 0 0.940  439.854 0.060  0.0442
NS3  IC  304_206  ningúno     
NS5B      5  0 0 0.843  98.612 0.157  0.0665
      235  0 0 0.972  251.694 0.027  0.0038
      266  0 0 0.000  13.970 1  0.0927
      353  0 0 0.000  10.799 1  0.0475

NS3  IC  859_207  ningúno             
NS5B      49  0,53 0,05 0.878  817.722 0.122  0.0548

NS3  IC  575_210  ningúno     
NS5B      124  0 0 0.959  485.656 0.040  0.0601
      218  0 0 0.894  81.164 0.105  0.0293
      255  0 0 0.939  370.176 0.061  0.0124
      377  0 0 0.252  3.648 0.748  0.0496

NS3  IC  865_211  171  0 0 0.940  1550.53 0.060  0.0497
NS5B      337  0,53 0,48 0.975  1728.18 0.025  0.0405

NS3  ID  146_178  116  0 0 0.931  78.009 0.068  0.0295
NS5B      65  0 0 0.124  49.619 0.876  0.0739

NS3  ID  482_194  ningúno     
NS5B      364  0 0 0.974  5632.27 0.026  0.0615

NS3  ID  186_197  ningúno     
NS5B      120  0 0 0.981  10000 0.019  0.0093
      531  0 0 0.000  9.769 1  0.0415
NS3  ID  373_200  ningúno     
NS5B      77  0 0 0,000  5.491 1  0.0441
      110  0 0 0.341  11.221 0.659  0.0624
      116  2,91 0 0.979  1866.3 0.021  0.0912

NS3  ID  610_220  ningúno     
NS5B      218  0 0 0.949  685.128 0.051  0.0054
      514  0 0 0.115  17.350 0.885  0.0039

 
 
 

Tabla 31. MEME. Diversificación de selección episódica, para las regiones N3 (proteasa) y 

NS5B en la “cuasiespecie” de 10 aislados del VHC de pacientes Inmunocompetentes (IC) e 

Inmunodeprimidos (ID). En negrita se destacan los implicados en resistencia a AAD. 
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4.10 Análisis filogenético 

 

4.10.1 Filogenia inter individuo  

Se utilizó la filogenia para determinar si la heterogeneidad genética del 

virus y/ó el perfil de variaciones en sitios asociados a resistencia a AAD se 

correspondía ó no con algún grupo de secuencias relacionadas entre sí. Este 

aspecto es especialmente relevante, ya que la identificación de algún grupo 

filogenético relacionado con un patrón concreto de mutaciones de resistencia a 

AAD podría tener implicaciones diagnósticas. 

 

Se utilizaron los alineamientos respectivos de las secuencias obtenidas de 

las regiones NS3 y NS5B de los aislados del VHC de los 60 pacientes junto a 

secuencias de referencia (representativas de todos los subtipos/genotipos 

confirmados hasta el momento). La filogenia se realizó bajo el criterio de 

máxima verosimilitud con el software RAxMLv7.2.6 utilizando el modelo 

GTR (General Time-Reversible) de sustitución de nucleótidos, una 

aproximación de la tasa de heterogeneidad de la distribución gamma y un 

soporte de bootstrap por rama de 1.000 réplicas. En la figura 49 se muestra el 

árbol filogenético de la región NS3, y en la figura 50 el de la región NS5B de 

los 60 aislados, junto a las secuencias de referencia. En ambas filogenias 

observamos que los aislados se agrupan junto con las 11 secuencias de 

referencia representativas del subtipo 1b del VHC con un elevado nivel de 

fiabilidad para la región NS3 (bootstrap 96%), y para la región NS5B 

(bootstrap 100%), resultados que confirman inequívocamente el subtipo viral. 
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Figura 49. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región NS3 (dominio proteasa) 

de los 60 aislados analizados junto a secuencias de referencias del VHC. Las secuencias de 

los aislados del VHC se identifican en color rosa y con el número de muestra. Las secuencias 

de los genotipos 1-7 en diferentes colores (1a: lila; 1b: rosa, 2: verde; 3: azul; 4: naranja; 5: 

amarillo; 6: rojo y 7: turquesa).Modelo de sustitución: GTRGAMMA (α: 0,39). Se indican los 

con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La escala representa 0,2 sustituciones por 

posición nucleotídica. 
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Figura 50. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región NS5B de los 60 aislados 

analizados junto a secuencias de referencias del VHC. Las secuencias de los aislados del 

VHC se identifican en color rosa y con el número de muestra. Las secuencias de los genotipos 

1-7 en diferentes colores (1a: lila; 1b: rosa, 2: verde; 3: azul; 4: naranja; 5: amarillo; 6: rojo 

y 7: turquesa).Modelo de sustitución: GTRGAMMA (α: 0,445). Se indican los con un valor de 

bootstrap >70% (1000 replicados). La escala representa 0,1 sustituciones por posición 

nucleotídica. 
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 Para mejor comprensión, en las figuras 51 y 52 se muestran los árboles 

filogenéticos únicamente con las secuencias de los 60 aislados junto a las 11 

secuencias de referencia del subtipo 1b, y también se detallan las mutaciones y 

los polimorfismos encontrados para cada aislado en la proteasa NS3 y 

polimerasa NS5B en posiciones asociadas a resistencias a IP ó a IAN e INN, 

respectivamente. En el árbol filogenético de la región NS3, pudimos observar 

que las mutaciones (color rojo) y polimorfismos (color azul) en posiciones 

asociadas a resistencia a IP se distribuyeron a lo largo del árbol sin localizarse 

en un grupo filogenético concreto (clado) que diferencie significativamente una 

mutación ó mutaciones determinadas. No se encontró ningún agrupamiento que 

diferenciase los aislados de pacientes inmunocompetentes de los de pacientes 

inmunodeprimidos. Únicamente dos pares de aislados con el cambio V170I, y 

otro aislado con el cambio V55A se diferenciaron significativamente del resto 

(100% y 96% de bootstrap, respectivamente). 

En el árbol filogenético de la región NS5B, pudimos obsevar que las 

mutaciones de resistencia a IAN (color fucsia) y algunas de las mutaciones de 

resistencia a INN (color lila) se distribuyeron a lo largo del árbol, sin distinguir 

grupos filogenéticos concretos. Podemos diferenciar dos grandes grupos de 

aislados con unas mutaciones de resistencia a INN determinadas. En la parte 

superior del árbol se diferencian clados cercanos a la secuencia de referencia 

HPCJTA, con las mutaciones T19S, C316N y A338V. En la parte inferior del 

árbol se diferencian clados cercano a las secuencias de referencia  EU781827 y 

EU781828, con las mutaciones T19S, A300T y A338V. Sin embargo, este 

agrupamiento es arbitrario, ya que la mayoría de los aislados no son 

distinguibles filogenéticamente. Tampoco se encontró ningún agrupamiento 

que diferenciase los aislados de pacientes inmunocompetentes de los  pacientes 

inmunodeprimidos.  

Estos resultados sugieren que, en nuestros aislados del VHC subtipo 1b, 

no se distinguen grupos filogenéticos relacionados con un perfil de resistencias 

concreto a IP (sólo dos pares de aislados en relación al polimorfismo V170I) ni 

a IAN, pero sí se distinguen dos grupos relacionados con un determinado perfil 

de mutaciones de resistencia a INN. No obstante, la filogenia no indica soporte 

para relacionar todos los aislados con un perfil de mutaciones de resistencia 

determinado. 
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Figura 51. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región NS3 de los 60 aislados 
analizados junto a secuencias de referencia genotipo 1b del VHC. Las secuencias de cada 
aislado del VHC se identifican en color negro de pacientes inmunocompetentes, sombreadas 
de inmunodeprimidos, y las secuencias de referencia genotipo 1b del VHC en negrita. Se 
destaca en color rojo las mutaciones de resistencia a IP, y en color azul los polimorfismos en 
posiciones implicadas en resistencia a IP encontrados. Modelo de sustitución: GTRGAMMA 
(α: 0,39). Se indican valores de bootstrap >70% (1000 replicados). La escala representa 0,1 
sustituciones por posición nucleotídica. El aislado Con1 del VHC genotipo 1b  (AJ238799) 
con el cual se utilizó como secuencia de referencia para analizar las variaciones en sitios 
asociados a resistencia a AAD se asocia a la secuencia de referencia EU781828. 
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Figura 52. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región  NS5B de los 60 aislados 
analizados junto a secuencias de referencias genotipo 1b del VHC. Las secuencias de cada 
aislado del VHC se identifican con el número de seroteca, en color negro de pacientes 
inmunocompetentes,sombreadas de inmunodeprimidos, y las secuencias de referencia genotipo 
1b del VHC en negrita. Se destaca en color fucsia las mutaciones de resistencia a IAN, y en 
color lila las mutaciones de resistencia a INN encontrados. Modelo de sustitución: 
GTRGAMMA (α: 0,445). Se indican los con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La 
escala representa 0,1 sustituciones por posición nucleotídica. El aislado Con1 del VHC 
genotipo 1b  (AJ238799) con el cual se utilizó como secuencia de referencia para analizar las 
variaciones en sitios asociados a resistencia a AAD se asocia a las secuencias de referencia 
EU781827 y EU781828. 
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Con el objetivo de intentar mejorar las filogenias agrupando toda la 

información nucleotídica disponible, se realizó un árbol filogenético con las 

secuencias de la proteasa NS3 y de la polimerasa NS5B de cada aislado 

concatenadas. En la figura 53 se muestra el resultado, que confirmó 

nuevamente el agrupamiento de los 60 aislados junto a las 11 secuencias de 

referencia del genotipo 1b (bootstrap 100%).  

 

Figura 53. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de las regiones NS3 y NS5B 
concatenadas de los 60 aislados del VHC analizados junto a secuencias de referencia del 
VHC. Las secuencias de los aislados del VHC se identifican en color rosa y con el número de 
seroteca. Las secuencias de los genotipos 1-7 en diferentes colores (1a: lila; 1b: rosa, 2: 
verde; 3: azul; 4: naranja; 5: amarillo; 6: rojo y 7: turquesa).Modelo de sustitución: 
GTRGAMMA (α: 0,442). Se indican los con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La 
escala representa 0,2 sustituciones por posición nucleotídica. 
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 A modo de resumen en la figura 54 se muestran únicamente las 

secuencias de los 60 aislados junto con las 11 secuencias de referencia de 

subtipo 1b, junto con las mutaciones de resistencia a IP, IAN e INN 

encontradas. El árbol realizado utilizando únicamente 11 secuencias de 

referencia del genotipo 1b del VHC se muestra en el Anexo XVI. Podemos 

observar que los 60 aislados se distribuyeron cercanos a las secuencias de 

referencia EU781827 1b y EU781828 1b (bootstrap 87%) relacionadas con el 

replicón Con1 (Lohmann et al. 1999). Además, queda claro que las mutaciones 

de resistencias que tiene cada aislado, ya sea a IP, IAN y/o INN, no los agrupan 

en clados filogenéticos distintos, ya que se observa que las mutaciones se 

distribuyen a lo largo del árbol. Únicamente un aislado se diferenció de todos 

los demás (bootstrap 100%). Al igual que se observó en el análisis individual 

de NS5B, todos los aislados menos dos poseen las mutaciones de NS5B T19S 

y A338V, y se pueden distinguir dos grupos de aislados que se diferencian por 

poseer además las mutaciones de resistencia a INN C316N por un lado (clados 

en parte superior del árbol) ó A300T (clados en parte inferior del árbol). 

Dentro del primer grupo, observamos 13 aislados con NS5B L159F 

(resistencia a IAN). Sin embargo, y a pesar del considerable número de 

nucleótidos utilizado para la filogenia concatenada (2.526 nt), no se observó 

soporte que indicase diferenciación filogenética significativa de ningún patrón 

de mutaciones. Tampoco se encontró ningún agrupamiento que diferenciase los 

aislados de pacientes inmunocompetentes de los pacientes inmunodeprimidos, 

ni a los aislados de Valencia de los de Badalona. 

 
Figura 54 (página derecha). Árbol filogenético por máxima verosimilitud de las regiones NS3 

y NS5B concatenadas de los 60 aislados del VHC analizados junto a secuencias de 

referencia genotipo 1b del VHC. Las secuencias de cada aislado del VHC se identifican con el 

número de seroteca, en color negro los inmunocompetentes y con sombra los 

inmunodeprimidos, las secuencias de referencias genotipo 1b del VHC en negrita. En el árbol 

se destaca en color rojo las mutaciones de resistencia a IP, en color fucsia las mutaciones de 

resistencia a IAN, y en color lila las mutaciones de resistencia a INN encontrados en cada 

paciente. Modelo de sustitución: GTRGAMMA (α: 0,442). Se indican los con un valor de 

bootstrap >70% (1000 replicados). La escala representa 0,1 sustituciones por posición 

nucleotídica. El aislado Con1 del VHC genotipo 1b  (AJ238799) con el cual se utilizó como 

secuencia de referencia para analizar las variaciones en sitios asociados a resistencia a AAD 

se parece a la secuencia de referencia EU781827 y EU781828. 
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 Estos resultados sugieren que, en aislados del VHC subtipo 1b de 

pacientes nunca tratados con AAD, la presencia de mutaciones y/o 

polimorfismos en aminoácidos relacionados con resistencias no se corresponde 

con algún clado filogenético concreto, sino más bien con una distribución 

aleatoria de estas variaciones entre los distintos aislados, que tampoco 

muestran algún patrón de mutaciones diferencial entre pacientes 

inmunocompetentes ó inmunodeprimidos, ni entre los pacientes de Valencia ó 

los de Badalona. Los únicos dos grupos de aislados que se pueden diferenciar 

son en función de sus mutaciones de resistencia a INN (T19S+A338V+C316N 

vs. T19S+A338V+A300T), pero estos grupos no se pueden distinguir 

filogenéticamente de forma significativa.  

 

 

4.10.2 Filogenia intra individuo  

Para intentar identificar distintas variantes virales en las poblaciones 

virales de cada paciente (“cuasiespecies”), se realizó un análisis filogenético 

con todas las secuencias de los clones moleculares para las regiones NS3 y 

NS5B correspondientes a los 10 aislados seleccionados para este análisis.  

En las figuras 55 y 56 se muestra el resultado obtenido del árbol 

filogenético de los clones moleculares de los 10 aislados analizados en este 

subestudio para las regiones NS3 (proteasa) y NS5B, respectivamente. La 

filogenia se realizó utilizando el software RAxMLv7.2.6 bajo el criterio de 

máxima verosimilitud con el modelo GTR (General Time-Reversible) de 

sustitución de nucleótidos, una aproximación de la tasa de heterogeneidad de la 

distribución gamma y soporte de bootstrap por rama de 1000 réplicas. Las 

secuencias de los clones de cada aislado se agrupan junto a su secuencia directa 

o consenso correspondiente, y todos los clones se agrupan junto a las 11 

secuencias de referencia del genotipo 1b del VHC con un elevado valor de 

bootstrap (88% y 100%, respectivamente). El árbol filogenético de las 

secuencias de los clones moleculares junto con 11 secuencias de referencia del 

genotipo 1b del VHC se detallan en Anexo XVII (a) NS3 y (b) NS5B. 
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Figura 55. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región NS3 de los clones 

moleculares de los 10 aislados analizados junto a secuencias de referencias del VHC. Las 

secuencias de los clones de cada aisaldo del VHC se identifican en distintos colores (turquesa, 

lila, rojo, rosa, marrón, naranja, granate, azul, verde claro y verde oscuro) y con el número de 

seroteca Las secuencias de referencia se muestran en color negro. Modelo de sustitución: 

GTRGAMMA (α: 0,382). Se indican los con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La 

escala representa 0,2 sustituciones por posición nucleotídica. 
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Figura 56. Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región NS5B de los clones 

moleculares de los 10 aislados analizados junto a secuencias de referencias del VHC. Las 

secuencias de los clones de cada aislado del VHC se identifican en distintos colores (turquesa, 

lila, rojo, rosa, marrón, naranja, granate, azul, verde claro y verde oscuro) y con el número de 

seroteca Las secuencias de referencia se muestran en color negro. Modelo de sustitución: 

GTRGAMMA (α: 0,483). Se indican los con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La 

escala representa 0,2 sustituciones por posición nucleotídica. 
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 El agrupamiento de las secuencias de los clones moleculares coincide 

con lo observado con las secuencias directas ó consenso. Para la región NS3, 

los clones moleculares de los 10 aislados se agrupan cercanos a las secuencias 

de referencia EU781827 1b y D90208 1b (Anexo XVII (a)). Para la región 

NS5B, los clones moleculares de los 10 aislados se agrupan cercanos a las 

secuencias de referencia EU781827 1b,  EU781828 1b y HPCJTA 1b (Anexo 

XVII (b)). Los árboles filogenéticos de los clones moleculares detallados para 

cada aislado con las mutaciones de resistencia a IP, IAN e INN encontradas en 

las regiones NS3 y NS5B se detallan en Anexo XVIII y XIX, respectivamente.  

Para los clones moleculares de cada aislado de la región NS3 no se 

observó ningún agrupamiento ó grupo filogenético concreto ó diferencial 

(clado) que agrupase las variantes minoritarias con mutaciones asociadas a 

resistencia a IP ó polimorfismos en posiciones asociadas a resistencia 

encontradas en algunos clones moleculares (Anexo XVIII). Así mismo en los 

árboles filogenéticos de los clones moleculares de cada aislado de la región 

NS5B tampoco se observó que las variantes minoritarias con mutaciones de 

resistencia a IAN y/o INN encontradas en algunos clones moleculares formaran 

un grupo filogenético concreto (clado) (Anexo XIX). En ninguna de las dos 

regiones se observó ningún clado filogenético ó patrón de mutaciones 

minoritarias diferencial entre los clones moleculares de aislados de pacientes 

inmunocompetentes ó inmunodeprimidos, ni de pacientes de Valencia ó de 

Badalona. 

 

Estos resultados sugieren que, a nivel intrapaciente, la aparición de 

mutaciones y/o polimorfismos en aminoácidos relacionados con resistencias no 

se corresponde con la evolución de algún clado filogenético concreto dentro de 

cada paciente, sino más bien con una distribución aleatoria de estas variaciones 

entre las distintas variantes dentro de cada paciente, que tampoco muestran 

algún patrón de mutaciones diferencial en la “cuasiespecie” entre pacientes 

inmunocompetentes ó inmunodeprimidos, ni entre los pacientes de Valencia ó 

los de Badalona. 
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4.11 Análisis de coevolución intramolecular e intermolecular 

Una mutación de resistencia tiene un impacto en la capacidad biológica 

del virus mutante (fitness), normalmente reduciendo el fitness, y disminuyendo 

su eficiencia replicativa. Con frecuencia una mutación compensatoria asociada 

con la mutación de resistencia puede favorecer ó restaurar el fitness (aumento 

del fitness), provocando que la mutación de resistencia perdure en la población 

viral ó potencialmente facilitando de este modo la aparición más rápida de 

virus resistentes. Para detectar posibles mutaciones compensatorias 

relacionadas con las variaciones detectadas en nuestros aislados del VHC 

subtipo 1b se realizó un análisis de coevolución intramolecular utilizando el 

software CAPS, versión 1 (Farés y Travers 2006). CAPS compara la variación 

correlacionada de las tasas de evolución en dos sitios corregidas por el tiempo 

transcurrido desde la divergencia de la secuencia de la proteína a la que 

pertenece.  

Los aminoácidos de la proteasa NS3 en coevolución formaron 5 grupos: 

G1: 7/56/86; G2: 7/56/89; G3: 7/86/147; G4: 56/117 y G5: 86/87 (en el 

ANEXO XXI tabla 10 se detallan los resultados). La visualización gráfica se 

representa en la figura 57, donde podemos observar los aminoácidos que 

pertenecen a un mismo grupo de coevolución enlazados, y si están próximos 

entre sí. Cuando un aminoácido pertenece a varios grupos de coevolución, 

existen varias conexiones que parten de ese aminoácido a cada uno de los 

grupos a los que pertenece, enlazando con cada uno de los aminoácidos de 

dichos grupos. En el grupo 1 y 3, el aminoácido en la posición 86 ha sido 

asociado previamente a mutaciones compensatorias para resistencias a IP (Yi et 

al. 2006). En el grupo 5, la posición 86 coevoluciona junto a la posición 87, 

implicada en resistencia a IP (Susser et al. 2009). En el grupo 2, el aminoácido 

en la posición 89 está asociado a una mayor replicación del virus (Hraber et al. 

2007). Finalmente, en el grupo 4 el aminoácido en la posición 117, también 

está implicado en resistencia a IP (Susser et al. 2009). En la figura 58 se 

representan los aminoácidos en coevolución como esferas de colores en la 

estructura tridimensional de la proteína NS3/4A proveniente del aislado BK del 

VHC genotipo 1b (código PDB 1CU1) mediante el programa PyMol v1.1. 

Como se puede observar, los grupos de coevolución detectados incluyen 

aminoácidos tanto próximos como distantes entre sí. 
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Figura 57. Aminoácidos de la proteasa NS3 en coevolución. Las esferas en color verde 

representan los residuos de aminoácidos que están en coevolución, mostrando aquellas que 

pertenecen al mismo grupo de coevolución enlazados entre sí, y las interdependencias entre 

los diferentes grupos. 

 

 
Figura 58. Posición de los aminoácidos de la proteasa NS3 en coevolución. Las esferas en 

colores representan los residuos de aminoácidos que están en coevolución. Los aminoácidos 

que pertenecen al mismo grupo de coevolución tienen el mismo color. 
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Estos resultados sugieren que algunas mutaciones de resistencia a IP 

encontradas en los aislados virales, están acompañadas de mutaciones 

compensatorias, ó de polimorfismos asociados a una mayor replicación del 

virus. Estas compensaciones intramoleculares restaurarían el bajo fitness viral 

que se produce tras la emergencia de una mutación de resistencia. 

 

Los aminoácidos en coevolución de la proteína NS5B en los 60 aislados 

analizados formaron 32 grupos (en el ANEXO XXI tabla 11 se muestran los 

resultados detallados). En la visualización gráfica (Figura 59), se representan 

los aminoácidos que pertenecen a un mismo grupo de coevolución enlazados 

adecuadamente. Cuando un aminoácido pertenece a varios grupos de 

coevolución, aquel está unido a cada uno de los grupos a los que pertenece. En 

la figura 60 se representan los aminoácidos en coevolución como esferas de 

colores en la estructura tridimensional de la proteína NS5B del aislado Con1 

del VHC genotipo 1b (código PDB 3FQL) mediante el programa PyMol v1.1. 

Como se puede observar, los grupos de coevolución detectados en la proteína 

NS5B incluyen aminoácidos distantes y cercanos entre sí. Aquellos que 

pertenecen al mismo grupo de coevolución se muestran con el mismo color. 

Observamos que de los 32 grupos de aminoácidos que coevolucionan, la 

posición 300, relacionada con resistencia a INN (Ali et al. 2008), está presente 

en varios grupos de aminoácidos en coevolución (grupo 3, 7, 14, 19, y 29) que 

incluyen otras posiciones implicadas en resistencia a INN, como la posición 

451 (Tomei et al. 2004) (grupos 25 y 31). Además, 300 y 451 coevolucionan 

juntas en el grupo 22. 

Estos resultados apuntan a que algunas mutaciones de resistencia a un 

INN encontradas en los aislados virales, pueden ir acompañadas de otras 

mutaciones resistencia a otros INN, lo que podría contribuir a la resistencia a 

varios AAD de esta clase. 
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Figura 59. Aminoácidos de la proteína NS5b en coevolución. 
 
 

 

Figura 60. Posición de los aminoácidos de la proteína NS5b en coevolución. Las esferas en 

colores representan los residuos de aminoácidos que están en coevolución. Los aminoácidos 

que pertenecen al mismo grupo de coevolución tienen el mismo color. 
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Por otro lado, las mutaciones de resistencia que se detectan en la proteasa 

NS3 podrían ir acompañadas de otras mutaciones y/o polimorfismos en la otra 

polimerasa NS5B, ó viceversa. Por tal motivo se evaluó la posible existencia de 

correlación entre mutaciones en la proteasa NS3 y la polimerasa NS5B en una 

secuencia determinada, es decir, si una mutación en una proteína siempre va 

acompañada de otra mutación en la otra proteína. El análisis de coevolución 

intermolecular entre las proteínas NS3 y NS5B también se realizó con el 

software CAPS v1, y se distinguieron 5 grupos de aminoácidos en coevolución 

(Tabla 31 y ANEXO XXI, Tabla 12).   

 

Grupo NS3 (aa) NS5B (aa) 

G1 89 110/ 543/ 310

G2 4 181/ 117

G3 87 130/ 16/ 113

G4 89/117 300

G5 117 451/ 426/ 520
 

Tabla 31. Grupos de aminoácidos  en coevolución intermolecular NS3-NS5B 

 

 

De los 5 grupos de aminoácidos que coevolucionan entre las proteínas 

NS3 y NS5B, llamó la atención en el grupo 1 la posición NS3-89 implicada en 

mayor eficiencia replicativa (Hraber et al. 2007). En el grupo 4 esa misma 

posición NS3-89 está junto a NS3-117, relacionada con resistencia a IP (Susser 

et al. 2009), y NS5B-300, relacionada con resistencia a INN (Ali et al. 2008). 

Finalmente, en el grupo 5 se observó que la posición NS3-117, relacionada con 

resistencia a IP (Susser et al. 2009), coevoluciona junto a las posiciones NS5B-

451 y NS5B-426, relacionadas con resistencia a INN (Tomei et al. 2004, Shi et 

al. 2008).  

