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1 1. ABREVIATURAS 

1 ABREVIATURAS 

 

AA, Aminoácido 
 
 
ARN, Ácido ribonucleico 
 
 
ADN, Ácido desoxirribonucleico 
 
 
ALT, Alanina aminotransferasa 
 
 
BOC, Boceprevir 
 
 
CMH, Complejo mayor de histocompatibilidad 
 
 
DAAs, Direct antiviral agents 
 
 
ELISPOT, Enzime-Linked Inmunosorbent spot 
 
 
EMEA, European Medicines Agency 
 
 
emPCR, Emulsion polymerase chain reaction 
 
 
GS-FLX, Genome Sequencer-FLX 
 
 
IFN, Interferón 
 
 
HLA, Human leukocyte antigen 
 
 
NT, Nucleótido   
 
 
ORF, Open Reading Frame 
 



 
2 1. ABREVIATURAS 

 
PCR, Polymerase chain reaction 
 
 
PegIFN, Interferón pegilado 
 
 
RBV, Ribavirina 
 
 
RdRp-RNA dependent RNA polymerase 
 
 
SOC, Standar of care 
 
 
SNP, Single nucleotide polymorphism 
 
 
RVS,  Respuesta virológica sostenida     
 
 
TAC, Tomografía axial computarizada  
 
 
Th1, Respuesta inmunológica tipo helper 1 
 
 
TVR, Telaprevir 
 
 
UDPS, Ultra Deep Pyrosequencing 
 
 
UPGMA, Unweighted pair-group method with arithmetic means 
 
 
UTR, Untranslated  región 
 
 
VHC, Virus de la hepatitis C 
 
 
WT, Wild type 
 
 
 
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN 





 

 
 

3 2. INTRODUCCIÓN 

2 INTRODUCCIÓN 

 

2.1 Genoma VHC  

        El virus de la hepatitis C (VHC) es un virus de ARN de polaridad positiva, lineal, 

de cadena sencilla, perteneciente al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. El 

VHC tiene un tamaño de 9.5 kb con una sola pauta de lectura abierta (open reading 

frame- ORF-) que se traduce en una poliproteína de aproximadamente 3.011 

aminoácidos (aa), en cuyos extremos se encuentran dos regiones no-codificantes 

(5'-UTR y 3'-UTR). La traducción del genoma del VHC resulta en un precursor 

poliproteico codificado por el ORF que es procesado co- y post-traduccionalmente 

en el retículo endoplasmático (1) tanto por proteasas celulares como virales (Figura 

1) para producir 10 proteínas maduras C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B 

(2-4). El tercio N-terminal de la poliproteína da lugar a las proteínas estructurales 

Core, E1 y E2 que forman la partícula viral. Separando esta región estructural de la 

no-estructural, se encuentra la proteína p7 que es un polipéptido que pertenece a 

la familia de las viroporinas y se ubica en el retículo endoplasmático como una 

proteína de membrana integral y tiene una función crucial en el ensamblaje y 

liberación de los viriones infecciosos (5;6). El procesado de todas estas 4 proteínas 

(Core/E1, E1/E2, E2/p7 y p7/NS2) es llevado a cabo por peptidasas de la célula 

infectada. Los dos tercios C-terminales, codifican para las proteínas no estructurales 

esenciales para la replicación del ARN viral y son procesadas por dos proteasas 

virales. La proteína NS2 es una proteína transmembrana de 217 aminoácidos 

compuesta por un dominio N-terminal altamente hidrofóbico, un dominio C-

terminal globular y un subdominio de proteasa citosólica, este último capaz de 

formar dímeros creando un sitio activo compuesto. Esta proteasa no es requerida 

directamente para la replicación del ARN, pero se autoescinde por la N-terminal de 

NS3 para la formación de una replicasa activa la NS3. NS2 recluta la glicoproteína 

de la envoltura en conjunción con p7 y probablemente LDL (Low density 

lipoprotein) y sirve como un organizador del ensamblaje de VHC mediante la 
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participación en múltiples interacciones proteína-proteína requeridas para la 

formación del virión (7). NS4B es una proteína integral de membrana de 261 

aminoácidos localizada en el retículo endoplasmático, consta de 4 segmentos 

transmembrana en su parte central y está involucrada en el proceso de formación 

del complejo de replicación viral. NS4B induce una alteración específica de 

membrana, denominada “membranous web”, que sirve de soporte para el 

complejo de replicación (8). NS5A es una fosfoproteína anclada en el retículo 

endoplasmático esencial para la replicación  y ensamblaje del ARN y, por tanto, en 

la producción de partículas virales se une a NS5B y activa a esta enzima e interactúa 

con múltiples proteínas celulares y virales. Está constituida por 3 dominios 

citoplasmáticos: D1, D2 y D3. D1 es un dominio de unión a zinc, que puede adoptar 

2 tipos de estructuras: un dímero en forma de gancho adaptado para su unión al 

ARN, y una estructura alternativa probablemente requerida para otra función en la 

replicación, aunque todavía está por dilucidar la función completa de D1. D2 es 

esencial para la replicación del ARN y forma un punto de anclaje con la isomerasa 

cis/trans/prolil ciclofilina de la célula hospedadora, proporcionando una base 

molecular para el uso de inhibidores de la ciclofilina como estrategia antiviral (9). 

