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RESUMEN

Deteccidon y andlisis de las sustituciones asociadas a resistencia (SAR) en la proteina
NS5A del virus de la hepatitis C (VHC), en pacientes con falla al tratamiento con
antivirales de accion directa (AAD) de nueva generacion”

Introduccion: En 2017 el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) se empezé a dar el
tratamiento con antivirales de accion directa (AAD) de Ultima generacion: ViekiraPak y
Harvoni, contienen componentes disefiados especificamente para bloquear a las proteinas
virales NS5A y NS5B; se ha reportado una respuesta viral sostenida (RVS) de 94% -100%. Sin
embargo, se han detectado pacientes no respondedores (NR) a los ADD. La resistencia del virus
a los farmacos se debe a la presencia de sustituciones asociadas a resistencia (SAR) en la NS5A.
Las SAR tienen una prevalencia en pacientes NR del 54.4% hasta 72.7%, y en pacientes con
RVS alrededor del 42,5%. La sustitucion méas detectada y mas asociada a resistencia con varios
inhibidores de la NS5A es Y93, aunque L28 estd asociada a resistencia con ledipasvir y
ombitasvir preferentemente.

Objetivo: Detectar y analizar las SAR en secuencias de la proteina NS5A VHC, obtenidas a
partir de muestras de pacientes con falla al tratamiento con AAD de nueva generacion.
Material y método: Estudio descriptivo, observacional, ambispectivo, homodémico y
transversal. Se reclutaron pacientes que presentaron falla al tratamiento con Viekira-Pak o
Harvoni durante 10 meses, >18 afios, de sexo masculino o femenino, y con o0 sin experiencia
previa al tratamiento pegINFa / RBV. Muestreo por conveniencia. Se disefiaron iniciadores para
obtener la region NS5A de los genotipos virales Glay G1b. Se realiz6 extraccion de ARN viral
de las muestras de plasma, se estandarizaron las reacciones RT-PCR anidado para obtener la
region NS5A Glay la NS5A G1b. Los productos obtenidos por RT-PCR de los pacientes NR
se clonaron en un vector, posteriormente se secuenciaron mediante el método de Sanger. Para
definir las SAR NS5A, se analizaron in silico las secuencias de nucle6tidos y posteriormente las
secuencias de aminoacidos, mediante alineamiento y comparacion con una secuencia prototipo
del VHC obtenidas de GenBanK.

Resultados: De 90 pacientes que entraron a tratamiento con AAD, (88) 97.8% alcanzaron RVS,
y 2(2.2%) fueron NR, uno infectado con Gla y otro con G1b, en ambos pacientes la muestra
fue obtenida post-tratamiento. Se obtuvieron 5 plasmidos de la region NS5A Gla, y 3 de la
NS5A G1b. Adicionalmente se obtuvo la region NS5A de 5 pacientes con Glay de 1 pacientes
con G1b, la muestra de sangre se obtuvo pre-tratamiento con AAD, todos ellos alcanzaron RVS.
En los pacientes NR no fueron detectadas SAR NS5A, pero filogenéticamente estuvieron
vinculadas a secuencias procedentes de pacientes NR a AAD.

Conclusion: Las SAR a los inhibidores de la NS5A ledipasvir y ombitasvir no fueron detectadas
en los pacientes NR, pero las secuencias de la NS5A estuvieron filogenéticamente asociadas a
secuencias NS5A de pacientes NR al tratamiento AAD.

Palabras clave: Virus hepatitis C, antivirales de accién directa, sustituciones asociadas a
resistencia, inhibidores NS5A VHC.



ABSTRACT

“Detection and analysis of resistance-associated substitutions (RAS) in the NS5A protein
of the hepatitis C virus (HCV), in patients with failure to treatment with new generation

direct-acting antivirals (DAAs) ™

Introduction: In 2017, the Mexican Social Security Institute (IMSS) began to treat with the
latest generation direct-acting antivirals (DAAS): ViekiraPak and Harvoni, contain components
specifically designed to block the viral proteins NS5A and NS5B; a sustained viral response
SVR of 94% -100% has been reported. However, non-responders (NR) to DAAs have been
detected. The resistance of the virus to drugs is due to the presence of resistance-associated
substitutions (RAS) in NS5A. RASs have a prevalence in NR patients of 54.4% to 72.7%, and
in patients with SVR around 42.5%. The most detected substitution most associated with
resistance with various NS5A inhibitors is Y93, although L28 is associated with resistance with
ledipasvir and ombitasvir preferentially.

Objective: To detect and analyze the SAR in sequences of the HCV NS5A protein, obtained
from samples of patients with failure to treat with new generation DAAs.

Materials and methods: Descriptive, observational, ambispective, homodemic and cross-
sectional study. Patients who had failed treatment with Viekira-Pak or Harvoni for 10 months,>
18 years, male or female, and with or without prior experience with pegINFa / RBV treatment
were recruited. Sampling for convenience. Primers were designed to obtain the NS5A region of
the viral genotypes Gla and G1b. Viral RNA was extracted from plasma samples, nested RT-
PCR reactions were standardized to obtain the NS5A G1a and NS5A G1b regions. The products
obtained by RT-PCR from the NR patients were cloned into a vector, subsequently they were
sequenced using the Sanger method. To define the NS5A RASSs, nucleotide sequences and
subsequently amino acid sequences were analyzed in silico, by alignment and comparison with
a prototype HCV sequence obtained from GenBank.

Results: Of 90 patients who entered treatment with DAA, (88) 97.8% reached SVR, and 2
(2.2%) were NR, one infected with G1a and another with G1b, in both patients the sample was
obtained post-treatment. 5 plasmids of the NS5A Gla region, and 3 of the NS5A G1b region
were obtained from the NR patients. Additionally, the NS5A region was obtained from 5
patients with Gla and from 1 patient with G1b, the blood sample was obtained pre-treatment
with DAA, all of them reached SVR. SAR NS5A was not detected in NR patients, but they were
phylogenetically linked to sequences from NR to DAA patients.

Conclusion: SARs to NS5A inhibitors ledipasvir and ombitasvir were not detected in NR
patients, but NS5A sequences were phylogenetically associated with NS5A sequences from NR
patients to DAA treatment.

Keywords: Hepatitis C virus, direct-acting antivirals, resistance-associated substitutions, NS5A

HCV inhibitors.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Hepatitis C

La hepatitis por virus C es una enfermedad del higado causada por el virus del mismo nombre;
ese virus puede causar hepatitis (inflamacion del higado), tanto aguda como cronica, cuya
gravedad varia entre una dolencia leve que dura algunas semanas, y una enfermedad grave de
por vida, que va desde hepatitis cronica, pasando por cirrosis hasta carcinoma hepatocelular

(CHC).

1.2 Virus de la hepatitis C (VHC)

El VHC pertenece a la familia Flaviviridae, miembro del género Hepacivirus que mide
aproximadamente 55-75 nm con un core interno de 30-35 nm el cual contiene un ARN
monocatenario de 9,600 nucleotidos, su estructura, organizacion genomica y ciclo de
replicacion son similares a los de los miembros de la misma familia. Tiene una alta
heterogeneidad genética la cual se clasifica en seis genotipos y mas de 50 subtipos, lo cual ha

dificultado el desarrollo de una vacuna (Carballal,2015).

1.2.1 Genoma VHC

El genoma del VHC es un ARN de 9.6 kb, el cual contiene un marco de lectura abierto (ORF)
flanqueado por dos regiones no traducibles la 3" y 5" pero necesarias para la traduccion y
replicacion del ARN viral. EI ORF codifica una poliproteina de aproximadamente 3,010
aminoacidos, posteriormente es procesada por proteasas celulares y virales para generar 3

proteinas estructurales: la proteina de la capside (C, core), E1y E2; la proteina C se multimeriza



y captura hacia adentro de una estructura icosahedrica al ARN viral para formar la
nucleocapside; las proteinas E1 y E2 forman parte de la envoltura del viridn, contienen
numerosos sitios de glicosilacion. La proteina E2 se desdobla en dos proteinas, la E2 y p7, esta
ultima juega un papel importante en la maduracién de la glicoproteina y mediante la formacion
de canales ionicos de transmembrana (actividad de viroporina) permitiendo la insercion del
virus a la célula. (Carballal,2015).

Las 7 proteinas no estructurales: p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B, al ser procesadas
por peptidasas del reticulo endopldsmico, generan la correcta replicacién de virion. Las
proteinas NS2 junto con la region amino terminal NS3 forman la proteasa NS2-3, NS3
constituyendo una serin proteasa, la cual se encarga de degradar los enlaces peptidicos de
péptidos y proteinas, asi mismo es componente de la NTPasa y helicasa. La proteina NS4A
acttia como un cofactor de NS3; la funcién de NS4B es atn desconocida. La proteina NS5A esté
ligada al proceso replicacion, mientras la proteina NS5B tiene actividad de ARN polimerasa
dependiente de ARN, la cual carece del mecanismos de correccion de errores, lo que genera un

proceso de replicacion altamente propenso a errores ( Lindenbach, 2007,Casanova, 2015).

1.2.2 Ciclo de replicacién

La organizacién del genoma es similar para todos los miembros de la familia Flaviviridae. Los
cuales, a partir de una poliproteina, y con la intervencion de algunas proteinas celulares y

proteasas virales se producen varias proteinas virales.

La unidn del virion a las células implica un proceso de endocitosis mediada por receptor, asistido
por la intervencién de algunos receptores celulares como CD81; a un bajo pH en el endosoma

se induce la fusion de la membrana del virion con la membrana celular. La nucleocapside es



desempacada dentro de loas endosomas, se libera el ARN viral en el citoplasma. EI genoma del
VHC tiene tres funciones dentro del ciclo de replicacion, como un ARNm para la traduccion de
todas las proteinas virales, un ARN plantilla durante el proceso de replicacion y de un ARN
empaquetado dentro de nuevas particulas virales (el genoma propiamente dicho). La replicacion
del ARN ocurre enteramente en el citoplasma en una estrecha relacion con la membrana
intracelular, y se genera la sintesis de una cadena de ARN completa anti-sentido, el cual
funciona como intermediario para la sintesis del genoma viral (sentido positivo), los virones de
la nueva progenie se unen formando un compartimiento en la membrana intracelular y en el
reticulo endoplasmico, posteriormente se liberan en la superficie celular provocando una lisis

celular, para luego ser liberados a la via de circulacion del hospedero (Scheel,2013).

1.3 Historia natural de la hepatitis C

La historia natural de la hepatitis C se describe en dos escenarios: en el primero; los factores de
riesgo que indujeron a la infeccién a un individuo. En el segundo escenario o patogénico se
inicia con la entrada del virus al organismo humano, se pueden presentar sintomas de hepatitis
aguda, y la infeccidn puede ser resuelta en forma natural por el individuo, o bien persistir durante
varios afios como hepatitis cronica, que al inicio serd clinica y biogquimicamente indistinguible,
llevando a sufrir la transicion insidiosa y sin manifestaciones clinicas aparentes de HCC a
cirrosis, y su transicion a cirrosis descompensada, o bien podra llegar al estadio de CHC. La
severidad de la infeccion por VHC varia, si hablamos con porcentajes, la infeccion aguda solo
representa un 15% de los casos, un 25-30% de los pacientes son sintomaticos con
manifestaciones tipicas de cualquier hepatitis viral. Algunos tienen un curso asintomatico (entre
50 y 90% de los casos) y otros presentan progresion a cronicidad desarrollando fibrosis hasta

un 70% de los casos y de éstos, se llega a producir cirrosis en el 20 o 30% de los pacientes
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afectados en un periodo de 20 a 30 afios. En estado de cirrosis, compensada o no, de manera

anual se llega a presentar hasta en el 5% - 6% de los casos CHC (Sagnelli, 2014).
1.4 Epidemiologia de la hepatitis C

En 2015 se estim6 que 71 millones de personas en el mundo tienen HCC por VHC. La hepatitis
C afecta a todas las regiones, con importantes diferencias entre paises y dentro de un mismo
pais. Aunque paises de Africa y del pacifico occidental son las mas afectadas, asi como las
regiones del Mediterraneo Oriental y de Europa tienen la prevalencia mas alta. ElI consumo de
drogas inyectables es la principal ruta de transmision del VHC en algunas regiones, aunque a
nivel mundial, un 5% de las inyecciones suministradas en el ambito de la atencion sanitaria no
son seguras (via parenteral). Como consecuencia, se calcula que en 2015 se produjeron en todo

el mundo 1.75 millones de nuevas infecciones por el VHC (OMS, 2020).

De acuerdo con el informe mundial sobre la hepatitis, en 2016 las hepatitis virales son las
causantes de 400,000 muertes por cirrosis y carcinoma hepatocelular. En 2017 la mayoria de las

muertes debidas a hepatitis virales fueron por cirrosis descompensada y CHC (OMS,2020).

La Encuesta Nacional de Salud del 2000 y el sistema de vigilancia epidemiologico realizado
entre los afios 2000 y 2007, indicaban que de los 192,000 casos reportados de hepatitis, solo el
6% correspondian a VHC en México, a partir de una revision sistematica se encontré una
seroprevalencia del 1.4% distribuido en el interior del pais ( 2% en el norte, 1.5% el sury 1.1%
en el centro del pais) siendo estos datos limitados ya que solo se analizaron 6 de la 32 entidades
federativas (Juan Pablo,2016). En donadores de sangre la seroprevalencia a nivel Nacional
oscila 0.0% - 2.5%; el genotipo viral 1 es el mas prevalente (30.0%-87.5%) y el mas abundante

es el subtipo viral 1b; el principal factor de riesgo la trasfusion sanguinea antes de 1995 (Santos-
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Lopez et al., 2008), un més reciente estudio en poblacidén derechohabiente de nivel de atencion

1, también fue el principal factor de riesgo (L6opez-Colombo et al.,2014).

1.5 Tratamiento de la hepatitis C

1.5.1 Esquema de tratamiento

El tratamiento para la hepatitis C en México ha ido evolucionando constantemente de acuerdo
a los lineamientos que las instituciones de salud suelen adoptar de las guias de practica clinica
locales y de diferentes partes del mundo, las principales estrategias en el tratamiento antiviral
del VHC suelen ser en mayor parte personalizadas, considerando la gravedad de la enfermedad
asociada a VHC, efectos secundarios del tratamiento, respuesta al tratamiento, presencia de
comorbilidades y el grado de aceptacion del paciente; siendo uno de los primeros tratamientos
para el mismo, la combinacion de interferon pegilado (peg-INFa) y ribavirina como tratamiento
estandar para pacientes con hepatitis C crénica (HCC) durante 12 a 24 semanas, al pasar los
afios se introdujo una nueva clase de medicamentos; los antivirales de accion directa (ADD) los
cuales suelen ser administrados durante 12 semanas de acuerdo al estadio individual de cada
paciente y en caso de infecciones crdnicas su uso en combinacion con pegINFa-RBV. El estatus
del paciente es descrito de acuerdo a términos que describen la respuesta de los diferentes
tratamientos dentro de un periodo de 12 a 48 semanas ya que cada tratamiento esta diferenciado

por un periodo distinto de tratamiento de acuerdo a la necesidades e historial clinico del paciente.

1.5.2 Interferdn alfa pegilado mas ribavirina (pegINFa-RBV)

La meta principal del tratamiento de la hepatitis C es lograr una respuesta viral sostenida (RVS)
en el paciente. Aunque con el tratamiento dual pegINFa-RBV existen distintas respuestas. La

respuesta viral rapida (RVR): el ARN del VHC es indetectable (menos a 50 Ul/ml) en la semana
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4; respuesta viral temprana (RVT): el ARN del VHC es detectable en la semana 4 pero no en la
semana 12 y no detectable hasta el fin del tratamiento; respuesta viral temprana parcial (pRVT):
el ARN del VHC disminuye 2 logio a la semana 12 pero es detectable a la semana 24; respuesta
viral lenta (sRV): el ARN del VHC disminuye 2 logio a la semana 12 pero es indetectable a la
semana 24 hasta fin de tratamiento; recaida: el ARN del VHC indetectable al fin de tratamiento
pero detectable después o antes de completar la terapia; respuesta nula: disminucién menos de
2 logio en el nivel de ARN del VHC a las 12 semanas de tratamiento, en el grupo de no
respondedor estan incluidas la recaida, la respuesta nulay RVS: el ARN del VHC es indetectable
a la semana 24 o 48 después del fin de tratamiento (Craxi A, 2011).

Con este tratamiento se obtenia una RVS del 45% al 60% para el los G1y G4, para los G2 0 G3
del 70% AL 80% (Hoffmann, 2015). Pero en los pacientes mexicanos infectados con G1 fue del
35% al 38%, la muy baja RVS fue atribuida a la presencia de cirrosis, a una alta carga viral, y

al subtipo 1b (Sandoval-Ramirez,2015).

1.5.3 Terapia basada en antivirales de accion directa (AAD)

La primera generacion de AAD fueron los inhibidores de proteasas (IP) boceprevir y telaprevir
que se aprobaron para uso clinico en 2011, a mitad de ese mismo afio, la terapia con
PeglFN+RBYV para la infeccion por VHC G1 fue sustituida por la triple terapia PegIFN+RBV
mas algun IP de primera generacion, la tasa de curacion incrementd a 65-75% (Marrero P, 2014).
En 2013 la segunda generacion de AAD incluyd6 sofosbuvir (SFV) (inhibidor nucleosidico de la
polimerasa de HCV NS5B), que incrementd a mas del 90% la RVS. Una segunda generacion
de IP, el simeprevir, resulto con tasas de respuesta viral a fin de tratamiento similares cuando se
le adiciono peglFN+RBV, sin embargo, no era asi para la RVS, que oscild alrededor del 80%.

En 2014 los tratamientos con AAD remplazaron a la terapia basada en IFN (Lawitz E,2016).
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Las terapias con ledipasvir (LDV)/ sofosbuvir (SOF) o0 SOF-simeprevir-RBV resultaron en tasas
de RVS para el G1 de 92 al 100%. La combinacién de ombistasvir (OBV)/paritaprevir (PTV)
[ritonavir (r) / dasabuvir (DSV) con o sin RBV alcanzd tasas de RVS hasta de 100%. El siguiente
paso en el desarrollo de terapia clinica para la infeccion crénica por VHC fue la disponibilidad
de nuevos tratamientos con AAD, algunos disponibles en presentaciones de un solo
comprimido, aumentando asi el apego del paciente al tratamiento, AAD pangenotipicos y/o de
corta duracion (8 a 12 semanas) como: SOF-velpatasvir-voxilaprevir, grazoprevir-elbasvir,
SOF-velpatasvir, SOF/LED y finalmente glecaprevir-pibrentasvir; éstas son las Unicas
combinaciones de AAD recomendados de manera internacional por diversas guias de
tratamiento en la actualidad (Pawlotsky, 2018).

La eleccion de un régimen de un antiviral de accion directa (AAD) requiere tomar en cuenta
varios factores, tanto virales, como del hospedero; en cuanto al virus; genotipo y subtipo;
respecto al paciente, experiencia al tratamiento o no (pacientes naive); la presencia de cirrosis,
respecto a su estadio compensado o descompensado, las comorbilidades y las potenciales
interacciones entre los diversos farmacos que el paciente consume. A pesar de las importantes
ventajas de los AAD sobre la terapia de IFN, una gran barrera es el alto costo de adquisicion
(Aiza I, 2018). Los AAD son usados siguiendo el historial clinico del paciente, debido a sus
efectos de descompensacion hepética en el caso de Viekira Pak (ombitasvir, paritaprevir,
ritonavir y dasabuvir), mientras que, como tratamiento mas factible, en caso de tener o no
cirrosis se usa Harvoni (ledipasvir y sofosbuvir), con una tasa de disminucion de 98 a 100%

(Lawitz E, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pawlotsky%20JM

1.5.4 Tipos de respuestas al tratamiento con AAD

La RVS con los tratamientos AAD se define como, el nivel de ARN del VHC en plasma por
debajo del limite de deteccidon a las 12 semanas después de la completar el tratamiento (semana
24).