Estos resultados sugieren que algunas mutaciones de resistencia 

encontradas en la proteasa NS3 pueden ir acompañadas de mutaciones de 

resistencia concretas en la polimerasa NS5B. Estas asociaciones 

intermoleculares podrían estar relacionadas para mantener la eficacia 

replicativa (fitness) de los dobles mutantes, ó por otros motivos, todavía 

desconocidos.  
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5. DISCUSIÓN 

 

Esta Tesis Doctoral representa uno de los primeros estudios en España 

sobre los polimorfismos naturales del VHC en las proteínas diana de los AAD 

inhibidores del la proteasa NS3 y de la polimerasa NS5B, tanto en pacientes 

inmunocompetentes como en pacientes trasplantados hepáticos 

inmunodeprimidos. Se puso a punto una técnica de RT-PCR y secuenciación 

para analizar la variabilidad del VHC en el gen de la proteasa NS3 y 

polimerasa NS5B en 60 aislados de pacientes naïve con infección crónica. Se 

evaluó tanto la presencia de variaciones en la secuencia promedio ó 

mayoritaria  (secuenciación directa en todos los aislados), como la presencia de 

mutaciones minoritarias a nivel de la “cuasiespecie” del VHC (clonación y 

secuenciación en aislados de 10 pacientes seleccionados), partiendo de la 

hipótesis que algunas mutaciones relacionadas con resistencias a AAD ya se 

encuentran circulando en los virus que infectan a la población antes del 

comienzo del tratamiento. El estudio se centró en la infección por el VHC 

subtipo 1b, por dos motivos. En primer lugar, el subtipo 1b es el de mayor 

prevalencia en pacientes con enfermedad hepática avanzada en España (López-

Labrador et al. 1997), que representa la población con más urgencia de 

tratamiento (Joshi et al. 2013). En segundo lugar, la mayoría de los estudios 

publicados han evaluado la prevalencia de mutaciones que confieren 

resistencia a IP, y a los IAN e INN, en aislados de pacientes infectados con 

VHC genotipo 1, sobre todo del subtipo 1b, debido a que la mayoría de  los 

inhibidores han sido desarrollados con modelos de cultivo celular para este 

subtipo y se conoce muy bien el perfil de resistencias in vitro. Además, se 

incluyeron en el estudio aislados del virus de dos poblaciones (Valencia y 

Badalona) y de dos tipos de pacientes (inmunocompetentes y trasplantados 

hepáticos), para evaluar posibles efectos de diferencias locales ó de la 

inmunosupresión en la distribución de polimorfismos relacionados con 

resistencias a AAD. 

 

En la primera parte de esta Tesis Doctoral, se puso a punto una técnica de 

RT-PCR para amplificar y secuenciar las regiones de la proteasa NS3 y de la 

polimerasa NS5B del VHC. Debido a la longitud de los fragmentos a 
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amplificar, se necesitó aplicar un protocolo de PCR anidada, y dividiendo en 

dos fragmentos la amplificación de cada gen. También se presentaron 

dificultades para amplificar algunas muestras, sobre todo aquellas con baja 

carga viral (p.ej. <500.000 UI/mL). Finalmente, se evaluó la prevalencia de 

polimorfismos naturales en las secuencias obtenidas de 60 aislados de 

pacientes con infección crónica, 34 de ellos seguidos en el Hospital La Fe de 

Valencia (21 eran trasplantados hepáticos inmunodeprimidos) y 26 seguidos en 

el HGUTiP de Badalona. Los datos obtenidos indican, en conjunto, que los 

polimorfismos basales en residuos relacionados con resistencia a AAD son 

comunes en las dos regiones NS3 y NS5B, pero mucho más frecuentes en 

posiciones de NS5B implicadas en resistencia a INN. La prevalencia de 

polimorfismos relacionados con resistencia a AAD no es dependiente ni de la 

localización geográfica de la cohorte de estudio, ni de la presencia de 

inmunosupresión (trasplante hepático).  

 

En la región de la proteasa NS3, 32/60 aislados (53,33%) poseían 

polimorfismos en alguna posición asociada a resistencia a IP, en los que en 12 

aislados el cambio implica resistencia a IP y en el resto es desconocido. No 

obstante, las mutaciones observadas fueron variantes de bajo nivel de 

resistencia a IP, y no se observaron en ningúno de los aislados cambios en las 

posiciones 36, 155, 156, 168 y 170 que tienen un mayor impacto en la 

resistencia a los IP in vivo, tales como V36M T54S, R155K/T, A156S/V/T  

D168A/V y V170A (Sarrazin et al. 2007a; 2007b, Mederacke et al. 2009, 

Halfon y Locarnini 2011). Si bien otros autores detectaron estas mutaciones de 

alto nivel de resistencia a IP en el 0,2 - 2,2% de aislados de pacientes 

infectados por VHC genotipo 1 (Bartels et al. 2008, Colson et al. 2008, 

Kuntzen et al. 2008, Gaudieri et al. 2009, Kim et al. 2009) cabe destacar que, a 

diferencia de nuestro trabajo, incluyeron un número significativo de pacientes 

infectados con VHC subtipo 1a, que presenta más polimorfismos relacionados 

con resistencias. Además, el tamaño muestral de nuestro trabajo es menor. 

A pesar de todo, hay que destacar la detección de otros polimorfismos 

asociados a resistencia, aunque en una frecuencia muy baja. Los cambios V36L 

(resistencia a TPV, BOC y VPV), V55A (resistencia a TPV, BOC, SOV), y 

V170T (resistencia a TPV, BOC, NLV, FDV, SMV y DNV), se encontraron 
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cada uno en 1/60 aislados (1,67%), en concordancia con lo descrito en 

pacientes naïve (Cento et al. 2012), y en tratamiento con IP (Susser et al. 2009, 

Barnard et al. 2013). Los polimorfismos A87T y R117H (resistencia in vitro a 

TPV y BOC) se encontraron en un 1/60 (1,67%) de los aislados analizados. 

Besse y colaboradores (2012) también detectaron R117H in vivo, en 3/28 

aislados de pacientes naïve infectados con subtipo 1b. Por último, también se 

encontraron los polimorfismos S122G/T/N (potencialmente asociados a 

resistencia a SMV) en 7/60 (11,6%) de las secuencias analizadas. Los 

polimorfismos en S122 también se han encontrado en otras cohortes de 

pacientes (Paolucci et al. 2012, McPhee et al. 2012a; 2012b), aunque esos 

estudios también incluyeron pacientes infectados por VHC subtipo 1a.  

En este trabajo también se encontraron varios polimorfismos en la 

proteasa NS3 no relacionados a resistencias a IP en la literatura: A39S, D79H, 

A87S/V, Y105F, R117C, S174C y E176A con una frecuencia de 1/60 aislados 

(1,67%) cada una, y V170I de 21/60 aislados (35%). En particular, el 

polimorfismo V170I ya ha sido asociado a resistencia a Danoprevir (Lim et al. 

2012). El efecto potencial de estos polimorfismos en la resistencia a IP es 

desconocida. Al posicionar estos polimorfismos en la estructura tridimensional 

de la proteasa se observó que D79H, Y105F, R117C, S174C y E176A se 

encuentran cercanos al sitio activo, por lo que se puede especular que estos 

polimorfismos podrían también afectar la unión de los IP. En la triple terapia 

BOC+pegIFN+RBV, los pacientes infectados por aislados del VHC con 

polimorfismos basales en la proteasa respondían peor que aquellos que no 

presentaban mutaciones basales (RESPOND-2, De Meyer et al. 2012). Por 

tanto, no se puede descartar que estos polimorfismos encontrados tengan algún 

efecto en la eficacia de la triple terapia con IP. 

 

Con respecto la polimerasa NS5B, cabe destacar la ausencia de 

polimorfismos en posiciones asociadas con alto nivel de resistencia a IAN 

(S282), y sólo 1/60 aislados (1,67%) tenía algún otro polimorfismo (N142S), 

siendo éste de efecto desconocido. En nuestra población de estudio no 

encontramos la principal mutación de resistencia a IAN (S282T) en ningúno de 

los aislados secuenciados. Esta mutación es extremadamente infrecuente in 

vivo, aunque recientemente Tong et al. (2014) y Gane et al. (2014b) 
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identificaron S282T en unos pocos aislados de pacientes infectados con el 

subtipo 1a. Ningúno de los aislados analizados muestra las variaciones A15G, 

K72M, S96T, N142T, R222Q, C223H/Y, S282R, L320I/F, ó A396G, 

asociadas con resistencia a IAN. Sin embargo, llama la atención la prevalencia 

de variantes L159F y I239L (26,67%), asociadas recientemente con resistencia 

moderada (Tong et al. 2014a; 2014b, Gane et al. 2014b). En particular, 15/60 

aislados (25%) tenian el polimorfismo L159F, relacionado con resistencia 

(moderada) a Mericitabina y Sofosbuvir in vitro e in vivo (Tong et al. 2014a; 

2014b) en presencia de una mutación adicional (L320F), la cual no se observó 

en ningúno de nuestros aislados. Nuestros resultados son similares a los 

obtenidos por Paolucci et al. (2013) en Italia, donde observaron una 

prevalencia del 23,3% del polimorfismo L159F en aislados del VHC subtipo 

1b. Queda por elucidar si la presencia de esta variación puede facilitar la 

selección del doble mutante L159F+L320F en caso de su emergencia durante 

el tratamiento con IAN. Por último, encontramos el cambio I239L (resistencia 

moderada a Mericitabina) en 1/60 (1,67%) de los aislados, aunque previamente 

esta variación sólo había sido identificada in vitro, en el modelo del replicón 

(Ali et al. 2008).   

En cuanto a polimorfismos con implicación desconocida en la resistencia 

a IAN, encontramos N142S en una 1/60 (1,67%) de las secuencias. El cambio 

que induce resistencia a Balipravir es N142T. Nuestros resultados concuerdan 

con los de Kuntzen et al. (2008) y Legrand-Abravanel et al. (2009), que  

tampoco encontraron la sustitución N142T in vivo, y con los de Chinnaswamy 

et al. (2010) que, aunque identificaron N142S y NS142T en secuencias de 

bases de datos, su frecuencia fue muy baja. Por tanto, parece que la variación 

en esta posición es, en efecto, bastante infrecuente. 

En su conjunto, los resultados obtenidos en cuanto a polimorfismos 

implicados en resistencia a IAN refuerzan el concepto de baja frecuencia de 

resistencias a esta clase de inhibidores.  

 

Al contrario que para los IAN, encontramos una alta prevalencia de  

polimorfismos en posiciones de NS5B asociadas con resistencia a INN, 

dirigidos a cualquiera de los sitios alostéricos de la polimerasa viral. Todos los 

aislados tenían como mínimo algún polimorfirsmo relacionado con resistencia 
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a INN. En 4/60 aislados (6,67%) había al menos un cambio que implica 

resistencia a INN, mientras que  24/60 (40%) mostraron al menos un cambio 

con efecto desconocido. Además, 40/60 aislados (66,67%) tenían entre 2 y 3 

mutaciones de resistencia a INN y 16 aislados (26,67%) tenían más de 3 

mutaciones de resistencia a INN. Asimismo, 9/60 aislados (15%) tenían entre 2 

y 3 polimorfismos en posiciones asociadas a resistencia, cuyo efecto es 

desconocido.  

Con respecto a las mutaciones con resistencia a INN encontradas en 

nuestro estudio que afectan el pulgar I sitio (A), ningúna de ellas se encontró 

con prevalencia superior al 7%. La mayoria también han sido identificadas in 

vivo en aislados de otros pacientes naïve por otros autores: A421V (resistencia 

a BMS-791325) por McPhee et al. (2012) y Bartels et al. (2013); P496S y 

V499A (resistencia a Tegobuvir, BI207127, MK-3281; JTK-109 y BILB1941) 

por Gaudieri et al. (2009), Treviño et al. (2011), Bartels et al. (2013) y 

Paolucci et al. (2013). El cambio T389A (resistencia a JT-16 vitro,  

identificado en 2/60 -3,33%- de las secuencias) es la primera vez que se detecta 

in vivo (Delang et al. 2012a; 2012b).  

Detectamos un total de cinco mutaciones de resistencia a INN que 

afectan al pulgar II, sitio alostérico (B) de la polimerasa NS5B. 

Sorprendentemente, T19P (resistencia a Filibuvir y VCH-759), se encontraba 

en casi todas de las secuencias analizadas (58/60), sin embargo, esta resistencia 

se ha caracterizado únicamente in vitro (Howe et al. 2006), y su relevancia 

clínica se desconoce. Por otra parte, aunque la prevalencia de R531K (Villano 

et al. 2006) fue también alta (16/60, 26,67%), el fármaco para el que confiere 

resistencia (Nesbuvir) se ha retirado de desarrollo. Las otras tres mutaciones 

I424V (resistencia a Filibuvir y BILB 1491), A442T (resistencia a Filibuvir, 

Lomibuvir, VCH-759, VCH-916, y VCH-371) y L419V (resistencia a VX-222),  

mostraron una prevalencia baja (15%, 5%, y <2%,  respectivamente). De ellas, 

es importante destacar que, mientras L419 se ha descrito con anterioridad en 

aislados de pacientes naïve (Bartels et al. 2010, Zhang et al. 2012), A442T  

únicamente ha sido descrita in vitro con anterioridad a nuestro trabajo (Howe et 

al. 2006) y  I424V en secuencias de bases de datos (Alves et al. 2013). Por 

tanto, nuestros resultados indican que algunos de los aislados de subtipo 1b 
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analizados podrían presentar una susceptibilidad reducida a esta subfamilia de 

INN. 

Para los INN dirigidos a la palma I, sitio alostérico (C) y la horquilla-β 

de la polimerasa, sólo se encontraron tres cambios implicados en resistencia en 

nuestros aislados, y fueron poco frecuentes. Los más relevantes son S556G/N 

(5/60 aislados -8,33%-) y M414L, (2/60 aislados -3,33%-). Estos cambios se ha 

detectado también in vivo por otros autores como polimorfismos naturales, en 

relación con la emergencia de resistencia a INN en ensayos clínicos y, para 

S566G, con la resistencia a análogos de ciclosporina A (Middleton et al. 2010, 

Sun et al. 2011, Bartels et al. 2013, Arai et al. 2014). Para el cambio S368A 

detectado en sólo 1/60 aislados, no se conoce relación con resistencia in vivo, 

solamente in vitro (Lu et al. 2007). Por último, la baja frecuencia (<10%) de 

polimorfismos para esta subclase de INN (C451Y/H/N y Y448S) concuerda 

con el escrutinio más exhaustivo de bases de datos de secuencias 

(Chinnaswamy et al. 2010), aunque su posible efecto es difícil de preveer. 

Para la subfamilia de INN dirigidos a la palma II, sitio alostérico (D) de 

la polimerasa viral, se encontraron cinco cambios relacionados con resistencias 

en la literatura: uno en casi todas las secuencias (A338V en 59/60 aislados -

98,33%-), dos con una prevalencia muy alta (C316N en 30/60 -50%- y A300T 

en 28/60 -46,67%- aislados) y los otros dos con una prevalencia muy baja 

(C445F y Y452H en 2/60 -3,33%- y 1/60 -1,67%- aislados, respectivamente). 

También se encontró un  polimorfismo (A300S en 25/60 -41,67%- aislados) 

cuya relación con resistencia a INN  es desconocido. Los cambios A300T 

(resistencia a Nesbuvir) y A338V (resistencia a A837093) han sido sólo 

descritos previamente in vitro (Howe et al. 2006, Ali et al. 2008) y no se 

dispone de datos in vivo. Por el contrario, los cambios C316N (resistencia a 

ABT-333, BI207127, Setrobuvir, Tegobuvir, A782759, A837093, Nesbuvir, y 

ABT-072),  C445F y Y452H (resistencia a Tegobuvir) se ha detectado en 

varios estudios en pacientes naïve, con frecuencias muy variables (Le Pogam et 

al. 2008, Hebner et al. 2011, Mo et al. 2011, Treviño et al. 2011, Zeuzem et al. 

2011, Bartels et al. 2013, Paolucci et al. 2013). En particular, el polimorfismo 

C316N es un ejemplo de la variabilidad a nivel de subtipos en los genotipos 1 

ya que otros autores también lo han identificado con alta frecuencia en los 

subtipos 1b mientras que en los subtipos la con una proporción inferior al 1% 
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(Di Maio et al. 2014). La proximidad de C316 al sitio activo (diana de los 

IAN) y la elevada prevalencia de la sustitución C316N encontrada en nuestro 

trabajo podría implicar una menor efectividad de los IAN en algunos pacientes 

infectados por VHC subtipo 1b, según lo descrito en estudios muy recientes 

(Donaldson et al. 2014). 

En resumen, nuestros resultados concuerdan con la literatura sobre otras 

cohortes y evidencian el alto nivel de polimorfismo de la polimerasa viral en 

los sitios diana de INN. En nuestro caso, se detectaron más cambios 

relacionados con resistencias a INN dirigidos al pulgar II, sitio alostérico (B) y 

a la palma II, sitio alostérico (D) de la polimerasa NS5B, y con mayor 

prevalencia. La presencia de este alto nivel de polimorfismo en las posiciones 

implicadas en la resistencia a INN podría afectar la eficacia de esta clase de 

AAD, por lo que (i) es recomendable el uso concomitante con otros AAD, y 

(ii) la secuenciación de NS5B previa a su uso podría ayudar a la elección de la 

subfamilia de INN más adecuada. No obstante, el impacto de cada uno de estos 

polimorfismos en la pérdida de susceptibilidad a los INN no es equivalente, y 

varios de ellos confieren un nivel de resistencia bajo ó intermedio. Por tanto, 

no se conoce todavía el beneficio real que tendría la secuenciación de NS5B 

previa al tratamiento. 

 

Aunque hemos encontrado varias variaciones asociadas con resistencia a 

IP, IAN ó INN, éstas deben haber tenido lugar por mutación espontánea, ó por 

otro tipo de presión selectiva, ya que no hubo presión selectiva del antiviral. 

Conocer el número y tipo de sustituciones nucleotídicas necesarias para que 

cambie un aminoácido y se genere una mutación de resistencia es relevante, ya 

que estos parámetros definen la barrera genética para la generación de 

mutantes de resistencia para cada fármaco (Götte et al. 2012).  

Observamos que las sustituciones de aminoácidos observadas en 

posiciones relacionadas con resistencia a IP requerían en casi todas el cambio 

de sólo un nucleótido: una transición para V55A, A87T, R117H, S122N, y  

S122G; y una transversión en V36L y S122T. Sólo uno de ellos (V170T) 

requería cambio de dos nucleótidos (dos transiciones). En el caso de las pocas 

sustituciones implicadas en resistencia a IAN, en 159, se vió cambio de uno ó 

de dos nucleótidos (una ó dos transiciones), y para I239L el cambio de dos 
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nucleótidos, una transversión y transición. Finalmente, en el caso de las 

sustituciones relacionadas con resistencia a INN, la mayoría de las 

sustituciones necesitaban del cambio de un sólo nucleótido: en los codones 

338, 389, 452, 499, 556 (una transición), 368, 414 y 419 (una transversión). En 

los codones 19 y 300 la sustitución podía implicar una ó dos trasversiones, ó 

una transversión más una transición. Finalmente en los codones 421, 424 y 531 

se encontraron una ó dos transiciones.  

En resumen, la mayoría de las sustituciones observadas habrían 

necesitado sólo un cambio de nucleótido (baja barrera genética), en especial 

para la posiciones relacionadas con desarrollo de resistencia a IP e INN. En el 

caso de los IP, las sustituciones encontradas no están relacionadas con un alto 

nivel de resistencia, pero para los INN, varias sustituciones sí lo están. 

Globalmente, nuestras observaciones concuerdan con las realizadas en cohortes 

de otros países (Bartels et al. 2013, Cento et al. 2012, Castilho et al. 2011, Di 

Maio et al. 2014, Götte et al. 2012, Kukolj et al.  2005, McCown et al.  2008, 

Sarrazin y Zeuzem 2010). Para los IAN, las sustituciones encontradas en los 

codones I239 y L159, recientemente asociados con resistencia, requieren dos 

cambios de nucleótidos, pero en algún caso para el codón L159 sólo uno. En 

estos pocos casos, estas sustituciones podrían favorecer la aparición de 

resistencia a sofosbuvir o mericitabina.  

 

En la segunda parte de esta Tesis Doctoral evaluamos la presencia de 

mutantes minoritarias en la “cuasiespecie” del VHC relacionadas con 

resistencia a AAD. La secuenciación directa Sanger de productos de PCR tiene 

una limitación de sensibilidad para la detección de genomas minoritarios con 

mutaciones de resistencia presentes en la población de la “cuasiespecie” viral, 

sólo detectables mediante el análisis de clones moleculares ó técnicas de 

secuenciación masiva de nueva generación. Este aspecto es importante, porque 

estas variantes minoritarias detectables sólo mediante técnicas de alta 

sensibilidad podrían pasar en algún momento a ser población mayoritaria, por 

ejemplo cuando exista la presión de selección por el tratamiento con AAD 

(Sarrazin y Zeuzem 2010, Thompson y McHutchison 2009, Kieffer et al. 

2010). Además de encontrar todas las variantes detectadas por secuenciación 

directa, en el análisis de clones moleculares encontramos variantes minoritarias 
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relacionadas con resistencia a IP, IAN e INN y algunos polimorfismos cuyo 

efecto es desconocido, que habían pasado inadvertidas en la secuenciación 

estándar.  

En posiciones relacionadas con resistencia a IP encontramos diversas 

variantes a una frecuencia entre el 2,7 y el 9,5% en la “cuasiespecie”: V36L 

(resistencia a TPV, BOC y VPV) V55A y A87T (resistencia a TPV, BOC, y 

SOV), Q80H (resistencia a TPV, BOC, SMV, ASV, DNV, VPV y SOV), 

R109K  (resistencia a TPV y BOC), S122G/T/N (resistencia a SMV), y 

V158M Alguna de estas mutaciones minoritarias  (p.ej. V55A) ha sido 

identificada en pacientes tratados con BOC pero nosotros la hemos detectado 

en ausencia de exposición al antiviral.  

 En cuanto a posiciones asociadas con la resistencia a inhibidores de la 

polimerasa, sólamente un aislado de un paciente presentó una variante 

minoritaria resistente a IAN, mientras que todas las demás variantes 

minoritarias detectadas por secuenciación clonal fueron variantes resistentes a 

INN. Se detectaron las mutaciones A300T, M71V, I462T, A442T y S556G 

con una frecuencia entre el 3-19%, pero llama la atención que la mutación 

R531K ocurrió en un paciente en hasta un 38% de los clones moleculares.  

Las mutaciones minoritarias implicadas en resistencia a IP sólo 

necesitaron de una transversión para V36L, Q80H y S122T ó una transición 

para V55A, A87T, R109K, V158M y S122N/G. Mientras que los tipos de 

cambio de nucleótidos en las variantes minoritarias V36L, Q80H  había sido ya 

descritos previamente por Bartels et al. (2013), los demás no han sido descritos 

con anterioridad. 

En al caso de mutaciones minoritarias de resistencia a inhibidores de la 

polimerasa, la única encontrada relacionada con IAN (S282R) se debía a la 

transversión de un nucleótido y no  ha sido descrita hasta el momento.  El resto 

de mutaciones minoritarias, relacionadas con resistencia a INN, se debió a la 

transición de un nucleótido M71V, A300T A442T, 462T, R531K, y S556G. De 

todos ellos, sólo el cambio en el codón 556  ha sido descrito previamente por 

Bartels et al. (2013) en un estudio realizado en aislados de pacientes, y  por  Di 

Maio et al. (2014) en el análisis de secuencias de bases de datos. 

De acuerdo al número y tipo de sustituciones nucleotídicas encontradas 

en las variantes minoritarias asociadas a resistencia a AAD, éstas se asocian 
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frecuentemente a una barrera genética baja en el caso de IP, e INN, ya que en 

la mayoría sólo una sustitución de nucleótido dió como resultado el cambio de 

aminoácido. En el caso de IAN, sólo se detectó la variante minoritaria S282R, 

y en un sólo paciente, y aunque ésta también parecía originada por un sólo 

cambio de nucleótido, se desconoce con exactitud su efecto en la resistencia a 

IAN (Gaudieri et al. 2009). 

 

En definitiva, en este trabajo hemos detectado variantes minoritarias 

relacionadas con resistencia a AAD en aislados de pacientes nunca tratados, 

que afectan sobretodo a la sensibilidad a INN. Nuestros resultados son 

similares a los de otros autores que han utilizado la secuenciación de clones 

moleculares (Le Pogam et al. 2008, Franco 2011, Le Pogam et al. 2012). 

Aunque en el caso del VIH la presencia de variantes minoritarias con 

resistencia se asocia al fracaso de algunos regímenes antiretrovirales (Li et al. 

2013), se desconce si las variantes minoritarias resistentes identificadas en este 

trabajo podrán ser seleccionadas, provocar fallo terapéutico y persistir a largo 

plazo en mayor ó menor proporción tras el tratamiento con AAD (Susser et al. 

2011). Sin embargo, queda todavía por determinar si el análisis de la 

secuencia genotípica con métodos de alta sensibilidad como el análisis de 

clones moleculares u otros menos tediosos basados en ultrasecuenciación 

serán útiles para evaluar la respuesta a AAD, aunque posiblemente esto 

dependerá de la potencia y eficacia del régimen de AAD aplicado (Schneider y 

Sarrazin 2014).  