Finalmente D3 está relacionada con la producción y ensamblaje de partículas 

virales (10). La ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) representada por la 

proteína no estructural 5B (NS5B) pertenece a una familia de proteínas de anclaje a 

la membrana. Forma un complejo de replicación con otras proteínas, como core, 

NS3, NS4A, NS4B y NS5A. El dominio C-terminal de la RdRp además de servir como 

punto de anclaje a la membrana, está implicado en interacciones intramembrana 

proteína-proteína. Por tanto, tiene implicaciones para la arquitectura funcional del 

complejo de replicación del virus, y además esta asociación con la membrana es 

esencial para la replicación viral (11). La RdRp reconoce señales de transcripción 

situadas en el extremo 3' no-codificante para dar lugar a la cadena negativa del 

ARN del virus, la cual servirá de molde para producir la cadena positiva que será 

incorporada a los viriones. NS3, además de actividad proteasa, tiene actividad 

NTPasa y helicasa, induciendo probablemente el despliegue de la molécula de ARN 

durante la replicación viral. Finalmente, la progenie viral es encapsidada en 
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asociación con membranas intracelulares y alcanza el medio extracelular a través 

del aparato secretor de la célula. 

 
 
 

 
 

 

 
 
 

2.2 Variabilidad genética del VHC. Genotipos y subtipos 

 
                Los virus de ARN se caracterizan por tener una elevada variabilidad 

genética. El descubrimiento de un creciente número de variantes del VHC llevó a 

una normalización de la nomenclatura y estas variantes fueron clasificadas en 

genotipos y subtipos. En la actualidad las variantes del VHC se clasifican en 6 

genotipos definidos mediante análisis filogenético.  Los genotipos se enumeran del 

1 al 6 y los subtipos se designan como a, b, c, y así sucesivamente (12). Los 

genotipos 1a, 1b, 2a y 2b, y 3a se distribuyen de forma global y representan la 

mayoría de las infecciones en todo el mundo. El G1b es el genotipo más común en 

el mundo y predomina en Norte de África, Sur y Este de Europa (13), México, 

Venezuela, Argentina, Japón, Corea del Sur, China y Taiwán. El genotipo 1a 

Figura 1.  Genoma del VHC. 
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predomina en América del Norte, Norte Europa, Perú y Puerto Rico. Los genotipos 

2a y 2b son más comunes en América del Norte, Europa y Japón, y el G2c se 

encuentra en el Norte de Italia y en Córdoba (Argentina) (14-16). El G3 es altamente 

prevalente en el sudeste de Asia, Australia y Nueva Zelanda (17;18). El subtipo G3a, 

prevalente en el sudeste de Asia, ha ido en aumento en Europa y EE.UU, y se ha 

asociado a transmisión por drogadicción por vía intravenosa. Los genotipos 4, 5 y 6 

están más restringidos geográficamente. El genotipo 4 prevalece en Oriente Medio 

y África, aunque también se ha detectado en aumento en Europa (Italia, España, 

Grecia, Suiza, Portugal, Francia, Suecia, Polonia, Alemania y Reino Unido), EE.UU. y 

el sur de la India, reflejando patrones de inmigración en estas áreas. El G5 se 

encuentra en Sudáfrica y el G6 restringido al sudeste de Asia, ha sido aislado en 

Vietnam, Hong Kong, Sur de China, Laos, Tailandia y Mianmar.  

 

2.3 Dinámica de los virus de ARN. Quasiespecies 

 
          Los mecanismos de variación en los virus de ARN incluyen mutación, 

recombinación homóloga y no homóloga y reordenamiento génico en virus de 

genoma segmentado.  

         La causa principal de variación en los virus de ARN es la introducción de 

mutaciones, y ello es debido a: 

1-Limitada fidelidad de copia (incorporación de nucleótido correcto) de las ARN 

polimerasas y retrotranscriptasas. 

2- Ausencia de actividad correctora 3'-5' exonucleasa de la ARN polimerasa 

dependiente de ARN (19;20), durante la replicación. La tasa de mutación 

(sustitución/nucleótido/ciclo de replicación) espontánea es, pues, muy elevada. Los 

valores de tasa de mutación en la replicación de virus de ARN se han estimado del 

orden de 10-3-10-5 (20-22). En el caso del VHC la tasa de fijación de mutaciones 

(sust/nt/año) se ha calculado que es del orden de 1.5x10-3 (23). La tasa de fijación o 

acumulación de mutaciones, no obstante, no es la misma a lo largo del genoma. La 

región más heterogénea se encuentra entre las regiones estructurales E1 y E2, 
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donde se reconocen dos regiones hipervariables (HVR1 y HVR2). Otras regiones 

como core y NS3 están más conservadas y la región 5’UTR es la región con menor 

tasa de mutación, debido probablemente a las constricciones o limitaciones a 

aceptar mutaciones en una región con elevada estructura secundaria y presencia 

de señales de traducción y transcripción. Estudios cinéticos han determinado que 

se producen del orden de 1012 nuevos viriones de VHC por día en un individuo 

infectado, y se ha calculado que la vida media del VHC es de 2,7 horas (24). La 

consecuencia de esta cinética de replicación es que la población viral en un 

individuo infectado consiste en una mezcla de genomas diferentes entre sí, pero 

que están relacionados (98-99% homología), y que pueden cooperar, presentando 

una estructura que se denomina quasiespecies. La composición de las quasiespecies 

está sujeta a cambios continuos siguiendo los principios de evolución darwiniana: 

reproducción con variación genética, competición, selección y cooperación e 

interacción. El VHC presenta una estructura en quasiespecies (25;26) . 