La respuesta nula con los tratamientos AAD se define como, la deteccion de ARN del VHC en
plasma a fin de tratamiento (semana 12).

La recaida con los tratamientos AAD se define como, la deteccion de ARN del VHC en plasma

a las 12 semanas después de la complementar el tratamiento (semana 24).

1.6 Proteina NS5A

La proteina NS5A del VHC tiene 447 aminoacidos y su forma activa es un homodimero que se
organiza en tres &mbitos diferentes, de los cuales el dominio I es el mas conservado y con una
estructura mas compleja (figura 1). Contiene en la region N-terminal un motivo de tetra-cisteina
unido a un &tomo de zinc, el cual es esencial para la funcién NS5A, un enlace disulfuro en la
region C-terminal, tanto el zinc como el enlace disulfuro contribuyen al mantenimiento del
pliegue total de la proteina, contiene un sitio de fosforilacion, la NS5A puede existir en un estado
fosforilado o en un hiperfosforilado, y un motivo asociado con gotitas de lipidos y con la
liberacion de los viriones. En la estructura cristalizada de la NS5, se revela al dominio | como

un dimero, un surco localizado en medio del dimero se cree es un sitio de unién al ARN. En



contraste con el dominio I, los otros dos dominios son en gran parte desestructurados (Ross-

Thriepland. 2015)
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Figura 1. Caracteristicas estructurales del dominio | de la proteina NS5A.Se destacan el sitio de
fosforilacién en la posicion 146 (verde), enlace disulfuro, un motivo (tetra-cisteina) de unién con zinc
en la posicion 39, 57, 59, 80 (negro) y el motivo de unidn a particulas de lipidos en la posicion 5- 25
(rosa).

1.6.1 Funciones de la proteina viral NS5A que la convirtieron en un blanco terapéutico

La NS5A no tan solo es esencial para la replicacion viral, también es importante en el
ensamblaje de los viriones infectantes. Ambos procesos son independientes, en estos participan
los diferentes dominios de la NS5A. Asi tenemos que los dominios | y 11 son esenciales para la

replicacion del genoma, el dominio 111 para el ensamblaje y liberacién del virién.

Aparte de esto, la NS5A interviene en el entorno de la célula, se han reportado aproximadamente
130 interacciones con diferentes tipos de proteinas celulares (Backes et.al,2010) (Ross-
Thriepland, 2015) y por lo tanto, posee diversas funciones que van desde la inhibicion de la

respuesta antiviral con el INF, a la subversion de las vias de sefializacion que regulan el
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crecimiento celular y la apoptosis (Gehring S, 2009). La NS5A desempefia una funcién en la
union del reticulo endoplasmatico con las mitocondrias, causa la fragmentacion mitocondrial
uniéndose al fosfatidilinositol 4-quinasa IIla. (PI4KA). Esta union NS5A-PI4KA hace a las
células mas resistentes a la apoptosis mediada por mitocondrias. Las multiples interacciones de
la NS5A durante su ciclo viral han hecho de esta una de los principales blancos terapéuticas

(Ross-Thriepland.2015).

1.7 Los inhibidores de la NS5A del VHC

El primer inhibidor de la NS5A fue el daclastasvir (DCV) fue escogido por su alto rendimiento
de entre compuestos que inhibian la replicacion de replicones subgenémicos (SGR) de todos los
genotipos del VHC. EI DCV se definié como un inhibidor de NS5A en virtud de su falta de
efecto sobre las proteinas virales NS3 o NS5B en ensayos enzimaticos in vitro, y lo que es mas
importante, la observacion de que el desarrollo de la resistencia al DCV se asocié con

mutaciones especificas en la hélice anfipatica y/o dominio | de NS5A (Ross-Thriepland, 2015).

Posteriormente fueron saliendo al mercado otros inhibidores de la NS5A para el tratamiento de
la infeccion por VHC como el ledipasvir (LDV), ombitasvir (OBV), elbasvir, velpatasvir, y
pibrentasvir, alguno de estos ya sea en combinacion con inhibidores de la NS5B, o bien con

inhibidores de las proteasas NS3-NS4A.

1.7.1 Ledipasvir (componente de Harvoni) aspectos moleculares

Harvoni es un AAD comprimido con dos componentes antivirales (ledipasvir y sofosbuvir)
comunmente administrado a pacientes con Gla y 1b, con o sin cirrosis, siendo uno de sus
principales componentes ledipasvir (LDV), un inhibidor de la proteina NS5A cuya actividad es

inhibir los procesos llevados a cabo en el dominio 1 de la misma.
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El LDV presenta una similitud en su mecanismo de accién (inhibicion de NS5A) y estructura
con su variante DVC ( primer AAD contra NS5A); LDV presenta una estructura muy similar al
DCV (Figura 2), en la que destacan ciertos aspectos fundamentales como lo son su nicleo
central en la molécula, el cual estd formado por un grupo bifenilo condensado con un
ciclopentano difluorado, ligado por sus dos extremos a sendos anillos imidazolicos (uno de ellos
también condensado con el nucleo de bifenilo), formando un amplio sistema resonante, de alta
densidad electrénica, el cual facilita la union a la proteina NS5A, estabilizando su estructura y
bloqueando sus funciones, asi mismo su estructura en los extremos de la molécula emulan
secuencias peptidicas (en realidad, carbamatos), que facilitan la insercion del farmaco en los
huecos (bolsillos) de la proteina NS5A. Atendiendo a la gran similitud estructural ente el LDV
y el DCV, es previsible que ambos tengan un comportamiento molecular similar, siendo su sitio
de union idéntico. Los anillos de bifenilo descansan en la parte superior de los dos grupos metilo
del aminoécido T95 en los dos mondémeros de la NS5A. Los anillos de los dos residuos Y93
extienden el canal hidr6fobo para acomodar el resto del grupo bifenilo y uno de los anillos
laterales del DCV. Las cadenas de K26, 127 ¢ 128 de las dos a-hélices y P97 de cada monémero
completan las esquinas hidréfobas, permitiendo que el farmaco se ajuste facilmente en la ranura
hidréfoba formada en la esquina de los bolsillos de la proteina NS5A. Los restos R30 y Q54

forman cuatro enlaces de hidrogeno simétricos con el DCV (Figura 2) (Barakat, 2015).
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Ledipasvir

Figura 2. Estructura de los inhibidores de la NS5A. Ledipasvir presenta una notable similitud
estructural con el daclatasvir.

1.7.2 Mecanismo de accion del ledipasvir

El LDV actua inhibiendo especificamente la proteina NS5A, alterando su localizacion
subcelular, sus procesos de hiperfosforilacion e inhibiendo la sintesis de ARN viral. La proteina
NS5A es una proteina intensamente fosforilada que, una vez escindida de la poliproteina viral,
se transporta a las membranas donde se une a la fraccion 3’-terminal del ARN viral recién
sintetizado y participa en la replicacion del genoma viral, en parte a traves de interacciones con

la ARN polimerasa dependiente del ARN viral (NS5B).
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1.7.3 Ombitasvir (Viekira-Pak) aspectos moleculares

Vierkira-Pak es un AAD comprimido con 4 componentes principales (ombitasvir, paritaprevir,
dasabuvir y ritonavir) administrada a pacientes infectados con Gla y 1b con o sin cirroris,
analizando el estadio de la enfermedad asociada a VHC por efectos de hipersensibilidad al
ritonavir y siendo uno de los componentes importantes ombitasvir (OBV) (inhibidor de
NS5A).El nombre quimico del ombitasvir es dimetil ([{25,55}-1-(4-tert-butilfenil) pirrolidina-
2,5diil]}) biscarbamato hidrato, el peso molecular para el principio activo es de 975.20 g/mol

(hidrato) (Figura 3).

Figura 3. Estructura quimica de ombitasvir

1.7.4 Mecanismo de accion del ombitasvir

El OBV es un inhibidor pan-gendémico de la NS5A del VHC (de todos los genotipos 1 a 6), la
NS5A es esencial para la replicacion del ARN viral y el ensamblaje del virion. EI mecanismo
de accion del OBV ha sido caracterizado en su actividad antiviral mediante cultivos celulares y

con estudios de mapeo de resistencia al medicamento (Advvie,2018).
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1.7.5 Las variantes asociadas a resistencia (SAR) en la proteina NS5A

Las funciones e interacciones con los componentes celulares, que desempefia la proteina NS5A
en el ciclo de replicacion del VHC la hizo un blanco terapéutico valido; sin embargo, cuando la
resistencia emerja, y lo hara, siendo uno de los virus mas variantes conocidos, representara un
problema muy importante de salud. Por lo tanto, es esencial una mejor comprension de la
biologia de la proteina viral NS5A, lo cual favorecera el desarrollo de nuevos tipos de

inhibidores (Ross-Thriepland. 2015).

Las variaciones asociadas a resistencia (SAR) a los diferentes farmacos se definen como
aquellas sustituciones de aminoacidos en las secuencias de las proteinas no estructurales del
VHC, incluidas la proteasa NS3, la proteina NS5A y la polimerasa NS5B, con respecto a
secuencias prototipo, que pueden causar la reduccién de la actividad antiviral de los inhibidores

de las proteinas virales NS3, NS5A y NS5B.

El conocimiento de la resistencia del VHC a los AAD es relativamente nuevo. Se ha reportado
que las SAR NS5A estan ampliamente presentes en todos los genotipos del VHC, y se han
detectado en pacientes con o sin tratamiento con AAD. Algunas de estas SAR confieren cambios
que son necesarios en la concentracion media efectiva (EC50) de las drogas empleadas para
erradicar al 50% de los virus, en relacion con un aislado de un virus prototipo. La SAR en la
NS5A Y93H o L31M inhiben la efectividad de DCV (1600x en el subtipo 1a, 3x en el subtipo
1b, y 537x en el subtipo 3a). La presencia de una o de varias SAR en una misma region
incrementa la resistencia. Las SAR NS5A del subtipo 1a tienen su origen en América, las 1b en
Europa y las 3a en Asia. Se ha reportado que las SAR NS5A podrian rapidamente producirse

durante el tratamiento con los inhibidores de la NS5A. Ademas, estas SAR podrian permanecer
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después de que el tratamiento es retirado, y facilmente ser transmitidas entre los individuos

(Jones BR, 2018).

1.7.6 Las sustituciones asociadas a resistencia (SAR) en la proteina NS5A detectadas en

muestras clinicas de pacientes con pre o post-tratamiento con AAD.

En 313 pacientes japoneses, tratados con SOF/LDV sin previo tratamiento contra VHC subtipo
1Db, las SAR en NS5A no fueron detectadas en 133 (42.5%) de los pacientes, y estos obtuvieron
una RVS de 98.7%. En los 180 pacientes que albergaron SAR en NS5A, la prevalencia més alta
estuvieron localizadas en los aminoacidos: Q54 en un 48.7%, L31 o0 Y93 en el 19.2%, Y93 en
el 13.2%, P58y Q62en el 9.9%. Los pacientes con mas de tres SAR NS5A, o con las SAR NS5A
localizadas en los aminodcidos L31 y Y93 estuvieron fuertemente asociadas con falla al

tratamiento con SOF/LDV (Kozuka R, 2018).

En un trabajo de publicado en el 2018, de 493 pacientes japoneses tratados con SOF/LDV,
11(2.2%) tuvieron falla a tratamiento. En estos pacientes se detectaron las SAR de NS5A en la
posicion Y93 en el 72.7%, Q24 en el 45.5%, y R30 en el 36.6%de los pacientes. Las SAR de
NS5B A218 en el 91%, C316 en el 73.3% y A207 en el 45% de los pacientes. La mayoria de
los pacientes con falla a tratamiento tuvieron coexistencia de mas de dos SAR NS5A (OR=42),
y la coexistencia de SAR NS5A P32 més la SAR NS5B A218 y/o C316 asociadas a falla a

tratamiento con SOF/LDV(OR=19.3) (Mawatari S. 2018).

En un trabajo mas reciente, se obtuvo la prevalencia de SAR de NS5A de 2,409 secuencias de
la NS5A publicadas en bancos de genes, el tratamiento mas empleado para inhibir a la NS5A
fue LDV y DCV. El 16% de las secuencias que provinieron de pacientes sin tratamiento previo,

les fueron detectadas mas de dos SAR de NS5A, y fueron detectadas mayormente en secuencias
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subtipo 1b; las SAR de NS5A>100x (son aquellas SAR que aumentan méas de 100 veces la
resistencia a los inhibidores de la NS5A) tuvieron una prevalencia de 4.7% vy estas fueron
detectadas en los aminoacidos 28, 30, 31, y 93 de la proteina NS5A,y similarmente fueron

observadas en las secuencias subtipo 1a o 1b (Sharafi, 2019).

En una publicacion en el 2017 se analizo secuencias de la NS5A para detectar SAR en 66
aislados de pacientes chinos con CHC sin tratamiento previo, subtipo 1b, no coinfectados con
virus de la hepatitis B (VHB) y/o virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Treinta y seis
(54.4%) albergaron SAR de NS5A, y la mas comunmente detectada fue en Q54H en 15 (42.4%)
de los virus de estos pacientes; a esta sustitucion se le ha asociado con resistencia al DCV. Otras
sustituciones fueron P58S/T y Q62H/R detectadas en el 6% y 9% respectivamente, a estas
sustituciones también se les ha asociado con resistencia a DCV, las sustituciones en el
aminoacido L28M est4 asociada a resistencia a DCV/OBV, solamente fue detectada en un
paciente, la sustitucion en aY93H/N se detectd en los virus de 3 (7.8%) pacientes, asociada con
resistencia a DCV/OBV/LDV denominada SAR de NS5A de nivel alto de resistencia (Zhao Li.

2017).

En otro trabajo, se detectd la presencia de SAR de NS5A en 556 pacientes franceses
coinfectados con VIH, sin tratamiento previo y con CHC o cirrosis, el 77% con ARN de VIH
<50 copias/mL antes de iniciar tratamiento. Solo 22 (3.9%) pacientes tuvieron falla al
tratamiento con AAD para VHC, y la falla estuvo asociada a una cuenta de plaquetas
<100,000mm3. Los virus de 14 de 22 pacientes fueron secuenciadas y analizadas, 6 (43%)
presentaron al menos una SAR en NS5A, 4 de 6 pacientes con G1 y tratados con DCV, les
fueron detectadas SAR de NS5A en los aminoacidos Q30R/H y Y93C/N, esta ultima ha sido

asociada a resistencia a DCV; en 2 de 5 pacientes con G1 y tratados con LDV albergaron las
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SAR de NS5A en los aminoacidos Y93C, 30E y 58D, sustituciones que llevaron a un alto nivel
de resistencia contra los inhibidores de la NS5A (>10 veces la resistencia) creando resistencia a

LDV. (Salmon D. 2018)

En otra publicacion en 2017 estudio a 257 pacientes brasilefios, con CHC, subtipos 1a, 1b y 3a.
De ellos, 156 monoinfectados con VHC, el 50.6% de estos con previo tratamiento pegINFa-
RBV; 101 coinfectados VHC/VIH, el 42.6% de estos con previo tratamiento pegINFa-RBV.
Las SAR de NS5A fueron observadas en 22 (8.6%) de los 257 pacientes de ambos grupos,
principalmente en aquellos con el subtipo 3a, y en los pacientes monoinfectados. Las SAR de
NS5A observadas en pacientes monoinfectados con VHC subtipo 1a fueron en los aminoacidos
M28I, M28L, M28V, y Q30H/R las dos ultimas asociadas a resistencia con LDV, DCV, y OBV,
en los pacientes con subtipo 1b en los aminoacidos M28V/P, Q30/K, L31/F/V y Y93H las dos
ultimas asociadas a resistencia a LDV, elbasvir, y velpatasvir; en pacientes con subtipo 3a en
los aminoacidos Q30K/S y Y93H. Las SAR NS5A observadas en pacientes coinfectados con
VIH y subtipo VHC 1a en los aminoacidos M281, Q30T, Q30H, Q30R; en los pacientes con 1b
coinfectados con VIH en los aminoacidos Y93H; y en los pacientes 3a coinfectados con VIH en

los aminoacidos Q30/S. (Malta F, 2017)

En un estudio con 76 pacientes brasilefios, 49% con enfermedad cronica de rifion (ECR)
hemodializados, y 51% pacientes receptores de trasplante renal (RTR), todos infectados con
VHC, con subtipo 1a o0 1b, el 52.6% sin tratamiento previo las SAR de NS5A fueron detectadas
en el 59% de pacientes RTR vs 36% en pacientes ECR, y en el 47% de pacientes sin tratamiento
previo vs 27.8% de pacientes con tratamiento previo de pegINFa-RBV; las SAR en NS5A
fueron observadas por igual en el subtipo 1a o 1b. Las SAR NS5A maés frecuentemente

localizadas en los aminoacidos Q30A/H/L, L31M, H58P/R, P58R/S y P58 + Y93F. No fueron
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detectadas SAR NS5A que confieren niveles de alta resistencia a los inhibidores de la NS5A

(Rita Tavares et.Al, 2018).

Otro estudio mas reciente en 2019 comparo las diferencias y caracteristicas de las SAR NS5A
entre 120 muestras de pacientes chinos colectadas en 2008 y 122 muestras colectadas en 2016.
Los criterios de inclusion fueron pacientes con CHC, sin tratamiento previo, y con los subtipos
1by 3a. Las SAR de NS5A detectadas en los pacientes con subtipo 1b fueron localizadas en el
aminoacido Y93H (5.3% en 2008 vs. 15.9% en 2016; p = 0.035), esta sustitucion confiere
resistencia de nivel medio a alto a DCV, LDV, OBV, y EBR; la sustitucion Y93H también fue
resistente a EBR y pibrentasvir en pacientes con subtipo 3a. La sustitucion L28 en la NS5A, que
confiere resistencia a DCV, LDV, y OBV, estuvo presente en un (1.3% en 2008 vs 11.6% en
2016; p = 0.027). Las mutaciones en NS5A detectadas en pacientes con subtipo 1b, se
localizaron en los aminoacidos R30, L31, P58, Q62 y A92 de los cuales sus porcentajes de
deteccidn en el total de secuencias fueron de un 11.6%, 4.3%, 7.2%, 5.8% Yy 1.4% solo en 2016,
a diferencia de las encontradas en 2008 las cuales rondan 3.9%, 1.3%, 2.6%, 5.3% y 3.9%, todas
estas sustituciones confieren resistencia a DCV. La importancia de dicho estudio es que la
frecuencia general de los SAR de NS5A en 2016 fue significativamente mas alta que en 2008
(42.0% vs. 18.4%; p = 0.002). Asi mismo en este estudio los autores encontraron que los SAR
NS5A ocurren naturalmente y que podrian irse acumulando con el tiempo en pacientes

infectados con HCV subtipo 1b (Wei Huang. 2019).
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2. JUSTIFICACION

En 2017 el IMSS introdujo los tratamientos antivirales de accion directa para el tratamiento de
la hepatitis C: Viekira-Pak (ombistasvir, paritaprevir, ritonavir y dasabuvir) y Harvoni
(ledipasvir, sofosbuvir), ambos tratamientos contienen un inhibidor de la proteina viral NS5A,
esta proteina esta asociada con cambios en el entorno de los hepatocitos y facilita las condiciones
de infeccion y replicacion del VHC, lo que la convirtié desde hace varios afios en un blanco

terapéutico.