 

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas en cuanto al 

número y porcentaje de cambios de aminoácido en posiciones asociadas a 

resistencia a IP, IAN, ó INN entre los aislados de los pacientes 

inmunocompetentes del Hospital La Fe y del HUGTIP, ó los aislados de los 

pacientes inmunodeprimidos del Hospital La Fe, lo que indica que no hay una 

prevalencia distinta de estas mutaciones ó polimorfismos entre pacientes 

inmunocompetentes ó inmunodeprimidos, ni entre pacientes de Valencia ó 

Badalona. Tampoco se encontraron diferencias significativas en cuanto al 

número y porcentaje de variantes minoritarias entre aislados de pacientes 

inmunocompetentes y ó  inmunodeprimidos, lo que sugiere que no hay una 
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mayor ó menor generación de variantes minoritarias en la “cuasiespecie” del 

VHC en función de la inmunosupresión, aunque el número de pacientes que 

hemos podido analizar es bastante limitado. En resumen, ni la localización 

geográfica (Valencia ó Badalona), ni el uso de inmunosupresión en pacientes 

trasplantados hepáticos, tuvo impacto en la prevalencia ó emergencia de 

mutaciones de resistencia a los inhibidores de la proteasa NS3 polimerasa 

NS5B como polimorfismos naturales en pacientes infectados por el VHC 

subtipo 1b. 

En la tercera parte de esta Tesis Doctoral, se evaluaron medidas 

cuantitativas de la heterogeneidad genética y polimorfismos de la proteasa NS3 

y polimerasa NS5B del VHC-1b. Aunque se ha generado en la literatura 

bastante información sobre los polimorfismos naturales del VHC implicados en 

resistencia a AAD, existen pocos análisis sobre el orígen de dicha variación y 

qué fuerzas evolutivas están detrás de estos polimorfismos.  

Los valores de heterogeneidad genética y polimorfismo del VHC fueron 

similares entre los pacientes inmunodeprimidos e inmunocompetentes, y entre 

los pacientes del Hospital la Fe y HUGTIP, tanto para la región de la proteasa 

NS3 como para la región de la polimerasa NS5B. No parece, que la 

heterogeneidad genética global del VHC-1b en estas regiones esté influenciada 

con la inmunosupresión (disminución en la respuesta inmune celular), ni que 

difiera globalmente entre los aislados de Valencia ó Badalona.  

En las 60 secuencias del VHC-1b analizadas pudimos determinar que, a 

lo largo tanto de la proteasa NS3 como de la polimerasa NS5B, la relación 

entre las tasas de sustitución no sinónimas y sinónimas (dN/dS) menores de uno 

sugieren una selección negativa ó purificadora, de acuerdo con la teoría de que, 

en general, la mayoría de proteínas parecen estar bajo selección purificadora la 

mayor parte del tiempo (Li et al. 1997).  

Para determinar de forma más exhaustiva el tipo de selección también 

realizamos pruebas más sensibles, determinando la desviación de nuestras 

secuencias de la teoría neutral (Kimura 1983). En ambas regiones, los 

estadísticos D de Tajima, D* y F*, y la Fs de Fu con valores negativo mayores 

que 0, nos indicaron una posible desviación del modelo neutral hacia la 

selección direccional, pero la falta de significación estadística podría suponer 

también que nos encontramos bajo la presencia de selección purificadora ó 
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selección de fondo, pero tampoco lo podemos asegurar puesto que los valores 

no son significativos. De acuerdo a los resultados, parece en estas regiones se 

acumulan cuantos menos cambios mejor, y se eliminan aquellas mutaciones 

que pudieran suponer alguna desventaja. Esta idea concuerda con la función 

primordial que tienen la proteasa NS3 (corte de la poliproteína viral en sus 

unidades funcionales), como la polimerasa NS5B (replicación del genoma 

ARN viral) para el VHC. Seguramente cuando surgen mutaciones deletéreas, 

actúa la selección purificadora disminuyendo la variación de la secuencia.  

Utilizando las medidas más comunes de hereterogeneidad genética y 

polimorfismo no pudimos encontrar diferencias entre los aislados del VHC de 

Valencia ó Barcelona ó entre los aislados de pacientes inmunocometentes ó 

inmunodeprimidos de Valencia, lo que no resulta inesperado, ya que todos los 

aislados eran del subtipo 1b. No obstante, existen otras metodologías más 

sensibles para revelar posibles diferencias en la composición genética de 

grupos poblacionales de organismos, tales como el análisis de la varianza 

molecular (AMOVA). El análisis AMOVA nos reveló una variación 

significativa en la composición genética entre los aislados del VHC-1b de 

Valencia y de Badalona, lo que podría indicar diferencias epidemiológicas 

locales, y que las cepas del VHC-1b circulantes en ambas ciudades son 

distintas. Además, el AMOVA reveló una diferencia significativa en la 

composición genética de los aislados de pacientes inmunodeprimidos e 

inmunocompetentes, pero sólamente para la polimerasa NS5B, lo que nos hace 

pensar en que una situación inmunológica distinta (menor presión inmune dado 

por la depresión farmacológica de la respuesta inmune celular) podría 

modificar las características genéticas del virus. Una explicación alternativa 

sería que estos pacientes trasplantados de mayor edad estén en realidad 

infectados por cepas del VHC-1b genéticamente diferenciadas a las de los 

pacientes inmunocompetentes, más jóvenes. 

 

La determinación de la composición genética intrapoblacional del VHC 

dentro de cada paciente infectado y según sea inmunocompetente ó 

inmunodeprimido por trasplante hepático tiene interés para dilucidar si la 

inmunosupresión varía la composición genética del virus intrapaciente y si, 

presumiblemente, podría favorecer ó no la probabilidad de selección de 
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mutaciones de resistencia. En cuanto a la heterogeneidad genética y el nivel de 

polimorfismos, no encontramos diferencias significativas entre clones 

moleculares de los aislados de individuos inmunodeprimidos e 

inmunocompetentes, ni para la proteasa NS3 ni para la polimerasa NS5B. 

Aunque los valores inferiores de los pacientes inmunocompetentes en la 

complejidad nucleotídica de la “cuasiespecie” (Entropía de Shannon, Sn), tanto 

para la proteasa NS3 como para NS5B, hacen pensar en una mayor 

complejidad genética de la “cuasiespecie” bajo la inmunosupresión, no 

pudimos obtener significación estadística por el pequeño tamaño muestral. A lo 

largo de ambas proteínas, se detectó selección negativa ó purificadora (dN/dS  

<1) para ambas regiones del virus, y la relación dN/dS parecía inferior en 

pacientes inmunocompetentes para la proteasa NS3, aunque tampoco 

obtuvimos significación estadística, por lo que no podemos concluir con 

certeza que la proteasa esté bajo un menor grado de selección en pacientes 

inmunodeprimidos. 

Con respecto a los valores de los estadísticos de las diferentes pruebas de 

neutralidad en clones moleculares, se nos presentaron varias situaciones en la 

región de la proteasa NS3: 1) Individuos en los que los estadísticos son 

significativamente mayores a 0 y con valores negativos (dos casos para 

pacientes inmunocompetentes y cuatro casos para pacientes 

inmunodeprimidos), 2) Individuos en que los estadísticos no son 

significativamente mayores a 0 y presentan valores negativos (dos casos para 

pacientes inmunocompetentes, y un paciente inmunodeprimido), y 3) por 

último, en un individuo inmunocompetente los estadísticos son valores 

positivos mayor que 0 y no significativos. 

La selección direccional parece responsable de la variabilidad 

intrapaciente encontrada para la proteasa NS3 en todos los pacientes menos en 

uno, ya que encontramos valores de D, D* y F* negativos, y con significación 

estadística en la mayoría de pacientes (cuatro pacientes inmunodeprimidos y 

dos pacientes inmunocompetentes). Esta selección direccional podría deberse a 

la presencia de mutaciones ventajosas (arrastre selectivo) ó de mutaciones 

deletéreas (selección de fondo). La D de Tajima y la Fs de Fu son más 

sensibles a la presencia de arrastre selectivo, mientras que la D* y F* de Fu y 

Li lo son para selección de fondo (Simonsen et al. 1995, Fu 1997, Ramos-
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Onsins y Rozas 2002). Así, cuando sólo D y Fs sean significativos estamos 

ante un caso de arrastre selectivo, mientras que si sólo lo son D* y F* 

estaremos ante selección de fondo ó purificadora (Jiménez-Hernández 2005). 

La falta de significación en la prueba de Fu nos hace pensar en una selección 

de fondo.  

Con respecto a la región NS5B, al menos un individuo de cada grupo 

(inmunocompetente e imunodeprimido), presentó los tres estadísticos (D, D* y 

F*) con valores significativamente mayor que 0 y con valor negativo, pero la 

prueba de Fu no fue significativa. Por tanto volvemos a encontrarnos ante el 

fenómeno de la selección direccional por la presencia de mutaciones deletéreas 

(selección de fondo o purificadora).  

Si tenemos en cuenta nuestros resultados y las observaciones anteriores, 

todo parece apuntar a que lo más probable es que en la mayoría de los 

individuos tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos, se estén dando 

fenómenos de selección purificadora ó selección de fondo de las poblaciones 

virales, aunque más marcada en la proteasa NS3 y en pacientes 

inmunodeprimidos, lo que es bastante plausible, conociendo el papel 

fundamental de esta proteína para el ciclo de vida del virus. Alternativamente, 

esta situación se podría haber producido en los pacientes inmunodeprimidos 

por un aumento del tamaño poblacional de la “cuasiespecie” del virus debido a 

dos factores: i) el cuello de botella que representa la infección del nuevo 

hígado trasplantado y ii) el aumento de la replicación del virus gracias a la 

inmunosupresión. 

 

Los resultados obtenidos con el análisis de la varianza molecular 

(AMOVA) nos permiten intuir que existe una variación genética 

intrapoblacional del VHC (ó diversidad de “cuasiespecies” intrapaciente) 

diferente entre individuos inmunocompetentes y trasplantados 

inmunodeprimidos, tanto para la proteasa NS3 como para polimerasa NS5B. 

Desconocemos el posible impacto de esta evolución diferencial del virus en la 

potencial selección y/o fijación en el tiempo de mutaciones de resistencia en 

caso de fallo terapéutico a AAD. 
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Aunque los valores de dN/dS (ω) a lo largo de las regiones de la proteasa 

NS3 y polimerasa NS5B nos indicaban globalmente una selección negativa a lo 

largo de la proteína, es posible que algunos aminoácidos en particular estén 

seleccionados positivamente, favoreciéndose la fijación de cambios de 

aminoácido, y que éstos se correspondan con posiciones relacionadas con 

algún tipo de resistencia a AAD. En el análisis de selección codón por codón 

de los 60 aislados analizados, los resultados de la aproximación FEL indican 

que ningún codón de la proteasa NS3 está bajo selección positiva y 160 están 

bajo selección negativa, y que en la región NS5B 12 codones se encuentran 

bajo selección positiva y 324 bajo selección negativa. La presencia de 

selección negativa ó purificadora en la mayoría de los codones parece ser por 

tanto la principal influencia sobre la evolución de NS3 y NS5B, como ya 

hemos comentado, de acuerdo a su función imprescindible en el ciclo de vida 

del virus. Los dos codones de NS5B que evolucionan bajo el efecto de la 

selección positiva (300 y 556) se encuentran implicados en resistencia a INN, 

por lo que la fijación de mutaciones en estas dos posiciones podría verse 

favorecida en presencia de estos fármacos. 

El análisis de diversificación de selección episódica a nivel de codón 

entre las distintas variantes del virus presentes dentro de cada paciente 

(intrapaciente) con el método MEME nos permitió identificar selección 

episódica en los codones NS3-116 y NS3-171 de dos de los diez pacientes 

seleccionados para el análisis de “cuasiespecie”, pero estos codones no están 

implicados en posiciones con resistencia a IP. En cambio, identificamos un 

total de 23 codones bajo selección episódica en NS5B de los cuales dos de 

ellos están implicados con resistencia a INN: M426 y R531, cada uno presente 

en los clones moleculares de un aislado de un paciente inmunocompetente e 

inmunodeprimido, respectivamente. Estas posiciones podrían conferir una 

ventaja adaptativa y verse favorecidas la fijación de mutaciones en presencia 

de INN. 
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En la cuarta parte de esta Tesis Doctoral se realizó un estudio 

filogenético con el fin de determinar el aislado de referencia más parecido a 

nuestras secuencias, y si algún perfil particular de polimorfismos en sitios 

asociados a resistencia a AAD estaba relacionado con algún agrupamiento 

filogenético, lo que indicaría alguna relación original de esas secuencias, ó la 

circulación de algún clado del VHC-1b con un perfil de resistencia a AAD 

concreto. También se buscaron patrones de coevolución molecular entre 

aminoácidos de las dos dianas de AAD estudiadas, a nivel intra e 

intermolecular. 

En el árbol filogenético de la región NS3 se observó que las mutaciones 

de resistencias a IP y polimorfismos en posiciones asociadas a resistencia a IP 

encontradas en algunos de los 60 aislados de pacientes se distribuyeron a lo 

largo del árbol sin forman  clados diferenciables por poseer una determinada 

mutación. La mayoría de los aislados se distribuyen junto a la secuencia de 

referencia HPCJTA 1b. 

En el árbol filogenético de la región NS5B se observó que las mutaciones 

de resistencia a IAN encontradas en algunos aislados y las mutaciones de 

resistencia a INN se distribuyeron a lo largo del árbol formándose dos perfiles, 

aunque no filogenéticamente distintos. Por un lado algunos aislados se 

distribuyeron formando un grupo cerca de la secuencia de referencia HPCJTA, 

estos aislados tenían las mutaciones de resistencia a INN: T19S, C316N y 

A338V, y algunos aislados la mutación L159F con resistencia a IAN. Mientras 

que los demás aislados formaron otro grupo con las mutaciones: T19S, A300T 

y A338V con resistencia a INN, y se distribuyeron cerca de las secuencias de 

referencia EU781827 y EU781828. 

Cabe destacar que al realizar el análisis filogenético con las regiones NS3 

y NS5B concatenadas obtuvimos una mejor señal filogenética relacionando 

todos nuestros aislados menos uno como cercanos a las secuencias de 

referencia EU781827 1b y EU781828 1b (relacionada con el replicon Con1), 

independientemente de si correspondían a pacientes de Valencia ó Badalona ó 

de pacientes inmunocompetentes ó inmunodeprimidos. En esta filogenia con 

las secuencias concatenadas, al examinar simultáneamente los polimorfismos 

en todas las posiciones relacionadas con resistencias (ya fuese a IP, IAN ó 

INN), se observaron también secuencias que se diferencian por el 
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polimorfismo NS5B C316N por un lado y por otro el A300T (parte inferior del 

árbol), ambos relacionados con resistencia a INN. Sin embargo, no pudimos 

distinguir ningún grupo filogenético (clado) que diferenciase los aislados con 

estos dos polimorfismos de NS5B. Tampoco encontramos ningún clado que 

diferenciase las pocas mutaciones de resistencia a IP e IAN encontradas en 

nuestros aislados por lo que los polimorfismos naturales en posiciones 

asociadas con resistencia a AAD no parecen asociadas a ningún clado concreto 

ó diferencial.  

Por otra parte, el análisis filogenético con las secuencias de los clones 

moleculares nos permitió evaluar si las variantes minoritarias en las 

“cuasiespecies” de cada paciente (poblaciones virales intrapaciente) con 

polimorfismos relacionados con resistencias tenían un orígen común dentro de 

la cuasiespecie. Los resultados de este análisis intrapoblacional sugieren que 

las variantes minoritarias con mutaciones de resistencias a IP (filogenia de 

NS3), ó para IAN e INN (filogenia de NS5B) son generadas continuamente de 

forma aleatoria y no generan, en general, clados diferenciales en la 

“cuasiespecie” intrapaciente, ni en aislados de pacientes inmunocompetentes, 

ni de inmunodeprimidos.   

 

En el último análisis de esta Tesis Doctoral, nos preguntamos si los 

polimorfismos naturales en nuestras secuencias la proteasa NS3 y polimerasa  

NS5B del VHC pueden estar relacionados con mutaciones compensatorias que 

coevolucionan, manteniendo ó favoreciendo la eficacia biológica del virus 

(fitness). Ante la aparición de una mutación que reduce el fitness, es probable 

que se necesite de alguna otra compensatoria (secundaria) para que el mutante 

pueda propagarse satisfactoriamente en la población viral. El éxito de un 

antiviral está muy influenciado por su habilidad para inhibir todas las variantes 

virales minimizando la emergencia de mutantes y de mutaciones 

compensatorias (Halfon y Locarnini 2011, Kieffer et al. 2010).  

En el análisis de coevolución de la proteína NS3 se encontraron siete 

aminoácidos en coevolución, de los cuales las posiciones 87 y 117 están 

relacionados con resistencia a IP (TPV y BOC), y se detectó el aminoácido en 

la posición 86, asociado a mutaciones compensatorias para resistencias a IP 

coevoluciona junto al aminoácido en la posición 87. Este resultado obtenido 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



210  DISCUSION 

podría tener un impacto en el fitness viral. En la proteína NS5B las posiciones 

300 y 451 (implicados en resistencia a INN) están presentes en varios grupos 

de aminoácidos en coevolución, y a su vez coevolucionan juntos. Estas 

posiciones en particular presentaron cambios de aminoácidos en las 60 

secuencias analizadas (A300T/S y C451Y/H/N). Nuestros resultados en su 

conjunto indican que las posiciones NS3-87 y NS3-117 relacionadas con 

resistencia a IP coevolucionan y que NS5B-A300T relacionada con resistencia 

a INN va acompañada indefectiblemente de NS5B-C451Y/H/N para mantener 

el fitness.  

Además pudimos identificar que la posición NS3-89 (implicada en una 

mayor eficiencia replicativa) y la posición NS3-117 (relacionada con 

resistencia a IP) coevolucionan con la posición NS5B-300 relacionada con 

resistencia a INN. Además NS3-117 también coevoluciona junto a otras 

posiciones implicadas en resistencia a INN: NS5B-451 y 426. De esta manera, 

podemos especular que ciertas mutaciones de resistencia a IP en NS3 podrían 

favorecer la selección de mutaciones de resistencia a INN en NS5B, ó 

viceversa. Otros autores también han detectado coevolución de varias 

posiciones a lo largo de la poliproteína del virus (incluida NS3 y NS5B), en 

relación a la respuesta al tratamiento con peg-IFN+RBV (Lara et al. 2011). La 

identificación de coevolución de posiciones aminoacídicas implicadas en 

resistencia a diferentes clases de AAD, podría tener alguna implicación clínica 

en el futuro.  
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6. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral nos permiten concluir 

que, para los aislados del VHC subtipo 1b de pacientes con infección crónica 

en nuestra área geográfica: 

 

1. Existe una prevalencia significativa de polimorfismos naturales en 

posiciones relacionadas con resistencia a AAD, en especial a los inhibidores de 

la polimerasa no nucleosídicos (INN).  

 

2. La prevalencia de polimorfismos del VHC-1b en posiciones 

relacionadas con resistencia a los AAD es similar en aislados de pacientes 

inmunodeprimidos ó inmunocompetentes, como también entre aislados de dos 

localidades distintas del Área Mediterránea (Valencia y Badalona). 

 

3. En la región de la proteasa NS3, no se identificaron las principales 

mutaciones de resistencia a boceprevir o telaprevir (R155K/T, A156V/T y 

V170A). Sin embargo, se identificaron las variaciones de resistencia moderada 

a IP V36L, V55A, A87T, R117H, S122T/G/N, V170T con prevalencias <6%.  

 

4. En la región de la polimerasa NS5B, no se identificaron las 

principales mutaciones de resistencia a IAN (S96T, N142T, S282T y L320F). 

Sin embargo, se identificaron las variaciones con resistencia moderada L159F 

y I239L en el 25% y 1,67% de los aislados, respectivamente. Aunque L159F 

por sí sola no confiere resistencia a IAN, su presencia podría favorecer la 

aparición del doble mutante L159F+L320F en un porcentaje considerable de 

aislados. 
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5. La prevalencia de polimorfismos asociados con resistencia a INN es 

elevada, y todos los aislados analizados tenían al menos un polimorfismo en 

alguna posición relacionada con resistencia. Estas variaciones fueron más 

frecuentes y con mayor prevalencia en el pulgar II, sitio alostérico (B) y en la 

palma II, sitio alostérico (D). En particular, la mutación C316N (asociada con 

resistencia a los INN dirigidos a los sitios alostéricos C y D de la polimerasa), 

fue elevada (50%), y su localización más cercana al sitio activo sugiere que 

podría también afectar a la efectividad de IAN como el sofosbuvir. 

 

6. El análisis intrapaciente de clones moleculares de la proteasa NS3 y 

polimerasa NS5B detecta variantes minoritarias en la “cuasiespecie” del virus, 

no detectables mediante secuenciación directa estándar, y algunas asociadas 

con resistencia a IP, IAN e INN. El uso de técnicas alternativas a la clonación, 

como la secuenciación masiva, puede ser útil en el seguimiento de estas 

mutaciones minoritarias. 

 

7. De acuerdo al número y tipo de sustituciones nucleotídicas 

encontradas en codones de NS3 y NS5B del VHC-1b asociados a resistencia a 

AAD, la mayoría de ellas presentan una barrera genética baja, ya que sólo con 

un cambio de nucleótido se ha podido generar el cambio de aminoácido.  

 

8. A lo largo de ambas proteínas estudiadas, se encuentra selección 

natural negativa ó purificadora. Lo mismo parece ocurrir a nivel 

intrapoblacional en la “cuasiespecie”, donde las pruebas de neutralidad 

confirman una desviación del modelo neutral, sobre todo para la proteasa NS3 

y en condiciones de inmunosupresión, que sugieren la presencia de fenómenos 

de selección direccional (selección de fondo), ó alternativamente un aumento 

del tamaño poblacional.  

 

9. Las variancias génicas del VHC-1b en NS3 y NS5B es similar entre 

pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos de la misma área 

geográfica, pero distinta entre pacientes de áreas geográficas distintas, lo que 

sugiere alguna diferencia en la composición genética de ambas poblaciones. La 

implicación práctica de este fenómeno se desconoce. 
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10. Todos los codones de la proteasa NS3 y la mayoría de los de la 

polimerasa NS5B parecen sometidos a selección negativa ó purificadora, de 

acuerdo a su función imprescindible en el ciclo de vida del virus. De los 12 

codones de NS5B bajo selección positiva, dos (300 y 556) se encuentran 

implicados en resistencia a INN, por lo que la fijación de mutaciones en estas 

dos posiciones podría verse favorecida en presencia de estos fármacos. A nivel 

intrapoblacional, dos codones de la polimerasa NS5B implicados con 

resistencia a INN (M426 y R531) presentan evidencia de diversificación 

episódica, lo que podría indicar que los cambios le confieren una ventaja 

adaptativa a estas variantes dentro de la “cuasiespecie”. 

 

11. Las mutaciones de resistencia a IP, IAN e INN no forman grupos 

filogenéticos concretos. Lo mismo ocurre a nivel intrapaciente con las  

variantes mayoritarias y minoritarias presentes en la “cuasiespecie” (clones 

moleculares) de la población viral.  

 

12. Algunos aminoácidos relacionados con resistencia a IP (NS3 86, 87, 

117) y a INN (NS5B 300, 421, 426, 451) coevolucionan con otros, bien a nivel 

intraproteína ó a nivel interproteína, posiblemente para mantener el fitness 

viral. Podemos especular que ciertas mutaciones de resistencia a IP en NS3 

podrían favorecer la selección de mutaciones de resistencia a INN en NS5B, ó 

viceversa. 

 

13. Ni la localización geográfica (Valencia ó Badalona), ni el uso de 

inmunosupresión en pacientes trasplantados hepáticos, parece tener impacto en 

la prevalencia de polimorfismos asociados con resistencia a AAD inhibidores 

de la proteasa NS3 ó de la polimerasa NS5B en pacientes infectados por el 

VHC subtipo 1b, estos resultados hacen preveer eficacia similares de 

regímenes basados en AAD. 
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ANEXO I 
 

Protocolo Extracción de ARN viral (Extracción magnética Nuclisens miniMag, 
Biomérieux) 
 
Lisis 
1. Centrifugar los tubos con tampón de lisis durante 10 segundos a 1500xg. 
2. Abrir los tubos con tampón de lisis y añadir las muetras (10-1000 μl). 
3. Cerrar los tubos con tampón de lisis y mezclar. 
4. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
 
Unión 
1. Centrifugar los tubos con tampón de lisis durante 10 segundos a 1500 xg. 
2. Abrir los tubos con tampón de lisis y añadir 20 μl de control interno y 50 μl de 
sílice. 
3. Cerra los tubos y mezclar suavemente. 
4. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
  
Lavado 
1. Centrifugar los tubos durante 2 minutos a 1500 xg. 
2. Abrir los tubos y eliminar el sobrenadante. 
3. Añadir 400 μl de Wash Buffer1 y transferir todo a cada uno de los tubos de 1,5 mL 
colocados en miniMag. 
4. Lavar durante 30 segundos (Tecla 1 STEP)  en miniMAg (cuerpo magnético 
acostado). 
5. Eliminar el sobrenadante (cuerpo magnético levantado). 
6. Añadir 400 μl de Wash Buffer1 (cuerpo magnético acostado) y repetir los pasos 4 y 
5. 
7. Añadir 500 μl de Wash Buffer2 (cuerpo magnético acostado) y repetir los pasos 4 y 
5. 
8. Repetir el paso7. 
9. Añadir 500 μl de Wash Buffer3 (cuerpo magnético acostado). 
10. Lavar durante 15 segundos (Tecla 1 STEP)  en miniMAg (cuerpo magnético 
acostado). 
11. Eliminar el sobrenadante (cuerpo magnético levantado). 
 
Elución 
1. Añadir 50 μl de Elution Buffer. 
2. Incubar durante 5 minutos a 60ºC en termoagitador (velocidad: 1:1400 rpm). 
3. Volver a colocar los tubos en el miniMAg (Rack Magnético). 
4. Abrir los tubos y transferir el líquido eluido en nuevos tubos (miniMAg, cuerpo 
magnético levantado). 