 

 

 

          

 

 

 

 

 

          

         Los virus de ARN explotan diversos mecanismos de variación genética para 

asegurar su supervivencia (apartado 2.1). La dinámica viene marcada, en primer 

lugar, por la continua aparición y selección de mutantes que configuran la 

quasiespecies, evolucionando en un individuo infectado, y su transmisión de 

paciente a paciente usando diferentes rutas de infección. La segunda es la selección 

de diferentes cepas durante la evolución en poblaciones geográficas o 

epidemiológicas distintas (12). El modelo de quasiespecies fue originalmente 

AUSENCIA DE MECANISMO DE CORRECCIÓN DE ERRORES 

Tasa de acumulación (fijación) de mutaciones (tasa de evolución) = sustituciones/base/año

VHA:  1x10-3 -10-4

VHB: 1.4-7.9×10−5

VHC:  1.5x10-3

VHD: 3.0–5.0x10-3

VHE: 1.40–1.72x10-3

Tasa de mutación =sustitución/base/ciclo de replicación

VIH3.4 x 10-5

Tabla 1.  Tasas de mutación de diferentes virus de ARN 
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desarrollado como una teoría determinística de la evolución molecular propuesto 

por Manfred Eigen y Peter Schuster  para explicar la organización y adaptabilidad 

de los replicones primitivos a las primeras etapas del desarrollo de la vida en la 

tierra (27). Desde entonces los virus han estado considerados por los biólogos 

teóricos como sistemas de modelos experimentales que estudian la dinámica de las 

quasiespecies, y los virólogos han encontrado soporte para interpretar 

observaciones experimentales de quasiespecies en infecciones en cultivos celulares 

y en sistemas in vivo (28). Esta distribución de mutantes se demostró 

experimentalmente primero con el bacteriófago Qβ durante su replicación en el 

huésped de E. coli (21;29), y posteriormente  se ha evidenciado para muchos virus 

de ARN,  incluyendo patógenos de animales y humanos, el virus de la estomatitis 

vesicular y el “foot-and-mouth disease virus” (FMDV), el virus de la 

inmunodeficiencia humana tipo 1, y el virus de la hepatitis C (25;30-34). 

  Las quasiespecies virales se representan mediante una secuencia consenso y 

un espectro de mutantes (Figura 2). La secuencia consenso es la que presenta en 

cada posición el nucleótido más frecuente en el conjunto de genomas de la 

población y puede no estar representada en el espectro de mutantes de la 

población.  Las quasiespecies estables suelen estar dominadas por una secuencia 

más frecuente en el espectro de mutantes, de mayor eficacia biológica, que se 

denomina secuencia máster y que puede o no coincidir con la secuencia consenso 

(35). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema del concepto de quasiespecies y espectro de mutantes que la componen. Los 

genomas individuales se representan por rayas horizontales y los símbolos sobre las rayas representan 

mutaciones.  Al conjunto de mutantes se le denomina espectro de mutantes de las quasiespecies. 
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         Las quasiespecies están sujetas a continuos cambios, debido a procesos de 

selección competitiva de mutantes (26;36-38) y a la cooperación de diferentes 

variantes  con diferentes fenotipos y capacidad de replicación  (“fitness”) (39). La 

presencia simultánea de múltiples variantes genómicas (y la elevada tasa de 

generación de nuevas variantes) supone una ventaja adaptativa porque permite la 

rápida selección de mutantes con mejor “fitness”, para cambios en el medio de 

replicación, y la adaptación a infectar nuevos individuos y nuevos tipos celulares. 

        Los procesos de recombinación (especialmente en virus ARN de polaridad 

positiva) proveen a los virus ARN de un mecanismo adaptativo adicional a las altas 

tasas de mutación (40;41) y existen indicios de que también actúan en VHC (42;43). 

   La consiguiente variabilidad genética en las poblaciones virales conduce a un  

proceso evolutivo de selección natural darwiniana, en el que la diversificación de 

las poblaciones virales conlleva a la competición y a la cooperación (39).  En este 

sentido se propone que la unidad de evolución sea la quasiespecies y no el 

individuo (44).  Además de la continua aparición y selección de mutantes en un 

individuo, la transmisión de paciente a paciente usando diferentes rutas de 

infección es un mecanismo de variación genética y de adaptación (12). 

         Fitness es un término complejo que describe la adaptabilidad replicativa de un 

organismo a su medio. Para los virus de ARN, una aproximación experimental a 

“fitness” es la relativa habilidad para producir progenie infecciosa estable en un 

determinado medio ambiente (45-47). Una de las consecuencias de la estructura en 

quasiespecies de los virus de ARN es un efecto importante del tamaño de la 

población viral en la variación de “fitness” (48). Las poblaciones de virus de ARN 

sujetas a infecciones seriadas masivas en un cultivo celular bajo condiciones 

ambientales constantes tienden a ganar “fitness” en el ambiente, como resultado 

de la selección positiva de las variantes más eficaces que se generan durante la 

replicación, permitiendo la ganancia de la eficacia biológica (49). En contraste, 

sucesivos cuellos de botella poblacionales, en los que un sólo o varios genomas 

inician la infección de un modo repetitivo, ocasionarán descensos en la eficacia 

biológica, debido a la acumulación de mutaciones deletéreas (49-52). La 
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transmisión por cuello de botella alternando con transmisión poblacional in vivo 

puede haber condicionado la evolución del VHC in vivo. 

   

2.4 Infección por VHC 

          La prevalencia del VHC en la población general es de alrededor del 2.3% (160      

millones de personas infectadas). La OMS ha declarado el VHC un problema de 

salud global. Después de la infección aguda, alrededor del 50%-80% de los sujetos 

desarrollan hepatitis crónica con persistencia viral y con riesgo de desarrollar 

cirrosis hepática y/o carcinoma hepatocelular. 

         La curación espontánea del VHC ocurre aproximadamente en el 15% de los 

pacientes después de la infección primaria (53). Después de la infección por VHC, el 

curso natural de la infección por hepatitis C hacia curación espontánea o cronicidad 

depende de factores virales (huésped) y factores genómicos del paciente (Figura 3).  