Las SAR a los inhibidores de la NS5A se han detectado en virus de pacientes sin tratamiento
previo, por lo que pueden producirse en forma natural, e ir acumulédndose con el paso del tiempo,
por lo tanto, la presencia de SAR preexistentes, pueden atenuar la efectividad de los inhibidores
de la NS5A. Por otro lado, las SAR NS5A es muy probable que se vayan produciendo, o bien
aumenten las que se producen en forma natural durante el tratamiento con los inhibidores de la

NS5A.

No existen estudios en México de la prevalencia de las SAR NS5A tanto pre o post-tratamiento
con AAD. Se ha encontrado que detectar la prevalencia de las SAR NS5A pre-tratamiento
resulta en un costo-beneficio para las instituciones de salud publica dando una posible
prediccién a un mejor tratamiento para el paciente, derivando asi una posible RVS del 94% al
100% con el uso de un tratamiento con AAD, asi mismo es importante detectar las SAR de
NS5A en los pacientes con falla al tratamiento con AAD, para asi poder ofrecer un tratamiento
con inhibidores de la NS5A que sean mas efectivos. En este estudio proponemos detectar SAR
de NS5A en aislados de pacientes que tuvieron falla al tratamiento con Viekira-Pak o con

Harvoni.
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3. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis de investigacion

Las sustituciones asociadas a niveles altos de resistencia a los inhibidores LDV o OBV de la
proteina NS5A, estan presentes en las secuencias de la NS5A obtenidas a partir de muestras de

pacientes con falla en el tratamiento con Viekira-Pak o Harvoni.

3.2 Hipotesis alterna

Las sustituciones asociadas a niveles altos de resistencia a los otros inhibidores de la NS5A,
como DCV, EBR, VPV, y PBV, estidn presentes en la secuencia de la NS5A obtenida dé

muestras de pacientes con falla al tratamiento con Viekira-Pak o Harvoni.

3.3 Hipotesis nula

Las sustituciones asociadas a niveles altos de resistencia a los inhibidores de la NS5A
actualmente conocidos, no estan presentes en la secuencia de la proteina NS5A obtenida a partir

de muestras de pacientes con falla al tratamiento con Viekira-Pak o Harvoni.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia el desarrollo de potentes medicamentos antivirales de accion directa (ADD) dirigidos
especificamente a bloquear proteinas en el mecanismo de replicacion viral, son el principal

punto de partida en el tratamiento contra el virus de hepatitis C.

Los farmacos: Harvoni y Viekira Pak en 2017 fueron los primeros AAD introducidos en el
sector salud publico en México, como un tratamiento viable, aunque la insercion de dichos
medicamentos es eficiente para la eliminacion del virus, no se puede dejar de lado la posible
resistencia a dichos farmacos en los pacientes tratados con AAD, a pesar de que la probabilidad

de resistencia sea muy baja.

El proposito de este estudio es detectar SAR en las secuencias de la NS5A viral de pacientes no

respondedores al tratamiento con los farmacos Harvoni o Viekira Pak.
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5. OBJETIVOS

General

Detectar y analizar las SAR en secuencias de la proteina NS5A VHC, obtenidas a partir

de muestras de pacientes con falla al tratamiento con AAD de nueva generacion.

Particulares

Detectar y reclutar pacientes del servicio de gastroenterologia (clinica de la hepatitis),
que estuvieron en tratamiento durante los afios 2017-2019, y los cuales cumplan con los
criterios de inclusion abajo descritos.

Disefar iniciadores para PCR para la deteccion de la regién NS5A del VHC.
Estandarizar las pruebas de RT-PCR y PCR anidado, ambas en punto final, para obtener
la region NS5A.

Obtener fragmentos de la region NS5A VHC por PCR a partir de muestras de suero,
plasma o leucocitos de los pacientes con falla al tratamiento con Viekira-Pak o Harvoni.
Generar una biblioteca de fragmentos de la proteina NS5A por clonacion en un vector
Pjetl.2/Blunt.

Secuenciar los productos de PCR por el método de Sanger.

Analizar las secuencias para detectar SAR a los inhibidores de la proteina viral NS5A.
Obtener un arbol filogenético con las secuencias obtenidas y con las secuencias de NS5A

de bancos de genes.
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6. METODOLOGIA

Elaboracién y registro de protocolo

Busqueda, registro y aceptacion de
pacientes con diagnostico de VHC

Toma de muestra

Extraccion de ARN viral
(Plasma, leucocitos)

RT-PCR y PCR punto final

Analisis de productos de PCR y
secuenciacion tipo sanger

Analisis In silico de mutaciones en
secuencias obtenidas

Analisis e interpretacion de
resultados

Arbol filogenético
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Andlisis Insilico de
secuencias 1a/1b

Alineamiento Multiple

Disefio de iniciadores

Estandarizacion de RT-PCR
y PCR punto final

Clonacién de fragmentos
en Pjet1.2/blunt



6.1 Elaboracion del protocolo

6.1.1 Disefio de estudio

Por objetivo: Descriptivo

Por asignacion del agente: Observacional

Por temporalidad: Transversal

Por la recoleccion de datos: Ambispectivo

Por el grupo de estudio: Homodémico

6.1.2 Ubicacion espacio temporal

El protocolo se realizo en el laboratorio de Virologia Médica, del Centro de Investigacion

Biomédica de Oriente.

6.1.3 Muestreo

6.1.3.1 Universo de poblacion

Pacientes infectados con el VHC, que asistieron a recibir el tratamiento con Viekira-Pak o
Harvoni, en la Clinica de la Hepatitis del Hospital de Especialidades, CMN MAC, Puebla,

Puebla, de junio de 2017 a diciembre de 2019 (post-tratamiento).

6.1.3.2 Definicion de la poblacion en estudio

Pacientes infectados con VHC, no respondedores al tratamiento con los antivirales de accion

directa (Viekira-Pak o Harvoni).
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6.1.3.3 Criterios de seleccidon de muestra

Criterios de inclusién

* Mujeres y hombres

» Mayores de 18 afios

* No respondedores al tratamiento con los AAD (Viekira-pak o Harvoni)
» Pacientes con experiencia previa con el tratamiento pegINFa-RBV

» Pacientes sin experiencia a cualquier tratamiento contra VHC (naive).

» Con hepatitis C cronica o Cirrosis Child Poug A, By C.

Criterios de exclusion

« Paciente que no acepte participar y donar su muestra sanguinea al estudio

« Pacientes no respondedores al tratamiento con AAD con carga viral <10,000 Ul/ml

Criterios de eliminacién

» Muestras de pacientes que en almacenamiento se hayan hemolizado

6.1.4 Disefio y tipo de muestreo

» Muestreo no probabilistico por conveniencia

6.1.5 Tamafo de muestra

» De 2 a6 pacientes no respondedores al tratamiento de AAD
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6.1.6 Definicién de variables y escalas de medicion

Variable dependiente

Las sustituciones asociadas a resistencia a los inhibidores de la proteina viral NS5A.

Variables independientes

Tratamiento con Viekira-Pak, tratamiento con Harvoni, pacientes con o sin previo tratamiento

con pegINFa-RBV.

6.1.7 Definicidn conceptuales y operacionales de las variables de estudio

Tabla 1 . Escalas de medicion de las variables a estudiar

Variable Escala de medicién Valores Instrumento
. : Mujer o . .
Género Nominal Hoja de recoleccion de datos
hombre

Edad Cuantitativa discreta >18 afios Hoja de recoleccion de datos

Paciente naive Nominal dicotomica Si, no Expediente

Tratamiento con Viekira-Pak Nominal dicotomica Si, no Expediente

Tratamiento con Harvoni Nominal dicotémica Si, no Expediente

L . Analisis de la secuencia NS5A, con
Sustituciones asociadas a

. . Nominal dicotomica Si, no respecto a una secuencia NS5A
resistencia (SAR)

prototipo

Analisis de la secuencia NS5A, con
Sustituciones asociadas a niveles ) ) ) )
Nominal dicotémica Si, no respecto a una secuencia NS5A
altos de resistencia .
prototipo
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6.2 Separacion de leucocitos

Se tomd un tubo con la muestra del paciente, se centrifugo a 2,500 rpm durante 5 min para
separar las fases necesarias, se separd el plasma en un tubo limpio y almacené a4°C, se retiraron
los leucocitos con micropipeta y se colocaron en tubos de microcentrifuga de 5 ml, afiadiendo 2
ml de solucion de hemolisis e incubando a 4 °C durante 10 min, al terminar se centrifug6 a 2,000
rpm durante 5 min verificando el boton de leucocitos en la parte inferior del tubo (boton blanco)
retirando y desechando la solucion de hemdlisis, asi mismo se afiadieron 2 ml mas de la misma,
suspendiendo las células en el tubo y repitiendo el procedimiento anterior hasta la completa
separacién de la solucion; a continuaciéon las células se lavaron con 1 ml méas de solucién de
hemolisis y se incub6 nuevamente a 4 °C durante 5 min; al terminar y separar la soluciéon se
centrifugé a 2,000 rpm durante 5 min y se retird por completo la solucion de hemdlisis
afiadiendo a continuacion 1 ml de solucién salina para lavar las células; se centrifugaron a 2,000
rpm durante 5 min y se retird la solucién; por Gltimo, se afiadié 1 ml mas de solucion salina para

su almacenamiento a -20°C.

6.3 Extraccion de ARN viral

6.3.1 Extraccion de ARN a partir de leucocitos

Las células se suspendieron inicialmente en PBS 1x en frio, se afiadieron 500 pl de Trizol en
frio al tubo con la muestra y se mantuvo en voértex durante 10 min a temperatura ambiente, al
terminar se adicionaron 200 ul de cloroformo en frio, manteniendo en agitacion a pulso con
vortex (o la mano) durante 30 s; y en agitacién en vortex durante 10 min; a temperatura
ambiente; a continuacion, la muestra (siempre mantener en frio a 4°C preferentemente) se

centrifug6 a 12,000 rpm a 4°C durante 15 min; verificando al terminar la formacion de tres
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fases, transfiriendo a un nuevo tubo la fase acuosa (contenido de ARN) y afiadiendo 500 pl de
isopropanol en frio (verificar la formacion de un anillo en la parte inferior), se agitd por
inversion durante 5 min y se centrifugé a 12,000 rpm a 4°C durante 10 min; se retiré el
sobrenadante y se afiadio 500 pl de etanol al 70% en frio, se mantuvo en agitacion durante 5
min en vortex y se centrifugd a 8,000 rpm durante 5 min, al terminar se decanto el sobrenadante
en una superficie absorbente y se dejo secar el boton de ARN; por Gltimo se afiadieron 50 pl de
agua inyectable en frio y se hicieron alicuotas de la muestra de ARN en 10 viales de 5 pl cada

uno para su almacenamiento a -80 °C.

6.3.2 Extraccion ARN en plasma o suero

La extraccion de ARN se realizé siguiendo la metodologia especificada en el inserto del sistema
comercial (SC) QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), toda la reaccion se llevé a cabo en hielo para
evitar la degradacion del ARN. Se agregaron 560 ul del bufer AVL que contiene un volumen
de ARN Carrier a un tubo de 1.5 ml, se agregaron al mismo 140 pl de plasma, suero o células y
se coloco en vortex 5 s; se incubo enseguida a temperatura ambiente por 10 min, a la mezcla se
le dio un pulso de centrifuga para precipitar los componentes. A continuacién, se afiadieron 560
pl de etanol al 96% y se colocd en voértex 15 s; seguido de un pulso para precipitar,
cuidadosamente se aplicéd 630 pul de la mezcla anterior en una columna QlAamp con un tubo
recolector de 2 ml, la mezcla se centrifugd a 8000 rpm por 1 min a 4°C, paso que se repitio de
2-3 veces dependiendo de la cantidad de pases por la membrana (Verificar la capacidad de la
membrana para evitar saturacion), cuidadosamente se afiadieron 500 ul de buffer AW2 y se
centrifugd a 14,000 rpm por 4 min, enseguida la columna se colocé en tubo de 1.5 ml y se afiadio
80 ul de bufer AVE a temperatura ambiente y se incub6 por 1 min, finalmente se centrifugd
bajo las mismas condiciones y se almaceno a -80°C.
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6.3.3 Integridad de ARN

La medicion de integridad de ARN se realizé por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1% para verificar la presencia y el patron de migracion del ARN en relacion con un marcador

de peso molecular (1000 kb).

6.3.4 Concentracion de ARN

La medicion de la concentracion se realizo en un nanofotdmetro (ImplenNanoPhot_16), para
determinar las concentraciones en pg/ml y verificar las relaciones de absorbancia a 260/280 y

260/230.

6.4 Recursos bioinformaticos

6.4.1 Herramientas de disefio

6.4.1.1 Andlisis de secuencias

- BLAST: Basic Local Alignment Search Tool - NCBI — NIH (Version.1.14)

BLAST encuentra regiones de similitud entre secuencias biologicas. ElI programa compara
secuencias de nucleotidos o proteinas con bases de datos de secuencias y calcula la significancia

estadistica.

6.4.1.2 Disefio de Oligonucleétidos iniciadores
- IDT's PrimerQuest incorporates Primer software (Version 2.2.3) y IDT's Oligo Analyzer

(Version 3.1)

Programa informatico de analisis de oligonucledtidos iniciadores. El programa ubica y calcula

propuestas de iniciadores a partir de secuencias de nucledtidos de cualquier origen.
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6.4.1.3 Alineamiento multiple
-EMBL-EBI-Clustal Omega (Version.2017)

Clustal es un programa de computadora ampliamente utilizado para realizar alineamientos

maultiples de secuencias (DNA, RNA y proteinas).

6.4.2 Andlisis bioinformatico

A partir de una busqueda en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) se realizo la
bdsqueda de secuencias del genoma completo del VHC (Glay G1b) identificando las regiones
codificantes de la proteina NS5A las cuales fueron analizadas por alineamiento multiple en

BLAST (Version 1.14).

6.4.3 Disefio de iniciadores para obtener la region NS5A del VHC genotipos 1ay 1b

Como secuencias prototipo se usaron las secuencias EU482864.1 (Gla) y EU256081.1 (G1b)
provenientes de pacientes sin tratamiento previo y diagnostico de CHC genotipo Gla y Glb,

para el disefio de los iniciadores de la NS5A Glay G1b (Kuntzen, 2008).

6.4.4 Disefio de iniciadores degenerados NS5A genotipo 1a/1b

Se tomaron como base las secuencias EU256081.1 (G1b) y EU482864.1(G1a) (Kuntzen, 2008).
Para el disefio manual se realizd un alineamiento multiple de las secuencias NS5A-1a/1b en

EMBL-EBI-Clustal Omega (Version.2017).
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6.5 RT-PCR

6.5.1 Preparacion de material y mantenimiento de reactivos

El material utilizado para la reaccion se esterilizd mediante radiacion UV durante 15 min antes
de realizar el procedimiento. Todos los reactivos y ARN extraido se sacaron de congelacion y

posteriormente se mantuvieron en frio a 4°C antes y durante el procedimiento.

6.5.2 Obtencion de ADN complementario (ADNCc) a partir del ARN extraido de las
muestras

Se realiz6 una reaccion de 20 pl de acuerdo con el instructivo del SC RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo) (Tabla 2), se preparo la primera reaccion e incub6 por 5
min a 65°C, para después enfriar y bajar la mezcla con un pulso por centrifugado, después se
le afiadié una segunda reaccién para completar los 20 pl y se colocaron en el termociclador a 1
ciclo de 25°C por 5 min, 45°C por 60 min, 70°C por 5 min y 4°C constante para su

almacenamiento, el DNAc obtenido se almacen6 a -80°C para su procesado.

Tabla 2. Reaccion de RT-PCR para 20 pl

Reaccién 1 RT-PCR

ARN molde 8 ul
Hexameros de secuencia aleatoria 1 pl a 100mM
Agua libre de nucleasas 3ul

Reaccién 2 RT-PCR

5x Bufer 4 ul
Ribolok inhibidor de RNasa 20 U/ul 1l
Mezcla de nucleétidos 2 pla10mm

Transcriptasa reversa H Minus 200
1l
U/l
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6.5.3 Primera ronda de PCR y PCR anidado

El material utilizado para la reaccion se someti6 al mismo proceso de esterilizacion mencionado
anteriormente. Se realiz6 una reaccion de PCR de 20 — 40 ul dependiendo de la disponibilidad
de ADNc al momento de realizar el proceso (Tabla 3). Después de realizar la mezcla de la
reaccion se coloco en el termociclador bajo los siguientes parametros: 40 ciclos a 94°C por 2
min, 94°C por 40 s, la temperatura de alineamiento vari6 de acuerdo a la Tm de los iniciadores

utilizados, 72°C por 1 min, 72°C por 10 min y 4°C constante para su almacenamiento a -80 °C.

Tabla 3. Reaccion de PCR de 20 pl

Reaccion PCR 1ra ronda

Bufer 2x Mastermix Promega 20l
Oligo sentido 1aNS5Aals 1.6 ulal0 mM
Oligo anti sentido 1aNS5Aala 1.6 plal0 mM
SO.Mg 32pula5mM

Agua 5.6 ul

ADN molde 8l

TOTAL 40 pl

*Lareaccion de PCR anidado, es similar a la de la primera ronda de PCR, solo hace la diferencia

que el &cido nucleico blanco empleado es el producto de la primera ronda de PCR (Tabla 3)

6.6 Proceso para la obtencién de plasmidos

6.6.1 Preparacion de células competentes

Se cultivaron células E. coli cepa Top 10 en 10 ml de medio liquido Luria Bertani (LB) por 3 h

a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar una D.O. de 0.6-0.7, después se empaquetaron en microtubos
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de 2 ml y se centrifugd a 4000 rpm a 4°C durante 10 min; se desechd el sobrenadante, se lavo
la pastilla con 350 pl de CaCl. 0.1M (frio) y se centrifug6 bajo las mismas condiciones, para
después decantar y resuspender la pastilla en 100 pl de CaCl, 0.1M (frio), en el caso de que se

quiera almacenar a -80°C se le afiadieron 50 — 100 pl de glicerol.

6.6.2 Clonacion en vector pJET1.2/Blunt

Para la clonacién de fragmentos VHC1a y VHC1b se us6 el SC CloneJET PCR Cloning de
Thermo Scientific con modificaciones en el protocolo sugerido por el fabricante (Tabla 4), para
ello se generd una mezcla para la primera reaccion, la cual al finalizarla se colocd en vortex y
se centrifugd de 3-5 s, al terminar, la mezcla se incub6 a 70°C por 5 min y se dejo reposar en
hielo durante 5 min aproximadamente. Para la reaccion de ligacion todos los reactivos se
afiadieron manteniendo la mezcla en hielo, al terminar se colocé en vortex y se centrifugo
durante 3-5 s, la reaccion para finalizar se incubd a temperatura ambiente 22°C por 5 min (por
cada 0.5 kb) o 10 min (por cada 1 kb), y se cultivaron en placas de agar LB con ampicilina 50
mg/ml durante 18 h a 37°C a 220 rpm, para después aislar las clonas en tubos de fondo redondo

con medio liquido LB con ampicilina 50 mg/ml para su extraccion.
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Tabla 4.Reaccion de ligacion.