 
 

 
ANEXO II 

 
Fórmula TBE 1X 
 
- 0.089 mM Tris-HCL  
- 0.089 mM ácido borico 
- 0.002 mM EDTA 
 
En H2O desionizada ajustar a pH= 8,3 
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ANEXO III 
 
 
Fórmula Tampón de carga 6x: 

 
- 10mM Tris-HCL (pH 7.6) 
- 0.03% azul de bromofenol 
- 0.03% xileno cianol FF 
- 60% glicerol 
- 60mM EDTA 
 
En ml de H2O desionizada 
 
 

ANEXO IV 
 

Protocolo Purificación de productos de PCR (NucleoFast 96PCR) 

 

1. Transferir la muestra de PCR (20-300 μl) en los pocillos de la placa nucleofast. 

2. Centrifugar 15 minutos a 4.500xg Descartar el eluido. 

3. Añadir 100 μl de agua libre de nucleasa y centrifugar 15 minutos a 4.500xg. 

Descartar el eluido. 

4. Repetir el paso 4. 

5. Añadir 50 μl de agua libre de nucleasas. 

6. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

7. Recuperar el eluido pipeteando 5-10 veces y transferir a tubos individuales. 

 
 
 

ANEXO V 
 

Protocolo de eliminación de los terminadores de secuenciación Big Dye en placas 

EDGBIO DTR V3 

1. Llevar la muestra a 10 μl con agua destilada antes de añadir a la placa V3. 

2. Retirar el adhesivo inferior y después el superior manteniendo la placa horizontal 

para evitar perder el gel. 

3. Colocar la placaV3 sobre una placa de residuos y colocar en la centrífuga. 

4. Centrifugar 3 minutos a 850xg. Descartar el eluido. 

5. Transferir la muestra de 10-15 μl a la placa con cuidado de no tocar los laterales de 

la placa. Cubrir. 

6. Colocar la placa V3 sobre la placa receptora y colocar en la centrífuga. 

7. Centrifugar 5 minutos a 850xg. Conservar el eluido. 
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ANEXO VI 
 

Medio SOC:  

2% w/v Bacto- triptona (20 g) 0,5% w/v Bacto-extracto de levadura (5 g) NaCl 

8.56mM NaCl (0,5 g) o 10 mM de NaCl (0,584 g) KCl 2.5mm KCl (0,186 g) MgCl 

2MgSO 410 mM MgCl 2 (0.952 g) o 20mM MgSO4 (2,408 g); dd H 2 O[ 4 ]dd H 2 O 

a 1000 ml; 20mM glucosa (3,603 g)  

Ajustar a pH 7,0 mediante la adición de concentrado de hidróxido de sodio. 

El medio SOC no debe ser esterilizado en autoclave, porque la alta temperatura puede 

causar que la glucosa reaccione con péptidos trípticos. El medio se esteriliza por 

filtración a través de un filtro de 0,22 micras. Por otra parte, el magnesio y glucosa 

pueden ser esterilizados en autoclave por separado y mezclados después a sus 

concentraciones finales, aunque el autoclave puede causar la caramelización de la 

glucosa. 

 

 

ANEXO VII 

 

Medio de cultivo LB (Luria-Bertani) + ampicilina + X-gal (5-bromo-4-cloro-3-

indolil-β-D-galactopiranósido) + IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido)  

(por litro) 

Extracto de levadura (5g) Bactotriptona (10g) NaCl (10g) Agar 1,6%. 

Ajustar a pH 6,1 mediante la adición  de  NaOH.  

Autoclavar, dejar enfriar hasta 42ºC y añadir ampicilina (100 μg/ml) X-gal (500 μM) 

IPTG 40 μg/ml, mezclar y plaquear en placas de petri. 
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ANEXO VIII 

Secuencias de referencia VHC Genotipos/subtipos 

Genotipo 1        Número de Acceso 

1a   AF011751 

1a   AJ278830 

1a  AF387806     

1a  M62321     

1a  AF511950      

1a  HPCHCJ1      

1a  AF387808    

1a  AF271632      

1a  EF407457         

1a  HQ850279         

1a  M67463 

1b  AF165057      

1b  AF165051      

1b  HPCJTA        

1b  HPCJ491      

1b  D90208           

1b  EU781827         

1b  EU781828 

1b  AF165047      

1b  AF165045      

1b  AF165063      

1b  M58335          

1c  D14853        

1c  AY051292         

1c  AY651061         

1e  KC248194         

1g  AM910652         

1l  KC248193         

1l  KC248196         

1l  KC248197         

1h  KC248198         

1h  KC248199         

1*  AJ851228        

1*  HQ537007         

1*  KC248195        
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(continuación). 
 

Genotipo 2       Número de Acceso 

2a  AF238483      

2a  AB047644      

2a  AF238481      

2a  AB047639      

2a  AB047642      

2a  AB047645      

2a  AF238484      

2a  HPCPOLP       

2a  AB047641      

2a  AF169002      

2b  AY232737      

2b  AY232739      

2b  AY232747      

2b  AY232731      

2b  AF238486      

2b  AY232749      

2b  AY232733      

2b  HPCJ8G        

2b  AY232743      

2k  AB031663      

2l  DQ155561      

2c  D50409        

Genotipo 3        

3a  AF046866      

3a  HPCEGS        

3a  X76918        

3a  DQ437509      

3a  HPCK3A        

3b  HPCFG         

3k  HPCJK049E1    

Genotipo 4        

4a  DQ418784      

4a  DQ418789      

4a  DQ418782      

4a  DQ988077      

4a  DQ988075      
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(continuación). 
 

Genotipo 4           Número de Acceso 

4a  DQ418785      

4a  DQ418787      

4a  DQ418788      

4a  DQ418783      

4a  DQ988079     

4a  DQ988073      

4a  DQ988076      

4a  Y11604        

4a  DQ988074      

4a  DQ988078      

4f  EF589160      

4f  EF589161      

4d  DQ516083     

4d  DQ418786      

Genotipo 5            

5a  AF064490     

5a  Y13184        

Genotipo 6            

6a  DQ480515      

6a  DQ480523      

6a  DQ480519      

6a  DQ480520      

6a  DQ480517     

6a  Y12083        

6a  DQ480522     

6b  D84262        

6c  EF424629    

6d  D84263    

6e  DQ314805    

6f  DQ835764           

6g  HPCJK046E2    

6g  DQ314806      

6h  D84265       

6i  DQ835762      

6i  DQ835770     

6j  DQ835761     
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 (continuación). 
 

Genotipo 6          Número de Acceso 

6j  DQ835769      

6k  D84264        

6k  DQ278893     

6k  DQ278891    

6l  EF424628      

6m  DQ835765      

6n  DQ83576      

6n  DQ278894      

6o  EF424627      

6p  EF424626      

6q  EF424625     

6w  DQ278892       

Genotipo 7           

7a  EF108306      
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ANEXO IX 
 

Alineamiento realizado con las secuencias de nucleótidos y aminoácidos deducidas de NS3 de los 60 aislados del VHC de los pacientes estudiados con respecto a la 
secuencia de referencia del aislado Con1 genotipo 1b del VHC. 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

1b_HCV_NS3 GCGCCTATCACGGCCTATTCCCAACAAACGCGGGGCCTGCTTGGCTGTATCATCACTAGCCTCACAGGTCGGGACAAGAACCAGGTCGATGGGGAGGTTCAGGTGCTCTCCACCGCAACGCAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAATGGCGTGTGTTGGACCGTCTACCATGGTGCCGGCTCGAAGACCCTGGCCGGCCCGAAGGGTCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGTCGGCTGGCCGGCGCCCCCCGGGGCGCGCTCCA
680_013 .................CG...................A.............................C........A........A..G...........A...G.T.....T..G..A..........................C..............T....T......C........A......T.A.....T..A..................................................T.....A.T......T........T...C
974_028 ..A..C...........CG.T.....G...........A.....T.......................C.....T..............G..A........A...G.T.....T..G..A..............A.....T.....C........C.....T....T......C..T.....A.................A.....C..G.......................G.................T....A..................T...T
341_032 .................CG.......G...........A.............................C....................G...........A...G.............A.....C....................C..............T....T......C........A........A........A.....C.......................................................................TT
308_056 .....C...........CG.......G........T..A.................C...........C.................T..G...........A...G.............A..........................C..............T....T........................A........A.....C.....T....................G.........................................T..TT
433_059 ..A..C..T........CG.......G..AA.......A.................C...........C..A.................G..A........A...G.......T.....A.....................A....C........C.....T.....T.....G.................A........A.....C...G...T..................G.................T....A.........T............T
429_066 .................CG.......G...........A.................C...........C....................A...........A...G.T.....T.....A..............A...........C..............T..T.T......C..T.....A........A........A.....G...........G..............G.................T....A.........T........T..TC
665_101 .....C............G....G..G.........T..........C...G....C...........C.......G.........A..G.....A..C..A...G.T........C..A.....C...............A.T..C..............T....TT........T.....A.....T..A........A.....C...G...................................................................TC
416_100 ..................G.......G...........TT................C...........C....................G........C..A...G.T...........A...........A..............C.....C..C.....T.....T..............A........A........A.......................................................A...C.....T...........TT
502_106 .....C...........CG.T.....G............T............................C..............A.....G..A........A...G.T...........A....................T.....C..............T....TT.....C........A........A........A..A..C...........G..............G......................AA.....T..G........T...T
856_105 .................CG.T.....G...........A.............................C...........T........G........C..A...G...................C..............TA....C..T...........T....T......C........A........A................................................................A...A..............T...T
189_123 ...........A.....CG.......G..A........A..C.....C....................C....................G...........A...G.T...........A..........................C..............T..T.T......C........A......T..........A.....C..G..T..T........................................A.........T........T...T
132_129 .....C............G.......G..A........A.....T.......................C....................G...........A...G.T..T.....G..............A.........A.T..C..............T.CT........C......A.A........A........A.....G.......T.........................................A.........T........T..TC
255_156 .................CG.......G...........A........C........C...........C...........T........G...........A...G.............A...........A.........A....C..............T....T......C........A........A........A.............T..................G......................A..................T..TT
213_173 ..............T..C.G......G.........T.......T..C.................G..CA......G............G...............G.A...........A.................T........C..............T.....T.....C........A......T.A........A..A..C...G.......G...............................................T........G...C
146_178 .................CG.......G...........A........C........C................................G..A........A...G.......T.....A....................T.....C..............T..T.T...C..C........T...............T.A..A..C........T....................T..A...........T....A...C..T..A........T..TT
915_183 .................CG.......G...........A.............................C....................G...........A...G.T.................................A....C..............T....T...C...........A........T........A..A..G.................................................A.......T..........T..TT
482_194 ......G..........CG....G..G........AT.A.............................C.......G............G...........A..AG........T....A..G..C.....A..A......A....C.....C..C.....T.....T.....C..........G......A........A..A.....GG....A...........T..............T.............A..................T...T
186_197 .................CG.......G.....A........C....................A.....C....................G...........A...G.T...........A..............A......A....C..............T...........C........A......T.A......................T.........................................A.........T........T..TT
090_198 .................CG....G..G...........A..................................................G...........A...G.............A..........................C.....A........T.....T.....C.....T..A........A.....T..A.....C.......TT..G..............G......................A.........G........T..TT
373_200 .....C..T........CG.......G...........A.............................C....................G...........A...G.T.................C.....A........TA....C........C.....T....T...C..C........A........A........A.....G.....T....................G................................T........T..TT
978_202 .....C...........CG.......G...........A.............................C..............A.....G..A........A...G..........T..A.................G........C........C.....T.....T.....C........A......T.A........A..A..C.................T........G......................AA........T...........TC
448_203 .....C...........CG.T..G..G.........AAA.................C..T........C.....T..............G.....A.....A...G..........G...........................GGC..............T..............T...C.A........A........A........G..T.T...................................................T........T...T
443_205 .....C.....A.....C.....G..G.........G.A..C.....C........C...........C....................G...........A...G.............A.....................A....C..............T...........C........A.....T..A..............G..........................G......................A.........G........T....
304_206 .....C....................G..A........A..G..T......G....C........G..C....................G...............G.T........G..A..............A...........C..............T.....T.....C........C.....T..A........A.....G..G........G.....................................AA.................T...T
859_207 ..................G....G..G..C........A........C....................C..A.................G..A........A...G.............A....................T.....C..............T....T......C..T.....A........A........A..A..C..G....T..................G......................AT......T.T........T..TT
575_210 .................CG.......G...........A........C........C................................G..A....G...A...G.............A..........................C..............T....T...A..C...........C..............A..A..C...........................C....A................A...C.....A........T..TT
865_211 ..................G.......G...........A..C..............C..T........C.......G............G...........A...G.......T.....A.....................A....C..............T....................A......T.A........A..A..C............................................T....A......T...........T..TT
200_213 .................CG...................A.............................C.................A..G........C......G.T...........A.....C....................C..............T.....T..C...........A........A.................G..............................................A.......T.T........T...T
767_214 .................CG.T.....G.....T...................................C.................T..G...........A...G.T........G..............A..AT.....A....C........C..........T......C.................A..T.....A..A..C.................................................A.........T........T..TT
259_219 .................CG.T.....G....................C..............T.....C....................G........C..A...G.......T.....A.....................A....C..............T.....T.....C..T...A.A........A........A.....A..GG.......G..............C......................A.....................TC
610_220 .....C.....A......G.......G...........TT............................C....................G...............G..........G..A.........................................T..T..T........T...A..........A...........A..C................................A...........T....A..................T..TC
384_587 .....C...........CG.......G...........A........C....................C....................G...............G.T...........A....................T.....C........C.....T....T......C........T........A..............A..........................G......................A.......G.T........T..TT
804_747 T.........G......CG.......G........T..A.....T..C...G................C.................T..G........C..A...G.G.....G.....A.....C.....A........T.....C..............T...........C.......TA........A........A..A..C.................................................A......T..T...........TC
345_801 .................CG.......G...........A..A..........................C..............A.....G...............G.T...........A.....C....................C..............T...........A........A........A........A.....C..G..............................................A.........T........T..AC
775_1066 .....C...........CG.......G...........A..G.................T........C..A..T..............G........C..A...G..................................TA....C....C.........T....TT.....C........C........A........A.....C...G.............................................A.........T..A.....T..TC
507_1434 .................C........G...........A..G..............C...........C....................G...........A...G.T........G..A..........................C........C.....T..T.T...............A........A........A.....C..........................G......................A..................T...T
478_1457 .........T....G.CC........G...........A.......................T.....C....................G...........A...G.T...........A.....C.................T..C........C.....T..TA.T.....C........A......T......CG..A................................G.....A...........T..............T........T...T
894_1493 .....C...........CG.......G.........T......................T........C.......G............G...........A...G.............A..G.......................C........C.....T....T...C..C........A.....T.........................T...G.....T..........................T....A.........T........T..TC
570_1526 .................CG.......G...........A........C........C................................G..A........A...G.......T.....A....................T.....C..............T..T.T...C..C........T...............T.A..A..C........T....................T..A...........T....A...C..T..A........T..TT
941_1530 .................CG...................A.............................C....................G.............................A..........................C.....................................................A.....G.................................................A..................T...T
937_1740 .....C...........C........G..A........A..A..T...........C...........C....................G...........A...G.T........G..A.......................A..A...................TT..............T......T.A..T.....A.....C..G..............................................A.......T.A........T..TT
544_1852 ........T........CG.......G...........A........C..............T.....C....................G........C..A...G.T......................................C..............A........C...........A...G..T.A..T..............G....T..................G.....A................A..................T...T
905_2349 .................CG.......G...........A.............................C....................G...............G.....................................T.................T..T.T......A.................A........A.....C..........................G......................AA.....T..T........T...T
149_2395 .................CG.......G...........A.................C...........C...........T........G..A........A...G.T...........A.....................A....C.....A........T...........C......A.A.................A..A.....G..T.....G.....T........G.....A................A.........T...........TT
20 .....C....................G..A........A..G..T.......................C....................G........C..A...G..........G..A.....................A....C..T...........T....TT.....C........A......T.AA.......A.....C..G........G.....................................A......................T
30 ..C..C...........C........G..A........A..G.....C....................C.................T..G...........A...G....T..............C....................C....C.........A.....T.....C......G.A.................A..A..C..G.....T.......................A................A......T...........T...T
33 ..A..C........T..CG....G..G..C........A.................C...........C....................G...........A...G.............A....................T.....C..........................C........A.....T..A........T.....C.......T............T...........A................A.........T...........TT
41 .....C...........C........G..A...........G........T.................C....................G...............G.A........G..A.....C....................C..............T....T...............A......T.......T..A..A..C..G........G.......................................A................T...T
45 ..C..C.....T..T..C........G..A........A..G..........................c....................G...........A...G.A...........A.....................A....C..............T....TT.....C........A........A........A..A..C..GG.............................................A......................T
54 ..C..C...........C..T..G..G..A........A..G.....C....................C...........T........G...........A...G.A..G.....G..A...............T....T.....C..............T.....T.....C......C..........A........A.....C..G....TT........T........G......................A......................T
55 .....C...........CG.......G..C..A.....A.....T.......................C....................G...............G...................................A....C..T...........T..T.T......C........A........A..T.....A..A..C................................A................AA....................T.
59 .....C...........C........G..A........A..A..............C...........C....................G...........A...G.A........G..A.....................A....C..............T....TT..............A......T.A........A..A..C..G..T.....G.....................................A......T...........T...T
65 ..A..............CG.T.....G.....A.....A.............................C....................G...............G.T...........A.....................A....C..............T....T...C..C........A........A..................G.......G..............G.....A................A..................T...C
66 ..C...............G.......G.......................T.....C...........C....................G...........A...G.G..T........A..........................C..............T..T.T......C..T.....A........A........A..A..A..........................G......................A..................T..TT
70 .....C.....A.....C..T.....G...........A........C....................C..A.................G...........A...G.T..T........A....................T.....C........C.....T.....T.....C......G.A......T.A........A..A..C.......T...G..............G......................A..................G...T
71 .....C..T........CG..........A..A.....A.............................C....................G...........A..AG.............A.....C...............A....C........C.....T..T.T......C.....T..A......T....T.....A................................G........T.............A..................T...T
72 .................CG.......G...........A..C.................T........C.......G.........T..G..A........A...G.T...........A........T.................C..T...........T..T.T......C........A.....T..A...........A..C.....T...........................................A.........T..A.....T..TT
162 ........T........C.....G..G........T..A..C..........................C....................G...........A...G.............A...........T.........A....C..T...........T.....T.....C............G....A........A.....C.......T.........................................AA..A..............T....
163 .................C........G.....A...T.A.....T..C....................C.................T..G...............G.T...........A..........................C........C.....T.....T..............A.................A.....C........T........................................AAT................T...T
164 .................CG.......G.....A...........A.................G..........................G...........A...G.G...........A.....................A....C..............T...........C..G.....A......T.A........A..A..C..........................T......................A.........T........T...T

 
 

Figura 1. Alineamiento de las 60 secuencias amplificadas de nucleótidos del gen NS3, destacando únicamente nucleótidos que son distintos con respecto al gen NS3 de referencia del aislado 

Con1 del VHC genotipo 1b. 
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1b_HCV_NS3 TGACACCGTGCACCTGCGGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTCGTTCCGGTGCGCCGGCGGGGCGACAGCAGGGGGAGCCTGCTTTCCCCCAGGCCCATCTCCTACCTGAAGGGCTCCTCGGGTGGACCACTGCTTTGCCCTTCGGGGCACGTTGTAGGCATCTTCCGGGCTGCTGTGTGCACCCGGGGGGTTGCGAAGGCGGTGGACTTCATACCCGTTGAGTCTATGGAAACTACCATGCGGTCTCCG
680 013 G A C TA C A T A C T T T C CCT T CC G C C TG G T680_013 ....G..A.........................................C........TA.C...........A.....T.................A..C...........T....................T........T........C.....CCT......T.CC..G...................................C..C..............TG.G.......................T............
974_028 ................T..............C..T.....T..................A.C....................T............T.A..............TG....T...T..........T.................C.....CCT........C...............A..........................A..A...........TG..................................C...
341_032 .......A...................................................A.C..A..............................T.A..C............G........T..........T........T........C.....CCT........C...G.....................................................TG.G.......................T........C...
308_056 .A.....A.....T..............T..............................A.C..A..............T..T............T.A..C............G....T...T..........T........T..G.....C.....CCT........C...G....................A.................A..............TG..................................C...
433_059 ................T..........................................A.C...................................A..C.....................T..........T.....C..T..G.....C.....CCT........C...G..............C.......................................G......................C..T............
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ANEXO IX 

 
Alineamiento realizado con las secuencias de nucleótidos y aminoácidos deducidas de NS5B de los 60 aislados del VHC de los pacientes estudiados con respecto a la 
secuencia de referencia del aislado Con1 genotipo 1b del VHC. 
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Figura 3. Alineamiento de las 60 secuencias de nucleótidos amplificadas del gen NS5B, destacando únicamente nucleótidos que son distintos con respecto al  gen NS5B de referencia del 

aislado Con1 del VHC genotipo 1b. 
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ANEXO X 

 

NS3  
Posiciones aa 

Fármaco* Resistencias / 
Aislamientos 

C16S GS-9132
NS4A

NINGÚNA

Q41R/K/P/H TPV
AP

/BOC
AP

/DNV
III

/SCH567312
I

NINGÚNA

F43S/C/Y/V/I/L TPV
AP

/BOC
AP

/DNV
III

/VPV
III

/SCH567312
I NINGÚNA

T54A/S/V/G/C TPV
AP

/BOC
AP

/VPV
III

/NLV
II
/VDV

II
/SCH567312

I
/PHX-

1766
† NINGÚNA 

Q80K/L/N/R/H/G TPV
AP

/BOC
AP

/SMV
AP

/ASV
III

/DNV
III

/VPV
III

/SOV
II NINGÚNA

R109K TPV
AP

/BOC
AP

/SCH446211
†

NINGÚNA

R123T TPV
AP

/CPV
†

NINGÚNA

S138T/D/P TPV
AP

/BOC
AP

/DNV
III

NINGÚNA

R155K/T/Q/I/M//G/ L/ 
S/P/N/W 

TPV
AP

/BOC
AP

/SMV
AP

/VPV
III

/FDV
†
/DNV

III
/ABT-450

III 

/ASV
III

/NLV
II
/GS9256

II
/MK5172

II
/BMS-791325

II
/ 

PHX-1766
†

NINGÚNA 

A156V/T/S/I/F/N/G/D 
TPV

AP
/BOC

AP
/SMV

AP
/VPV

III
/FDV

†
/DNV

III
/ABT-450

III  

/ASV
III

/NLV
II
/GS9256

II
/MK5172

II
/BMS-791325

II
/ 

SCH567312
I
/PHX-1766

†
NINGÚNA 

V158I/M BOC
AP

NINGÚNA

V163L BOC
AP

NINGÚNA

D168A/V/T/H/E/Q/Y/
N/P/I/G/F/S/K 

TPV
AP

/BOC
AP

/SMV
AP

/VPV
III

/FDV
†
/DNV

III
/ABT-450

III 

ASV
III

/NLV
II
/GS9256

II
/MK5172

II
/BMS-791325

II
/SOV

II 

/ IDX-320
II

NINGÚNA 

E173G ASV
III

NINGÚNA

M175L TPV
AP

/BOC
AP

NINGÚNA

 

 
Tabla 1. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a IP. Valor absoluto y porcentaje de posiciones 

detectadas en el análisis de cambio en la composición aminoacídica de los 60 aislados. Resaltando en rojo las 

posiciones asociadas a mutaciones de resistencia a algún inhibidor. En observaciones y en negrita se indican 

variaciones (polimorfismos) que no se sabe si son responsables de alguna resistencia a algún inhibidor. 

* Sitio de unión a NS3: Sitio Activo, Sitio de unión: NS4A 
†  

Fase de estudio detenido. 
(I) Fase pre-clinico/Fase 1 de desarrollo clinico.  
(II) Fase 2 de desarrollo clínico.  
(III) Fase 3 de desarrollo clínico.  
(AP) Aprobado. 
IP-Macrocíclicos (azul) 
IP-Lineares (verde) 
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ANEXO XII 

Análisis de codones en las posiciones asociadas a mutaciones descritas en la bibliografía como 
causantes de resistencia a IP, IAN e INN del VHC, de los 60 aislados de pacientes analizados. 
 
 

 
Tabla 2. Análisis de codones en la región NS3 de los 60 aislados del VHC de los pacientes analizados. 
Únicamente las sustituciones de nucleótido en las posiciones de codones de interés y su frecuencia. En rojo se 
resaltan las variaciones que se asocian a mutaciones  de resistencia y en verde los polimorfismos con efecto 
desconocido. 
 