 

                                                 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 3.  Factores relacionados con la evolución de la infección por VHC 
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2.5 Factores virales que influyen en la evolución de la infección por VHC hacia 

cronicidad o curación 

 

          Las tasas altas de mutación y la dinámica de quasiespecies afectan a la 

acumulación de mutaciones, las variaciones de la “fitness” y la supervivencia del 

virus. Se ha propuesto que existen 3 parámetros críticos involucrados en la 

persistencia del virus: la tasa de mutación, la tasa de replicación viral y la carga viral 

(número de partículas infecciosas en una población viral). 

         La teoría evolutiva predice que las tasas de mutación altas se ven favorecidas 

en un entorno dinámico, y las tasas de error virales pueden haber sido optimizadas 

por la selección natural. Respecto a los virus ARN, la fidelidad de replicación baja 

genera una población diversa de variantes. Si bien las variantes están en 

condiciones en general con una menor ”fitness”, pueden dominar rápidamente si 

ocurre un cambio repentino en el ambiente, como por ejemplo, una respuesta 

inmunitaria contra la población mayoritaria. Por el contrario, una población 

homogénea, generada por una alta fidelidad de replicación, carece de flexibilidad y 

ésta podría ser menos exitosa en el entorno dinámico del ambiente del huésped 

(54).  

         La distribución en quasiespecies tiene numerosas implicaciones biológicas 

tales como el establecimiento de infección persistente por selección de mutantes 

de escape frente a los anticuerpos neutralizantes y linfocitos T, la selección de 

mutantes resistentes a fármacos antivirales, los cambios en la virulencia o 

patogenicidad del virus, y selección de mutantes de escape frente a vacunas, entre 

otras. La rápida evolución de los virus de ARN conlleva serios problemas para el 

desarrollo de vacunas. 
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2.5.1 Complejidad de la población viral 

 

        Se ha postulado que un aumento en la diversidad de la quasiespecies se asocia 

con una mayor virulencia (39). En este sentido, los pacientes infectados por el VHC 

que sufrieron poca evolución durante la fase aguda de la infección, se recuperaron 

completamente, mientras que los pacientes en los que la quasiespecies evolucionó 

rápidamente desarrollaron una infección crónica (55). En cuanto a la respuesta al 

tratamiento, se ha demostrado que cuanto más homogénea es la población mejor 

respuesta se consigue al tratamiento combinado pegIFN+RBV. Esto se demuestra 

porque el 80% de pacientes tratados en fase aguda (cuando se produce una 

homogeneización de la población) consiguen una RVS independientemente del 

genotipo, mientras que en fase crónica cuando la población viral es más compleja, 

la eficacia es menor y depende del genotipo,  tan sólo se consiguen respuestas del 

30-45% para genotipos 1 y 4, siendo del 80% para 2 y 3.  

       Además, el modo de transmisión también puede ser otro de los factores que 

determinen la transición de la infección aguda a persistente, debido a la trasmisión 

más o menos limitada de un número físico de viriones.  

2.5.2 Modo de transmisión del VHC 

       
          La transmisión del VHC a un nuevo paciente es una oportunidad única para 

identificar características virales asociadas con la evolución de la enfermedad. El 

modo de transmisión del VHC asociado a la cantidad de virus transmitidos podría 

ser uno de los factores clave para la transición de infección aguda a persistente.                    

En primer lugar, cuando se produce la transmisión masiva de partículas virales, por 

ejemplo por transfusión o durante la recurrencia de la infección después de un 

transplante hepático asociado a estado final de enfermedad hepática, la infección 

se convierte en persistente en el 80-100% de los casos respectivamente. 

         Por otro lado, en situaciones en que se transmite un inóculo pequeño (por 

exposición accidental a pinchazos con aguja infectada, relaciones sexuales, tatuaje, 

acupuntura o transmisión vertical madre-hijo) se han demostrado tasas medias de 
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transmisión del orden de 4-7% y la prevalencia de anticuerpos detectables anti-VCH 

es aproximadamente del rango entre 0,1% a 2,4% (56-60). Aún más interesante es 

que el 40% de parejas de portadores crónicos VHC+ tienen respuesta inmune CD4 

de memoria específica contra NS3 en ausencia de evidencia clínica, molecular y 

serológica de exposición, lo cual sugiere que se ha producido una infección 

subclínica con eliminación completa del virus (61). Paralelamente, se ha detectado 

respuesta específica de células T contra proteínas no-estructurales del VHC en el 

30% de individuos que han tenido contactos sexuales con pacientes con infección 

aguda C, y una vez más en ausencia de viremia detectable o seroconversión a 

anticuerpos. El riesgo menor de desarrollar persistencia viral después de la 

exposición a un inóculo viral pequeño, se ha relacionado con un fenómeno de 

cuello de botella genético (50;52;62-64). El cuello de botella genético definido 

como la transmisión de un número limitado de partículas virales, se relaciona con 

una reducción drástica y al azar de la diversidad viral. Estas partículas llevarán una 

cierta carga mutacional que puede limitar su capacidad de generación de variantes 

comparado con lo que ocurriría si se transmitiera una gran población (65). La carga 

mutacional y el escaso número de variantes, será un límite que tiene el virus para 

conseguir superar la respuesta inmune antiviral con la finalidad de persistir. 

 

2.5.3 Evasión del sistema inmune 

                 

               Algunos cambios fenotípicos de los virus están mediados por una sola 

sustitución de un nucleótido o aminoácido. Para tener valor adaptativo, un cambio 

genético mínimo no sólo debe de ser producido por la maquinaria de copia del 

genoma, sino que no debe suponer un coste de “fitness” de tal intensidad que no 

disminuya la proporción de mutantes por debajo de su nivel mínimo de umbral de 

expresión (66). Cuando se cumplen estos requisitos, el mutante estará 

representado en la quasiespecies con una frecuencia tal que las características 

fenotípicas asociadas con el mutante estarán expuestas a los eventos de selección.  
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Los mutantes más frecuentes de este tipo son: mutantes de escape a inhibidores o 

a respuesta específica de linfocitos T CD4+ y/o CD8+. 