Reaccion 1 Ligacion

Bufer 2x 10ul
Producto purificado PCR 1ul
Agua libre de nucleasas 6ul
Enzima Bluting DNA 1ul

Reaccion 2 Ligacion

Pjet1.2/Blunt cloning vector 1pl a 50 ng/ul

T4 DNA ligasa lpla5 Ulul

6.6.3 Extraccion de plasmido

Se utilizé el SC Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research). Inicialmente, se afiadieron a un
tubo de 1.5 ml, 600 ul de bacterias en LB liquido se centrifugd a 16,000 xg por 2 min y se
desechd el sobrenadante, para agregar de nuevo 600 pl y concentrar el paquete celular, se
afiadieron 100 pl de 7x bufer de lisis (azul) y se mezcl6 por inversion de 4-6 veces dejando
reposar la muestra 4 min (después de adicionar el bufer la solucion cambi6 a un color azul opaco,
lo cual indica la lisis completa), al terminar se afiadieron 350 ul de bufer de neutralizacién en
frio (amarillo) y se coloco en vortex por 5 s para después mezclar por inversion 2-3 veces para
asegurar la completa neutralizacion (la mezcla cambio a un color amarillo al completar la

neutralizacion y a su vez se generd un precipitado en todo el tubo), la muestra se centrifugé a

16,000 g durante 4 min, para después transferir el sobrenadante ( ~900 pl) a una columna Zymo

spin HN, se coloco en un tubo recolector y se centrifugo 30 s, se descarto el sobrenadante y se
agregaron 200 ul de Endo wash buffer para después centrifugar 30 seg, se afiadié 400 ul de
Zyppy wash buffer y se centrifugdé 1 min (Repetir 1 vez mas el lavado), después de terminar se

transfirié la columna a un tubo limpio de 1.5 ml y se afadio 30 ul de bufer de elucion para
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dejarlo reposar 1 min a temperatura ambiente, se centrifugd por 30 s y se repitié nuevamente el

proceso, para después almacenarlo a -80 °C.

6.7 Proceso de digestion de plasmidos con enzimas de restriccion y liberacion de
fragmentos

Se hicieron reacciones de 20 ul para cada muestra de DNA plasmidico obtenido, identificando
en cada uno de los disefios del plasmido los sitios de restriccion especificos para liberar el
fragmento insertado y a su vez linealizar el producto para comparar por medio de su peso

molecular en un gel de electroforesis al 1%.

6.8 Secuenciacion por el método Sanger
El proceso de secuenciacion se realizé por el método Sanger automatizado, las muestras se

enviaron al Laboratorio Langebio ubicado en el CINVESTAV- Irapuato.

6.9 Analisis de las secuencias

6.9.1 Edicién de Secuencias de nucleotidos

Para la edicion de las secuencias se usé el programa Chromas (version 2.6.6), elimina las zonas
inservibles ubicadas antes del iniciador de reconocimiento en el electroferograma, dicha
secuencia obtenida es sometida a un alineamiento en BLAST contra secuencias del banco de

genes, en caso de obtener un porcentaje de identidad >90%.

6.9.2 Construccion de secuencias consenso por alineamiento

La construccién de la secuencia consenso se llevd a cabo mediante la herramienta Segman prol7
del software de analisis DNASTAR, las secuencias obtenidas de cada uno de los pacientes se

someteran a un alineamiento multiple y se ubicara cada una en su respectiva direccién (570 37).
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6.9.3 Traduccion de las secuencias y alineamiento

La traduccion de las secuencias se realiz6 con la herramienta de transcripcion y traduccion de
Biomodel (UAH). EI alineamiento de las mismas usando la herramienta MEGA-X (version
10.0.5). Las secuencias traducidas posteriormente se sometieron a alineamiento multiple para

ser analizadas.

6.9.4 Arbol filogenético

El arbol filogenético se realiz con la herramienta MEGA-X. Se hizo uso de las secuencias
obtenidas de los pacientes NR y de los pacientes con RVS a AAD, y de secuencias obtenidas
del banco de genes (60 por genotipo) para evaluar su posible origen, el tipo de arbol, y método

de evaluacion se adaptd a las necesidades del estudio.

7/ RESULTADOS

7.1 Pacientes

7.1.1 Pacientes no respondedores al tratamiento con AAD

Noventa pacientes con HCC de la Clinica de la Hepatitis del Hospital de Especialidades, CMN
MAC, Puebla, Puebla, entraron a tratamiento con alguno de los farmacos Harvoni o Viekira Pak
durante el periodo comprendido de diciembre de 2018 a septiembre 2019. Dos (2.2%) pacientes
fueron no respondedores (NR), cumplieron con los criterios de inclusion para ser incluidos en
el estudio les fue entregada una carta de consentimiento informado (Anexo 1), y asi aceptaron
formar parte del estudio, se les tom6 una muestra de sangre periférica 2 tubos (tapa morada
EDTA y de tapa roja sin anticoagulante) por paciente, las muestra fueron tomadas post-

tratamiento con los ADD, se obtuvieron sus datos de sus expedientes, tales como la carga viral
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inicial, a fin de tratamiento, y a las 12 semanas post-tratamiento, asi se pudo determinar en qué

semana se les consider6 como pacientes NR. Uno como respuesta nula (7) y otro como probable

recaida (8) (tabla 5)

7.1.2 Pacientes que obtuvieron RVS al tratamiento con AAD

A seis pacientes del grupo de los 90 pacientes se les tom6 una muestra de sangre periférica (2

tubos, uno con EDTA y uno sin anticoagulante), las muestras se tomaron pre-tratamiento, los

datos se obtuvieron de los expedientes. Se recabaron datos de carga viral inicial, a las 12

semanas post-tratamiento y al final del tratamiento. Cinco tuvieron Gla y uno G1lb; todos

tuvieron carga viral no detectada a fin de tratamiento, y 12 semanas después se comprob6 que

alcanzaron RVS (Tabla 5).

Tabla 5. Pacientes con hepatitis C crénica, con RVS y NR al tratamiento con cualquiera de los
farmacos Harvoni o Viekira Pak

P . Carga viral
Diagnostico Caraa viral Carga viral 12 sem
No | sexo | Edad Estadiode la | Genotipo ir?icial 12 sem (fin después de Tratamiento Respues
enfermedad VHC de p AAD ta
- Ul/ml . fin de
hepética tratamiento) .
tratamiento
PO1 H 60 Cirrosis CP-A la 163,086 ND ND Harvoni+RBV RVS
P02 M 65 Cirrosis CP-A la 81,166 ND ND Harvoni RVS
P03 M 69 Cirrosis CP-B la 107,087 ND ND Harvoni RVS
P04 M 62 Cirrosis CP-B la 67,801 ND ND Harvoni RVS
P05 H 52 Cirrosis CP-A 1b 367,900 ND ND Harvoni RVS
P06 M 54 Cirrosis CP-A la 168,806 ND ND Harvoni RVS
naive = sin previo tratamiento con Interferon alfa mas rivabirina (INF-RBV), o con antivirales de accion directa (AAD);
. Carga viral Carga viral
Genotipo Carga viral 12 sem (fin 12 sem Tratamiento
No | Sexo | Edad Diagnostico P inicial después de Respuesta
VHC de . AAD
Ul/ml . fin de
tratamiento .
tratamiento
P07 H 58 Cirrosis CP-B 1b 1,030,787 1,400,000 - Harvoni NR
P08 M 39 Hepatitis cronica la 6,909 ND 13,741 Viekira Pak NR

Harvoni = Ledispavir/SofosbuvirtRibavirina; Viekira Pak = Dasabuvir, ombitasvir, paritaprevir y ritonavir

ND-= carga viral no detectada, - =No se realizd
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7.2 Disefio de los iniciadores

7.2.1 Anadlisis bioinformatico

Debido a la gran variabilidad del VHC y la limitada cantidad de secuencias de muestras
mexicanas completas, se opté por utilizar todas las secuencias que contaran con la region
codificante NS5A conservada, esto para generar iniciadores especificos para el Glay G1b més
un extra de iniciadores degenerados para eliminar el factor de variabilidad en caso de no poder

amplificar la region objetivo con los iniciadores especificos.

Se obtuvieron 200 secuencias de VHC de la base de datos GenBank para este estudio, y 120
fueron elegidas para el disefio de iniciadores: 60 del genotipo 1a y 60 del genotipo 1b, con un
porcentaje de identidad de >95% (todas las secuencias <95% fueron discriminadas) para
mantener su especificidad y evitar generar un iniciador degenerado que complicara su
amplificacion obteniendo fragmentos inespecificos; Se identificé en cada una de ellas la region
codificante de la proteina NS5A, tomando como referencia para el disefio de iniciadores una
secuencia de cada genotipo con un valor del 100% de identidad conservada en la regién NS5A

(Anexo 2).

7.2.2. Disefio de los iniciadores especificos para la region NS5A para el genotipo la

Se utilizo el programa IDT’s PrimerQuest (Version 2.2.3) y se obtuvieron iniciadores a partir
de la secuencia EU482864.1 con caracteristicas fisicoquimicas no 6ptimas, por lo cual se opto
por el disefio manual, en el que se uso el programa IDT's PrimerQuest (Version 3.1). Las
caracteristicas fisicoquimicas requeridas fueron elegidas de acuerdo a las secuencias estudiadas

(Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de iniciadores

Caracteristicas fisicoquimicas

Tm

Min-63°C Opt-64°C Max-65°C

%GC

Min-49% Opt-50% Max-55%

Tamafio (Size)

Min-20 pb Opt-22 pb Max-25 pb

Heterodimeros

Opt-<4 kcal/mol

Homodimeros

Opt-<4 kcal/mol

Especificas

No A o T en iniciales o terminales,

No tandems (>4 Ao T,GoC

juntas)

AG=+00

A partir de la secuencia EU482864.1 se delimito la region NS5A G1a, que inicia en el nucle6tido
57-6,191 y termina en nucle6tido 7,535-3" abarcando un marco de lectura de 1,344 pb. 60
secuencias del genotipo 1la (Anexo 2), con un porcentaje de identidad de >95% se utilizaron
para disefar los iniciadores de NS5A Gla. Se obtuvieron un par de iniciadores en los extremos,
y dos pares mas, como anidados (tres iniciadores anidados con la funcién sentido y antisentido
a la vez), para obtener la opcion de fragmentos mas pequefios (Figura 4). Las caracteristicas
fisicoquimicas requeridas para el disefio se eligieron de acuerdo a las secuencias estudiadas

(Tabla 6) (Anexo 3). Estos 9 iniciadores (Tabla 7) permitieron obtener en fragmentos a la region

NS5A Gla (Figura 4).
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Hepatitis C virus subtype la isolate HCV-1a/US/BID-V459/2006, complete
genome

GenBank: EU482864.1

IRANNETaReleEefe - c Cgattcctggttaagggacatctgggactggatatgecgaggtgetgag
YXAWcCcoactttaagacctggctaaaagctaagetcatgecgcaactgectgggepadeddannders
RlUNeleladetelel:EYele) (gatataagggggtctggcgaggggacggcatcatgecacactegetyl
RIYWCccactgtggggctgagattactggacatgtcaaaaacgggacgatgaggatcgteggtec
YYANCggacctgcaggaacatgtggagtgggaccttecce gccce
YNt tgcactcceccttectgegecgaactacacgttegegetgtggagggtgtectgcagagga
SIYWctacgtggagataaggcaggtgggggacttccactacgtgacgggtatgaccactgacaa
JJUNtcttaagtgccecgtgecaggteccategeccgaatttttcacagaattggacggggtygeg
JIYWcctacataggttcgegeccecttgcaageccttgttgcefeferlsferlofeavheARuer (or: Yo u
YPAN-lsocctccatgagtacccggtgggatcegecaattaccttgegaaccecgaaccggatacgge
YR Ccotgttgacgtccatgetcactgateeccteccatataacggcagaggecggecaagaggag
LYW Cctggcgagagggtcacccecttcactagecagetectecagecagecaactgtecgetec
FINN- Cctctcaaggcaacttgcaccgeccaaccacgactececctgacgecgagetcatagagge
FIYWtaacctcctatggaggcaggagatgggeggcaacatcaccagggttgagtcagagaacaa
JIWANN- ot ggtgattctggactccttcgatecgettgtagetgaggaggatgagegggagatete
JIVRNNCotacccgcagaaatectgeggaagteteggagattegeccaggecctgecegtttggge
JARNNO cggccggattacaacceeecgetggtggagacgtggaaaaagc(ehuecieislelslolor: o
IV Veive gt ccacggctgegecacttccacctecgecagtecectectgtgectecaccteggaa
AN aagcggacggtggtect ccttggccgaactcgecac
IRYANNCaagagttttggcagttcctcaacttecggecattacgggecgacgatacgacgacacecte
7381 tgagaccgccccttctggccacctcccagactcc
JEYYWCCcccctagagggggagectggggatecggatetcagegacgggtcatggtegacggteag
IRINNN 2 gt ggggccgacgcggaggacgtcgtgtgttgcesfidejdeinn:-ut-Yelole

Figura 4. Mapa de oligonucledtidos NS5A genotipo 1a. RN1aNS5As y RN1aNS5Aa (amarillo),
RN1aNS5Aals y RN1aNS5Aala (verde), RN1laNS5Aalls y RN1aNS5Aalla (Azul), Region codificante
NS5A (café).

40



Tabla 7. Concentrado de iniciadores de la regién NS5A genotipo la

Nombre Oligonucleotidos 5°-3 Tm %GC Tamafio
RN1aNS5As 6200GTT CCC TTT GTG TCC TGC CAA Ces12 58.8 °C 54.5% 22 pb
RN1aNS5Aa 7436GGA GGA ATA GGA CTC AGT GTCra1s 54.1°C 52 4% 21 pb

RN1aNS5Aals 6458CAT CAA TGC CTA CAC CAC GG 6476 56.1°C 5506 20 pb
RN1aNS5Aala 7302CAG TAG ACA CGG TTG ATT CGG TGrar9 576 °C 52 204 23 pb
RN1aNS5Aals/a 6476CCG TGG TGT AGG CAT TGA TG suss 56.1°C 55% 20 pb
RN1aNS5Aalls 6699GGG AGG AGG TAT CAT TCA GAG TAG Ger23 576 °C 5206 25 pb
RN1aNS5Aalla 7204CAC AGG TGG TTC GTA GTC AG1ss 551 °C 5506 20 pb
RN1aNS5Aalls/a 6723CCT ACT CTG AAT GAT ACC TCC TCC Ceso9 576 °C 5206 25 pb
RN1aNS5Aalla/s 7185CTG ACT ACG AAC CAC CTG TGra04 551 °C 550 20 pb
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7.2.3 Disefio de iniciadores especificos de la regiéon NS5A genotipo 1b

Con la secuencia EU482864.1 se delimito la region NS5A G1b y parte de la NS4B, la regién
delimitada inicia en el nucleotido 3"-6,206 de la NS4B terminando en el nucle6tido 7,547-3", de
la NS5A abarcando un marco de lectura de 1366 pb (Figura 5). El disefio de los iniciadores, se

realizé usando el procedimiento mencionado anteriormente.

Hepatitis C virus subtype 1b isolate HCV-1b/CH/BID-V293/2002, complete
genome

GenBank: EU256081.1

6121 cactcagatcctctccagccttaccatcactcagttgttgaagaggctccaccaatggat
6181 taacgaggactgctccacgccatgcjdelelefsfeideleislefomueloleclofo-Nucasshutofolor-Yoluelohul
6241 ERdefer ctggctccagtccaagctcctgececgeggttace
Rl ggggtccecctttetectegtgeccaacgegggtacaagggagtctggeggggagatggeat
EIJMC-tgcaaaccacctgcccatgtggagcacagattaccggacatgtcaaaaacggttccat
YYANNO-cgatcgttgggecctagaacctgcagtaacacgtggcacggaacattcceccatcaacge
YR~ tacaccacgggcccctgecacgecctececececggegeccaactatteccagggegetgtggeg
SEEMO ot ggccgctgaggagtacgtggaggttacgegggtgggggatttceccactacgtgacggyg
JYMMC-tgaccactgacaacgtaaagtgcccgtgeccaggttccggeccccgaattecttcacaga
JINW- ot ggatggggtgecggctgcacaggtacgecccggegtgcaaacctectectacggeEhvek!
PR ool imdelelcfofslelolggCct caaccaatatctggtcgggtcacagetceccatgegagec
WEEWNO o2 accggatgtagegepdefeiselsindeletnsfalecleicgacccctcccacatcacggcaga
YIYWoacggctaagecgtaggectggeccagggggtecteccececectecttggecagetecttcagetag
FINMCcagttgtctgegecctecttgagggecgacatgcactaccecgtcatgactececccagatge
FINMCoacctcattgaggccaacctectgtggeggcaggagatgggecggaaacatcacccgegt
WA gagtctgaaaataaggtagtaattctggactcectttecgaccegettcecgageg

7081 catcccggcggaaatcctgcggaaatccaagagattccecgeage
AN o tgcccatatgggcacggeccggattacaaccececccactgatagagtcctggaaggaccc
AN gactatgtcccteccggtggtacacgggtgecctttgeccacctaccaaggeccctecaat)
IMAIN- ccacctccacggaggaaaaggacggttgtecctgacagaateccactgtgtettetgectt
IRV gcggagcttgecttcgaagaccttecggtageteccgaatecgteggecgtecgacageggead
7381 ggcgactgcccgccgacgacgcaggatccgacgtcgagtc
YN tactcctccatgeccececececcttgagggggageccgggggacceccgatctcagegacgggtc
BRI C tggtctaccgtgagcgaggaggctggtgaggacgtcgtctgetgc]ielefinepdeleant-Yor-Ye!
7561 gtggacaggcgccctgatcacgccctgecgeccgecggaggagagceccagctgeccatcaacge
GATGAGGTCACATTCCAGGTCG

Figura 5. Mapa de oligonucle6tidos NS5A genotipo 1b. RN1bNS5As y RN1bNS5Aa (amarillo),
RN1bNS5Aals y RN1bNS5Aala (verde), RN1bNS5Aalls y RN1bNS5Aalla (Azul), Region
codificante NS5A (café).
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El iniciador 5" de la NS5A G1b se ubicé en la region NS4B-3"debido a una alta concentracion
de Gy C en tandem, lo que dificultaba el disefio manual. Se obtuvieron dos iniciadores en los
extremos terminales NS4B-3" y otro 5" -NS5A, y dos pares de iniciadores como anidados (un

iniciador anidado con la funcion sentido y anti sentido a la vez) (Figura 5).