 
 

 

 

NS3_ 1b_Con1 Aislados (60) 
Posición aa Codon  Codones 

16 • TGT (C) TGT (C) : 43/60 TGC (C) : 17/60 
36 • GTC (V) GTC (V): 26/60 GTT (V): 25/60  GTA (V): 5/60 GTG (V): 3/60 CTC (L): 1/60 
39 • GCA (A) GCA (A): 44/60 GCG (A): 13/60 GCC (A): 1/60 GCT (A): 1/60 TCA (S): 1/60 
41 • CAA (Q) CAA (Q): 58/60  CAG (Q): 2/60   
43 • TTC (F) TTC (F): 59/60 TTT (F): 1/60 
54 • ACC (T) ACC (T): 4/60  ACA (T): 2/60  ACT (T): 54/60 
55 • GTC (V) GTC (V): 47/60 GTT (V): 12/60 GCC (A) :1/60 
79 • GAC (D) GAC (D): 57/60  GAT (D): 2/60 CAC (H): 1/60 
80 • CAG (Q) CAG (Q): 49/60  CAA (Q): 11/60 

 87 • • GCG (A) 
GCG (A): 51/60 GCC (A): 4/60 GCA (A): 2/60 TCG (S): 1/60 GTG (V): 1/60  
ACG (T): 1/60 

105 • TAC (Y) TAC (Y): 43/60 TAT (Y): 16/60 TTC (F): 1/60 
109 • AGG (R) AGG (R): 52/60 AGA (R): 6/60 CGG (R): 2/60 

  117 • • CGC (R) CGC (R): 58/60  CAC (H): 1/60TGC (C): 1/60 
122 •  AGC (S) AGC (S): 51/60 AGT (S): 2/60 ACC (T): 3/60 AAC (N): 3/60  GGC (G): 1/60 
123 • AGG (R) AGG (R): 51/60 AGA (R): 7/60 CGG (R): 2/60 
138 • TCC (S) TCC (S): 6/60  TCG (S): 1/60 TCT (S): 53/60 
155 • CGG (R) CGG (R): 55/60  CGA (R): 4/60 AGG (R): 1/60 
156 • GCT (A) GCT (A): 47/60  GCC (A): 13/60 
158 • GTG (V) GTG (V): 51/60 GTA (V): 8/60  GTC (V): 1/60  
163 • GTT (V) GTT (V): 50/60  GTC (V): 9/60 GTG (V): 1/60 
168 • GAC (D) GAC (D): 53/60  GAT (D): 7/60 

  170 • • GTA (V) GTA (V): 22/60  GTG (V): 16/60  ATA (I): 21/60 ACA (T): 1/60  
173 • GAG ( E) GAG (E): 59/60  GAA (E): 1/60 
174 • TCT (S) TCT (S): 48/60  TCC (S): 11/60 TGT (C): 1/60 
175 • ATG (M) ATG (M): 60/60  

176 • GAA (E) GAA (E): 53/60  GAG (E): 6/60 GCA (A): 1/60  

• AA Sin mutaciones   
• AA  Polimorfismos no asociados a resistencias 

• AA Mutaciones asociadas a resistencias 
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  NS5B_ 1b_Con1 Aislados (60) 

Inhibidor  Posición aa Codon  Codones 

IAN  15 • GCT (A)  GCT (A): 50/60 GCA (A): 1/60 GCC (A): 8/60 GCG (A): 1/60  

IAN  72 • AAG (K)  AAG (K): 60/60 

IAN  96 • TCG (S) TCG (S): 42/60 TCA (S): 18/60 

IAN  142 • AAT (N) AAT (N): 46/60 AAC (N): 13/60  AGT (S): 1/60 

IAN  159 • CTT (L) 
CTT (L): 36/60  CTC (L): 8/60 TTA (L): 1/60 TTT (F): 8/60  
TTC (F): 7/60  

IAN  222 • CGC (R) CGC (R): 60/60 

IAN  223 • TGT (C) TGT (C): 45/60 TGC (C): 15/60 

IAN  239 • ATC (I) ATC (I): 17/60 ATT (I): 42/60  CTT (L): 1/60 

IAN  282 • AGC (S) AGC (S):  57/60 AGT (S): 3/60 

IAN  320 • CTT (L) CTT (L): 50/60 CTC (L): 10/60 

IAN  321 • GTC (V) GTC (V): 60/60 

IAN  396 • GCG (A) GCG (A): 60/60 

IAN  586 • TAT (Y) TAC (Y): 60/60 

  • AA Sin mutaciones   

   • AA  Polimorfismos no asociados a resistencias 

   • AA Mutaciones asociadas a resistencias 
 

Tabla 3. Análisis de codones en la región NS5B de los 60 aislados de VHC de los pacientes analizados. 

Únicamente las sustituciones de nucleótido en las posiciones de codones de interés y su frecuencia. En rojo se 

resaltan las variaciones que se asocian a mutaciones  de resistencia y en verde  los polimorfismos con efecto 

desconocido. IAN (Inhibidores análogos de nucleótidos) INN (Inhibidores no nucleosídicos). 
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  NS5B_ 1b_Con1 Aislados (60) 

Inhibidor  Posición aa Codon  Codones 

INN  19 •  ACC (T) ACC (T): 2/60 AGC (S): 55/60   AGT (S): 3/60 

INN  50 • AAG (K)  AAG (K): 49/60  AAA (K): 11/60 

INN  55 • GAC (D)  GAC (D): 60/60 

INN  71 •  ATG (M) ATG (M): 59/60 ATA (I): 1/60  

INN  95 • CAT (H) CAT (H): 42/60 CAC (H): 18/60 

INN  138 •  ATC (I) ATC (I): 56/60 ATT (I): 1/60  GTC (V): 3/60 

INN  300 • • GCT(A) 
GCT(A): 7/60  ACT (T): 25/60 ACC (T): 2/60 ACA (T): 1/60 TCT (S): 22/60 
AGT (S): 3/60 

INN  314 • CTC (L) CTC (L): 56/60 CTT (L): 4/60  

INN  316 • TGC (C) TGC (C): 27/60 TGT (C): 3/60 AAC (N): 25/60 AAT (N): 5/60 

INN  338 • GCC (A) GCC (A): 1/60 GTC (V): 59/60 

INN  363 • ATA (I) ATA (I): 60/60 

INN  365 • TCA (S) TCA (S): 58/60 TCT (S): 2/60  

INN  368 • TCC (S) TCC (S): 57/60 TCT (S): 1/60 TCA (S): 1/60 GCC (A) 1/60  

INN  389 • ACC (T) ACC (T): 57/60 ACT (T): 1/60  GCC (A): 2/60  

INN  392 • CTT (L) CTT (L): 46/60 CTC (L): 13/60  TTT (F): 1/60  

INN  411 • AAC (N) AAC (N): 58/60 AAT (N): 2/60 

INN  414 • ATG (M) ATG (M): 58/60 CTG (L): 2/60 

INN  419 • TTG (L) TTG (L): 20/60 TTA (L): 30/60 CTA (L): 5/60 CTG (L): 4/60 GTG (V): 1/60 

INN  421 • GCA (A) GCA (A): 46/60 GCG (A): 10/60 GTA (V): 3/60 GTG (V): 1/60 

INN  422 • AGG (R) AGG (R): 60/60 

INN  423 • ATG (M) ATG (M): 60/60 

INN  424 • ATC (I) ATC (I): 7/60 ATA (I): 2/60 ATT (I): 42/60 GTC (V): 3/60  GTT (V): 6/60 

INN  426 • ATG (M) ATG (M): 55/60 CTG (L): 2/60 GCG (A): 1/60 TTA (L): 1/60 TTG (L): 1/60 

INN  442 • GCC (A) GCC (A): 58/60 ACC (T): 2/60 

INN  445 • TGT (C) TGT (C): 52/60 TGC (C): 6/60 TTC (F): 2/60 

INN  447 • ATC (I) ATC (I): 59/60 ATT (I): 1/60 

INN  448 • TAC (Y) TAC (Y): 48/60 TAT (Y): 11/60 TCC (S): 1/60 

INN  451 • TGT (C) 
TGT (C): 49/60  CAT (H): 3/60 AAT (N): 1/60  TAT (Y): 4/60 TAC (Y): 
1/60 TGC (C): 2/60 

INN  452 • TAC (Y) TAC (Y): 58/60 TAT (Y): 1/60 CAC (H): 1/60 

INN  462 • ATC (I) ATC (I): 60/60  

INN  465 • CGA (R) CGA (R): 57/60  AGA (R): 3/60 

INN  482 • ATC (I) ATC (I): 60/60 

INN  486 • GCT (A) GCT (A): 60/60 

INN  494 • GTA (V) GTA (V): 59/60 GTG (V): 1/60 

INN  495 • CCG (P) CCG (P): 16/60 CCA (P): 44/60 

INN  496 • CCC (P) CCC (P): 58/60  CCT (P): 1/60 TCC (S): 1/60 

INN  499 • GTC (V) GTC (V): 57/60 GCC (A): 3/60 

INN  531 • AGG (R) AGG (R): 43/60 AGA (R): 1/60 AAG (K): 12/60 AAA (K): 4/60 

INN  554 • GGT (G) GGT (G): 49/60 GGA (G): 5/60 GGC (G): 5/60 GGG (G): 1/60 

INN  555 • TAC (Y) TAC (Y): 59/60 TAT (Y): 1/60 

INN  556 • AGC (S) AGC (S): 51/60 GGC (G): 8/60 AAC (N): 1/60  

INN  558 • GGA (G) GGA (G): 60/60 

INN  559 • GAC (D) GAC (D): 60/60 

INN  571 • TGG (W) TGG (W): 60/60 
• AA Sin mutaciones  • AA  Polimorfismos no asociados a resistencias • AA Mutaciones asociadas a resistencias 
 
Continuación Tabla 3. 
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ANEXO XIII 
 

          Aislamientos 429_66  (IC) 304_206  (IC) 859_207  (IC) 575_210  (IC) 865_211  (IC) 146_178  (ID) 482_194  (ID) 186_197  (ID) 373_200  (ID) 610_220  (ID) 

NS3 Posiciones aa SANGER 

CLONS 

(n=36) SANGER

CLONS 

(n=30) SANGER

CLONS 

(n=35) SANGER

CLONS 

(n=32) SANGER

CLONS 

(n=44) SANGER 

CLONS 

(n=32) SANGER

CLONS 

(n=31) SANGER

CLONS 

(n=41) SANGER

CLONS 

(n=42) SANGER

CLONS 

(n=32) 
C16S C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) C C (100) 

V36A/M/L/G/I/C V V (100) V V (100) V V (100) V 
V (90,63)
 L (9,38) V 

V (97,73) 
L (2,27) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) 

A39V A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) S 
S (96,77) 
A (3,23) A A (100) A A (100) A A (100) 

Q41R/K/P/H Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) 
F43S/C/Y/V/I/L F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) F F (100) 
T54A/S/V/G/C T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) T T (100) 

V55A/F/I/K/T V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V 
V (97,56)
 A (2,44) V V (100) V V (100) 

D79E D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D 
D (96,88)
 N (3,13)

Q80K/L/N/R/H/G Q 
Q (97,23) 
 H (2,77) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) Q Q (100) 

A87T A A (100) A 
A (96,67)
 V (3,33) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A 

A (97,56) 
T (2,44) A A (100) A A (100) 

Y105C Y Y (100) Y 
Y (93,33)
 F (6,67) Y Y (100) Y Y (100) Y Y (100) Y Y (100) Y Y (100) Y Y (100) Y Y (100) Y Y (100) 

R109K R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R 
R (96,88) 
K (3,13) 

R117H H H (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) 

S122G/A/R/N/T S S (100) S 
S (96,67)
 G (3,33) S S (100) S S (100) S S (100) S 

S (96,88)
 N (3,13) N 

N (96,77)
 S (3,23) T T (100) S 

S (97,62)
 T (2,38) S S (100) 

R123T R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) 
S138T/D/P S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) 

R155K/T/I/M/G/L/S/Q/P/N/W R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) R R (100) 
A156S/T/V/I/F/N/G/D A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) A A (100) 

V158I/M V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V 
V (96,88)
 M (3,13) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) 

V163L V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) V V (100) 
D168Q/A/Y/V/E/T/N/P/I/H/G/F/S/K D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) D D (100) 

V170A/T/G/L/M V 
V (97,23)  
 I (2,77) I I (100) V V (100) V V (100) V 

V (97,73) 
I (2,27) I I (100) V V (100) V V (100) V V (100) I 

I (71,88) 
V (28,13)

E173G E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) 
S174F/P S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) S S (100) 

M175L M M (100) M M (100) M 
M 

(100) M M (100) M M (100) M M (100) M M (100) M M (100) M M (100) M M (100) 
E176G E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) E E (100) 

 
 

Tabla 4. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a IP del VHC. En rojo se resaltan las frecuencias y las mutaciones  de resistencia y en negrita los polimorfismos de 

función desconocida, encontradas en el análisis de clones molecualres de los 10 aislados de los  pacientes analizados. IC: Pacientes Inmunocompetentes; ID: Pacientes 

Inmunodeprimidos. 
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            Aislamientos  429_66  ( IC)  304_206  (IC)  859_207  (IC)  575_210  (IC)  865_211  (IC) 
  NS5b Posiciones aa  SANGER  CLONS (n=30)  SANGER  CLONS (n=36)  SANGER  CLONS (n=31)  SANGER  CLONS (n=31)  SANGER  CLONS (n=30) 

IAN  A15G  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100) 

IAN  K72M  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100) 

IAN  S96T  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100) 

IAN  N142T  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100) 

IAN  L159F  L  L (100)  F  F (100)  F  F (100)  L  L (100)  L  L (100) 

IAN  R222Q  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100) 

IAN  C223H/Y  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100) 

IAN  I239V/L  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

IAN  S282T/R  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100) 

IAN  L320I/F  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

IAN  V321I  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

IAN  A396G  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100) 

IAN  Y586C  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  T19S/P  S  S (96,67) R (3,33)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (93,33)  N (6,67) 
INN  K50R  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100) 

INN  D55E  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (96,67) Y (3,33) 
INN  M71V  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

INN  H95Q/R  H  H (100)  H  H (100)  H  H (100)  H  H (100)  H  H (100) 

INN  138I  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  V  V (100)  I  I (100) 
INN  A300T  T  T (86,67) A (13,33)  S  S (100)  S  S (100)  T  T (100)  A  A (93,33) V (3,33)  T (3,33) 
INN  L314F  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (96,77) P (3,23)  L  L (100) 

INN  C316Y/F/N/S  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  C  C (100)  N  N (100) 

INN  A338V  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

INN  I363V  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  S365T/A/L/F  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100) 

INN  S368A/T  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100) 

INN  T389A/S  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100) 

INN  L392I  L  L (100)  L  L (100)  F  F (100)  L  L (100)  L  L (100) 

INN  N411S  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100) 

INN  M414L/T/I/V/Q  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

INN  L419M/V/S/I  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

INN  A421V  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100) 

INN  R422K  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100) 

INN  M423T/V/I/A  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

 
 

Tabla 5. Posiciones asociadas a mutaciones de resistencias a IAN e INN del VHC. En rojo se resaltan las frecuencias y las mutaciones  de resistencia y en negrita los 

polimorfismos de función desconocida, encontradas en el análisis de clones moleculares de los 10 aislados de los pacientes analizados. IC: Pacientes 

Inmunocompetentes. IAN (Inhibidores análogos de nucleótidos) INN (Inhibidores no nucleosídicos). 
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INN  I424V  I  I (100)  I  I (100)  V  V (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  M426T/V/I  M  M (83,33) L(16,67)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

INN  A442T  A  A (100)  T  T (86,11) A (13,89)   A  A (100)  A  A (80,65) T (19,35)  T  T (96,67) A (3,33) 
INN  C445F  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100) 

INN  I447F  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  Y448H/C  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  C451R  C  C (100)  C  C (100)  Y  Y (100)  C  C (96,77) Y (3,23)  C  C (100) 

INN  Y452H  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  I462T  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  R465G  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100) 

INN  I482L/V/T/S  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  A486V/I/T/M  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (87,1) S (12,9)  A  A (100) 

INN  V494A/I  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

INN  P495L/A/S/T/Q  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100) 

INN  P496A/T/S  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100) 

INN  V499A  V  V (100)  V  V (100)  A  A (100)  V  V (100)  V  V (100) 

INN  R531K  K  K (83,33) R (16,67)  R  R (100)  K  K (100)  R  R (64,52) K (35,48)  R  R (96,67) K (3,33) 
INN  G554D/S  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100) 

INN  Y555C  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  S556G/N/C  G  G (86,67) S (13,33)   G  G (97,22) S (2,78)  G  G (100)  S  S (100)  S  S (100) 

INN  G558R  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100) 

INN  D559G/S/N  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100) 

INN  W571R  W  W (100)  W  W (100)  W  W (100)  W  W (100)  W  W (100) 

 

Continuación Tabla 5. IC: Pacientes Inmunocompetentes.  
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   Aislamientos  146_178  (ID)  482_194  (ID)  186_197  (ID)  373_200  (ID)  610_220 (ID) 
  NS5b Posiciones aa  SANGER  CLONS (n=31)  SANGER  CLONS (n=32)  SANGER  CLONS (n=31)  SANGER CLONS (n=33)  SANGER CLONS (n=34) 

IAN  A15G  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (97,06) V (2,94) 
IAN  K72M  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100) 

IAN  S96T  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100) 

IAN  N142T  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100) 

IAN  L159F  L  L (100)  F  F (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

IAN  R222Q  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100) 

IAN  C223H/Y  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100) 

IAN  I239V/L  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

IAN  S282T/R  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (100)  S   S (97,06) R (2,94) 
IAN  L320I/F  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

IAN  V321I  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

IAN  A396G  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100) 

IAN  Y586C  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  T19S/P  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100) 
INN  K50R  K  K (100)  K  K (96,88) Q (3,13)  K  K (100)  K  K (100)  K  K (100) 

INN  D55E  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100) 

INN  M71V  M  M (100)  M  M (96,88) V (3,13)   M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

INN  H95Q/R  H  H (100)  H  H (100)  H  H (100)  H  H (96,97) L (3,03)  H  H (100) 

INN  138I  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 
INN  A300T  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100)  A  A (100)  T  T (100) 
INN  L314F  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

INN  C316Y/F/N/S  C  C (100)  N  N (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100) 

INN  A338V  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

INN  I363V  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  S365T/A/L/F  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100) 

INN  S368A/T  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100) 

INN  T389A/S  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100)  T  T (100) 

INN  L392I  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

INN  N411S  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100)  N  N (100) 

INN  M414L/T/I/V/Q  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

INN  L419M/V/S/I  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100)  L  L (100) 

INN  A421V  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100) 

INN  R422K  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100) 

INN  M423T/V/I/A  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

INN  I424V  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  M426T/V/I  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100)  M  M (100) 

 

Tabla 5. ID: Pacientes Inmunodeprimidos 
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INN  A442T  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (97,06) T (2,94) 
INN  C445F  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100) 

INN  I447F  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  Y448H/C  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  C451R  C  C (100)  C  C (100)  C  C (100)  C  C (96,97) S (3,03)  H  H (100) 

INN  Y452H  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  I462T  I  I (100)  I  I (96,88) T (3,13)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  R465G  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100)  R  R (100) 

INN  I482L/V/T/S  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100)  I  I (100) 

INN  A486V/I/T/M  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100)  A  A (100) 

INN  V494A/I  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

INN  P495L/A/S/T/Q  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100) 

INN  P496A/T/S  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100)  P  P (100) 

INN  V499A  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100)  V  V (100) 

INN  R531K  R  R (100)  K  K (100)  R  R (61,29) K (38,71)  R  R (100)  R  R (100) 

INN  G554D/S  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100) 

INN  Y555C  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100)  Y  Y (100) 

INN  S556G/N/C  S  S (100)  S  S (100)  S  S (100)  S  S (96,97) G (3,03)  S  S (91,18) G (8,82) 
INN  G558R  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100)  G  G (100) 

INN  D559G/S/N  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100)  D  D (100) 

INN  W571R  W  W (100)  W  W (100)  W  W (100)  W  W (100)  W  W (100) 

 
 

Continuación Tabla 5. ID: Pacientes Inmunodeprimidos. 
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ANEXO XIV 

 

Alineamiento realizado con las secuencias de aminoácidos deducidas de NS3 y de NS5B del VHC de los  clones 

moleculares de los 10 aislados de VHC seleccionados, sólo se muestran las posiciones asociadas a mutaciones 

descritas en la literatura como causantes de resistencia a IP,  IAN e INN  del VHC.  La primera secuencia 

corresponde al aislado prototipo Con1 (VHC-1b) y la segunda corresponde a la secuencia directa (Sanger) del 

aislado seleccionado y las siguientes son las secuencias de clones moleculares correspondiente a ese aislado. Los 

puntos indican identidad con el prototipo. Los colores empleados en la tabla se corresponden con la naturaleza del 

aminoácido y de la cadena lateral: rojo para aminoácidos polares con carga positiva; negro para polares con 

carga negativa; azul para aminoácidos con cadenas laterales polares pero sin carga; verde para los aminoácidos 

con cadenas laterales hidrofóbicas y granate para cisteína, naranja para glicina y gris para prolina. Están 

ordenados por  regiones (NS3 y NS5B) y por pacientes (5 inmunocompetente y 5 inmunodeprimido).  
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ANEXO XV 
Tabla 6. Análisis de codones de la proteasa NS3 en clones moleculares de 10 pacientes  seleccionados. Sustituciones de nucleótido en las posiciones de codones de interés y frecuencia. 
En rojo variaciones respecto al aislado Con1  que se asocian a mutaciones de resistencia a IP y en verde polimorfismos de función desconocida. IC: Pacientes Inmunocompetentes.        
                            

Posición 
aa Codon  429_66 (IC) 304_206 (IC) 859_207 (IC) 575_210 (IC) 865_211 (IC) 

16 • TGT (C) TGT (C): 36/36 TGT (C): 30/30 TGC (C): 35/35 TGT (C): 32/32 TGT (C): 44/44 

36 • GTC (V) GTT (V): 36/36 GTT (V): 30/30 GTC (V) :35/35 GTC (V): 24/32 GTT (V): 5/32 CTC (L): 3/32 GTC (V): 43/44 CTC (L): 1/44 

39 • GCA (A) GCA (A): 36/36 GCG (A): 30/30 GCA (A): 33/35 GCG (A): 2/35 GCA (A): 30/32 GCG (A): 30/32 GCA (A): 44/44 

41 • CAA (Q) CAA (Q): 36/36 CAA (Q): 30/30 CAA (Q): 35/35 CAA (Q): 32/32 CAA (Q): 44/44 

43 • TTC (F) TTC (F): 36/36 TTC (F): 30/30 TTC (F): 35/35 TTC (F): 32/32 TTC (F): 44/44 

54 • ACC (T) ACT (T): 36/36  ACT (T): 30/30  ACT (T): 35/35 ACC (T): 3/32 ACT (T): 29/32 ACC (T): 5/44 ACT (T): 39/44 

55 • GTC (V) GTT (V): 36/36 GTC (V): 29/30 GTT (V): 1/30  GTC (V): 35/35 GTC (V): 32/32 GTC (V): 44/44 

79 • GAC (D) GAC (D): 36/36 GAC (D): 30/30 GAC (D): 35/35 GAC (D): 32/32 GAC (D): 44/44 

80 • CAG (Q) CAG (Q): 35/36 CAC: (H): 1/36 CAG (Q): 28/30 CAA (Q): 2/30 CAG (Q): 35/35 CAG (Q): 32/32 CAG (Q): 44/44 

87 • • GCG (A) GCG (A): 36/36 GCG (A): 29/30 GTG (V): 1/30 GCG (A): 35/35 GCG (A): 32/32  GCC (A): 1/44 GCG (A): 43/44 

105 • TAC (Y) TAC (Y): 36/36 TAC (Y): 1/30 TAT (Y): 27/30 TTT (F): 2/30 TAT (Y): 35/35 TAC (Y): 32/32 TAC (Y): 44/44 

109 • AGG (R) AGG (R): 36/36 AGG (R): 30/30 AGG (R): 34/35 AGA (R): 1/35 AGG (R): 32/32 AGG (R): 44/44 

117 • CGC (R) CAC (H): 36/36 CGC (R): 30/30 CGC (R): 35/35 CGC (R): 32/32 CGC (R): 44/44 

122 • AGC (S) AGC (S): 36/36 AGC (S): 29/30  GGC (G): 1/30 AGC (S): 35/35 AGC (S): 32/32 AGC (S): 44/44 

123 • AGG (R) AGG (R): 22/36  CGG (R): 14/36 AGG (R): 30/30 AGG (R): 34/35 CGG (R): 1/35 AGG (R): 32/32 AGG (R): 44/44 

138 • TCC (S) TCT (S): 36/36 TCT (S): 30/30 TCT (S): 35/35  TCC (S): 3/32 TCT (S): 29/32  TCT (S): 44/44 

155 • CGG (R) CGG (R): 36/36 CGG (R): 29/30 CGA (R): 1/30 CGG (R): 35/35 CGG (R): 32/32 CGG (R): 44/44 

156 • GCT (A) GCT (A): 36/36 GCT (A): 1/30 GCC (A): 29/30 GCT (A): 34/35 GCC (A): 1/35 GCT (A): 32/32 GCC (A): 44/44 

158 • GTG (V) GTG (V): 36/36 GTG (V): 30/30 GTG (V): 35/35 GTG (V): 10/32 GTA (V): 22/32 GTG (V): 44/44 

163 • GTT (V) GTT (V): 36/36 GTT (V): 30/30 GTT (V): 13/35 GTC (V): 22/35 GTT (V): 31/32 GTA (V): 1/32 GTT (V): 44/44 

168 • GAC (D) GAT (D): 34/36 GAC (D): 2/36 GAC (D): 30/30 GAC (D): 35/35 GAC (D): 32/32 GAC (D): 44/44 

170 • GTA (V) GTA (V): 35/36  ATA (I): 1/36 ATA (I): 30/30 GTA (V): 35/35  GTA (V): 32/32 GTA (V): 43/44  ATA (I): 1/44 

173 • GAG (E) GAG (E): 36/36 GAG (E): 30/30 GAG (E): 35/35 GAG (E): 32/32 GAG (E): 44/44 

174 • TCT (S) TCC (S): 34/36 TCT (S): 2/36 TCT (S): 30/30 TCT (S): 35/35 TCT (S): 32/32 TCT (S): 41/44 TCC (S): 3/44 

175 • ATG (M) ATG (M): 36/36 ATG (M): 30/30 ATG (M): 35/35 ATG (M): 32/32 ATG (M): 44/44 

176 • GAA (E) GAG (E): 34/36 GAA (E): 2/36 GAA (E): 30/30 GAA (E): 1/35 GAG (E): 34/35 GAA (E): 32/32 GAA (E): 44/44 
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Posición 

aa Codon  146_178 (ID) 482_194 (ID) 186_197 (ID) 373_200 (ID) 610_220 (ID) 