         Los mutantes de escape a respuesta inmune del VHC, y su implicación en la 

persistencia viral, han sido descritos durante la infección de chimpancés. Estos 

estudios sugieren que una respuesta T CD8+ enfocada a pocos epítopos, junto con 

la aparición de mutantes de escape, promueve la persistencia del virus, mientras 

que una respuesta CD8+ amplia y temprana, favorece la eliminación del virus 

(67;68). La contribución de mutantes que eluden el reconocimiento de células T 

CD4+ “helper” o linfocitos T CD8+ citotóxicos (CTL)  han sido descritos para 

numerosos sistemas de huésped-virus (69;70). La cinética de replicación viral en 

relación con el momento de la respuesta inmune del huésped puede ser crucial 

para la eliminación del virus.  Esto significa que se produce una generación de 

variantes antigénicas del VHC que compiten entre ellas, y que la capacidad de estas 

variantes para convertirse en dominantes, depende de la generación e intensidad 

de las respuestas de las células T CD4+ y CD8+. 

 

2.5.4  Resistencia a drogas antivirales 

 
                Las mutaciones de resistencia a drogas antivirales, supone un gran 

inconveniente en el tratamiento de la infección crónica por el VHC. La estructura en 

quasiespecies de los virus de ARN predice la presencia en cualquier paciente de 

todas las posibles variantes genómicas que portan sustituciones nucleotídicas 

simples en cada posición, condicionando la “fitness” relativa de cada mutante 

individual. La presencia en un huésped de todos los simples, dobles o triples 

mutantes depende de la carga viral (con 4x104 partículas todos los simples 

mutantes podrían estar representados, con 1.6x109 partículas todos los dobles 

mutantes y con 6 x1013 partículas todos los simples, dobles y triples mutantes). Con 

niveles elevados de replicación del VHC en un paciente no tratado con antivirales 

(1012 partículas virales por día), mutaciones puntuales en cada posición del genoma 

surgen al menos una vez al día, de este modo, todos los mutantes resistentes son 

constantemente generados.  
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    Los  mutantes resistentes a antivirales son menos eficientes en la replicación 

que los virus “wild-type (wt)” y en la ausencia de terapia antiviral, representan 

mutantes minoritarios. Durante el tratamiento con antivirales, los mutantes son 

seleccionados y surgen como componentes dominantes de la población viral que 

conllevan al fallo del tratamiento. Además, las mutaciones compensatorias 

seleccionadas en el mismo genoma contribuyen a la recuperación de la “fitness” 

(71). Cuando se interrumpe el tratamiento, si dichas mutaciones son menos 

competitivas que otras, podrían ser seleccionadas negativamente y quedar 

relegadas a una población minoritaria, generando una memoria en la quasiespecies 

(72). En VHC se ha observado la persistencia de las mutaciones de resistencia a 

inhibidores de NS3 incluso aproximadamente a los 5 años (73) después de parar el 

tratamiento con desaparición del mutante. El re-tratamiento de estos pacientes con 

el mismo antiviral podría suponer la reaparición del mutante con mayor celeridad.  

 

2.6  Factores del paciente que influyen en la evolución de la infección por VHC 

hacia cronicidad o curación 

         La evolución de la infección por VHC varía sustancialmente entre los diferentes 

individuos. Los factores genéticos del hospedador también tienen un papel 

determinante en dicha evolución, y son: factores personales (edad, peso, sexo, 

etnia) y de enfermedad (fibrosis, obesidad, esteatosis hepática, LDL colesterol o 

resistencia a insulina) junto con la respuesta inmune e inflamatoria dirigida por 

polimorfismos de HLA, heterogeneidad celular, variaciones en la temperatura, etc., 

que pueden influir en el resultado de la infección hacia cronicidad o resolución 

espontánea (74-77). Recientemente, se han descrito polimorfismos en el ADN 

genómico directamente asociados a RVS y a la resolución espontánea de la 

infección aguda por el VHC (78).  
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2.6.1  IL-28B 

          En el año 2009 se realizó un estudio de asociación de genoma completo 

(genome wide association study-GWAS-) en un grupo de más de 1600 pacientes 

VHC+ de diferentes etnias, que recibieron tratamiento con interferón pegilado 

(IFN)-α 2a o 2b y ribavirina (RBV), para identificar variantes genéticas predictoras de 

respuesta al tratamiento en la hepatitis C crónica (79). Se identificó un 

polimorfismo de nucleótido único (SNP) en el cromosoma 19 (19q13.2), 

rs12979860, fuertemente asociado con respuesta virológica sostenida (RVS). Este 

SNP está localizado 3kb “upstream” del gen IL28B, que codifica el interferón  λ de 

tipo III (IFN-λ3). La familia de los interferones λ IFN-λ1, 2 y 3 (también denominados 

IL-29, IL28A e IL-28B) son un grupo de citoquinas antivirales relacionados con la 

familia de IFNs tipo I e IL-10. El genotipo C/C en rs12979860 fue asociado a RVS con 

una tasa 2.5 veces superior (dependiendo de la etnia) que el genotipo T/T. El 

genotipo C/C favorable fue más común en Caucásicos que Afro-Americanos. 