Tabla 8. Concentrado de oligonucledtidos NS5A genotipo 1b

Nombre Oligonucleotidos 5"-3 Tm %GC | Tamafio

RN1bNS5AS 6133CTC CAG CCT TAC CAT CAC TCA Ge1ss 57 °C 54.5% 22 pb

RN1bNS5Aa 7412GAT GGA GGA CTC AGG AGG AGr3a2 56.1°C 60% 20 pb

RN1bNS5Aals 6246 CGG TGT TGG CTG ACT TCA AGA C 6468 584 °C | 54.5% 22 pb

RN1bNS5Aala 700s GAT ACT TCC CTC TCG TCC TCC TC 7073 578°C | 56.5% 23 pb

RN1bNS5Aals/a 7073 GAG GAG GAC GAG AGG GAA GTA TC 7095 578°C | 565% 23 pb

RN1bNS5Aalls 6716 GAT GAG GTC ACATTC CAG GTC G 6738 574°c | 545% 22 pb

RN1bNS5Aalla 6818 GTG AGC ATG GAA GTG AGC AC 6797 56.3°C 55% 20 pb

Se obtuvieron 7 oligonucleo6tidos que nos permitieron amplificar por RT-PCR la regién que

codifica a la proteina NS5A G1b en 3 fragmentos (Tabla 8).
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7.2.4 Disefio de oligonucle6tidos NS5A genotipo 1a/lb

De acuerdo con el disefio manual, se realiz6 un alineamiento combinado multiple de las 60
secuencias NS5A Gla y las 60 secuencias NS5A G1b con la herramienta EMBL-EBI-Clustal
Omega (Version.2017), con la cual se ubicaron posibles mutaciones de acuerdo a la variabilidad
de cada secuencia generandose asi variantes con determinados nucleétidos. Los iniciadores con
los valores fisicoquimicos méas optimos fueron tomados en cuenta para realizar su respectiva

variante (Tabla 6).

A partir del alineamiento en conjunto de las secuencias EU482880. 1 G1b y la secuencia
EU482864.1 Gla se delimito la region codificante NS5A G1la/lb, iniciando en el nucle6tido
6,208 y terminando en el nucleétido 7,542, se delimito un fragmento de 1,334 pb (Figura 6). Se
obtuvo un par de iniciadores comunes a ambas secuencias en los extremos 5” y 3"del fragmento
delimitado que contuvo la region NS5A Gla/lb. Debido a la diferente posicion de los
nucleotidos con la que inician y termina la region NS5A en los Glay G1b, se optd por tomar
desde las posiciones con menor variabilidad genética, asi mismo, una alta concentracién de Gy
C en tandems dificulté el disefio manual. Se obtuvo el disefio de 4 iniciadores en los extremos

terminales NS5A-1a/1b, y a su vez tres pares mas como anidados (Figura 6).
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Hepatitis C virus 1b isclate HCV-1b/UsS/BID-V37
complete genome
GenBank: EU482880.1

1a isolate HCV-1a/UsS/BID-V45

cagcctcactgtaacccagctcctgaggcgactgcaccagtggataagctcggagtgcac
6121 tgtcactcagatcctctctaaccttaccatcactcagctgctgaagaggctccaccagtg
€181 tc >
6181
€241
6241
6301 jccggggctcocccttt
6301
€361
€361
CEVSENC~t gaggatcg gggcct =C jcagcaacac
€421 taggacctgcaggaacatgtggagtgggaccttccc : - y
6481 JC tgcacaccctc -'Z‘IX::‘:x,<1113Y attccagggc >
€481 ttgcactccccttcctgcgccgaactac gttcgcgctgtggagggtgtctgcagagg-
541 JCggqg tggc jC Y jtacgtggaggtt gcggg jggat - >
6541 gtacgtggagataaggcaggtgggggacttccactacgtgacgggtatgaccactgaca-
ISRl ggcatgaccactgacaacttaaaatgcccatgccaggttcocggoccocaccgad: cttcac
6601 tcttaagtgcccgtgccaggtcccatcgcccgaatttttcacagaattggacggggtgc-
SRl - aat tggatggggt ggttgcacaggtacgctccggcgtgc =¢ &
6661 cctacataggttcgcgcccccttgcaagcccttgttgcgggaggaggtatcattcagagt
€721 > ac >t : = P
6721
6781
6781
c841 e agac agcoc > < < ~CtCagggggtct
€841
6901 agccaattgtctgcgccttcc tgaaggcgacat tccccyg
€901
€961
6961
7021
7021
7081
7081
7141 jgcgct
7141
FEERREN - ccggactacgtccctccagtggtacacgggtgcccattaccacctactaage
7201 tgtggtcca g tgcgcacttccacctccgcagtcccctcctgtgcctc
T2c61l EESS-telery tccacggagaaagaggacgattgtcct ;
7261 oaagcggacggtggtcct a -
7321 3G GC = t
2321
7381
7381
7441 cgtattcctcc: gccccccecctt aggg: agccgggggaccc jat« agcg:é |
7441 ccccctagagggggagcctggggatccggatctcagcgacgggtcatggtcgacggtcao
7501 = >tacc | agge | g &
7501 tagtggggccgacgcggaggacgtcgtgtgttgctcgatgtcttatacctggacaggcgc
7561 cacatggacaggcgccctgatcacaccatgcgccgocggaggagagcaagctgcccatcaa
7561 actcatcaccccgtgcgccgcagaggaacaaaaactgcccatcaacgcactgagcaactc

Figura 6. Alineamiento mapa oligonucledtidos NS5A-1a/1b
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Se obtuvieron 10 iniciadores degenerados (sentido y antisentido) para amplificar la region que

codifica a la proteina NS5A 1a/1b (Tabla 9).

Tabla 9. Concentrado de iniciadores degenerados para obtener por RT-PCR

Nombre Oligonuclettidos 5°-3°/ Oligos Degenerados %GC Tm Tamafio
RN1abNS5As GAYRTYTGGGACTGGRTATGS 52.4% 55.1°C 21pb
RN1abNS5Aa GACATYGARCARCASACGAC 52.5% 55.1°C 20 pb

RN1labNS5Aals CATYAAYGCMTACACCACGG 52.5% 55.1°C 20 pb
RN1abNS5Aals/a CCGTGGTGTAKGCRTTRATG 52.5% 56.3°C 20 pb
RNlabNS5Aala CAGWAGAYACWGTKGAYTCDGTB 45.7% 54.4.°C 23 pb
RNlabNS5Aalals VACHGARTCMACWGTRTCTWCTG 45.7% 54.4°C 23 pb
RNZ1labNS5Aalls TMCCWTGYGAGCCYGAAC 58.3% 56.2°C 18 pb
RN1labNS5Aalls/a GTTCRGGCTCRCAWGGKA 58.3% 56.2°C 18 pb
RNZlabNS5Aalla RAARGAGTCCARAAYYACYAC 42.9% 51.5°C 21 pb
RN1labNS5Aalla/s GTRGTRRTTYTGGACTCYTTY 42.9% 51.5°C 21 pb

*Y=(CIT) R=(A/G) S=(G/C) M=(A/C) K=(T/G) W=(T/A) D=(A/GIT) B=(C/GIT) V=(A/C/G) H=(AICIT).
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7.3 Obtencion de fragmentos de la NS5A por RT-PCR
7.3.1 Fragmentos de la region NS5A Genotipo la

De los 9 iniciadores del G1a producidos se utilizaron combinaciones de los mismos para obtener
fragmentos méas cortos para amplificar, ya que era complicado obtener fragmentos de mayor
peso al ser una proteina muy extensa, es por ello qué a partir de la muestra P06 del Gla se
estandarizo y amplifico 6 fragmentos de distintos pesos moleculares (844 pb, 502 pb, 443 pb,
265 pb y 250 pb) (Figura 7) los cuales corresponden al 75% la region codificante de la proteina
NS5A, siendo los iniciadores NS5Alals, NS5Alala, NS5Alalls, NS5Alalla, NS5AlaS,
NS5Aalls/a, NS5Aalla/s y NS5Aa capaces de amplificar las regiones necesarias de la proteina

NS5A.

E) MiKb  NS5A1a

Concentracion

259
ng/ul

4260280 123
2260230 049
1500pb Sentido NSsAallas
1000pb Antisentido NSSAa
750pb 5718574363, T%= 56y 58 °C
500pb
250pb

Figura 7. Fragmentos de P06 Gla en gel de agarosa al 1%. A) Fragmento de 844 pb
(NS5Alals/NS5Al1ala) B) Fragmento de 502 pb (NS5A1alls/NS5Al1alla) C) Fragmento de 443 pb
(NS5A1aS/NS5Aalls/a) D) Fragmento de 265 pb (NS5A1aS/NS5Aalls/a) C) Fragmento 250 pb
(NS5Aalla/s/NS5Aa).
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7.3.2 Fragmentos de la region NS5A Genotipo 1b

De los 7 iniciadores producidos se utiliz6 el mismo procedimiento antes mencionado para la
obtencion de los fragmentos para amplificar, la diferencia con los anteriormente mencionados
fue que la amplificacion de los mismos pudo realizarse en fragmentos méas grandes ya que al
estar ubicados en sitios mas conservados permitio la amplificacion del 100% de la misma, se
obtuvieron 3 fragmentos grandes ( 685 pb, 572 pb y 696 pb) que corresponden en su totalidad a
la regién NS5A de la proteina mas una fraccion de los terminales de la NS4B (Figura 8), asi
mismo los iniciadoresNS5A1bS, NS5Aalla, NS5Albals, NS5Alballa, NS5Alballs y

NS5A1bA son capaces de amplificar las regiones necesarias de la proteina NS5A para el G1b.
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M1Kb NS5A1b M1Kb NS5A1b

Cnc:;/t;]: cién 374 Concn:/t:dﬁn 19
A260/280 1.97 A260/280 21
A260/230 0.05 A260230 0.06

Sentido NS5A s Sentido NS5Albals

Antisentido NS5A alla Antisentido NS5Alballa

57-6133-6818-3", T°=59°C 57-6246-6818-3", T°=62°C

M1Kb  NS5A1b

Concentracién 115
ng/ul
A260/280 095
A260/230 034
Sentido NS5Alballs
Antisentido NS5A1bA
5°6716-7412-3°, T°=58°C

Figura 8. Fragmentos de PO7 G1b en gel de agarosa al 1%. A) Fragmento de 685 pb
(NS5A1bS/NS5Aalla) B) Fragmento de 572 pb (NS5A1bals/NS5A1balla) C) Fragmento de 696 pb
(NS5A1balls/NS5A1bA).

49



7.4.1 Plasmidos de fragmentos de la NS5A G1la (P06)

7.4.1.1 Plasmido pjet/VHC1a433 (P06)

Se localizaron los sitios de corte para la liberacion del fragmento insertado NS5A Gla 433pb
(P06) en el plasmido Pjetl.2/blunt (2974 bp), ubicando las enzimas Xhol para obtener el
linealizado y asi mismo Bglll para liberar el fragmento insertado utilizando la plataforma en

linea NEBcutter V2.0, el cual fue comprobado mediante un corrimiento en gel de agarosa al 1%

(Figura 9).

A) Bglll B) $3hol
N /VHC1a433P06 /—r%*"vncnmsspos
3408 bp 9 Bglll 3408 bp 9

=2
N ~ D N
S ~¢° 3 ’¢°
& & & F
© S S N S Q
& & Ff S &£ &8
) ) S0 > & W) )
Q O » S ¥ » 2 g A
& N N RS 0\"’ P d«" N
¥ L o N F £
e & &S e £ TS
N N ) X2 S @ ) 2
C) @‘ 00 Q\ D D) $ oO Q\ Q\G oo Q\ Q\
» '—
= &
—— 3000pb____ =y -l —
--‘-5 2500pb —— =9 - e, -
3000pb 3 ‘;'i 2000ph - FUTVS -
So000 — . | o —
1500pb — 1000pb —
1000pb — 750pb—
750pb—— S00pb —
s00pb— - e
250pb— S
VHC1a433P06

Figura 9.Corrimiento por electroforesis en gel de agarosa al 1%. A) Disefio in silico de sitio de corte
Bglll B) Disefio in silico de sitio de corte Xhol. C) Plasmido Pjet/\VVHC1a 433P06 y amplificacion
fragmento 433 pb, D) Plasmido Pjet/VVHC1a 433P06, control (2da y 4ta carril), liberado (3ro y 6to

carril) y linealizado (4to y 7mo carril).
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7.4.1.2 Plasmido Pjet/VHC1a251(P06)

Se localizaron los sitios de corte para la liberacion del fragmento insertado NS5A1a 251pb
(P06), ubicando las enzimas Xhol para obtener el linealizado y asi mismo Bglll, el cual fue

comprobado mediante un corrimiento por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 10).

¥xhol
4= VHC1a251P06

A) Bg111 B)

% / VHC1a251P06

Belll

N

3225 bp

3225 bp

N
S
o <
N ()
& @ & N
N > & )
A ® & &
N & R Ny N
) N { O QS’
& S
Q Q § 4:9 & \e S\
* N ~ < X '\0
$ °¢ QQ\Q * 00 Q\ Q
Q) © D)
3000pb___ |+ 3000pb___ |
2500pb— 2500pb—
2000pb—— 2000pb—
1500pb — 1500pb— Pk o
1000pb — 1000pb—  auli s
750pb— 750pb—
$00pb— 500pb—
250pb— 250pb—
L op VHC1a251P06

Figura 10. Corrimiento por electroforesis en gel de agarosa al 1%. A) Disefio in silico de sitio de corte
Bglll B) Disefio in silico de sitio de corte Xhol C) Amplificacion de fragmento 251 pb Pjet/VVHC1a
251P06, D) Plasmido Pjet/VVHC1a 251P06 control (2do carril), liberado (3er carril) y linealizado (4to
carril).
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7.4.1.3 Plasmido Pjet/VHC1a256 (P06)

Se localizaron los sitios de corte para la liberacion del fragmento insertado de 256pb, ubicando
las enzimas Xhol para obtener el linealizado y asi mismo Bglll, el cual fue comprobado

mediante un corrimiento en gel de electroforesis al 1% (Figura 11).

*xhol
4—\VHC1a256P06

A) BellI B)

3241 bp

==

— 7

VHC1a256P06

Figura 11. Corrimiento por electroforesis en gel de agarosa al 1%. A) Disefio in silico de sitio de corte
Bglll B) Disefio in silico de sitio de corte Xhol C) Control (2do carril) y amplificacion de fragmento
256 pb (3er carril), Control plasmido (4to carril), liberacion del fragmento Pjet/\VVHC1a256P06 (5to
carril) y linealizado (6to carril).
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7.4.2 Plasmidos NS5A G1b (P07)

7.4.2.1 Pjet/VHC1b685 (P07)

Se localizaron los sitios de corte para la liberacion del fragmento insertado NS5A1b685 (P07),

ubicando las enzimas Xhol para obtener el linealizado y asi mismo Bglll, el cual fue

comprobado mediante un corrimiento en gel de electroforesis al 1% (Figura 12).

A) [#hol B) Bg111
N % / VHC1b685P07
3669 bp 3669 bp
BglIl
\\ -
s 8
4 w
2 A A A
=) S S S
> L L a
S L2) \2) )
> & & & &
S N N NG N
g L <) O S
S S X & N
& K
S $ S S &
C < £ Q o <
) i N > ™
3000pb
2500pb
2000pb ——
1500pb —
1000pb ——
750pb— f
0phert VHC1b685P07 685 pb
25050 - :

Figura 12. Corrimiento por electroforesis en gel de agarosa al 1%. A) Disefio in silico de sitio de corte
Bglll B) Disefio in silico de sitio de corte Xhol C) Control (2do carril), control plasmido (3er carril),
liberacion del fragmento de Pjet/\VHC1b685P07 (4to carril), linealizado (5to carril) y amplificacion del

fragmento VHC1b685P07 de 685 pb (6to carril).
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7.5 Secuenciacién y curacion de productos de PCR

Se obtuvieron 14 fragmentos en total, correspondientes a 9 muestras de Gla y 5 muestras de
G1b (Tabla 10), después de secuenciar se obtuvieron 28 electroferogramas correspondientes a
los fragmentos sentido y antisentido, dichas secuencias se evaluaron y curaron eliminando las
secciones no correspondientes a la secuencia esperada, utilizando como punto de localizacién
los iniciadores utilizados en cada amplificacion de los fragmentos como se muestra en la Figura
13 en el caso de los pacientes P02, P01, P03, P04, P08 y P05 al existir un fallo en la
secuenciacion de los electroferogramas con iniciadores antisentido, no fue posible curar dichas
secuencias, por lo tanto solo se continuo con el andlisis de las secuencias curadas con iniciadores
sentido, dicho analisis se llevo a cabo mediante el alineamiento de las demas secuencias de un
mismo genotipo y una secuencia de la proteina NS5A de VHC extraida de Genebank

aleatoriamente que funciono como control.

Tabla 10.Fragmentos obtenidos para secuenciacion

Paciente | Genotipo Fragmento Tamario pb Origen
VHC1a880P06 880 cDNA
PjetVHC1a251P06 251
P06 la - o
PjetVHC1a265P06 265 DNAplasmidico
PjetVHC1a433P06 433
P02 la VHC1a433P02 433
P01 la VHC1a433P01 433
P03 la VHC1a433P03 433 cDNA
P04 la VHC1a433P04 433
P08 la VHC1a433P08 433
PjetVHC1b683P07 685 DNAplasmidico
VHC1b696P07 696
P07 1b
VHC1b572P07 572
cDNA
VHC1b685P07 685
P05 1b VHC1b685P05 685
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TCOAGTTITTITCAGCAAGAT T TCCCTTIGTIGICCTGC CARCG

Figura 13. Ejemplo de analisis de electroferograma en Chromas. Plasmido pJetVHC1a433P06 y
ubicacion del iniciador RN1aNS5As.

Cada secuencia obtenida fue comparada por alineamiento en BLAST para evaluar su posible
origen, al obtener un valor de identidad (>90%) y un porcentaje alto de cobertura (>90%)
comprobando su similitud con secuencias homologas de VHC Gla o G1b, se continud con un
alineamiento multiple de todas las secuencias obtenidas por cada paciente, para generar una

secuencia completa de los fragmentos secuenciados (Figura 14).
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A)

VHC1aCCL . Max | Total Query E  Per. .

RID Description Accession
Scare Score Cover value  Ident

KXTNZZYDO016

Download All + | Synthetic canstruct Hepatitis C virus Bole1a, complete genome 1563 1563 99% 0.0 94.52% JQ791196.1

Program Hepatis C virus subtype 1a isolate HCV-1a/US/BID-V328/2001, complete genome 1919 1519 9% 0.0 9373% EU1552932

BLASTN@®  Cif

Database Hepatitis C virus subtype 1a isolate DN12, complete genome 1513 1513 99% 00 93.63% EUT818141

nt  See details | Hepatitis C virus isolate V0134 NS5AB replicase gene, partial cds 1507 1507 99% 00 93.24% KC127251.1

QueryID

Hapatitis C virus subtype 1a isolate NR3-W24 nonstructural protein 5A gene, partial cds | 1504 1504 99% 0.0 9352% FJ896278.1

lcl|Query_36945
Description Hepatitis C virus subtype 1a isolate HCV-1a/US/BID-V201/1991, complete genome 1504 1504 99% 0.0 93.52% EU255985.1

VHClaCCL

Hepatitis C virus subtype 1a isolate HCV-1a/US/BID-V195/1990, complete genome 1504 1504 99% 0.0 9352% EU255983.1

Molecule type

dna Hepatitis C virus isolate PT058-7dP nonsfructural 5A protein gene, partial cds 1502 1502 99% 0.0 9344% JX112591.1
uery Length

(12019y & Hepatitis C virus subtype 1a isolate HCV-1a/US/BID-V11/2004, complete genome 1502 1502 99% 0.0 9344% EU260396.2
Other reports ] Hepalits C virus isolate V0476 NS5AB replicase gene, partial cds 1500 1500 99% 00 9333% KC127482.1

B)

[ Reeence Coadntes S HOTTTIN OTETION OV TIO T TV PeOTETIOR + T TVO T TTOSs vt PVOSi v PPTIVOS: v TV

’ Translate ’ Conzensus AGGTAAGGCGGGTCGEGGACTTCCACTACGTGACGLGCATGACTACTCACCATCTTAAATGCCCETGTCAGGTCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAATTGRAC GGG

D P3etVHC1a4330CL PIETL-ZRVEA1t, ab(1>413) — [ AGGTAAGGCGOGTEGGGGACTTCCACTACGTGACGGCCATGACTACTACGATCTTARRTECCCGTETCAGGTCCCATE ]
P PetVHC1a433CCL_pIETL-2FuEdit. ab(1>383) — | AGGTAAGGCGOGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGCATGACTACTGACGATCTTAAKTGCCCGTETCAGGTC CCATCGCCCGAKTTTTTCACAGAATTGACGGG

’IaNSSA_palaE - copia.abl{1»716) - AGGTMGGCGGGTGGGGGAC'IT['CACTF\[:GTG]\CGGGCATGAETACTGACGF\TC'ITMTGCECGTGTCAGGTCCCATEGCCEGMWCICAGM'ITGGRCGﬁd
}IENSSA_D&].SE - cople.abl(1>790) 7| AGGTAAGGCGGGTGGEGGACTTCCACTACGTRACGGCATGACTACTGACGATCTTARATGCCCGTTCAGGTCCCATCGOCCGAATTTTTCACAGAATTGGACHEG
}IIBNSSA_]J&H&E-CDpl&.Bbl(l>4ﬁ4) N

Figura 14. Edicidon y construccion de secuencias. A) Alineamiento BLAST de VHC1aP06
B) Alineamiento multiple de secuencias P06 y construccion de secuencia completa en Seqgman pro 17.