16 • TGT (C) TGC (C): 32/32 TGT (C): 30/31 TGC (C): 1/31 TGT (C): 41/41 TGT (C): 41/42 TGC (C ): 1/42 TGT (C): 32/32 

36 • GTC (V) GTC (V):32/32 GTC (V) :31/31 GTC (V): 1/41 GTT (V): 40/41 GTT (V): 42/42 GTC (V) :30/32 GTT (V): 2/32 

39 • GCA (A) GCA (A): 32/32 GCA (A): 1/31 TCA (S): 30/31 GCA (A): 41/41 GCA (A): 42/42 GCA (A): 5/32 GCG (A): 27/32 

41 • CAA (Q) CAA (Q): 32/32 CAA (Q): 2/31 CAG (Q): 29/31 CAA (Q): 40/41 CAG (Q): 1/41 CAA (Q): 39/42 CAG (Q): 3/42 CAA (Q): 32/32 

43 • TTC (F) TTC (F): 32/32 TTC (F): 31/31 TTC (F): 41/41 TTC (F): 42/42 TTC (F): 32/32 

54 • ACC (T) ACT (T): 32/32 ACT (T): 31/31 ACT (T): 41/41 ACC (T): 1/42 ACT (T): 41/42 ACT (T): 31/32 ACG (T): 1/32 

55 • GTC (V) GTC (V): 1/32 GTT (V): 31/32 GTC (V): 31/31 GTC (V): 40/41 GCC (A): 1/41 GTC (V): 42/42 GTC (V): 3/32 GTT (V): 29/32 

79 • GAC (D) GAT (D): 32/32 GAC (D): 31/31 GAC (D): 41/41 GAC (D): 42/42 GAC (D): 31/32  AAC (N): 1/32 

80 • CAG (Q) CAA (Q): 32/32 CAG (Q): 31/31 CAG (Q): 41/41 CAG (Q): 42/42 CAA (Q): 32/32 

87 • • GCG (A) GCC (A) : 32/32 GCG (A): 31/31 GCG (A):  39/41 GCA (A): 1/41 ACG (T): 1/41 GCG (A): 42/42 GCG (A): 29/32 GCA (A): 3/32  

105 • TAC (Y) TAC (Y): 32/32 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 41/41 TAC (Y):  39/42  TAT (Y): 3/42 TAC (Y): 27/32 TAT (Y): 5/32 

109 • AGG (R) AGG (R): 32/32 AGG (R): 31/31 AGG (R): 41/41 AGG (R): 42/42 AGG (R): 31/32  AAG (K): 1/32 

117 • CGC (R) CGC (R): 32/32 CGC (R): 31/31 CGC (R): 40/41 CGT (R): 1/41 CGC (R): 42/42 CGC (R): 32/32 

122 • AGC (S) AGC (S): 31/32 AAC (N): 1/32 AGC (S): 1/31 AAC (N): 30/31 ACC (T): 41/41 AGC (S): 41/42 ACC (T): 1/42 AGC (S): 32/32 

123 • AGG (R) AGG (R ): 32/32 AGG ( R) : 31/31 AGG  (R): 41/41 AGG (R): 42/42 AGG (R): 30/32 AGA (R): 2/32 

138 • TCC (S) TCT (S): 32/32 TCT (S): 31/31 TCC (S): 1/41  TCT (S): 40/41 TCC (S): 1/42 TCT (S): 41/42 TCT (S): 32/32 

155 • CGG (R) CGA ( R): 32/32 CGG (R): 31/31 CGG (R): 41/41 CGG (R): 42/42 CGG (R): 32/32 

156 • GCT (A) GCT (A) : 32/32 GCT (A): 30/31 GCC (A): 1/31 GCT (A): 41/41 GCT (A): 7/42  GCC (A): 35/42 GCT (A): 32/32 

158 • GTG (V) GTG (V): 30/32 GTA (V): 1/32 ATG (M): 1/32 GTG (V): 31/31 GTG (V): 1/41 GTA (V): 40/41 GTG (V): 2/42 GTA (V): 40/42 GTG (V): 32/32 

163 • GTT (V) GTT (V): 32/32 GTC (V): 31/31  GTT (V): 41/41 GTT (V): 41/42 GTC (V): 1/42 GTT (V): 32/32 

168 • GAC (D) GAC (D): 32/32  GAT (D): 31/31 GAC (D): 41/41 GAC (D): 41/42 GAT (D): 1/42 GAC (D): 32/32 

170 • GTA (V) ATA (I): 32/32 GTG (V): 31/31 GTA (V): 40/41 GTG (V): 1/41 GTA (V): 1/42 GTG (V): 41/42 GTA (V):  9/32  ATA (I): 23/32 

173 • GAG (E) GAG (E): 32/32 GAA (E): 31/31 GAG (E): 41/41  GAG (E): 42/42 GAG (E): 32/32 

174 • TCT (S) TCT (S): 32/32 TCC (S): 31/31 TCT (S): 41/41 TCT (S): 42/42 TCC (S): 32/32 

175 • ATG (M) ATG (M): 32/32 ATG (M): 31/31 ATG (M): 41/41 ATG (M): 42/42 ATG (M): 32/32 

176 • GAA (E) GAA (E ): 32/32 GAA (E): 31/31 GAA (E): 41/41 GAA (E): 42/42 GAA (E): 31/32 GAG (E): 1/32 
 
Continuación Tabla 6. ID: Pacientes Inmunodeprimidos. 
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Tabla 7. Análisis de codones de NS5B  en clones moleculares  de los 10 pacientes  seleccionados. Únicamente sustituciones de nucleótido en codones de interés y su frecuencia. En rojo 
variaciones respecto al aislado Con1 asociadas con  resistencia a IAN e INN,y en verde polimorfismos de función desconocida. IC: Pacientes Inmunocompetentes. 
 

Inhibidor 
Posición 

aa Codon  429_66 (IC) 304_206 (IC) 859_207 (IC) 575_210 (IC) 865_211 (IC) 

IAN  15 • GCT (A) GCT (A): 30/30 GCT (A): 36/36 GCT (A): 31/31 GCT (A): 31/31 GCT (A): 30/30 

IAN  72 • AAG (K) AAG (K): 30/30 AAG (K): 36/36 AAG (K): 31/31 AAG (K): 31/31 AAG (K): 30/30 

IAN  96 • TCG (S) TCG (S): 12/30 TCA (S): 18/30 TCG (S): 36/36 TCG (S): 31/31 TCG (S): 20/31 TCA (S): 10/31 TCT (S): 1/31 TCG (S): 30/30 

IAN  142 • AAT (N) AAT (N): 30/30 AAT (N): 36/36 AAT (N): 31/31 AAT (N): 18/31 AAC (N): 13/31 AAT (N): 30/30 

IAN  159 • CTT (L) CTT (L): 30/30 TTC (F): 36/36 TTC (F): 31/31 CTT (L): 29/31 CTC (L): 2/31 CTT (L): 27/30 CTC (L): 3/30 

IAN  222 • CGC (R) CGC (R): 30/30  CGC (R): 36/36 CGC (R): 31/31 CGC (R): 31/31  CGC (R): 30/30  

IAN  223 • TGT (C) TGT (C): 4/30 TGC (C): 26/30  TGC (C): 36/36 TGT (C): 31/31 TGT (C): 30/31 TGC (C): 1/31 TGT (C): 30/30 

IAN  239 • ATC (I) ATC (I): 22/30 ATT (I): 8/30 ATT (I): 36/36 ATT (I): 31/31 ATT (I): 31/31 ATT (I): 30/30 

IAN  282 • AGC (S) AGC (S): 30/30 AGC (S): 36/36 AGC (S): 31/31 AGC (S): 31/31 AGC (S): 30/30 

IAN  320 • CTT (L) CTC (L): 30/30 CTT (L): 36/36 CTT (L): 31/31 CTT (L): 28/31 CTC (L): 3/31 CTT (L): 29/30CTC (L): 1/30 

IAN  321 • GTC (V) GTC (V): 30/30 GTC (V): 36/36 GTC (V): 31/31 GTC (V): 31/31 GTC (V): 30/30 

IAN  396 • GCG (A) GCG (A): 30/30 GCG (A): 36/36 GCG (A): 31/31 GCG (A): 31/31 GCG (A): 30/30 

IAN  586 • TAT (Y) TAC (Y): 30/30 TAC (Y): 36/36 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 30/30 

INN  19 • • ACC (T) AGC (S): 29/30 AGA (R): 1/30 AGC (S): 36/36 AGT (S): 31/31 AGC (S): 31/31 AGC (S): 28/30 AAC (N): 2/30 

INN  50 • AAG (K) AAG (K): 30/30 AAG (K): 36/36 AAG (K): 31/31 AAG (K): 31/31 AAG (K): 30/30 

INN  55 • GAC (D) GAC (D): 30/30 GAC (D): 24/36 GAT (D): 12/36 GAC (D): 31/31 GAC (D): 31/31 GAC (D): 29/30 TAC (Y): 1/30 

INN  71 • ATG (M) ATG (M): 30/30 ATG (M): 36/36 ATG (M): 31/31 ATG (M): 31/31 ATG (M): 30/30 

INN  95 • CAT (H) CAT (H): 24/30 CAC (H): 6/30 CAC (H): 36/36 CAT (H): 31/31 CAT (H): 31/31 CAT (H): 30/30 

INN  138 • ATC (I) ATC (I): 30/30 ATC (I): 36/36 ATC (I): 31/31 GTC (V): 31/31 ATC (I): 30/30 

INN 
300 • • GCT(A) GCT(A): 4/30 ACT (T): 26/30 TCT (S): 36/36 TCT (S): 31/31 ACT (T): 22/31ACA (T): 9/31 

GCT (A): 28/30 GTT (V): 1/30 
ACT (T): 1/30 

INN  314 • CTC (L) CTC (L): 30/30 CTC (L): 36/36 CTC (L): 31/31 CTC (L): 1/31 CTT (L): 29/31 CCT (P): 1/31 CTC (L): 30/30 

INN  316 • TGC (C) AAC (N): 29/30 AAT (N): 1/30 AAC (N): 36/36 AAC (N): 31/31 TGC (C): 31/31 AAT (N): 22/30 AAC (N): 8/30 

INN  338 • GCC (A) GTC (V): 30/30 GTC (V): 36/36 GTC (V): 31/31 GTC (V): 31/31 GTC (V): 30/30 

INN  363 • ATA (I) ATA (I): 30/30 ATA (I): 36/36 ATA (I): 31/31 ATA (I): 31/31 ATA (I): 30/30 

INN  365 • TCA (S) TCA (S): 30/30 TCA (S): 36/36 TCA (S): 31/31 TCA (S): 31/31 TCA (S): 30/30 

INN  368 • TCC (S) TCC (S): 4/30 TCA (S): 26/30 TCC (S): 36/36 TCC (S): 31/31 TCC (S): 18/31 TCT (S): 13/31 TCC (S): 28/30 TCA (S): 2/30 
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INN  389 • ACC (T) ACC (T): 30/30 ACC (T): 36/36 ACC (T): 31/31 ACC (T): 30/31ACT (T): 1/31 ACC (T): 30/30 

INN  392 • CTT (L) CTT (L): 30/30 CTC (L): 36/36  TTT (F): 31/31 CTT (L): 10/31 CTC (L): 18/31 CTA (L): 3/31 CTT (L): 30/30 

INN  411 • AAC (N) AAC (N): 30/30 AAC (N): 36/36 AAC (N): 31/31 AAC (N): 31/31 AAC (N): 30/30 

INN  414 • ATG (M) ATG (M): 30/30 ATG (M): 36/36 ATG (M): 31/31 ATG (M): 31/31 ATG (M): 30/30 

INN  419 • TTG (L) TTG (L): 4/30 CTA (L): 7/30 TTA (L): 19/30 TTG (L): 36/36 TTA (L): 31/31  TTG (L): 6/31 TTA (L): 25/31 TTA (L): 30/30  

INN  421 • GCA (A) GCA (A): 30/30 GCA (A): 36/36 GCA (A): 31/31 GCA (A): 31/31 GCA (A): 30/30 

INN  422 • AGG (R) AGG (R): 30/30 AGG (R): 36/36 AGG (R): 31/31 AGG (R): 31/31 AGG (R): 30/30 

INN  423 • ATG (M) ATG (M): 30/30 ATG (M): 36/36 ATG (M): 31/31 ATG (M): 31/31 ATG (M): 30/30 

INN  424 • ATC (I) ATT (I): 30/30 ATT (I): 36/36 GTT (V): 31/31  ATC (I): 6/31ATT (I): 25/31 ATT (I): 30/30 

INN  426 • ATG (M) ATG (M): 25/30 TTA (L): 5/30 ATG (M): 36/36 ATG (M): 31/31 ATG (M): 31/31 ATG (M): 30/30 

INN  442 • GCC (A) GCC (A): 30/30 GCC (A): 5/36 ACC (T): 31/36 GCC (A): 31/31 GCC (A): 25/31 ACC (T): 6/31 GCC (A): 1/30 ACC (T): 29/30 

INN  445 • TGT (C) TGT (C): 30/30 TGT (C): 27/36 TGC (C): 9/36  TGT (C): 31/31 TGT (C): 31/31 TGT (C): 29/30 TGC (C): 1/30 

INN  447 • ATC (I) ATC (I): 30/30 ATC (I): 36/36 ATC (I): 31/31 ATC (I): 31/31 ATC (I): 30/30 

INN  448 • TAC (Y) TAC (Y): 30/30 TAC (Y): 36/36 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 30/30 

INN  451 • TGT (C) TGT (C): 30/30 TGT (C): 36/36 TAT (Y): 31/31 TGT (C): 30/31 TAT (Y): 1/31 TGT (C): 30/30 

INN  452 • TAC (Y) TAC (Y): 30/30 TAC (Y): 36/36 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 30/30 

INN  462 • ATC (I) ATC (I): 30/30 ATC (I): 36/36 ATC (I): 31/31 ATC (I): 31/31 ATC (I): 30/30 

INN  465 • CGA (R) CGA (R) : 30/30 CGA (R): 36/36 CGA (R): 31/31 CGA (R): 21/31 AGA (R): 10/31 CGA (R) : 30/30 

INN  482 • ATC (I) ATC (I): 30/30 ATC (I): 36/36 ATC (I): 31/31 ATC (I): 31/31 ATC (I): 30/30 

INN  486 • GCT (A) GCT (A): 30/30 GCT (A): 36/36 GCT (A): 31/31 GCT (A): 27/31 TCT (S): 4/31 GCT (A): 30/30 

INN  494 • GTA (V) GTA (V): 25/30 GTG (V): 5/30 GTA (V): 36/36 GTA (V): 31/31 GTA (V): 31/31 GTA (V): 30/30 

INN  495 • CCG (P) CCG (P): 4/30 CCA (P): 26/30 CCA (P): 36/36 CCG (P): 31/31 CCG (P): 4/31 CCA (P): 27/31 CCA (P): 30/30 

INN  496 • CCC (P) CCC (P): 30/30 CCC (P): 36/36 CCC (P): 31/31 CCC (P): 31/31 CCC (P): 30/30 

INN  499 • GTC (V) GTC (V): 30/30 GTC (V): 36/36 GCC (A): 31/31  GTC (V): 31/31 GTC (V): 30/30 

INN  531 • AGG (R) AGG (R): 5/30 AAA (K):25/30 AGG (R): 36/36 AAG (K): 31/31 AGG (R): 20/31  AAG (K): 11/31 AGG (R) : 29/30 AAG (K): 1/30 

INN  554 • GGT (G) GGT (G): 30/30 GGT (G): 24/36 GGC (G): 12/36 GGT (G): 31/31 GGT (G): 13/31 GGC (G): 28/31 GGT (G): 30/30 

INN  555 • TAC (Y) TAC (Y): 20/30 TAT (Y): 10/30 TAC (Y): 36/36 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 30/30 

INN  556 • AGC (S) AGC (S): 4/30 GGC (G): 26/30 AGC (S): 1/36 GGC (G): 35/36 GGC (G): 31/31 AGC (S): 31/31 AGC (S): 30/30 

INN  558 • GGA (G) GGA (G): 30/30 GGA (G): 36/36 GGA (G): 31/31 GGA (G): 31/31 GGA (G): 30/30 

INN  559 • GAC (D) GAC (D): 30/30 GAC (D): 36/36 GAC (D): 31/31 GAC (D): 31/31 GAC (D): 29/30 GAT (D): 1/30 

 INN  571 • TGG (W) TGG (W): 30/30 TGG (W): 36/36 TGG (W): 31/31 TGG (W): 31/31 TGG (W): 30/30 
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 Continuación Tabla 7. ID: Pacientes Inmunodeprimidos. 
 

Inhibidor 
Posición 

aa Codon  146_178 (ID) 482_194 (ID) 186_197 (ID) 373_200 (ID) 610_220 (ID) 

IAN 
15 • GCT (A) GCT (A): 31/31 GCG (A): 32/32 GCT (A): 31/31 GCT (A): 9/33 GCC (A): 24/33 

GCT (A): 10/34 GCC (A): 23/34 
GTC (V): 1/34 

IAN  72 • AAG (K) AAG (K): 31/31 AAG (K): 32/32 AAG (K): 31/31 AAG (K): 33/33 AAG (K): 34/34 

IAN  96 • TCG (S) TCG (S): 31/31 TCG (S): 32/32 TCG (S): 28/31 TCA (S): 3/31 TCG (S): 2/33 TCA (S): 31/33 TCG (S) 31/34 TCA (S): 3/34 

IAN  142 • AAT (N) AAT (N): 31/31 AAT (N): 32/32 AAT (N): 31/31 AAT (N): 27/33 AAC (N): 6/33 AAT (N): 34/34 

IAN  159 • CTT (L) CTT (L): 31/31 TTT (F): 32/32 CTT (L): 2/31CTC (L): 29/31 CTT (L): 33/33 CTT (L): 34/34 

IAN  222 • CGC (R) CGC (R): 31/31 CGC (R): 32/32 CGC (R): 31/31 CGC (R): 33/33 CGC (R): 34/34  

IAN  223 • TGT (C) TGT (C): 31/31 TGT (C): 31/32 TGC (C): 1/32 TGT (C): 31/31 TGC (C): 33/33 TGT (C): 32/34 TGC (C): 2/34 

IAN  239 • ATC (I) ATT (I): 31/31  ATT (I): 32/32 ATC(I): 2/31 ATT(I): 29/31 ATC (I): 33/33 ATT (I): 33/34 ATC (I): 1/34 

IAN  282 • AGC (S) AGC (S): 31/31 AGC (S): 32/32 AGC (S): 31/31 AGC (S): 33/33 AGC (S): 33/34 AGA (R): 1/34 

IAN  320 • CTT (L) CTT (L): 31/31 CTT (L): 32/32 CTT (L): 25/31 CTC (L): 6/31 CTT (L): 33/33 CTT (L): 33/34 CTC (L): 1/34 

IAN  321 • GTC (V) GTC (V): 31/31 GTC (V): 32/32 GTC (V): 31/31 GTC (V): 33/33 GTC (V): 34/34 

IAN  396 • GCG (A) GCG (A): 31/31 GCG (A): 32/32 GCG (A): 31/31 GCG (A): 33/33 GCG (A): 34/34 

IAN  586 • TAT (Y) TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 32/32 TAC (Y): 31/31 TAT (Y): 1/33 TAC (Y): 32/33 TAC (Y): 34/34 

INN  19 • • ACC (T) AGC (S): 31/31 AGC (S): 32/32 AGC (S): 30/31 AGT (S): 1/31 AGC (S): 33/33 AGC (S): 33/34 AGT (S): 1/34 

INN  50 • AAG (K) AAG (K): 31/31 AAG (K): 31/32 CAG (Q): 1/32 AAA (K): 29/31 AAG (K): 2/31 AAG (K): 33/33 AAG (K): 34/34 

INN  55 • GAC (D) GAC (D): 31/31 GAC (D): 32/32 GAC (D): 31/31 GAC (D): 33/33 GAC (D): 34/34 

INN  71 • ATG (M) ATG (M): 31/31 ATG (M): 31/32 GTG (V): 1/32 ATG (M): 31/31 ATG (M): 33/33 ATG (M): 34/34 

INN  95 • CAT (H) CAT (H): 31/31 CAT (H): 32/32 CAT (H): 31/31 CAT (H): 30/33 CAC (H): 2/33 CTT (L): 1/33 CAT (H): 34/34 

INN  138 • ATC (I) ATC (I): 31/31 ATC (I): 32/32 ATC (I): 31/31 ATC (I): 33/33 ATC (I): 34/34 

INN  300 • • GCT(A) ACT (T): 5/31 ACC (T): 26/31 ACT (T): 32/32 ACT (T): 31/31 GCT(A): 33/33 ACT (T): 34/34 

INN  314 • CTC (L) CTC (L): 31/31 CTC (L): 32/32  CTC (L): 31/31 CTC (L): 30/33 CTT(L): 3/33 CTC (L): 34/34 

INN  316 • TGC (C) TGC (C): 31/31 AAC (N): 32/32 TGC (C): 31/31 TGT(C): 33/33 TGC (C): 33/34 TGT (C): 1/34 

INN  338 • GCC (A) GTC (V): 31/31 GTC (V): 32/32 GTC (V): 31/31 GTC (V): 33/33 GTC (V): 34/34 

INN  363 • ATA (I) ATA (I): 31/31 ATA (I): 32/32 ATA (I): 30/31 ATT (I): 1/31 ATA (I): 33/33 ATA (I): 34/34 

INN  365 • TCA (S) TCA (S): 31/31 TCA (S): 32/32 TCA (S): 31/31 TCA (S): 33/33 TCA (S): 33/34 TCG (S): 1/34 

INN  368 • TCC (S) TCC (S): 31/31 TCC (S): 32/32 TCC (S): 31/31 TCC (S): 33/33 TCC (S): 34/34 

INN  389 • ACC (T) ACC (T): 31/31 ACC (T): 32/32 ACC (T): 31/31 ACC (T): 33/33 ACC (T): 34/34 

INN  392 • CTT (L) CTC (L): 31/31 CTT (L): 32/32 CTT (L): 30/31 CTC (L): 1/31 CTT (L): 33/33 CTT (L): 26/34  CTC (L): 8/34 
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INN  411 • AAC (N) AAC (N): 31/31  AAC (N): 32/32 AAC (N): 31/31 AAC (N): 33/33 AAC (N): 34/34 

INN  414 • ATG (M) ATG (M): 31/31 ATG (M):32/32 ATG (M): 31/31 ATG (M): 33/33 ATG (M): 34/34 

INN 
419 • TTG (L) TTA (L): 31/31 CTA (L): :32/32 

TTG (L): 2/31TTA (L): 25/31 
CTA (L): 4/31 TTG (L): 27/33 TTA (L): 5/33 CTA (L): 1/33 TTG (L): 15/34 TTA (L): 19/34 

INN  421 • GCA (A) GCG (A): 31/31 GCA (A): 32/32 GCA (A): 31/31 GCG (A): 32/33 GGG (G): 1/33 GCA (A): 34/34 

INN  422 • AGG (R) AGG (R): 31/31 AGG (R): 32/32 AGG (R): 31/31 AGG (R): 33/33 AGG (R): 33/34  AGA (R): 1/34 

INN  423 • ATG (M) ATG (M): 31/31 ATG (M): 32/32 ATG (M): 31/31 ATG (M): 33/33 ATG (M): 34/34 

INN  424 • ATC (I) ATC (I): 31/31 ATT (I): 32/32 ATT (I): 31/31 ATC (I): 1/33 ATT (I):32/33 ATC (I): 1/34 ATT (I): 33/34 

INN  426 • ATG (M) ATG (M): 31/31 ATG (M): 32/32 ATG (M): 31/31 ATG (M): 33/33 ATG (M): 34/34 

INN  442 • GCC (A) GCC (A): 31/31 GCC (A): 32/32 GCC (A): 31/31 GCC (A): 33/33 GCC (A): 33/34 ACC (T): 1/34 

INN  445 • TGT (C) TGC (C): 31/31 TGT (C): 32/32 TGT (C): 29/31 TGC (C): 2/31  TGT (C): 4/33 TGC (C): 29/33 TGT (C) : 34/34 

INN  447 • ATC (I) ATC (I): 31/31 ATC (I): 32/32 ATC (I): 31/31 ATC (I): 33/33 ATC (I): 34/34 

INN  448 • TAC (Y) TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 32/32 TAC (Y): 31 TAC (Y): 32/33 TAT (Y): 1/33 TAC (Y): 33/34 TAT (Y): 1/34 

INN  451 • TGT (C) TGT (C): 31/31 TGT (C):32/32 TGT (C): 31/31 TGT (C): 32/33 TCT (S): 1/33  CAT (H): 34/34 

INN  452 • TAC (Y) TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 32/32 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 33/33 TAC (Y): 34/34 

INN  462 • ATC (I) ATC (I): 31/31 ATC (I): 31/32ACC (T): 1/32 ATC (I): 31/31 ATC (I): 33/33 ATC (I): 34/34 

INN  465 • CGA (R) CGA (R): 31/31 CGA (R): 32/32 CGA (R): 31/31 CGA (R): 33/33 CGA (R): 34/34 

INN  482 • ATC (I) ATC (I): 31/31 ATC (I): 32/32 ATC (I): 31/31 ATC (I): 33/33 ATC (I): 34/34 

INN  486 • GCT (A) GCT (A): 30/31 GCA (A): 1/31 GCT (A): 32/32 GCT (A): 30/31 GCA (A): 1/31 GCT (A): 33/33 GCG (A): 8/34 GCT (A): 26/34 

INN  494 • GTA (V) GTA (V): 31/31 GTA (V): 32/32 GTA (V): 31/31 GTA (V): 33/33 GTA (V): 34/34 

INN  495 • CCG (P) CCG (P): 31/31 CCA (P): 32/32 CCG (P): 2/31 CCA (P): 29/31 CCG (P): 30/33 CCA (P): 3/33 CCA (P): 34/34 

INN  496 • CCC (P) CCC (P): 31/31 CCC (P): 32/32 CCC (P): 31/31 CCC (P): 33/33 CCC (P): 33/34 CCT (P): 1/34 

INN  499 • GTC (V) GTC (V): 31/31 GTC (V): 32/32 GTC (V): 31/31 GTC (V): 33/33 GTC (V): 34/34 

INN  531 • AGG (R) AGG (R): 31/31 AAG (K): 32/32 AGG (R): 19/31 AAG (K): 12/31 AGG (R): 31/33 AGA (R): 2/33 AGG (R): 34/34 

INN  554 • GGT (G) GGC (G): 31/31 GGG (G): 21/32 GGA (G): 11/32 GGT (G): 31/31 GGT (G): 33/33 GGC (G): 34/34 

INN  555 • TAC (Y) TAC (Y): 31/31 TAT (Y): 32/32 TAC (Y): 31/31 TAC (Y): 33/33 TAC (Y): 34/34 

INN 
556 • AGC (S) AGC (S): 31/31 AGC (S): 32/32 AGC (S): 31/31 AGC (S): 32/33 GGC (G): 1/33 

AGC (S): 25/34 AGT (S): 6/34 
GGC (G): 3/34 

INN  558 • GGA (G) GGA (G): 31/31 GGA (G): 32/32 GGA (G): 31/31 GGA (G): 33/33 GGA (G): 34/34 

INN  559 • GAC (D) GAC (D): 31/31 GAC (D): 32/32 GAC (D): 30/31 GAT (D): 1/31 GAC (D): 33/33 GAC (D): 34/34 

INN  571 • TGG (W) TGG (W): 31/31 TGG (W): 32/32 TGG (W): 31/31 TGG (W): 33/33 TGG (W): 34/34 
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ANEXO XVI 
 
Árbol filogenético por máxima verosimilitud de las regiones NS3 y NS5B concatenadas de los 60 aislados del 

VHC analizados junto a secuencias de referencia genotipo 1b del VHC. Las secuencias de los aislados del VHC se 

identifican con el número de seroteca, además los aislados de los pacientes inmunodeprimidos sombreados y las 

secuencias de referencia de los genotipos 1b se resaltan en negrita. Modelo de sustitución: GTRGAMMA (α: 0,442). 