También se describió en un estudio que la misma variante IL-28B también estaba 

asociada con una mayor probabilidad de curación espontánea tras la infección 

aguda por virus (80).  Otro estudio GWAS  desarrollado en pacientes japoneses con 

infección por VHC de genotipo 1 puso de manifiesto otro SNP (rs8099917-localizado 

8kb “upstream” del gen IL28B) como la variante más fuertemente asociada a RVS 

(81). Este mismo SNP también fue identificado en una cohorte de 293 pacientes 

australianos infectados con VHC de genotipo 1 (82). 

2.6.2 Sistema inmune 

 
              El perfil de respuesta inmune frente a VHC ha sido ampliamente estudiado en 

humanos y chimpancés, y ha permitido determinar la correlación entre el tipo y 

vigor de la misma y la persistencia o resolución de la infección. En la infección 

aguda, la replicación viral es detectable durante la primera semana, alcanzando 

niveles máximos 4 semanas después de la exposición. La respuesta de las células 

CTL se desarrolla por completo coincidiendo con los valores máximos de 

transaminasas hepáticas. Estas células efectoras CTL tempranas no producen IFN-γ, 
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pero son eficientes en la destrucción de hepatocitos infectados. En muchos casos 

una respuesta Th1 CD4 multiespecífica aparece posteriormente y coincide con una 

fuerte disminución del nivel de ARN del VHC, normalización de ALT, y un cambio de 

CTLs hacia una población productora de IFN-γ. Los perfiles de activación hepática 

en fase aguda en chimpancé han demostrado una correlación directa entre la 

“upregulation” de genes inductores de IFN-γ y la inhibición de la replicación viral 

(83;84).  Entre los individuos que resuelven la infección, las respuestas específicas 

se mantienen indefinidamente, mientras que los anticuerpos declinan 

progresivamente, y eventualmente, desaparecen décadas después de la exposición 

(85). Esto explica la detección frecuente de la respuesta inmune celular en 

individuos VHC seronegativos (86), y especialmente entre los cónyuges de los 

portadores crónicos (61). Otro factor del huésped que influye en el resultado de la 

infección es la respuesta inmune de las células T ejercida durante la infección 

aguda. Una respuesta inmune sostenida y multiespecífica de células T CD4+ y CD8+ 

tipo Th1 (producción de IFN-γ e IL-2) dirigida contra las proteínas no estructurales 

del VHC, principalmente contra la proteína NS3, está está fuertemente asociada 

con la eliminación del virus con éxito durante la fase aguda de la hepatitis. En un 

estudio se identificaron 13 epítopos de células CD4 dentro de la región NS3-NS4 

que fueron reconocidos por >30% de pacientes con infección aguda o resuelta por 

VHC (87). Si esta respuesta es limitada en el tiempo con cambio hacia respuesta 

tipo Th2 caracterizada por la producción de IL-10, IL-4 y respuesta de anticuerpos,  

va seguida por el rebrote viral y persistencia (88-94). 

 

2.6.3 Otros factores 

                  Una serie de estudios han demostrado que polimorfismos en el complejo 

mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase II están relacionados con la evolución 

de la infección por VHC. Los genes del CMH de clase II controlan la respuesta 

inmune a través del reconocimiento de péptidos antigénicos. Las 

moléculas HLA son glico-proteínas de la superficie celular que se unen a péptidos y 

lo presentan a células CD4 T-“helper” durante la respuesta inmune. En humanos 
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algunos alelos de MHC clase II se han asociado con persistencia o resolución de la 

infección por VHC (95), en concreto, los haplotipos HLA clase II DRB1*0101, 

DRB1*1101, DQB1*0301,  DQB1*0302 y DQB1*0501 se han relacionado con la 

resolución espontánea de la infección por VHC (96-101). Con respecto al haplotipo 

HLA-DRB1*1501, se ha identificado en la literatura un epítopo Th1 (1388-1407) 

restringido a este HLA y mutantes de escape en esta región, pueden atenuar o 

inhibir la proliferación de las células T (89;102). Otros haplotipos de HLA de clase II 

como DQB1*02 y DQB1*06 han sido relacionados con persistencia de la infección 

(101).          

        En los últimos años, factores del huésped  han sido fuertemente asociados con 

el resultado del tratamiento estándar del VHC (SOC). Por lo tanto, para predecir con 

exactitud la respuesta al tratamiento estándar se requiere la identificación de estos 

factores asociados con la respuesta al tratamiento, para diseñar estrategias 

individualizadas de tratamiento. La disponibilidad en la actualidad de plataformas 

de alto rendimiento de secuenciación de poblaciones virales y de polimorfismos del 

huésped podría facilitar la optimización  del tratamiento. 

 

2.7 Plataformas de secuenciación “high-throughput” 

 
         En 1990 se firmó el “Proyecto Genoma Humano”. Más tarde, en 1995, se 

publicó el  primer genoma secuenciado de un organismo de vida libre, Haemophilus 

influenzae. En el año 2001, años antes de lo que se tenía previsto, se publicó el 

primer borrador del genoma humano, que costó casi 3000 millones de dólares para 

leer 3000 millones de nucleótidos (1$/nt). La necesidad de reducir costes de 

tiempo, trabajo y económicos, llevó al diseño de los secuenciadores de segunda 

generación y tercera generación, capaces de generar cientos de miles de reacciones 

en paralelo (secuenciadores de verdadero alto rendimiento [high-throughput]) 

gracias a la inmovilización de las reacciones en una superficie sólida. 

        Actualmente se encuentran en el mercado cinco tipos de secuenciadores de 

ADN de alto rendimiento (Tabla 2). 