7.6 Traduccion de secuencias

La traduccion de los fragmentos se realiz6 en la plataforma Biomodel (UAH), con la
herramienta de transcripcién y traduccion. Las secuencias de nucleétidos obtenidas para cada
paciente fueron traducidas y analizadas mediante un alineamiento multiple contra secuencias de

su genotipo correspondiente extraidas de GenBank en MEGA-X (Figura 15).
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A)

1. VHC1alAB FR YKFAL LKCPC
2. VHC1aHH) FR | YKFAL LECRC

3. VHC1aRCM FIR | YMFAL LKCPC

4. VHC1aBMC FH | YWFAL LKCPC

5. VHC1aCCL FR | YKFAAVEBCL E 'L LRPL
6. VHC1aSSA FR | YKFALWRVSA MLRP
7. AC515692.1 FR! YKFAL IIVIA

B)

1. VHC1bJACC

2. VHC1BRCCA

3.QCGT4037.1

4. EU155366.2

Figura 15.Alineamiento maltiple MEGA-X. A) Alineamiento pacientes Gla RVS y NR B)
Alineamiento pacientes G1b RVSy NR.

8 ANALISIS

8.1 Eficacia de los iniciadores para amplificar la secuencia de la region NS5A de Glay
G1b a partir de muestras de suero de pacientes con hepatitis C crénica

8.1.1 Amplificacion de 3 secuencias de la region NS5A Glay obtencién de la secuencia de
aminodcidos de la proteina NS5A Gla

Con los iniciadores: RN1aNS5As y RN1aNS5Aalls/a se obtuvo un producto de 433 pb; con los
iniciadores RN1aNS5Aalls y RN1aNS5Aalla se obtuvo un producto de 502 pb; y con los
iniciadores RN1aNS5Aalla/s y RN1aNS5Aa se obtuvo un producto de 250 pb (Figura 7). El
proceso de construccidn de la secuencia completa del marco de lectura de la NS5A se hizo con
el programa Segman pro 17, por medio de un alineamiento mdaltiple con los 3 fragmentos; se

generd una secuencia total de 1,019 pb (75%) de la region NS5A Gla, para después generar la
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traduccion de la misma, con la que se obtuvo un segmento de 336 aa (75%) de la proteina NS5A

Gla (Figura 16).

VHC1aP06 1,019pb (75%) de la regidén NS5A Gla

5228 GTTCCCTTTATGTCCTGCCAACGCGGGTACAGGGGGGTCTGGCGAGGGGACGGCATCAAGCACACTCGCTGCCACTGTGGA
GCTGAGATCACTGGACATGTCAAAAACGGGACGATGAGGATCGTTGGTCCTAGGACCTGCAGAAACATGTGGAGTGGGACCTTC
CCCATTAACGCCTACACCACGGGGCCCTGTACTCCCCTTCCTGCGCCGAACTATAAGTTCGCTGCTGTGTGAGGGTGTCTGCAG
AGGAATACGTGGAGGTAAGGCGGGTGGGGGACTTCCACTACGTGACGGGCATGACTACTGACGATCTTAAATGCCCGTGTCAGG
TCCCATCGCCCGAATTTTTCACAGAATTGGACGGGGTGCGCCTACATAGGTTTGCGCCCCCTTGCAAGCCCTTGCTGCGGGAGG
AGGTATCATTCAGAGTTGGGCTCCTCGCGTACCCGGTGGGGTCCAATTTTCCTGCGAGCCCCAACCCGGATGTGGCCGTGTTGA
CGTCCATGCTCACAGATCCCTCCCATATAACAGCAGAGGCGGCCAGGAGAAGGTTGGCGAGGGGTTCACCCCCCTCTGAGGCCA
GCTCCTCGGCTAGCCAACTGTCCGCTCCATCTCTCAAGGCAACTTGCACCGTCAACCATGACTCCCCTGACGCCGAGCTCATAA
GTGCCAACCTCCTATGGAGGCAAGAGATGGGCGGCAACATCACCAGGGTTGAGTCAGAGAACAAAGTGGTGGTTTTGGACTCCT
TGATCCGCTTGTGGCGGAGGAGGATGAGCGGGAGATCTCCATACCCGCAGAAATTCTGCGGAAGTCTCGGAGATTCACCTCCGT
GCCCTGCCCGTTTGGGCGCGGCCGGACTATAACCCCTCCGCTGCTAGAGACGTGGAAAAAGCCCTGACTACGAACCACCTGTAG
TCCATGGCTGCCCACTTCCACCTCCACAGTCTCCCTCCTGTGCCTCCGCCTTCGGAAGAAGCGGACAGTGGTCCTCACCGAATC
AACCGTGTCTACTG7238

VHC1laP06 se obtuvieron 336aa (75%) de la proteina NS5A Gla

1 24sVPFMSCQ RGYRGVWRGD GIKHTRCHCG

61 AEITGHVKNG TMRIVGPRTC RNMWSGTFPI NAYTTGPCTP LPAPNYKFAR -VSA-EEYVE
121 VRRVGDFHYV TGMTTDDLKC PCQVPSPEFF TELDGVRLHR FAPPCKPLLR EEVSFRVGLL
181 AYPVGSNFPA SPNPDVAVLT SMLTDPSHIT AEAARRRLAR GSPPSEASSS ASQLSAPSLK
241 -TCTVNHDSP DAELISANLL WRQEMGGNIT RVESENKVVV LDS-DPLVAE EDEREISIPA
301 EILRKSRREFT RALPVWARPD YNPPPLLETW KKPLRTTCSP WLPTSTSTVS LCLRLRKKRT
361 VVLTESTVSTz70

421

Figura 16.Construccion de un fragmento de la region NS5A Gla y traduccion del75% de la secuencia
de la proteina NS5A Gla.

8.1.2 Amplificacion de la secuencia de la region NS5A G1b y obtencién de la secuencia de

aminoécidos de la proteina NS5A G1b

Con el par de iniciadores RN1bNS5As y RN1bNS5Aalla se obtuvo un producto de 685pb
(Figura 8), después de ser secuenciado se obtuvo la secuencia parcial del marco de lectura de la
NS5A con un tamafio total de 655pb, pero dentro de esa secuencia se obtuvo una parte de la

region NS4B (39 nt que fueron eliminados), parte de la region NS5A iniciaen 5°-6,205 y termina
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en 6,816-3", un total de 612pb, después de generar la traduccién de la misma se obtuvo del aa 1

al aa 204 (45.5%) de la proteina NS5A G1b (Figura 17).

VHC1bP07, 612pb se obtuvo 45.5% de la regién NS5A Glb

6164AGGCTCACAGTGGATTACGAGGACTGCTCCACACCATGCs205sTCCGGTTCGTGGCTAAGG
GATGTGTGGGACTGGATATGCACGGTGTTGAGTGACTTCAAGACCTGGCTCCAGTCCAAGCTC
CTGCCGCGGTTGCCGGGAGTCCCCTTTTTCTCGTGTCAACGTGGGTACAAGGGGGTCTGGCGG
GGAGACGGCATCATGCAGACCACCTGCCCATGTGGAGCACAGATCACCGGACATGTCAAAAAC
GGTTCCATGAGGATCGTTGGGCCAAAGACCTGCAGCAACACGTGGCATGGAACATTCCCCATC
AACGCATACACCACGGGCCCCTGCACACCCTCCCCGGCGCCAAATTATTCCAGGGCGCTATGG
CGGGTGGCTGCTGAGGAGTACGTGGAGGTTACGCGGGTGGGGGATTTCCACTACGTGACGGGC
ATGACCACTGACAACGTAAAGTGCCCATGCCAGGTTCCAGCCCCCGAATTCTTCACAGAGGTG
GATGGGGTGCGGCTGCACAGGTACGCTCCGGCGTGCAAGCCCCTCCTACGGGAGGAGGTCACA
TTCCTGGTCGGGCTTAACCAGTACCTGGTTGGGTCACAGCTCCCATGTGAGCCCGAGCCGGAT
GTAGCGGTGCTCACTCCATTGCTCACCes156

VHC1bP07, 204aa se obtuvo 45% de la proteina NS5A

1 |SGSWLRDVWD WICTVLSDFK TWLQOSKLLPR LPGVPFFEFSCQ RGYKGVWRGD GIMQTTCPCG
61 AQITGHVKNG SMRIVGPKTC SNTWHGTFPI NAYTTGPCTP SPAPNYSRAL WRVAAEEYVE
121 VTRVGDFHYV TGMTTDNVKC PCQVPAPEFF TEVDGVRLHR YAPACKPLLR EEVTFLVGLN
181 QYLVGSQLPC EPEPDVAVLT PLLT204

Figura 17.Construccion de una parte de la region NS5A G1b (685pb) y traduccion de la secuencia de
la proteina NS5A G1b.

Con los iniciadores RN1bNS5Aalls y RN1bNS5Aa se amplifico un producto PCR 696pb
(Figura 8), después de ser secuenciado se obtuvo un producto 653pb, pero fueron eliminados 80
nucleotidos que se traslapan con el primer producto PCR 655pb, el fragmento que complementa
el faltante de la regién NS5A por lo tanto inicia en nt 5°-6,817 y termina 7,390, un producto de
573pb, después de generar la traduccion de la misma se obtuvieron 191aa pertenecientes a la
proteina NS5A (aa 206 al aa397) (Figura 18). Entre los dos fragmentos se obtuvieron 397aa

(89%) de la proteina NS5A G1b.
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VHC1bP07, 573pb se obtuvo 42.5% de la regidén NS5A Glb

6737GGCTCAATCAATACCTGGTCGGGTCACAGCTCCCATGTGAGCCCGAGCTGGATGTCACAGTG
CTCACTTCCATGCTCACC4317GACCCCTCCCACATCACAGCAGAGGCGGCTAAGCGCAGGCTGGC
CAGGGGGTCCCCCCCCTCCTTGGCCAGCTCTTCTGCTAGCCAGTTGTCTGCGCCTTCCTTGAAGG
CAACATGCACTACCCGTCATGACTCCCCAGATGCCGACCTCATCGAGGCCAACCTCCTATGGCGG
CAGGAGATGGGCGGGAACATCACCCGCGTGGAGTCAGAGAACAAGGTAGTAATTCTGGACTCTTT
CGAGCCGCTTCAAGCGGAGGAGGATGAGAGGGAAGTATCCGTTCCGGCGGAAATCCTGCGGAAAT
CCAGGAAATTCCCTCGGGCGATGCCCATATGGGCACGCCCGGATTATAACCCTCCACTGATAGAG
TCCTGGAAGGACCCGGACTACGTCCCTCCGGTGGTACATGGATGCCCATTGCCACCTACCAAGGC
CCCTCCAATACCACCCCCACGGAGGAAAAGGACGGTTGTCCTGACAGAATCCACCGTGTCTTCAG
CCTTGGCGGAGCTCGCCACAAAGACCTTCGGTAGCTCCGAATCGTCGGCCGTCGACAGCGGCACG
GCGACCGCCCr390

181 20sDPSHIT AETAKRRLAR GSPPSLASSS ASQLSAPSLK
241 ATCTTRHDSP DADLIEANLL WRQEMGGNIT RVESENKVVI LDSFEPLRAE EDEREVSVPA
301 EILRKSKKFP RAMPIWARPD YNPPLLESWK DPDYVPPVVH GCPLPPAXAP PIPPPRRKRT
361 VVLTESTVSS ALAELATKTFEF GSSE-SSAVD SGTATA397

Figura 18. Construccion de una parte de la region NS5A G1b (696pb) y traduccion de la secuencia de
la proteina NS5A GL1b.

8.2 Pacientes

Noventa pacientes recibieron tratamiento con los farmacos Harvoni o Viekira pack, el
tratamiento dependid del historial clinico de cada uno de los pacientes, asi los pacientes con
cirrosis descompensada tuvieron tratamiento con Harvoni, y los pacientes con HCC o cirrosis
compensada con Viekira Pak. Ambos tratamientos duran 12 semanas (fin de tratamiento) y
aquellos pacientes con carga viral no detectable a las 12 semanas después de fin de tratamiento

se consideraron que alcanzaron RVS (Tabla 5).
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8.2.1 Pacientes NR al tratamiento con Harvoni o Viekira Pak

El objetivo principal de este estudio, fue detectar SAR a inhibidores de NS5A en pacientes NR
a los tratamientos con Viekira Pak o Harvoni, ambos farmacos contienen en su formula un

inhibidor de la proteina viral NS5A, ombitasvir y ledipasvir respectivamente.

En este estudio, 43 pacientes recibieron tratamiento con Viekira Pak y 47 con Harvoni. Un

paciente (2.3%) fue NR a Viekira Pak y 1 (2.1%) fue NR a Harvoni.

La paciente NR a Viekira Pak (P08) con Gla, diagndstico HCC, CV inicial 6,909 copias/mL,
presento recaida a la semana 12 post-tratamiento; el paciente NR a Harvoni (P07) con G1b,
diagndstico de cirrosis CP-B, CV inicial 1,030,787 copias/mL, present6 respuesta nula a la
semana 12 (fin de tratamiento). Las secuencias de la NS5A de los dos pacientes NR se

analizaron para detectar posibles SAR en NS5A.

8.2.2 Pacientes que presentaron RVS al tratamiento con Harvoni

Seis de los pacientes que recibieron tratamiento con Harvoni, de los cuales cinco tuvieron Gla
y uno G1b fueron estudiados en sus secuencias para detectar SAR en NS5A. Los seis pacientes
fueron diagnosticados con cirrosis CP-A-B, la CV inicial en general fue <400,000 copias/mL,
tuvieron CV no detectada a fin de tratamiento, y a la semana 12 post-tratamiento se les definio

RVS con Harvoni.

8.3 Analisis de las secuencias de pacientes NR y los que alcanzaron RVS con alguno de los

tratamientos Harvoni o Viekira Pak

Al no existir estudios sobre el papel de las SAR a inhibidores de la NS5A VHC en pacientes

mexicanos, la comparacion de las secuencias SAR de NS5A en cada uno de los pacientes se
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limitd a las SAR detectadas en paises como Japdn, China, Estados Unidos, Francia y Brasil. La
SAR NS5A que se han reportado asociadas a resistencia media a alta a los inhibidores de la
NS5A VHC reportadas son: Y93C/H/N, L28M, L31V/F, H58P/R, R30Q, P32L, Q24, Q30K,
Q62H/R (Mawatari S. 2018; Sharafi. 2019; Felix-Tavares RC. 2018; Salmon D. 2018; Malta
F. 2017; Zhao Li. 2017), y de baja resistencia V341, T83M, V138L, V153L y L183P (Knops.
2018). Todas han sido reportadas principalmente asociadas a la reduccién de la actividad de los

inhibidores de la NS5A como OBV, LDV, EBV, DCV y VPV, tanto en los genotipos lay 1b.

Se ha reportado la actividad de los inhibidores de la NS5A reducida hasta en un 80%, por
factores tales como: La concentracion de moléculas virales (carga viral), el genotipo y subtipo
viral, y por el estadio de enfermedad hepatica que cursan los pacientes (HCC, Cirrosis CP-A-C
0 CHC) al momento del tratamiento (Mawatari S. 2018; Sharafi. 2019; Felix-Tavares RC. 2018;

Salmon D. 2018; Malta F. 2017; Zhao Li. 2017; Knops, 2018).

La presencia de SAR a los inhibidores de NS5A clinicamente relevantes fue analizada de
acuerdo con la respuesta final que tuvieron los pacientes a los tratamientos con Viekira Pak o
Harvoni (RVS o NR). Mediante alineamiento cada una de las secuencias fue posible detectar

sustituciones puntuales y SAR en NS5A asociadas al estadio de la enfermedad hepatica

8.3.1 Paciente (P08) no respondedor al farmaco Viekira PaK (inhibidor NS5A, ombitasvir)

Se analizo el historial clinico de cada paciente con estatus de NR para asociar posibles factores
a falla al tratamiento. El alineamiento multiple para detectar SAR en NS5A de alta y baja
resistencia debido a la falla al tratamiento se presenta en (figura 19), se traté de un paciente de
sexo femenino, de 39 afios, con HCC, Gla, CV inicial de 6,909 copias/mL y respuesta al

tratamiento recaida a la semana 12 post-tratamiento.
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_V34F H5 T83M Y93 122

LACSIS6RS  |I(PFVSCQRGYRGVWRGOGIMKTRCHCGAEITGHVKNGTMRIVGPKTCRNMWSGTFPINAMTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAEEYVEVR

f, VHC1aP0g FPFLSCORGYRGVWRGDGIMHTRCHCGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNJWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKfALWRVSAEEYVEVR

- — -

123 V138P V153 168
{,VHC1aP08  RVGDFHYVTGMTTDDQMPVSRSHRPNFTEVGRGAPSNMLRPLQAS
2. ACS15692. QVGDFHYVTGMTTDNBKCPCQVPSPEFFTEDGVRLHRFAPPCKPL
V153L

Figura 19. Alineamiento multiple MEGA X de la secuencia de la NS5A de la paciente NR (P08) y de
la secuencia de referencia (ACS15692.1). Se muestran los aminoacidos de la secuencia silvestre (wild
type), sin SAR en rojo y aminoacidos sustituidos con residuos caracterizados como SAR en morado.

De la paciente P08 se obtuvo un fragmento del marco de lectura de NS5A Gla desde el aa 34
al aa 168, (Figura 19) que corresponde a una parte del dominio I (aa 33 al aa 213) (figura 1),
que es el méas conservado y de estructura mas compleja, dentro de este dominio se han reportado
13 SAR a inhibidores de NS5A (Mawatari S. 2018; Sharafi. 2019; Felix-Tavares RC. 2018;
Salmon D. 2018; Malta F. 2017; Zhao Li. 2017, Knops. 2018). La secuencia obtenida permitio
analizar solo 8 de las 13. El programa identificd 3 SAR en NS5A de baja resistencia: T83M,
V34F y V138P (Knops, 2018) estas Ultimas SAR con diferente aa en la misma posicion. La
paciente no presento factores demogréaficos o bioquimicos reportados como asociados a la no

respuesta al tratamiento con Viekira Pak (Flisiak R. 2016).