Se indican  con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La escala representa 0,1 sustituciones por posición 

nucleotídica.  
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ANEXO XVII  
 

Árbol filogenético por máxima verosimilitud de la región (a) NS3 y (b) NS5B de los clones moleculares de los 10 

aislados seleccionados junto a secuencias de referencia genotipo 1b del VHC. Las secuencias de los clones 

moleculares se agrupan con cada aislado y se identifican con el número de seroteca, resaltando con sombra los 

aislados de pacientes inmunodeprimidos, y las secuencias de referencia de los genotipos 1b se resaltan en negrita. 

Modelo de sustitución: GTRGAMMA (α: 0,442). Se indican con un valor de bootstrap >70% (1000 replicados). La 

escala representa 0,1 sustituciones por posición nucleotídica.  
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ANEXO XVIII 
 
Árboles filogenéticos de las secuencias de los clones moleculares pertenecientes a cada paciente, región NS3 del 

VHC. Filogenias correspondientes a los aislados analizados en esta tesis, bajo el criterio de máxima verosimilitud 

con el programa RAxMLv7.2.6 (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (Stamatakis A. 2006; 2008) con el 

modelo GTR (General Time-Reversible) de sustitución de nucleótidos, una aproximación de la tasa de 

heterogeneidad de la distribución gamma (α: 0,382) y el soporte de bootstrap >70% por rama fue de 1000 réplicas. 

La escala representa 0,1 sustituciones por posición nucleotídica. Las secuencias de los clones moleculares de cada 

paciente de estudio se identifican en color negro y con el número de seroteca, se destaca en negrita la secuencia 

más cercana de referencia genotipo 1b del VHC. En cada árbol de la región NS3 se enfatiza en color rojo las 

mutaciones de resistencia a IP, y en color azul los polimorfismos encontrados. 
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ANEXO XIX 
 

Árboles filogenéticos de las secuencias de los clones moleculares pertenecientes a cada paciente, región NS5B 

del VHC. Filogenias correspondientes a los aislados analizados en esta tesis, bajo el criterio de máxima 

verosimilitud con el programa RAxMLv7.2.6 (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) (Stamatakis A. 2006; 

2008) con el modelo GTR (General Time-Reversible) de sustitución de nucleótidos, una aproximación de la tasa de 

heterogeneidad de la distribución gamma (α: 0,483) y el soporte de bootstrap >70% por rama fue de 1000 réplicas. 

La escala representa 0,1 sustituciones por posición nucleotídica. Las secuencias de los clones moleculares de cada 

paciente de estudio se identifican en color negro y con el número de seroteca, se destaca en negrita la secuencia 

más cercana de referencia genotipo 1b del VHC. En cada árbol de la región NS5B se enfatiza en color fucsia las 

mutaciones de resistencia a IAN, y en color lila las mutaciones de resistencias a INN encontrados. 
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● secuencias que no poseen la mutación A442T 
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● secuencias que no poseen la mutación T19S y A442T. 
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ANEXO XX 

 

Tabla 8. Análisis FEL para la región de la proteasa N3. Codones bajo selección negativa 

 

Proteasa NS3 

Codon dS dN dN/dS dN-dS 
(normalizada) p-value 

1 1.930 0.068 0.035 -0.679 0.0001 

2 1.661 0 0.000 -0.606 0.0000 

3 0.912 0.044 0.049 -0.316 0.0010 

4 1.215 0.109 0.090 -0.403 0.0053 

5 0.686 0 0.000 -0.250 0.0017 

6 2.389 0.062 0.026 -0.849 0.0000 

7 1.473 0.345 0.234 -0.412 0.0156 

8 1.391 0 0.000 -0.508 0.0001 

9 1.540 0 0.000 -0.562 0.0009 

10 2.352 0 0.000 -0.858 0.0000 

11 2.280 0 0.000 -0.832 0.0000 

12 0.695 0 0.000 -0.254 0.0038 

13 0.989 0.225 0.227 -0.279 0.0130 

14 0.908 0.164 0.181 -0.271 0.0040 

15 1.357 0 0.000 -0.495 0.0001 

16 1.119 0 0.000 -0.408 0.0000 

17 0.337 0 0.000 -0.123 0.0129 

19 1.257 0 0.000 -0.458 0.0000 

20 0.956 0 0.000 -0.349 0.0003 

21 0.881 0 0.000 -0.322 0.0002 

22 0.245 0 0.000 -0.089 0.0293 

23 0.698 0 0.000 -0.255 0.0037 

24 1.295 0 0.000 -0.472 0.0002 

25 0.524 0 0.000 -0.191 0.0086 

27 0.777 0 0.000 -0.284 0.0008 

28 0.743 0 0.000 -0.271 0.0193 

29 2.033 0 0.000 -0.742 0.0000 

30 0.351 0 0.000 -0.128 0.0663 

31 1.873 0 0.000 -0.684 0.0000 

32 0.710 0 0.000 -0.259 0.0095 

33 0.678 0 0.000 -0.247 0.0001 

34 1.825 0 0.000 -0.666 0.0000 

35 0.560 0 0.000 -0.204 0.0073 

36 4.043 0.055 0.014 -1.455 0.0000 

37 0.917 0 0.000 -0.335 0.0001 

38 0.839 0 0.000 -0.306 0.0002 

39 1.612 0.069 0.043 -0.563 0.0000 

40 1.286 0 0.000 -0.469 0.0000 

41 0.301 0 0.000 -0.110 0.0655 

42 0.779 0 0.000 -0.284 0.0000 

43 0.168 0 0.000 -0.061 0.0760 

44 0.910 0 0.000 -0.332 0.0001 

45 1.514 0 0.000 -0.552 0.0000 

47 2.816 0 0.000 -1.028 0.0000 

50 0.857 0 0.000 -0.313 0.0013 
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51 1.290 0.110 0.086 -0.430 0.0044 

52 1.215 0 0.000 -0.444 0.0000 

54 0.436 0 0.000 -0.159 0.0014 

55 0.900 0.055 0.061 -0.308 0.0014 

56 2.082 0.871 0.418 -0.442 0.0461 

57 0.557 0 0.000 -0.203 0.0012 

58 5.728 0 0.000 -2.091 0.0000 

59 1.367 0 0.000 -0.499 0.0000 

60 0.315 0 0.000 -0.115 0.0454 

61 1.955 0.541 0.277 -0.516 0.0034 

63 0.906 0.108 0.120 -0.291 0.0081 

64 2.190 0 0.000 -0.799 0.0000 

65 0.849 0.068 0.080 -0.285 0.0065 

66 0.688 0.091 0.133 -0.218 0.0431 

67 1.386 0.063 0.046 -0.483 0.0000 

68 12.619 0 0.000 -4.606 0.0000 

69 20.753 0 0.000 -7.575 0.0000 

70 1.446 0 0.000 -0.528 0.0000 

71 1.225 0.352 0.287 -0.319 0.0422 

73 1.948 0 0.000 -0.711 0.0000 

75 0.757 0 0.000 -0.276 0.0010 

76 0.309 0 0.000 -0.113 0.0204 

78 3.118 0 0.000 -1.138 0.0000 

80 4.193 0 0.000 -1.530 0.0000 

81 0.343 0 0.000 -0.125 0.0322 

84 1.090 0 0.000 -0.398 0.0004 

86 3.156 1.064 0.337 -0.763 0.0633 

87 1.274 0.208 0.163 -0.389 0.0235 

88 1.289 0 0.000 -0.471 0.0000 

89 4.095 0.329 0.080 -1.374 0.0000 

90 0.562 0 0.000 -0.205 0.0178 

92 1.231 0 0.000 -0.449 0.0000 

93 2.260 0 0.000 -0.825 0.0000 

94 2.276 0.224 0.098 -0.749 0.0000 

95 0.762 0 0.000 -0.278 0.0001 

96 1.531 0 0.000 -0.559 0.0000 

98 1.752 0.054 0.031 -0.620 0.0000 

99 0.752 0 0.000 -0.274 0.0011 

102 2.437 0.054 0.022 -0.870 0.0000 

103 1.257 0 0.000 -0.459 0.0001 

104 0.995 0 0.000 -0.363 0.0000 

105 2.476 0.061 0.025 -0.881 0.0000 

106 0.603 0 0.000 -0.220 0.0013 

107 0.667 0 0.000 -0.243 0.0009 

108 0.278 0 0.000 -0.102 0.0565 

109 2.489 0 0.000 -0.909 0.0000 

110 0.599 0 0.000 -0.219 0.0009 

111 1.400 0 0.000 -0.510 0.0000 

112 0.596 0 0.000 -0.218 0.0012 

113 1.757 0 0.000 -0.641 0.0000 

114 2.198 0.089 0.041 -0.770 0.0000 

115 3.999 0 0.000 -1.456 0.0000 
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116 0.278 0 0.000 -0.102 0.0576 

118 1.019 0 0.000 -0.372 0.0010 

119 0.517 0 0.000 -0.189 0.0193 

120 1.721 0 0.000 -0.628 0.0000 

121 1.244 0 0.000 -0.454 0.0001 

123 2.008 0 0.000 -0.733 0.0000 

124 1.753 0 0.000 -0.640 0.0000 

125 2.075 0 0.000 -0.757 0.0000 

126 2.792 0 0.000 -1.019 0.0000 

127 0.865 0 0.000 -0.316 0.0002 

128 0.315 0 0.000 -0.115 0.0195 

130 0.609 0 0.000 -0.222 0.0088 

131 1.753 0 0.000 -0.640 0.0000 

133 1.767 0 0.000 -0.645 0.0000 

134 2.451 0 0.000 -0.894 0.0000 

135 1.381 0 0.000 -0.504 0.0000 

136 3.195 0 0.000 -1.166 0.0000 

137 0.683 0 0.000 -0.249 0.0040 

138 0.458 0 0.000 -0.167 0.0011 

139 0.570 0 0.000 -0.208 0.0070 

140 0.663 0 0.000 -0.242 0.0013 

141 1.201 0 0.000 -0.438 0.0000 

142 2.900 0 0.000 -1.058 0.0000 

143 1.030 0 0.000 -0.376 0.0000 

144 2.158 0 0.000 -0.788 0.0095 

146 0.868 0 0.000 -0.317 0.0004 

148 2.217 0 0.000 -0.809 0.0000 

149 3.268 0 0.000 -1.193 0.0000 

150 0.742 0.208 0.280 -0.195 0.0430 

151 3.152 0.168 0.053 -1.090 0.0000 

152 0.318 0 0.000 -0.116 0.0446 

153 0.701 0.181 0.259 -0.190 0.0740 

154 0.347 0 0.000 -0.127 0.0118 

155 1.037 0 0.000 -0.378 0.0010 

156 0.765 0 0.000 -0.279 0.0002 

157 1.131 0 0.000 -0.413 0.0000 

158 2.975 0 0.000 -1.086 0.0000 

160 0.672 0 0.000 -0.245 0.0009 

161 0.792 0 0.000 -0.290 0.0040 

162 1.181 0 0.000 -0.431 0.0007 

163 0.668 0 0.000 -0.244 0.0001 

164 5.759 0 0.000 -2.102 0.0000 

165 2.475 0 0.000 -0.903 0.0000 

166 1.466 0 0.000 -0.535 0.0000 

167 0.587 0 0.000 -0.214 0.0067 

168 1.162 0 0.000 -0.424 0.0002 

169 2.558 0 0.000 -0.934 0.0000 

170 2.824 0.500 0.177 -0.850 0.0001 

171 0.326 0 0.000 -0.120 0.0247 

172 0.284 0 0.000 -0.103 0.0101 

173 0.343 0 0.000 -0.125 0.0680 

174 0.862 0.054 0.062 -0.295 0.0002 

Tesis Doctoral Karina A. Salvatierra 2014



 

331     ANEXOS 

176 0.817 0.075 0.092 -0.271 0.0092 

177 1.344 0 0.000 -0.490 0.0000 

178 2.783 0 0.000 -101.595 0.0000 

181 1.084 0 0.000 -0.396 0.0000 

183 1.690 0 0.000 -0.617 0.0000 

184 1.760 0.044 0.025 -0.627 0.0000 

185 1.972 0 0.000 -0.720 0.0000 

186 2.913 0 0.000 -106.341 0.0000 

187 1.622 0 0.000 -0.592 0.0000 

188 1.063 0 0.000 -0.390 0.0000 

189 2.539 0.107 0.042 -0.890 0.0000 
 

 

Tabla 9. Análisis FEL para la región N5B. Codones bajo selección negativa 

 

Polimerasa NS5B 

Codon dS dN dN/dS 
dN-dS 

(normalizada) p-value 

1 9.974 0 0.000 -556.139 0.0000 

3 1.820 0.092 0.051 -0.963 0.0006 

4 4.021 0.106 0.026 -21.829 0.0000 

5 1.055 0 0.000 -0.590 0.0007 

7 1.744 0 0.000 -0.973 0.0000 

8 0.821 0 0.000 -0.457 0.0072 

9 1.121 0 0.000 -0.625 0.0013 

10 1.653 0 0.000 -0.922 0.0002 

11 1.164 0.090 0.075 -0.600 0.0084 

12 4.261 0 0.000 -2.376 0.0000 

13 1.027 0 0.000 -0.572 0.0010 

14 0.293 0 0.000 -0.163 0.0972 

15 1.306 0 0.000 -0.728 0.0001 

16 1.029 0 0.000 -0.574 0.0031 

17 2.738 0 0.000 -1.527 0.0000 

18 3.716 0 0.000 -2.072 0.0000 

20 3.317 0.213 0.064 -1.730 0.0002 

21 1.652 0 0.000 -0.921 0.0002 

22 1.503 0 0.000 -0.840 0.0002 

23 1.208 0 0.000 -0.674 0.0006 

24 2.373 0 0.000 -1.323 0.0000 

25 1.348 0.103 0.077 -0.694 0.0085 

26 2.668 0 0.000 -1.488 0.0000 

28 2.033 0 0.000 -1.133 0.0000 

29 2.753 0 0.000 -1.535 0.0000 

30 1.523 0 0.000 -0.849 0.0002 

31 1.781 0 0.000 -0.993 0.0001 

32 2.178 0 0.000 -1.215 0.0000 

33 2.121 0.230 0.108 -1.055 0.0040 

34 2.771 0.223 0.081 -1.420 0.0000 

35 5.324 0 0.000 -2.969 0.0000 

37 10.027 0.404 0.040 -5.365 0.0000 

38 3.964 0 0.000 -2.210 0.0000 

39 3.568 0.205 0.058 -1.875 0.0000 
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41 0.408 0 0.000 -0.228 0.0311 

44 2.604 0 0.000 -1.452 0.0000 

45 1.991 0 0.000 -1.110 0.0000 

46 2.394 0.198 0.083 -1.224 0.0007 

47 14.931 0.387 0.026 -8.109 0.0000 

50 2.798 0 0.000 -1.560 0.0000 

51 1.216 0 0.000 -0.680 0.0023 

52 0.822 0 0.000 -0.460 0.0050 

53 3.368 0 0.000 -1.878 0.0000 

54 0.451 0 0.000 -0.251 0.0131 

56 0.454 0 0.000 -0.253 0.0300 

58 1.368 0 0.000 -0.763 0.0027 

61 4.333 0 0.000 -2.416 0.0000 

62 1.669 0.114 0.068 -0.870 0.0038 

63 5.302 0 0.000 -2.956 0.0000 

67 1.003 0 0.000 -0.560 0.0030 

68 3.019 0 0.000 -1.683 0.0000 

75 0.322 0 0.000 -0.180 0.0920 

76 0.524 0 0.000 -0.292 0.0206 

78 1.023 0 0.000 -0.570 0.0004 

80 0.840 0 0.000 -0.468 0.0014 

81 2.182 0.750 0.343 -0.800 0.0471 

82 1.376 0 0.000 -0.767 0.0000 

83 0.582 0 0.000 -0.325 0.0181 

84 7.008 0.184 0.026 -3.804 0.0000 

86 2.614 0 0.000 -1.458 0.0000 

87 1.304 0.112 0.086 -0.664 0.0075 

89 7.431 0 0.000 -4.143 0.0000 

90 3.403 0.438 0.129 -1.653 0.0015 

92 2.431 0 0.000 -1.355 0.0000 

94 0.847 0.101 0.119 -0.416 0.0295 

95 2.216 0 0.000 -1.236 0.0000 

96 5.978 0 0.000 -3.333 0.0000 

99 4.972 0 0.000 -2.772 0.0000 

100 2.157 0.103 0.048 -1.145 0.0001 

103 0.920 0 0.000 -0.513 0.0011 

105 1.652 0 0.000 -0.921 0.0000 

106 0.385 0 0.000 -0.215 0.0806 

107 0.603 0 0.000 -0.336 0.0238 

109 0.588 0 0.000 -0.328 0.0254 

111 0.463 0 0.000 -0.258 0.0347 

114 1.670 0.106 0.064 -0.872 0.0048 

115 0.533 0 0.000 -0.297 0.0242 

116 2.500 1.181 0.473 -0.735 0.0737 

128 0.494 0 0.000 -0.275 0.0312 

129 0.601 0 0.000 -0.335 0.0240 

131 6.125 1.867 0.305 -2.374 0.0136 

133 0.621 0 0.000 -0.346 0.0100 

134 0.422 0 0.000 -0.235 0.0165 

135 7.933 0.230 0.029 -4.295 0.0000 

136 2.207 0 0.000 -1.230 0.0000 

140 0.832 0 0.000 -0.464 0.0030 
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141 2.038 0 0.000 -1.137 0.0000 

142 1.675 0.101 0.060 -0.880 0.0003 

144 1.395 0 0.000 -0.778 0.0000 

145 0.292 0 0.000 -0.163 0.0846 

146 6.607 0 0.000 -3.684 0.0000 

147 1.519 0.198 0.130 -0.737 0.0111 

149 1.530 0 0.000 -0.853 0.0000 

150 3.977 0 0.000 -2.218 0.0000 

151 3.908 0.103 0.026 -2.122 0.0000 

152 0.404 0 0.000 -0.225 0.0452 

153 1.396 0 0.000 -0.778 0.0005 

154 2.361 0.112 0.048 -1.254 0.0002 

155 1.211 0 0.000 -0.675 0.0023 

156 4.722 0.101 0.021 -2.577 0.0000 

159 2.109 0.708 0.336 -0.781 0.0248 

161 6.312 0 0.000 -3.519 0.0000 

163 0.850 0 0.000 -0.474 0.0027 

164 6.349 0 0.000 -3.540 0.0000 

165 0.874 0 0.000 -0.487 0.0046 

166 3.000 0 0.000 -1.673 0.0000 

167 1.452 0 0.000 -0.810 0.0000 

168 1.068 0 0.000 -0.596 0.0006 

169 4.693 0 0.000 -2.617 0.0000 

171 0.386 0 0.000 -0.215 0.0878 

172 2.147 0 0.000 -1.197 0.0000 

174 2.394 0 0.000 -1.335 0.0000 

175 0.852 0 0.000 -0.475 0.0011 

176 5.433 0 0.000 -3.029 0.0000 

177 5.567 0 0.000 -3.104 0.0000 

178 1.648 0.221 0.134 -0.796 0.0232 

179 0.540 0 0.000 -0.301 0.0222 

180 0.526 0 0.000 -0.293 0.0205 

181 2.532 0.712 0.281 -1.015 0.0239 

182 1.426 0 0.000 -0.795 0.0000 

184 2.696 0.390 0.144 -1.286 0.0119 

186 0.323 0 0.000 -0.180 0.0883 

188 0.808 0 0.000 -0.451 0.0074 

191 1.272 0 0.000 -0.709 0.0010 

192 1.067 0 0.000 -0.595 0.0013 

193 2.531 0 0.000 -1.411 0.0000 

194 4.500 0 0.000 -2.509 0.0000 

195 0.606 0 0.000 -0.338 0.0207 

196 0.446 0 0.000 -0.248 0.0160 

197 0.606 0 0.000 -0.338 0.0070 

198 4.236 1.279 0.302 -1.649 0.0053 

201 1.445 0 0.000 -0.806 0.0003 

202 5.312 0 0.000 -2.962 0.0000 

205 1.777 0 0.000 -0.991 0.0001 

206 1.388 0.100 0.073 -0.718 0.0012 

209 1.287 0.103 0.080 -0.660 0.0057 

210 0.833 0.195 0.234 -0.356 0.0837 

212 2.768 0 0.000 -1.543 0.0000 
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214 2.841 0 0.000 -1.584 0.0000 

216 2.204 0 0.000 -1.229 0.0000 

217 7.718 0 0.000 -4.303 0.0000 

218 2.263 0.999 0.441 -0.705 0.0892 

222 0.820 0 0.000 -0.457 0.0069 

223 2.050 0 0.000 -1.143 0.0000 

224 1.137 0 0.000 -0.634 0.0001 

225 1.265 0 0.000 -0.705 0.0013 

227 6.158 0 0.000 -3.434 0.0000 

228 0.578 0 0.000 -0.322 0.0197 

229 0.409 0 0.000 -0.228 0.0200 

230 0.789 0 0.000 -0.440 0.0155 

232 4.470 0 0.000 -2.493 0.0000 

234 0.265 0 0.000 -0.148 0.0771 

237 0.383 0 0.000 -0.213 0.0886 

238 0.828 0 0.000 -0.461 0.0025 

239 2.265 0.088 0.039 -1.214 0.0000 

241 0.491 0 0.000 -0.274 0.0657 

245 1.514 0 0.000 -0.844 0.0002 

247 1.392 0 0.000 -0.776 0.0003 

248 1.014 0 0.000 -0.566 0.0022 

249 0.516 0 0.000 -0.288 0.0255 
250 3.028 0.101 0.033 -1.632 0.0000 

252 2.108 0.769  0.365 -0.746 0.0369 

256 0.818 0 0.000 -0.456 0.0049 

257 2.017 0 0.000 -1.125 0.0000 

258 0.787 0 0.000 -0.439 0.0156 

259 0.593 0 0.000 -0.330 0.0250 

260 0.266 0 0.000 -0.148 0.0629 

261 2.090 0 0.000 -1.165 0.0000 

264 3.875 0 0.000 -2.161 0.0000 

265 1.736 0 0.000 -0.968 0.0001 

267 2.939 0.283 0.096 -1.481 0.0000 

268 0.760 0 0.000 -0.424 0.0025 

269 0.403 0 0.000 -0.225 0.0335 

270 1.080 0.103 0.095 -0.545 0.0154 

272 1.803 0 0.000 -1.005 0.0022 

275 3.155 0 0.000 -1.760 0.0000 

276 0.636 0 0.000 -0.355 0.0068 

277 1.123 0 0.000 -0.626 0.0017 

278 1.929 0 0.000 -1.075 0.0000 

280 0.815 0 0.000 -0.454 0.0070 

281 9.756 0 0.000 -5.440 0.0000 

282 0.942 0 0.000 -0.525 0.0036 

283 3.505 0 0.000 -1.954 0.0000 

284 4.043 0 0.000 -2.254 0.0000 

287 3.985 0 0.000 -2.222 0.0000 

289 1.269 0 0.000 -0.708 0.0008 

290 0.686 0 0.000 -0.382 0.0051 

291 0.835 0 0.000 -0.465 0.0018 

293 2.122 0 0.000 -1.183 0.0000 

295 1.410 0 0.000 -0.786 0.0000 
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296 0.599 0 0.000 -0.334 0.0211 