 
Tabla 2. Comparación de las distintas plataformas de secuenciadores 
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Equipo Compañía Método de secuenciación
Máximo Longitud de 

lectura  (pb)

Número de reads  

(x10
6
)

GS-FLX (454) 1000 1

GS-Junior 400 0,1
Miseq 150 3,4

Genome Analyzer llx 150 320

HiSeq 1000 100 1500

HiSeq 2000 100 300

5500 75 800

5500xl 75 1600

Ion Torrent
emPCR/secuenciación real 

time
>400 6,2

Pac Bio RS
Pacific Biosciences/Gen-

Probe

molécula 

única/secuenciación real 

time

1200 1200

Nanopore Oxford Nanopore molécula única

Applied Biosystems

emPCR/pirosecuenciación

454 Life Sciences/Roche 

Diagnostics
emPCR/pirosecuenciación

Illumina

captura 

sólida/terminadores 

reversibles

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

         La primera aproximación a la secuenciación masiva en paralelo está basada en 

la pirosecuenciación del ADN. Se trata de una técnica no fluorescente que mide la 

liberación de pirofosfato en una reacción de polimerización mediante una serie de 

reacciones enzimáticas acopladas que liberan un fotón de luz cada vez que se 

incorpora un nucleótido; producen una imagen que se analiza para proporcionar 

flujogramas que, una vez interpretados por el ordenador, devuelven las secuencias 

de nucleótidos. El primer modelo comercial, el GS20, era capaz de secuenciar hasta 

20 millones de bases en 4 horas (1 millón de secuencias de 250 bases). Mejorando 

simplemente la cinética de la reacción química de secuenciación, en el año 2007 

apareció el modelo GS-FLX, capaz de producir hasta 100 millones de bases en un 

tiempo similar y en 2009 el GS-FLX-Titanium que genera secuencias clonales de 

400-600 bases, duplicando la efectividad del modelo anterior. En 2011 apareció el 

GS-FLX Titanium plus que proporciona secuencias clonales de un tamaño de 800-

1000 bases. La longitud de las lecturas generadas se acerca a las obtenidas por el 

método de Sanger, lo que las convierte en ideales para la secuencia de genomas de 

novo. Al mismo tiempo, otras 2 compañías desarrollaron otro tipo de tecnologías 

para la secuenciación masiva en paralelo del ADN. El sistema Illumina (Illumina, Inc, 

San Diego, CA) utiliza un método basado en la polimerización del ADN, donde en 

primer lugar, se realiza un fraccionamiento del genoma, seguido de una 
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amplificación clonal de fragmentos de ADN sobre la superficie sólida de una celda 

de flujo.  El ADN es secuenciado a través de la polimerización con deoxinucleótidos 

fluorescentes (103). La 3ª tecnología es SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide 

Ligation and Detection) comercializada por Applied Byosystems (Applied 

Byosystems, Carlsbad, CA).  Esta tecnología secuencia por ligación de octámeros 

marcados de secuencia conocida a la cadena de ADN, con la posterior detección de 

la señal fluorescente emitida tras cada ligación. El sistema SOLID usa una PCR en 

emulsión para enriquecer el ADN clonal fijado a microesferas.  Las esferas se 

transfieren a un chip de flujo, y el ADN se secuencia por ligación con cebadores 

fluorescentes. Estas 2 tecnologías generan millones de secuencias cortas (50-100 

bases). Estos métodos son adecuados para resecuenciación cuando una secuencia 

de referencia está disponible (genoma humano o transcriptoma) y la longitud de 

lectura es suficiente para identificar un gen conocido. También se pueden utilizar 

para identificar sustituciones individuales en genes virales, tales como las asociadas 

con resistencia a drogas. Sin embargo, las lecturas cortas no se pueden utilizar para 

establecer “linkage” entre sustituciones ubicadas en la misma secuencia, que son 

requeridas para estudios de resistencia viral. Otras tecnologías en desarrollo 

incluyen al Ion Torrent (Applied Biosystems), en la cual la emulsión de PCR de los 

amplicones se carga en un chip semiconductor, la adición de nucleótidos durante la 

reacción de polimerización genera iones H+, que inducen cambios locales de pH que 

se detectan y se miden (104). La tecnología PacBioRS (Pacific Biosciences, 

GenProbe, Menlo Park, CA) en la cual el ADN sin amplificar de la librería de simple 

se transfiere a un sistema óptico que amplifica las señales fluorecescentes 

formadas por cada moléculas de ADN clonal, procesado por miles de moléculas de 

polimerasa (105). El proceso más novedoso, y que está en desarrollo, tiene que ver 

con el uso de nuevos materiales (el grafeno) que utiliza la tecnología Nanoporo 

(Oxford Nanopore), cuyo objetivo es secuenciar moléculas individuales sin 

amplificar ni manipular. Esta técnica utiliza cargas eléctricas para impulsar en un 

chip de Silicon, cadenas de ácidos nucleicos a una velocidad constante a través de 

nanoporos de 50 nanómetros. Luego 2 electrodos miden la magnitud de corriente 

proveniente de cada base que pasa a través del nanoporo de manera que cada 
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nucleótido que atraviesa el nanoporo genera un cambio de corriente diferente. 

Estas tecnologías están en constante evolución y han revolucionado el concepto de 

secuenciación (106). 

 

 

 

 

 

 

High-throughput sequencing
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Figura 4. Diferentes técnicas de secuenciación de última generación 
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3 ESTUDIO 1:”EFFECT OF BOTTLENECKING ON EVOLUTION OF THE 

NONSTRUCTURAL PROTEIN 3 GENE OF HEPATITIS C VIRUS DURING 

SEXUALLY TRANSMITTED ACUTE RESOLVING INFECTION” 

 

3.1 Hipótesis:  

          Las parejas sexuales de pacientes infectados con el VHC, presentan a menudo 

respuestas específicas de células T en ausencia de seroconversión, sugiriendo la 

resolución espontánea de la infección. El riesgo bajo de persistencia del virus 

después de la exposición sexual podría estar relacionado con la transmisión de un 

número limitado de partículas virales (“genetic bottleneck”). 