8.3.2 Paciente (P07) no respondedor al farmaco Harvoni (inhibidor de la NS5A ledipasvir)

El alineamiento multiple para detectar SAR NS5A de alta resistencia debido a la falla al

tratamiento se presenta en figura 19; se tratd de un paciente, sexo masculino, de 58 afios, con
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cirrosis CP-B, virus G1b, CV inicial de 1,030,787 copias/ml y nula respuesta al tratamiento a la

semana 12 (fin de tratamiento).

L28, R30, L31, P32, H

[0}
o

3

5 T83 Y9
1 . k o °° 101
fVHCIOPT ~ SGSWLROVWOWICTVLSOFKTWLQSKLLPRILIPIGMP FFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHVKNGSMRIVGPKTCSNTIWHGTFPINANTTGPCTPS
LAAVISHLS  SGSWLROVWOWICTVLSOFKTWLQSKLLPRILIPIGP FFSCORGYKGVWRGOGIMATTQPICGAQITGHVKNGSMRIVGPKTCSATWHGTFPINANTTGPCTPS
U g u U u U
102 V138 Vo3 176

1. VHC1bPO7 PAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTONMKCPCQVPAPEFFTEMOGVRLHRYAPACKPLLREEVTFL
2. AAVB3514.1 PAPNYTRALWRVAAEEYVEVTRVGDFHYVTGMTTONMKCPCQVPAPEFFTEMDGVRLHRYAPACKPLLREEVTFL

177 L183 204

1. VHC1bPO7 VGUNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTPLLT
2. AAVE3514.1 VGIUNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLT

Figura 20. Alineamiento multiple MEGA X secuencia de la NS5A de pacientes con NR VHC1b P07 y
secuencia AAV83514.1 (control). Se muestran los aminoacidos de la secuencia silvestre (wild type),
sin SAR en rojo y aminoéacidos sustituidos con residuos caracterizados como SAR en morado.

Del paciente PO7 se obtuvo un fragmento de la proteina NS5A G1b desde el aa 1 al aa 204,
(Figura 20), que corresponde estructuralmente a una hélice anfipatica que es un sitio de union
con proteinas intracelulares del hospedero (aa 1 al aa 33), y una gran parte del dominio | (aa 33
al aa 213) (figura 1), dentro de este dominio se han reportado 13 SAR a inhibidores de NS5A
arriba mencionado. La secuencia obtenida permitié analizar las 13. Fue detectada solamente la
SAR H58P corresponde a niveles de resistencia baja para los inhibidores de la NS5A LDV y
daclatasvir (DCV), esta SAR ha sido detectada en pacientes brasilefios NR (Malta et al,2017).
Este tipo de SAR suele generar resistencia hasta 1.2x en relacion a la EC50 del inhibidor LDV,
en sus variantes de aminoacido H58P/D se le atribuye una SAR de baja resistencia. Aungue
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también se ha reportado como una variante H58D asociada a un nivel alto de resistencia
>10veces con LDV (Salmon D. 2018), otras variantes H58P/R y la P58/R/S asociadas a bajos

niveles de resistencia (Rita Tavares, 2018)

Un probable factor para un mal prondéstico de NR al tratamiento en el paciente P07, pudiera
haber sido, el sexo masculino, y aloumina en suero de 3. g/dl. Ogawa et al. estudiaron factores
asociados a la no respuesta con Harvoni, y el sexo masculino, albumina <3.5gr/dl, y bilirrubina
>2.2 mg/dL estuvieron fuertemente asociado con ser un paciente NR con Harvoni (Ogawa E.

2017). El paciente a fin de tratamiento fue diagnosticado con carcinoma hepatocelular.

8.3.3 Pacientes Gla y G1b con RVS al fArmaco Harvoni (inhibidor NS5A ledipasvir)

Cinco pacientes con Gla y 1 G1b alcanzaron RVS con el tratamiento con el farmaco Harvoni
(Tabla5). Al obtener este estatus, los fragmento de la NS5 obtenido de cada uno de los pacientes
se sometieron a un alineamiento multiple, para detectar las SAR NS5A relevantes en el estudio,
al no encontrar diferencias significativas se ubicaron polimorfismos de un solo nucleétido
conocidos como SNP por sus sigla en inglés (single nuclotide polymorphism) que estuvieran
asociados con la no respuesta al tratamiento, y a la vez considerando el estadio de la enfermedad
en que se encontraban cada uno de los pacientes, en el caso de los pacientes P04, P03, P06, P01
y P02, con G1a, y con diagnostico de Cirrosis CP-A se detectaron SAR NS5A de baja resistencia
T83M y V138L (Figura 19). Con respecto al paciente P05, con G1b, y diagnéstico de Cirrosis
CP-B, le fue detectada la SAR NS5A, H58P consideradas de baja resistencia (Rita Tavares,

2018) (Figura 20).
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A
) 53 H5 T83 Y93 128

1, VHC1aP01 MHTRCHICGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAEEYVEVRRVGDFH
LVHC1aP02  MHTRCHICGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYTFALWRVSAEEYVEIRREGDFH
JVHC1aP03  MHTROHICGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAEEYVEVRRVGDFH
4 VHC1aP04  MHTRCHICGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYTFALWRVSAEEYVEIRRVGDFH
Y
4

5, VHC1aP06 KHTROHICGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFAAVGCLQRNTWRG- - -GWGT
6,ACS156921 MHTRCHICGAEITGHVKNGTMRIVGPKTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAEEYVEVRQVGDFH

129 V& 165
1. VHC1aP01 YVTGMTTDD|LIKCPCQVPSPEFFTELDGVRLHRSRP
2. VHC1aP02 YVITGMTTDDLIKCPCQVPSPEFFTELDGVRLHRSRP
3. VHC1aP03 YVTGMTTDD|LIKCPCQVPSPEFFTELDGVRLHSTRP
4. VHC1aP04 YVTGMTTDD|LIKCPCQVPSPEFFTELDGVRLHRSRP
5. VHC1aP06 STTRALLTI|LINARVRSHRPNFSQNWTGCAYIGLRP
6. ACS15692.1 YVTGMTTDN|LKCPCQVPSPEFFTELDGVRLHRFAP

B)
1 L28, R30, L31, P32, V34 H58P T83 Y93 o

{VHCIOAS  SGSWLROVWOWICTVLSOFKTWLQSKLILPRLPIGNP FFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTAPICGAQITGHVKNGSMRIVGPKTCSNTIWKGTFPINAMTTGPC
LAAVRSMS  SOSWLROVWOWICTVLSOFKTWLOSKLLPARLPIGNPFFSCORGYKGVWRGOGIMQTTAPCGAQITGHVKNGSMR I VGPKTCSNTWHGTFP I NAYTTGPC
ml [m] =l 201

fVHCIOP5  TPSPAPNYSRALWRVAAEEYVEVTRVGOFHYVTGMTTONVKCPCQVPAPEFFTEMOGVRLARYAPACKPLLREEVTFLYGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTP
LAAVBISS  TPSPAPNYTRALWRVAAEEYVEVTRVGOFRYVTGMTTONVKCPCQVPAPEFFTEMOGVRLKRYAPACKPLLREEVTFLYGLNQYLNVGSQLPCEPEPDVAVLTS

o L= JJ

99 V138 V153 1183

Figura 21. Alineamiento maltiple MEGA X de pacientes con RVS de Glay G1b. A) VHC1aP04, P03,
P01, P06, P02y ACS (control) B) VHC1b P05y AAV83 (control). Se muestran los aminoacidos de la
secuencia silvestre (wild type), sin SAR en rojo y aminoacidos sustituidos con residuos caracterizados

como SAR en morado.
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Al encontrar este SNP como H58P en el paciente G1b y los SNPs V138L, y T83M en los
pacientes Gla, que ya consideradas como SAR pueden referirse a indicadores de resistencia,
dichas SAR ya han sido estudiadas y solo presentan un 20% de reduccion minima en la actividad
de los antivirales. La SAR en sitios de union de terminales de la hélice anfipatica y en los
aminoacidos terminales del dominio 1, no suelen tener una actividad considerable al estar
separados de los sitios de anclaje de ledipasvir a la NS5A como los residuos T95, Y93, K26,
127, 128, P97, R30 y Q54 (Figura 21) (Baraka, 2015), y por lo tanto no son considerados como
un blanco de interés, esto puede traducirse en que el funcionamiento de la molécula inhibidora
de NS5A (ledipasvir) no se vio afectada, en consecuencia, la terapia con los componentes del

farmaco Harvoni fue una respuesta rapida en los pacientes con Glay G1b a fin de tratamiento

(semana 12) (Knops,2018).

Figura 22.Forma de anclaje a NS5A para ledipasvir. Los atomos de carbono estan coloreados en verde
para ledipasvir y en blanco para los residuos proteicos. Los puentes de hidrégeno se muestran como
lineas punteadas y los limites de las proteinas del sitio de union se muestran en una representacion de
dibujo 3d, donde el primer mondémero se muestra en amarillo, mientras que el segundo monémero se
muestra en gris (Baraka,2015).
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Con respecto a la paciente PO8 NR al tratamiento Viekira Pak (inhibidor de la NS5A,
ombitasvir), le fue detectada 2 SAR en NS5A (T83M y V138L), detectadas también en los 5
pacientes G1lay con RVS a Harvoni (inhibidor de la NS5A, ledipasvir). La SAR V34F muestra
una diferencia considerable entre la NR y la RVS entre los pacientes con G1la, al respecto se ha
demostrado que la SAR R30 que tiene las variantes (R30E, Q30H/R, Q30A/H/L) dependiendo
de la variante se considerada de baja a alta resistencia a los inhibidores de NS5A, pero se ha
demostrado que R30 esta asociada con las mutaciones que ocurren en Q24 y V34 (Knops E,
2018). Por otro lado, los residuos 24, 30 y 34 estan ubicados en la region de unidn entre la hélice
anfipatica N-terminal con la porcidn citosolica estructurada del dominio I. A esta region se le
ha sugerido como el bolsillo de enlace para AAD en diferentes modelos computacionales
(Nettles, JH. 2014). Si bien no alcanzamos a obtener el aa 24 y aa 30 (Figura 21), tenemos que
considerar que la mutacion V34F detectada en la paciente Gla, NR a Viekira —Pak (inhibidor
NS5A, ombitasvir), que el residuo 34 ésta ubicado en el sitio de unién a los ADD, la mutacién

ha sido reportada como V34F en otros estudios (Knops E, 2018).
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8.4 Arbol filogenético de las secuencias Glay G1b

Con base en 60 secuencias de la proteina NS5A Gla y 60 NS5A G1lb se generd un arbol
filogenético circular en MEGA-X comparando cada una de las secuencias con sus respectivos
genotipos para ubicar su posible origen filogenético mas cercano en un analisis simple. Un arbol
filogenético se basé en el precedente de tener una gran cantidad de mutaciones variables con
respecto al tiempo, sin embargo, al no contar con un tiempo exacto en el periodo de cambio
entre nucledtidos ni las cantidades de mutaciones por sujeto, se eligié usar el modelo general,
que establece que la frecuencia de cada tipo de nucleétidos es distinta, y la tasa de cambios entre
los nucledtidos es diferente para cada tipo, dado que en este modelo no todas las regiones de la
secuencia evolucionan a la misma velocidad. Para ubicar la matriz de distancia se eligi6 utilizar
un arbol por el método Neighbor-joining, sabiendo que no tenemos contemplado una evolucién

a una misma velocidad (COMAV,2020).
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Figura 23.Arbol filogenético circular de secuencias Gla de VHC. Secuencias del estudio (triangulo
morado) y origen EU (triangulo rojo).

Al ser un arbol con una cantidad limitada de secuencias por analizar es complicado realizar un
analisis filogenético detallado, de esta forma, el analisis solo se limit6 a su posible parentesco
con secuencias de origenes geogréaficos distintos, asi mismo como su posicion en el arbol y

ramificacion.

La variabilidad en el arbol de secuencias NS5A Gla de VHC de nuestro estudio como P06

(Figura 23), muestra un origen evolutivo similar a secuencias de origen estadounidense,
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especificamente EU482861.1 las cuales, podrian definirse como parélogas al provenir de una
misma especie viral (VHC), en el caso de las pacientes P01, P02, P03, P04 y P08 al ser
secuencias demasiadas cortas es complicado detectar alguna diferencia filogenética de acuerdo
a su sitio en el arbol, por lo tanto, solo podria especularse su posible similitud con secuencias

estadounidenses.
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Figura 24.Arbol filogenético circular de secuencias G1b de VHC. Secuencias del estudio (Triangulo
azul), origen sueco (Cuadrado verde) y origen aleman (Circulo morado).
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En el caso de las secuencias G1b del VHC los pacientes PO5 y P07 en comparacion con
secuencias de origen americano y europeo, caen directamente con una posible semejanza
filogenética con secuencias de origen europeo especificamente sueco, la variabilidad en las
secuencias del arbol G1b permite tener una variedad filogenética méas amplia pero de igual
manera limitada para llevar a cabo un analisis detallado de las variantes debido a la cantidad de

secuencias en el estudio.

72



9 CONCLUSIONES

-Se disefiaron iniciadores especificos y degenerados para obtener la region codificante de la
region NS5A para el Glay G1b con la mayor capacidad de captacion de variantes genéticas,
que permitirdn en futuras investigaciones detectar ain méas variaciones genéticas del virus

VHC relacionadas a resistencia de la proteina NS5A.

-Se disefiaron iniciadores para obtener la region NS5A Gla demostrando su capacidad de

amplificacion al obtener el 75% de la secuencia de la proteina NS5A Gla.

-Se disefiaron iniciadores para obtener la region NS5A G1b demostrando su capacidad de

amplificacion obtener el 89% de la secuencia de la proteina NS5A G1b.

-Se encontraron SAR de baja resistencia (H58P) que estan asociadas a inhibir la actividad
de DCV y LDV en las dos secuencias NS5A G1b de paciente NR y paciente con RVS a

Harvoni (inhibidor de la NAS5A, ledipasvir)

-Se detectaron SAR de baja resistencia (T83M y V138P), y que estan asociadas a inhibir la
actividad de DCV y LDV en 5 secuencias NS5A Gla (P01, P02, P03, P04, PO6) los pacientes

tuvieron RVS a Harvoni (inhibidor de la NAS5A, LDV)

-Se detectaron SAR de baja resistencia (T83M y V138P), que estan asociadas a inhibir la
actividad de DCV y LDV en 1 secuencias NS5A Gla, paciente (P08) NR a Viekira-Pak
(inhibidor de la NAS5A, OBV), y la SAR V34F el aa34 se encuentra muy cerca del sitio de

union a AAD en la NS5A.
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-La falla al tratamiento con Harvoni en este estudio estuvo asociado a factores (demografico,
bioguimicos, estadio de la enfermedad hépatica) del paciente y no necesariamente a la

presencia de SAR NS5A

-La falla al tratamiento con Viekira-Pak en este estudio, puede estar asociada a la presencia
de 2 SAR de baja resistencia y de una SAR (V34F) localizada cerca del sitio de union de la

NS5A a los AAD.

-El origen inmediato de las secuencias en pacientes Gla se asocia a secuencias
estadounidenses (Colorado, Massachussets, Tennessee), mientras que en el Glb la
variabilidad es mas rica en relacion a un origen europeo y estadounidense, lo que puede

predisponer a generar SAR més asociadas a secuencias de origen europeo.
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Anexo 1. Carta de consentimiento Informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

[ N
@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

IMSS UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
Carta de consentimiento informado para

participacion en protocolos de investigacion

(adultos)

Nombre del estudio: Deteccion y andlisis de las sustituciones asociadas a
resistencia (SAR) en la proteina NS5A VHC, en pacientes con
falla al tratamiento con antivirales de accion directa (AAD)

de nueva generaciéon”

Patrocinador externo (si No aplica

aplica):

Lugar y fecha:

Numero de registro En tramite

institucional:

Justificacién y objetivo del Estimado paciente, usted tiene la informacion por parte de
estudio: su médico gastroenterélogo, de que es un paciente que no

respondio a alguno de los tratamientos con Viekira-Pak o
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Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

respondedor . Su participacién en este proyecto, es para
conocer si Usted porta al virus de la hepatitis C que es
resisten (no le hizo nada el medicamentos que tomo). Lo
anterior se podra saber con obtener la secuencia de
nucledtidos (que es una parte del genoma del virus), a
partir de una muestra de su sangre (muy parecido a
cuando le han determinado su carga viral (cuantos virus

tiene en circulacion)

Primero se le tomaré a Usted una muestra de sangre, para
detectar y analizar el virus de hepatitis C presente en
estas. Usando lo que se llaman técnicas de biologia
molecular, obtendremos esa secuencia de nucledtidos del
virus, y asi sabremos una de las posibles causas de que
Usted no haya tenido una respuesta viral sostenida

(eliminacion del virus C)

El riesgo y molestia es el un probable moretdn en el area

de puncion al extraerle la muestra de sangre
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durante 12 semanas, no le hizo nada al virus que porta

usted.

Informacion sobre resultados Sabra su resultado, este se le dard a conocer a su médico

y alternativas de tratamiento: gastroenterdélogo tratante, y el resultado le servird a su

médico tratante para elegir otra alternativa mas certera,

para erradicar al virus de su torrente sanguineo

Participacion o retiro; Usted se podra retirar del proyecto al que fue invitado(a),

en cualquier momento, sin que esto afecte el servicio
médico u otros que le otorga ser derechohabiente del

seguro social.

Privacidad y confidencialidad:  El responsable del proyecto le garantiza que sus datos

personales, seran resguardados en confidencialidad, y en
ningln momento usados en publicaciones en linea,
escritas 0 en exposiciones sobre el tema en congresos,

foros o carteles.

Declaracion de consentimiento:

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

[]
[]

[]

No acepto participar en el estudio.
Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.
Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros,

conservando su sangre hasta por_5 afios tras lo cual se destruira la misma.

83



En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigadora o Investigador

Responsable:

Colaboradores:

DC Francisca Sosa Jurado

Centro de Investigacién Biomédica de Oriente, Metepec,
Atlixco, Pueblas, IMSS

Matricula: 5913063

Correo electrénico: sosajurado@hotmail.com

Celular: 2222125633

Dr Miguel Angel Mendoza Torres

Servicio de gastroenterologia, UMAE, HE Centro Médico
Nacional Gral Div Manuel Avila Camacho, Puebla, Puebla,
IMSS

Matricula: 9201386

Correo electrénico: miguel.mendozat@yahoo.com.mx
Celular: 2221184722,

Dr Daniel Erasmo Meléndez Mena,

Coordinacién de Ensefianza, UMAE, HE Centro Médico
Nacional Gral Div Manuel Avila Camacho, Puebla, Puebla,
IMSS

Matricula: 9777938

Correo electrénico: daniel_melendez@yahoo.com

Celular: 2222124204

DC Gerardo Santos Lopez
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Centro de Investigacion Biomédica de Oriente, Metepec,
Atlixco, Puebla, IMSS

Matricula: 99223870

Correo electronico: gerardo.santos.lopez@gmail.com
Celular: 2224238445

I.B. Ricardo Arturo Cruz Cervantes

Centro de Investigacion Biomédica de Oriente, Metepec,
Atlixco, Puebla, IMSS

Matricula: 97222354

Correo electrénico: ric94snake@hotmail.com

Celular: 5533666573

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comité Nacional de Investigacion en Salud del CNIS del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.

Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, correo electronico: comité.eticainv@imss.gob.mx

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento

Testigo 1 Testigo 2
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Nombre, direccién, relacién y firma Nombre, direccién, relacion y firma

Este formato constituye una guia que deberd completarse de acuerdo con las caracteristicas

propias de cada protocolo de investigacidn, sin omitir informacién relevante del estudio.

Clave: 2810
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Anexo 2. Concentrado Secuencias lay 1b

Hepatitis C virus subtipo 1a aislado VHC- Genoma completo
# Accesion number # Accesion number
1 EU482864.1 39 EU482837.1
2 EU255977.1 40 EU482836.1
3 EU256021.1 41 EU482831.1
4 EU256018.1 42 EU155242.2
5 EU256002.1 43 EU260396.2
6 EU255955.1 44 EU255992.1
7 EU255942.1 45 EU255991.1
8 EU255941.1 46 EU255990.1
9 EU255940.1 47 EU255989.1
10 EU255937.1 48 EU255988.1
11 EU255936.1 49 EU255987.1
12 EU255935.1 50 EU255986.1
13 EU255929.1 51 EU255985.1
14 EU595698.1 52 EU255983.1
15 EU595697.1 53 EU255982.1
16 EU529680.1 54 EU255981.1
17 EU529678.1 55 EU255980.1
18 EU529677.1 56 EU255979.1
19 EU155322.2 57 EU255978.1
20 EU155296.2 58 EU255976.1
21 EU155250.2 59 EU255975.1
22 EU482884.1 60 EU255974.1
23 EU482878.1

24 EU482873.1

25 EU482869.1

26 EU482868.1

27 EU482866.1

28 EU482865.1

29 EU482863.1

30 EU482862.1

31 EU482861.1

32 EU482854.1

33 EU482847.1

34 EU482845.1

35 EU482844.1

36 EU482843.1

37 EU482841.1

38 EU482840.1
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Hepatitis C virus subtipo 1b aislado VHC- Genoma completo

# Accesion number # Accesion number
1 EU256081.1 39 EU256062.1
2 EU256092.1 40 EU256061.1
3 EU155366.2 41 EU256059.1
4 EU155336.2 42 EU255960.1
5 EU155325.2 43 EU529682.1
6 EU155324.2 44 EU155377.2
7 EU155281.2 45 EU155381.2
8 EU155279.2 46 EU155376.2
9 EU482880.1 47 EU155375.2
10 EU482859.1 48 EU155374.2
11 EU155220.2 49 EU155373.2
12 EU155219.2 50 EU155372.2
13 EU255962.1 51 EU155371.2
14 EU256085.1 52 EU155370.2
15 EU256084.1 53 EU155369.2
16 EU256083.1 54 EU155368.2
17 EU256082.1 55 EU155367.2
18 EU256079.1 56 EU155365.2
19 EU256078.1 57 EU155364.2
20 EU256077.1 58 EU155363.2
21 EU256076.1 59 EU155362.2
22 EU256075.1 60 EU256103.1
23 EU256054.1

24 EU256001.1

25 EU256000.1

26 EU256103.1

27 EU256102.1

28 EU256101.1

29 EU256100.1

30 EU256099.1

31 EU256098.1

32 EU256091.1

33 EU256090.1

34 EU256089.1

35 EU256088.1

36 EU256066.1

37 EU256065.1

38 EU256064.1

88



Anexo 3. Analisis de parametros en IDT. Primer Quest

1F.6290-6312-22pb

GTTCCCTTTGTGTCCTGCCAAC
GTTCCCTTITGTG TCCTGC CAAC SpecShest (Default) v
Target type DNa ¥
A
. - uM
Bases 22 CLEAR SEQUENCE Dligo Conc 025
Na* Conc 30 mM
Try the new batch mode here

Mg Conc o | mM
dNTPs Conc o| mM

Results  esusrension

SEQUENCE S-GTTCCCTITGTG TCC TGC CAALC -3
COMPLEMENT S-GTTGECAGG ACACAAAGG GAAC -3
LENGTH 22

G CONTENT 545%

MELT TEMP 58.8°C

MOLECULAR WEIGHT 46283 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 1892300 L{mole-cm)

nmole/OD; .: 528

HEOD 0 3501

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE DA

OLIGO COMC 0253 pM

Ma" COMC 50 mM monovalent salt

Mg~ COMNC Omi divalent salt

dMTPs COMC O'mi nuclectide triphosphate
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General Information

D Image Batch date: 3/1/2019 5:49 PM

GTTCCCTTTGTGTCCTGCCAAC
y:
Nucleotide type Na Concentration Mg Concentration Suboptimality
DNA v so | mM 0 mM so | %
Sequence type Temperature Max Foldings Start Position Stop Position
Linear 25 | °C 20 0 0
o
Structures
structure Image AG (keal.mole?) T, FC) AH (kcal.molet) AS [cal.K*mole?) Qutput
1 [ 126 a1 167 6024 [t lIpet]
2 ] 129 39 12 -445¢ E E
3 ] 135 15 139 5118 E E
4 [ ] 149 16 152 5598 [t Ipet]
3 [ 156 16 153 5836 et |Ipet]
3 ] 171 89 -13.3 -50.34 E E
7 [ ] 191 -282 88 -35.92 [t Ipet]
g [ 208 79 168 -63.33 E E
g ] 224 -31 97 -40.06 E E
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Dimer Sequence:

5-GTTCCCTTTGTGTCCTGCCAAC -3
Maximum Delta G: -42.72 kcal/maole

Delta G: -3.9 kcal/mole Base Pairs: 3
5Y GTTCCCTTTGTGTCCTGCCARC

1]
3] CAACCGTCCTGTGTITTCCCTTG

Delta G: -3.29 kcal/mole Base Pairs: 3
5" GTTCCCTITIGTGTCCTGCCRAEC

1]
3" CRRCCGTCCTGTGTTITCCCTTS

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2
5" BTTCCCTITGTGTCCTGCCAAC
I
3" CAACCGTCCTGTGTTTCCCTTG

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2
5" GITTCCCTTTGTGTCCTGCCRAC

[
S CRRACCETCCTETGTITTCCCTTG

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2
5' GTTCCCTTTGTGTCCTGCCLRC

I
=iy CAACCGTOCTGTSTTITCCCTTG

Delta G: -1.94 kcal/mole Base Pairs: 2
5' GTTCCCTTTGTGTCCTGCCARC

I
810 CRAACCGTCCTGTGITICCCTIG
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1R.7364-7387-23pb

GATACGACGACACCCTCTGAGAC

Sequence Parameter sets
GAT ACG ACG ACA CCC TCT GAG AC SpecShest (Default) v
Target type DA F
P
i nzs | LM
Na* Conc 50 mM
Try the new batch mode here

Mg Conc o mM
dNTPs Conc o| mM

Results

SEQUEMCE 5% GAT ACGACG ACACCCTCT GAG AC -3
COMPLEMEMT S-GTCTCAGAG GGET GTCGTCGTATC -3
LEMGTH 23

GC CONTENT 56.5 %

MELT TEMP 58.45C

MOLECULAR WEIGHT F0O0Z.6 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 223500 L{mole-cm)

nmole/OD:a.: 447

pEfOD .0t 3133

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE DA

QLIGO COMNC 0.25puM

Ma™ COMNC 30 mM monovalent salt
Mg~ COMC 0 mh divalent salt
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Sequence 5MOD~ INTERMALw 3'MOD~ MIXED BASES ~ Parameter sats
GAT ACG ACG ACACCC TCT GAG AC SpecShest (Default) v
Target type ohA - ¥
g
= 33 uM
Na* Conc so | mM
Try the new batch mode here
Mg~ Conc o mM
dNTPs Conc o mM
General Information
" |image Batch date: 3/3/2019 9:11 PM
GATACGACGACACCCTCTGAGALC
P
Nucleotide type Ma Concentration Mg Concentration Suboptimality
DMA r 50 m ] mM 50 %
Seqguence type Temperature Max Foldings Start Position Stop Position
Linear v 25 . 08 0 0 0
Structures
structure Image AG (kcal.mole?) T.(*C) AH (kcal.mole?) AS (cal K*mole?) Output
1 -0.24 291 7.4 -57.56
2 067 98 -12.5 -44 15
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Dimer Sequence:

5- GATACGACGACACCCTCTGAGAC -3
Maximum Delta G: -40.566 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2

Eh GATACGRCGRCACCCTCTGRGAC
Il

3" CRAGRAGTCTCCCRCAGCRAGCATRG

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2

Eh GATRCGACGACACCCTCTGAGAC
Il

3' CRGAGTCTCCCACAGCAGCATAG

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2

5 GATACGACGACACCCTCTGAGAC
Il

3' CRGAGTCTCCCACAGCAGCATAG

Delta G: -3.17 kcal/mole Base Pairs: 3
5' GATACGACGACACCCTCTGRGAC
11
3 CAGAGTCTCCCACAGCAGCATAG

Delta G: -3.17 kcal/mole Base Pairs: 3
5" GATACGACGRCACCCTICTGLAGLAC

11
it CRGRGTCTCCCACRGCAGCATRG

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2
5' GATACGACGACACCCTCTGAGAC
'l
3" CRAGAGTCTCCCACAGCAGCATAG
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2F.6457-6477-20pb

CATCAATGCCTACACCACGG
Sequence Parameter sets
CAT CAATGC CTACAC CAC GG SpecShest (Default) L
Target type DNa - ¥
s
4 - M
Ma* Conc so | MM
Try the new batch mode here

Mg Conc a mM
dNTPs Conc o| mM

Results

SEQUEMNCE S-CAT CAATGC CTACAC CAZGG -3
COMPLEMENT F-CCGOTGE TGT AGG CAT TGATG -3
LEMNGTH 20

GC COMTENT 35%

MELT TEMP 36.1°C

MOLECULAR WEIGHT 6031 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 158300 L{male-cm)

nmole/OD: .. 5.31

UE/OD: 32.03

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE DA

OLIGO CONC 025 pM

Ma" COMNC 50 mM monovalent salt
Mg COMC O m divalent salt
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General Information

|:| Image Batch date: 3/3/2019 9:38 PM

CATCAATOOCTACACCACCG
p
Nucleotide type Ma Concentration Mg Concentration Suboptimality
DN v 50 mM 0 mM 50 %
Sequence type Temperature Max Foldings Start Position Stop Position
Linear v 25 g8 20 o ]
Lirore)
Structures
structure Image AG (kecal.mole?) T.(=C) AH (kcal.mole) AS (cal. K*mole) QOutput

1 I:‘ 06 107 -12 -4228
2 0.96 83 162 5756
3 I:‘ 0.96 5.4 137 -49.18
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Dimer Sequence:

5- CATCAATGCCTACACCACGG -3
Maximum Delta G: -38.758 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' CATCAATGCCTACACCACGS
[l
S GECRCCRCATCCETRLCTRC

Delta G: -3.43 kcal/mole Base Pairs: 3

S CATCARATGCCTRCACCACGS
[ 11

3" GECACCACATCCGTARCTRC

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2

5° CATCRATGCCTRACACCRACGEE
I

3" GECACCACATCCGTAARCTAC

Delta G: -3.07 kcal/mole Base Pairs: 2
5' CATCRATGCCTACRCCRCGGE
Il
510 GGCACCRACATCCGTRRCTAC

Delta G: -3.07 kcal/mole Base Pairs: 2
5" CATCRARTGCCTACACCACGE

Il
20 GGCACCACATCCGTRACTAC

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2

Lk CATCRATGOCTRACRACCACEE
I

3" GECACCACATCCGTARCTRAC
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2R.7279-7302-23pb

CACCGAATCAACCGTGTCTACTG

Sequence S'MOD - INTERMAL= 3'MOD~ MIXED BASES ~ Parameter seis

CACCCAATC AMC CCTGTCTAC TG SpecShest (Default)  J

Target type oNA W
P
i ozs | UM
Na* Conc so | mM
Try the new batch mode here

Mg~ Conc 0 mM
dNTPs Conc o| mM

Results

SEQUEMCE F-CACCGAATC AAC CETGTCTAC TS -3
COMPLEMEMT F-CACTAG ACACGGTTIGATT CGG TG -3
LEMGTH 23

GC COMTENT 522%

MELT TEMP 37.6°C

MOLECULAR WEIGHT £968.6 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 216000 Li{mole-cm)

nmolefOD.;: 4453

g OO0 .02 3226

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE DA

OLIGO CONC 025 pM

Ma" COMC 30 mM monovalent salt
Mg~ COMC 0 mM divalent salt
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General Information

u Image Batch date: 3/3/2019 9:57 PM

CACCGAATCAACCGTGTCTACTG

Mucleotide type MNa Concentration Mg Concentration Suboptimality
DMA r 50 mh o mM 50 %
Sequence type Temperature Max Foldings Start Position Stop Position
Linear v 25 i B 0 0 ]
Structures
structure Image AG (kcal.mole?) T.(C) AH (kcal.mole*) AS (cal K mole?) Qutput
1 I:' 0.29 214 -23.4 7046
2 I:' 0.48 18.8 227 7775
3 051 17.3 192 6611
4 0.56 16.3 199 6562
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Dimer Sequence:

5- CACCGAATCAACCGTGTCTACTG -3
Maximum Delta G: -42.13 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
51 CACCGAATCARCCGTGTCTACTS

3' GICATCTGTGCCRACTRRGCCLC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2

i CLOCGARTCRRCCGTGTCTACTG
I

3" GTCATCTGTGCCRARCTRRGCCRC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5" CACCGRATCARCCGETGTCTACTG

[
3" GICATCTGTGCCRACTARGCCAC

Delta G: -3.3 kcal/mole Base Pairs: 3
ot CARCCGRATCRALRCCETGTCTACTG

11
3' GTCATCTGTGCCRACTRAGCCAC

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2
5' CACCGRATCRACCGTGTCTACTS

Il
3' GTCATCTGTGCCRAACTARGCCAC

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2

5" CACCGRATCRACCGTGTCTACTG
I

3" GTICATCTGTGCCARCTRREGCCRC
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3F. 6669-6724-25pb

GGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGG

Sequence Parameter sets
GGG AGG AGG TAT CAT TCAGAG TAGG SpecSheet (Default) v
Target type DNA T
i
i nz2s | UM
Na* Conc s0 | MM
Try the new batch mode here

Mg~ Conc o mM
dNTPs Conc 0| mM

Results

SEQUEMCE -GGG AGGAGG TAT CAT TCAGAGTAG G -3
COMPLEMENT S CCT ACT CTG AAT GAT ACCTCC TCCC-3
LEMGTH 25

GC CONTENT 32%

MELT TEMP 37.6°C

MOLECULAR WEIGHT 7851.1 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 263000 LY{mole-cm)

nmole/OD. . 38

pE OD: 29.85

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE DA

OLIGO COMNC 025 pM

Ma™ COMC 50 mM monovalent salt
Mg COMC O mh divalent salt
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General Information

|:| Image Batch date: 3/3/2019 10:28 PM

GLEGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGS

Nucleotide type MNa Concentration Mg Concentration Suboptimality
DA v 50 m o m 50 %

Sequence type Temperature Max Foldings Start Position Stop Position
Linear v 25 o 20 o 0

@ ADDTO ORDER

Structures

structure Image AG (kcal.mole) T.(-C) AH (kcal.mole*) AS (cal K-*mole) Qutput

s o] o7 24 207 -69.65
036 147 158 5489
0.84 134 207 7223
0.92 124 209 732
102 111 209 7352

(=]

.
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Dimer Sequence:

5- GGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGG -3
Maximum Delta G: -44.42 kcal/male

Delta G: -1.57 kcal/mole Base Pairs: 2

5 GGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGG
|l

3' GGATGRGRCTTACTATGGRAGGRGGEGE

Delta G: -1.57 kcal/mole Base Pairs: 2

Gh GEGRGEAGETATCATTCRAGRGTRGS
|l

3' GGATGRGRACTTACTATGGEAGGEAGES

Delta G: -1.57 kcal/mole Base Pairs: 2

50 GGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGS
|l

3' GEATGAGACTTACTATGGAGGLGESE

Delta G: -1.57 kcal/mole Base Pairs: 2

Gl GEGAGGRGETATCATTCAGRGTAGS
|l

3'" GGATGRGRCTTACTATGGAGGRGGES

Delta G: -1.57 kcal/mole Base Pairs: 2
5' GGGAGGAGGTATCATTCAGAGTAGS
[l
3T GERTGRACGRACTTRCTATCGCRAGERAGEE

Delta G: -1.57 kcal/mole Base Pairs: 2
3' GGGRGEAGGTATCATITCRGRGETRAGS
|l
=1 GEATGRAGRCTTRCTATGGRGERGEG
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3R.7185-7205-20pb

CTGACTACGAACCACCTGTG
Sequence Parameter sets
CTGACTACGAAC CACCTGTG SpecSheet (Default) v
Target type DHA ¥
k4
. - uM
Na* Conc s0 | MM
Try the new batch mode here

Mg Conc o mM
dNTPs Conc o| mM

Results

SEQUENCE I-CTCACT ACG AAC CAC CTG TG -3
COMPLEMENT I-CACAGGTOG TTC GTAGTC AG -3
LENGTH 20

GC COMTENT 353%

MELT TEMP 535.1°C

MOLECULAR WEIGHT 5062 gfmole

EXTINCTION COEFFICIENT 1836300 Lf{mole-cm)

nmole/OD:.: 5.37

g o000 3254

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE DA

QLIGO COMC 0.25pM

Ma™ COMC 50 mM monovalent salt
Mg~ COMC O miA divalent salt
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General Information

|:| Image Batch date: 3/4/2019 3:14 AM

CTCACTACCAACCACCTCTG
#
Nucleotide type Ma Concentration Mg Concentration Suboptimality
DM& v 50 mivl ] m 50 %
Sequence type Temperature Max Foldings Start Position Stop Position
Linear v 25 o 20 0 o
Lo
Structures
structure Image AG (kcal.mole®) T.(C) AH (kcal.mole®) AS (cal.K*mole?) Output
1 I:‘ 0.27 208 189 -643
2 I:‘ 0.46 118 -10 3509
3 I:‘ 045 14.4 176 6121
4 I:‘ 116 25 142 -515
5 I:‘ 125 6.4 -18.8 6724
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Dimer Sequence:

5- CTGACTACGAACCACCTGTG-3'
Maximum Delta G: -35.13 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2

=i CTGRCTRACGRRACCRACCTETG
Il

3" GTIGTCCRACCRRAGCATCAGTC

Delta G: -3.3 kcal/mole Base Pairs: 3
5" CTGACTACGRACCACCTIGIG
(N
3" GIGTCCACCAAGCATCAGTC

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2

5" CTGRCTRACGRACCRACCTGETIG
I

3" GTGTCCACCAAGCATCAGTC

Delta G: -1.95 kcal/mole Base Pairs: 2
5" CTGRACTRACGLACCLACCTGTG
Il
3" GTETCCACCRRGCATCAGTC

Delta G: -1.34 kcal/mole Base Pairs: 2
5" CTGACTACGLACCLACCTGTG

[
3" GTGTCCACCARGCRATCAGTC

Delta G: -1.34 kcal/mole Base Pairs: 2
5" CTGACTACGRACCACCIGIG
[l
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