297 0.867 0 0.000 -0.483 0.0047 

298 4.685 0 0.000 -2.612 0.0000 

301 3.005 0 0.000 -1.676 0.0000 

305 0.267 0 0.000 -0.149 0.0680 

306 5.371 0 0.000 -2.995 0.0000 

312 6.138 0 0.000 -3.423 0.0000 

314 0.805 0 0.000 -0.449 0.0051 

315 0.655 0 0.000 -0.365 0.0157 

316 2.051 0.408 0.199 -0.916 0.0170 

317 3.642 0 0.000 -2.031 0.0000 

318 0.605 0 0.000 -0.337 0.0238 

320 1.341 0 0.000 -0.748 0.0000 

322 0.698 0 0.000 -0.389 0.0031 

325 2.244 0 0.000 -1.251 0.0000 

326 2.033 0 0.000 -1.133 0.0000 

328 1.556 0 0.000 -0.867 0.0001 

329 0.528 0 0.000 -0.294 0.0208 

330 4.005 0 0.000 -2.233 0.0000 

332 6.814 0 0.000 -3.799 0.0000 

334 3.443 0 0.000 -1.920 0.0000 

341 0.383 0 0.000 -0.214 0.0885 

342 0.421 0 0.000 -0.234 0.0232 

346 1.341 0 0.000 -0.748 0.0008 

347 0.589 0 0.000 -0.328 0.0056 

348 1.369 0 0.000 -0.763 0.0004 

350 2.901 0 0.000 -1.617 0.0000 

351 0.655 0 0.000 -0.365 0.0203 

352 0.935 0 0.000 -0.521 0.0054 

354 2.752 0 0.000 -1.534 0.0000 

357 1.008 0.227 0.226 -0.435 0.0772 

360 0.873 0.149 0.171 -0.403 0.0536 

361 0.384 0 0.000 -0.214 0.0882 

362 5.545 0 0.000 -3.092 0.0000 

366 0.293 0 0.000 -0.163 0.0971 

367 0.533 0 0.000 -0.297 0.0200 

369 5.725 0 0.000 -3.192 0.0000 

371 2.179 0 0.000 -1.215 0.0000 

373 2.160 0 0.000 -1.204 0.0000 

375 1.233 0 0.000 -0.687 0.0003 

377 2.118 0.482 0.228 -0.912 0.0039 

379 0.798 0 0.000 -0.445 0.0057 

380 4.259 0 0.000 -2.375 0.0000 

381 3.443 0 0.000 -1.920 0.0000 

382 0.916 0 0.000 -0.511 0.0047 

383 2.415 0 0.000 -1.346 0.0000 

385 1.107 0 0.000 -0.617 0.0010 

386 0.749 0 0.000 -0.417 0.0038 

387 2.131 0.114 0.054 -1.125 0.0009 

390 1.104 0 0.000 -0.616 0.0010 

391 1.395 0 0.000 -0.778 0.0003 

392 1.536 0.097 0.063 -0.803 0.0004 
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393 1.364 0.103 0.075 -0.703 0.0080 

394 1.553 0 0.000 -0.866 0.0004 

395 0.408 0 0.000 -0.227 0.0246 

398 2.129 0 0.000 -1.187 0.0001 

400 0.554 0 0.000 -0.309 0.0091 

405 2.910 0.197 0.068 -1.512 0.0000 

407 0.522 0 0.000 -0.291 0.0207 

409 0.461 0 0.000 -0.257 0.0350 

412 1.833 0 0.000 -1.022 0.0000 

413 4.266 0 0.000 -2.380 0.0000 

416 0.667 0 0.000 -0.372 0.0164 

417 2.762 0 0.000 -1.540 0.0000 

418 4.211 0.187 0.045 -2.243 0.0000 

419 4.400 0.150 0.034 -2.371 0.0000 

421 2.209 0.420 0.190 -0.998 0.0041 

427 1.983 0.093 0.047 -1.054 0.0000 

428 8.692 0 0.000 -4.847 0.0000 

429 0.938 0 0.000 -0.523 0.0026 

430 1.670 0 0.000 -0.931 0.0001 

433 1.770 0 0.000 -0.986 0.0000 

435 1.833 0.313 0.171 -0.847 0.0126 

437 1.225 0 0.000 -0.683 0.0029 

438 0.489 0 0.000 -0.273 0.0660 

441 1.972 0.207 0.105 -0.984 0.0017 

443 0.961 0 0.000 -0.536 0.0025 

444 1.137 0.112 0.099 -0.571 0.0067 

445 1.163 0.199 0.172 -0.537 0.0150 

446 2.732 0.595 0.218 -1.192 0.0311 

447 0.275 0 0.000 -0.153 0.0924 

448 3.668 0.107 0.029 -1.986 0.0000 

450 5.558 0 0.000 -3.100 0.0000 

455 3.140 0 0.000 -1.751 0.0000 

457 0.267 0 0.000 -0.149 0.0630 

461 1.301 0 0.000 -0.725 0.0086 

464 10.422 0.991 0.095 -5.260 0.0000 

468 0.838 0 0.000 -0.467 0.0020 

471 1.377 0 0.000 -0.768 0.0002 

472 0.290 0 0.000 -0.162 0.0448 

475 1.436 0 0.000 -0.801 0.0001 

479 4.417 0 0.000 -2.463 0.0000 

481 2.824 0 0.000 -1.575 0.0000 

483 0.440 0 0.000 -0.245 0.0203 

490 2.700 0 0.000 -1.504 0.0000 

491 0.492 0 0.000 -0.274 0.0271 

495 2.346 0 0.000 -1.308 0.0000 

502 1.900 0 0.000 -1.058 0.0000 

505 0.455 0 0.000 -0.254 0.0298 

506 1.060 0.097 0.091 -0.537 0.0061 

511 1.224 0 0.000 -0.683 0.0007 

516 2.065 0 0.000 -1.151 0.0000 

518 4.627 0 0.000 -2.580 0.0000 

519 0.537 0 0.000 -0.299 0.0240 
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521 0.768 0 0.000 -0.428 0.0022 

522 0.799 0 0.000 -0.444 0.0077 

523 5.010 0.653 0.130 -2.430 0.0002 

525 1.114 0 0.000 -0.621 0.0011 

526 0.293 0 0.000 -0.163 0.0844 

527 0.933 0 0.000 -0.520 0.0041 

529 2.745 0 0.000 -1.531 0.0000 

530 0.618 0.098 0.159 -0.290 0.0815 

533 1.256 0 0.000 -0.701 0.0021 

534 3.504 0 0.000 -1.954 0.0000 

535 0.743 0.102 0.138 -0.357 0.0607 

539 11.01 0 0.000 -6.139 0.0000 

540 0.655 0 0.000 -0.365 0.0164 

541 2.052 0.322 0.157 -0.964 0.0014 

542 2.158 0 0.000 -1.203 0.0000 

545 5.247 0.151 0.029 -2.841 0.0000 

546 0.602 0 0.000 -0.336 0.0239 

548 1.146 0 0.000 -0.639 0.0008 

551 2.510 0 0.000 -1.400 0.0000 

552 1.683 0.099 0.059 -0.883 0.0002 

553 0.686 0 0.000 -0.382 0.0037 

554 1.351 0 0.000 -0.753 0.0001 

560 1.150 0 0.000 -0.641 0.0155 

568 2.871 0 0.000 -1.601 0.0000 

572 1.626 0.171 0.105 -0.811 0.0054 

579 0.836 0 0.000 -0.466 0.0011 

580 2.672 0 0.000 -1.490 0.0000 

581 0.425 0 0.000 -0.237 0.0321 

587 45.942 0 0.000 -25.616 0.0000 

591 3.504 0 0.000 -1.954 0.0000 
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ANEXO XXI 

            ********************************************************** 
  CAPS: Co-Evolution Analysis using Protein Sequences 
  Author: Mario A. Fares 
  Code for Inter-protein co-evolution clustering: David McNally 
  Evolutionary Genetics and Bioinformatics Laboratory 
  Department of Genetics 
  Smurfit Institute of Genetics 
  University of Dublin, Trinity College 
  Mathematical Model: Fares and Travers, Genetics (2006)173: 9 - 23  
 ********************************************************* 
 
Tabla 10. Secuencia de Aminoácidos proteasa NS3 (Intra-molecular) 
 
INTRA-MOLECULAR CO-EVOLUTION ANALYSIS 
--------------------------- 
 

Posición   Posición     Mean D      Mean D2    Correlación    Atom distance 
AA1            AA2  
------------  ------------            -------           -------         -----------       ------------- 
7(7)  56(56)        83.2100 152.1344           0.2225            19.7859 
7(7)  86(86)        83.2100 290.7823           0.3040            9999.0000  
7(7)  89(89)        83.2100 376.4088           0.2484            9999.0000  
7(7)  147(147)        83.2100 340.9753           0.5680            9999.0000 
56(56)  86(86)        152.1344 290.7823           0.1507            9999.0000 
56(56)  89(89)        152.1344 376.4088           0.1224            9999.0000 
56(56)  117(117)        152.1344 72.5147           0.6497            9999.0000 
86(86)  87(87)        290.7823 43.3786           0.2907            9999.0000 
86(86)  147(147)        290.7823 340.9753           0.4450            9999.0000 
 
Groups of Co-evolving amino acids (NS3): 
------------------------------------------------------------- 
G1: 7(7) 56(56) 86(86) 

G2: 7(7) 56(56) 89(89) 

G3: 7(7) 86(86) 147(147) 

G4: 56(56) 117(117) 

G5: 86(86) 87(87) 

 

Tabla 11. Secuencia de Aminoácidos NS5B (Intra-molecular) 
 
INTRA-MOLECULAR CO-EVOLUTION ANALYSIS 
--------------------------- 
Mean random distance = 27.8530 (SE = 15.0604) 
 
Posición  Posición    Mean D1      Mean D2          Correlación          Atom distance 
AA1          AA2  
------------  ------------   -------    -------  -----------  ------------- 
57(57)  90(90)     0.2039  0.1917  0.5328  9999.0000 
57(57)  113(113)     0.2039  0.5212  0.4472  9999.0000 
57(57)  124(124)     0.2039  0.5128  0.1426  9999.0000 
57(57)  184(184)     0.2039  0.1739  0.4330  9999.0000 
81(81)  110(110)     0.3462  0.8690  0.1595  9999.0000 
81(81)  131(131)     0.3462  0.8667  0.1825  9999.0000 
81(81)  181(181)     0.3462  0.9600  0.2207  9999.0000 
81(81)  300(300)     0.3462  0.6462  0.1863  9999.0000 
90(90)  113(113)     0.1917  0.5212  0.1949  9999.0000 
90(90)  184(184)     0.1917  0.1739  0.2285  9999.0000 
90(90)  426(426)     0.1917  0.2817  0.2287  9999.0000 
90(90)  541(541)     0.1917  0.1718  0.2912  9999.0000 
110(110)  117(117)     0.8690  1.2277  0.1077  9999.0000 
110(110)  181(181)     0.8690  0.9600  0.1821  9999.0000 
110(110)  198(198)     0.8690  1.6960  0.1007  9999.0000 
110(110)  300(300)     0.8690  0.6462  0.2840  9999.0000 
110(110)  377(377)     0.8690  0.2446  0.2689  9999.0000 
110(110)  520(520)     0.8690  1.0207  0.1224  9999.0000 
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Tabla 11 (continuación). 
 
110(110)  549(549)     0.8690  1.4166  0.1207  9999.0000 
110(110)  566(566)     0.8690  0.9837  0.1928  9999.0000 
113(113)  181(181)     0.5212  0.9600  0.2175  9999.0000 
113(113)  184(184)     0.5212  0.1739  0.4295  9999.0000 
113(113)  267(267)     0.5212  0.3943  0.1260  9999.0000 
113(113)  310(310)     0.5212  0.3425  0.1888  9999.0000 
113(113)  377(377)     0.5212  0.2446  0.2045  9999.0000 
113(113)  541(541)     0.5212  0.1718  0.4316  9999.0000 
116(116)  117(117)     0.1271  1.2277  0.3435  9999.0000 
116(116)  120(120)     0.1271  1.4874  0.2009  9999.0000 
116(116)  300(300)     0.1271  0.6462  0.1518  9999.0000 
117(117)  120(120)     1.2277  1.4874  0.1202  9999.0000 
117(117)  124(124)    1.2277  0.5128  0.2879  9999.0000 
117(117)  198(198)     1.2277  1.6960  0.1419  9999.0000 
117(117)  267(267)    1.2277  0.3943  0.1336  9999.0000 
117(117)  300(300)    1.2277  0.6462  0.2466  9999.0000 
117(117)  566(566)     1.2277  0.9837  0.2323  9999.0000 
120(120)  131(131)     1.4874  0.8667  0.1407  9999.0000 
120(120)  181(181)     1.4874  0.9600  0.1258  9999.0000 
120(120)  235(235)     1.4874  0.0892  0.1392  9999.0000 
120(120)  300(300)     1.4874  0.6462  0.3439  9999.0000 
124(124)  198(198)     0.5128  1.6960  0.1452  9999.0000 
124(124)  213(213)     0.5128  4.1048  0.1555  9999.0000 
124(124)  300(300)     0.5128  0.6462  0.1808  9999.0000 
124(124)  441(441)     0.5128  0.1078  0.1546  9999.0000 
124(124)  446(446)     0.5128  0.1962  0.2358  9999.0000 
124(124)  451(451)     0.5128  4.2342  0.3661  9999.0000 
124(124)  566(566)     0.5128  0.9837  0.2286  9999.0000 
130(130)  333(333)     0.4107  0.2758  0.5136  9999.0000 
131(131)  181(181)     0.8667  0.9600  0.2480  9999.0000 
131(131)  235(235)     0.8667  0.0892  0.6359  9999.0000 
131(131)  377(377)     0.8667  0.2446  0.1031  9999.0000 
131(131)  451(451)     0.8667  4.2342  0.1233  9999.0000 
181(181)  235(235)     0.9600  0.0892  0.2295  9999.0000 
181(181)  310(310)     0.9600  0.3425  0.1015  9999.0000 
181(181)  377(377)     0.9600  0.2446  0.3341  9999.0000 
181(181)  543(543)     0.9600  0.3737  0.2554  9999.0000 
198(198)  300(300)     1.6960  0.6462  0.2150  9999.0000 
198(198)  355(355)     1.6960  0.3790  0.3141  9999.0000 
198(198)  441(441)     1.6960  0.1078  0.4798  9999.0000 
213(213)  300(300)     4.1048  0.6462  0.2076  9999.0000 
213(213)  441(441)     4.1048  0.1078  0.1382  9999.0000 
213(213)  549(549)     4.1048  1.4166  0.3216  9999.0000 
300(300)  451(451)     0.6462  4.2342  0.1159  9999.0000 
300(300)  520(520)     0.6462  1.0207  0.2642  9999.0000 
355(355)  441(441)     0.3790  0.1078  0.5383  9999.0000 
355(355)  566(566)     0.3790  0.9837  0.2181  9999.0000 
451(451)  541(541)     4.2342  0.1718  0.2145  9999.0000 
520(520)  566(566)     1.0207  0.9837  0.1895  9999.0000 
566(566)  567(567)     0.9837  0.1536  0.1265  9999.0000  
 
 
Groups of Co-evolving amino acids (NS5B): 
------------------------------------------------------------- 
G1: 57(57) 90(90) 113(113) 184(184) 

G2: 57(57) 124(124) 

G3: 81(81) 110(110) 300(300) 

G4: 81(81) 131(131) 181(181) 

G5: 90(90) 426(426) 

G6: 90(90) 113(113) 541(541) 

G7: 110(110) 117(117) 198(198) 300(300) 

G8: 110(110) 181(181) 377(377) 

G9: 110(110) 520(520) 566(566) 

G10: 110(110) 549(549) 

G11: 113(113) 181(181) 310(310) 
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G12: 113(113) 267(267) 

G13: 113(113) 377(377) 

G14: 116(116) 117(117) 120(120) 300(300) 

G15: 117(117) 124(124) 198(198) 

G16: 117(117) 267(267) 

G17: 117(117) 124(124) 566(566) 

G18: 120(120) 131(131) 181(181) 235(235) 

G19: 124(124) 213(213) 300(300) 

G20: 124(124) 213(213) 441(441) 

G21: 124(124) 446(446) 

G22: 124(124) 300(300) 451(451) 

G23: 130(130) 333(333) 

G24: 131(131) 377(377) 

G25: 131(131) 451(451) 

G26: 181(181) 543(543) 

G27: 198(198) 355(355) 441(441) 

G28: 213(213) 549(549) 

G29: 300(300) 520(520) 

G30: 355(355) 566(566) 

G31: 451(451) 541(541) 

G32: 566(566) 567(567) 

 

Tabla 12. Secuencia de Aminoácidos proteasa NS3 vs NS5B (Inter-molecular) 
 
INTER-MOLECULAR CO-EVOLUTION ANALYSIS 
--------------------------- 
 
Posición AA1 Posición AA2 Mean D1 Mean D2        Correlación 
------------ ------------ -------  -------  ----------- 
4(4)  117(117)  31.8640  1.2277  0.1890 
4(4)  181(181)  31.8640  0.9600  -0.0952 
4(4)  267(267)  31.8640  0.3943  0.7030 
4(4)  117(117)  31.8640  64.1534  0.1890 
4(4)  181(181)  31.8640  0.0000  -0.0952 
7(7)  81(81)  75.8280  0.3462  0.1120 
7(7)  116(116)  75.8280  0.1271  0.1323 
7(7)  181(181)  75.8280  0.9600  0.2562 
7(7)  267(267)  75.8280  0.3943  -0.1493 
7(7)  327(327)  75.8280  0.1756  -0.1619 
7(7)  333(333)  75.8280  0.2758  -0.1436 
7(7)  355(355)  75.8280  0.3790  0.1871 
7(7)  441(441)  75.8280  0.1078  -0.1074 
7(7)  446(446)  75.8280  0.1962  -0.1001 
7(7)  451(451)  75.8280  4.2342  -0.1742 
13(13)  113(113)  30.8012  0.5212  -0.0944 
13(13)  117(117)  30.8012  1.2277  -0.0988 
13(13)  181(181)  30.8012  0.9600  -0.1215 
13(13)  198(198)  30.8012  1.6960  -0.1009 
13(13)  213(213)  30.8012  4.1048  0.1463 
13(13)  300(300)  30.8012  0.6462  -0.1349 
13(13)  327(327)  30.8012  0.1756  0.6819 
13(13)  418(418)  30.8012  0.2760  0.3810 
13(13)  441(441)  30.8012  0.1078  0.3493 
49(49)  113(113)  57.8533  0.5212  0.1768 
49(49)  300(300)  57.8533  0.6462  -0.1286 
49(49)  327(327)  57.8533  0.1756  0.3677 
49(49)  418(418)  57.8533  0.2760  0.2049 
49(49)  441(441)  57.8533  0.1078  0.1807 
49(49)  451(451)  57.8533  4.2342  -0.0994 
49(49)  543(543)  57.8533  0.3737  0.5299 
49(49)  556(556)  57.8533  0.5384  0.1647 
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Tabla 12 (continuación). 
 
56(56)  113(113)  134.6058  0.5212  -0.1406 
56(56)  300(300)  134.6058  0.6462  0.1778 
56(56)  333(333)  134.6058  0.2758  -0.1123 
56(56)  451(451)  134.6058  4.2342  0.1880 
56(56)  520(520)  134.6058  1.0207  0.3121 
56(56)  541(541)  134.6058  0.1718  -0.0988 
61(61)  117(117)  89.5323  1.2277  0.1411 
61(61)  130(130)  89.5323  0.4107  -0.0972 
61(61)  131(131)  89.5323  0.8667  -0.0976 
61(61)  267(267)  89.5323  0.3943  0.7613 
61(61)  327(327)  89.5323  0.1756  0.2528 
61(61)  333(333)  89.5323  0.2758  -0.1247 
61(61)  377(377)  89.5323  0.2446  0.3417 
61(61)  418(418)  89.5323  0.2760  0.1953 
61(61)  441(441)  89.5323  0.1078  0.2384 
61(61)  520(520)  89.5323  1.0207  -0.1226 
61(61)  541(541)  89.5323  0.1718  -0.1247 
61(61)  549(549)  89.5323  1.4166  -0.1371 
86(86)  110(110)  272.1653  0.8690  0.1076 
86(86)  117(117)  272.1653  1.2277  0.2342 
86(86)  124(124)  272.1653  0.5128  0.1657 
86(86)  131(131)  272.1653  0.8667  -0.1060 
86(86)  267(267)  272.1653  0.3943  -0.1261 
86(86)  300(300)  272.1653  0.6462  0.1459 
86(86)  327(327)  272.1653  0.1756  0.1121 
86(86)  333(333)  272.1653  0.2758  -0.1233 
86(86)  418(418)  272.1653  0.2760  0.1042 
86(86)  451(451)  272.1653  4.2342  -0.1296 
86(86)  541(541)  272.1653  0.1718  -0.1172 
87(87)  46(46)  39.0648  0.0914  0.1549 
87(87)  113(113)  39.0648  0.5212  0.1779 
87(87)  130(130)  39.0648  0.4107  0.2162 
87(87)  181(181)  39.0648  0.9600  0.1205 
87(87)  46(46)  39.0648  32.4547  0.1549 
87(87)  113(113)  39.0648  0.0000  0.1779 
87(87)  130(130)  39.0648  0.0000  0.2162 
89(89)  110(110)  327.5449  0.8690  0.1968 
89(89)  300(300)  327.5449  0.6462  0.1516 
89(89)  310(310)  327.5449  0.3425  0.1297 
89(89)  543(543)  327.5449  0.3737  0.1252 
89(89)  556(556)  327.5449  0.5384  0.1426 
89(89)  110(110)  327.5449  0.0000  0.1968 
89(89)  300(300)  327.5449    0.1516 
89(89)  310(310)  327.5449    0.1297 
89(89)  543(543)  327.5449    0.1252 
94(94)  57(57)  10.3632  0.2039  0.6510 
94(94)  90(90)  10.3632  0.1917  0.5055 
94(94)  110(110)  10.3632  0.8690  -0.1127 
94(94)  113(113)  10.3632  0.5212  0.2503 
94(94)  117(117)  10.3632  1.2277  -0.1160 
94(94)  131(131)  10.3632  0.8667  0.1810 
94(94)  181(181)  10.3632  0.9600  -0.1550 
94(94)  184(184)  10.3632  0.1739  0.2934 
94(94)  198(198)  10.3632  1.6960  -0.1154 
94(94)  213(213)  10.3632  4.1048  -0.1311 
94(94)  300(300)  10.3632  0.6462  -0.1301 
94(94)  541(541)  10.3632  0.1718  0.5424 
94(94)  549(549)  10.3632  1.4166  -0.1112 
94(94)  556(556)  10.3632  0.5384  -0.1098 
117(117)  300(300)  64.1534  0.6462  0.1567 
117(117)  426(426)  64.1534  0.2817  0.1370 
117(117)  451(451)  64.1534  4.2342  0.1525 
117(117)  520(520)  64.1534  1.0207  0.4961 
117(117)  556(556)  64.1534  0.5384  0.1841 
117(117)  300(300)  64.1534    0.1567 
117(117)  426(426)  64.1534    0.1370 
117(117)  451(451)  64.1534    0.1525 
117(117)  520(520)  64.1534    0.4961 
122(122)  46(46)  52.5666  0.0914  0.1220 
122(122)  110(110)  52.5666  0.8690  0.2276 
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Tabla 12 (continuación). 
 
122(122)  213(213)  52.5666  4.1048  0.1477 
122(122)  310(310)  52.5666  0.3425  0.1023 
122(122)  377(377)  52.5666  0.2446  0.1145 
122(122)  426(426)  52.5666  0.2817  0.1780 
122(122)  549(549)  52.5666  1.4166  0.3656 
147(147)  110(110)  314.8267  0.8690  0.1789 
147(147)  113(113)  314.8267  0.5212  -0.0953 
147(147)  116(116)  314.8267  0.1271  0.2138 
147(147)  117(117)  314.8267  1.2277  0.2031 
147(147)  198(198)  314.8267  1.6960  0.1194 
147(147)  267(267)  314.8267  0.3943  -0.1137 
147(147)  300(300)  314.8267  0.6462  0.2567 
147(147)  327(327)  314.8267  0.1756  -0.1078 
147(147)  333(333)  314.8267  0.2758  -0.1076 
147(147)  418(418)  314.8267  0.2760  0.1465 
147(147)  426(426)  314.8267  0.2817  0.1577 
147(147)  446(446)  314.8267  0.1962  -0.1080 
147(147)  451(451)  314.8267  4.2342  -0.1811 
147(147)  567(567)  314.8267  0.1536  0.1044 
147(147)  572(572)  314.8267  0.1730  0.1227 
170(170)  113(113)  19.8714  0.5212  -0.0979 
170(170)  181(181)  19.8714  0.9600  -0.0988 
170(170)  213(213)  19.8714  4.1048  0.1688 
170(170)  327(327)  19.8714  0.1756  0.6755 
170(170)  418(418)  19.8714  0.2760  0.4124 
170(170)  441(441)  19.8714  0.1078  0.3452 
170(170)  451(451)  19.8714  4.2342  -0.1087 
 
 
 
Groups of inter-molecular Co-evolving amino acids (NS3_ NS5B): 
------------------------------------------------------------------------------------------ 
89(89) [110(110) 543(543) 310(310)] 
4(4) [181(181) 117(117)] 
87(87) [130(130) 46(46) 113(113)] 
89(89) 117(117) [300(300)] 
117(117)  [451(451) 426(4 
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