  

3.2 Objetivo:  

          El objetivo fue el estudio de la diversificación de la secuencia del gen NS3 en 

un paciente con infección crónica y las características de las quasiespecies virales 

antes y después de la transmisión en un hospedador nuevo, su pareja, que 

desarrolló una infección aguda con resolución espontánea, mediante secuenciación 

clásica por Sanger. 

 

3.3 Resumen:  

           Alrededor del 20% de los pacientes expuestos al VHC resuelven 

espontáneamente la infección. La recuperación es más común entre los pacientes 

con hepatitis aguda y que se han infectado por inóculos pequeños, como los 

producidos por pinchazos accidentales, uso de drogas intravenosas y por transmisión 

sexual (56-58;60). Así, una complejidad menor de la quasiespecies viral resultante de 

inóculo pequeño que ha pasado por un fenómeno de “cuello de botella genético” se 

ha asociado a una mayor tasa de resolución espontánea.  La transmisión sexual del 

VHC es un tema que genera controversia.  Sin embargo, evidencias de estudios de 

parejas regulares de pacientes por VHC han demostrado que existe un riesgo bajo de 
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transmisión por VHC, y una posible razón podría ser la presencia de ARN del VHC en 

el semen en un nivel reducido (<200copias/ml-(107). En el estudio 1 que se adjunta, 

se analizó un caso en que el VHC se transmitió de un paciente con infección crónica 

por VHC (denominado paciente A) a su pareja (paciente B), después de la eliminación 

de un dispositivo intrauterino, causante de lesiones vaginales y que probablemente 

facilitó la transmisión del VHC del semen a la sangre. A partir de las muestras de 

suero de ambos pacientes, obtenidas lo más cerca posible del momento de la 

transmisión (septiembre/octubre 1998), se analizaron 12 clones tanto del paciente A 

(VHC crónico) como del paciente B (infección aguda) con la técnica de clonación-

secuenciación por Sanger.  La comparación de los parámetros de quasiespecies en el 

aislado del paciente A comparado con el aislado de su pareja (paciente B), reveló una 

heterogeneidad elevada y una proporción baja de mutaciones no-sinónimas en la 

muestra origen. El árbol filogenético consenso construido con secuencias 

nucleotídicas promedio consecutivas del paciente A y 24 clones de ambos pacientes 

mostró que todas las secuencias del paciente B se agruparon con el clon A3 

(procedente del paciente A-VHC crónico), esto sugiere un fenómeno de cuello de 

botella durante la transmisión.  La drástica reducción en el número y diversidad de 

las partículas infecciosas que originan la infección después de la exposición sexual al 

VHC, junto con la reducida adaptabilidad de los genomas de muestras aleatorias con 

mutaciones deletéreas, podrían ser causantes de la limitación de la generación de 

mutantes capaces de superar la presión selectiva ejercida por la respuesta inmune 

innata y adaptativa en el nuevo hospedador. La caracterización de las poblaciones 

virales en el origen de la infección, y también durante la progresión hacia cronicidad 

es una información fundamental para la comprensión de la patogénesis y el diseño 

de vacunas. En este trabajo se midió la tasa global de fijación de mutaciones o tasa 

de evolución a partir de la secuencia directa del producto de PCR de 5 muestras 

secuenciales de suero del paciente A (1993, 96, 97, 98, 2001). La tasa global de 

fijación de mutaciones o tasa de mutación, estimada por el análisis de regresión de 

las secuencias consenso de más de 8 años, fue de 1,5x10-3 mutaciones/nt/año, una 

tasa relativamente estable con pequeñas fluctuaciones entre las muestras. Las 

limitaciones técnicas en el estudio de poblaciones complejas en el tiempo en que se 
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inició  el trabajo y la reciente aparición de las técnicas de “high-throughput” han 

inducido a estudiar con más profundidad este trabajo que se presenta en el estudio 

3.  
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4 ESTUDIO 2:”NATURALLY OCURRING NS3-PROTEASE-INHIBITOR 

RESISTANT MUTANT A156T IN THE LIVER OF AN UNTREATED 

CHRONIC HEPATITIS C PATIENT” 

 

4.1 Hipótesis   

 
         Las mutaciones de resistencia a antivirales del VHC son generadas 

constantemente dentro de la quasiespecies de todos los pacientes con infección 

crónica por VHC de manera natural. Estos mutantes aparecen como componentes 

minoritarios en la población viral de un paciente crónico antes del tratamiento. Se 

estudiará la presencia de estos mutantes mediante clonación-secuenciación por 

Sanger.  

 

4.2 Objetivo 

 
          Estudio de la presencia de mutantes de resistencia a inhibidores de la 

proteasa NS3 en un paciente VHC crónico no tratado con estos antivirales. 

 

4.3 Resumen  

 
          El tratamiento actual de la infección por VHC consiste en la combinación de 

ribavirina con interferón pegilado, que conduce a una respuesta virológica 

sostenida en aproximadamente el 30-45% de los pacientes infectados por VHC 

genotipo 1. Dada la eficacia limitada del mismo y el desarrollo frecuente de efectos 

adversos, se están desarrollando tratamientos más eficaces. Más de 50 nuevos 

antivirales (inhibidores de  la proteasa NS3, NS5A y de la ARN-polimerasa NS5B), 

globalmente designados DAAs (“Direct antiviral agents”), e inhibidores de proteínas 

celulares esenciales en el ciclo biológico viral (ciclofilina B), están actualmente en 
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diferentes fases de estudios clínicos, algunos en fase III,  que combinados con el 

tratamiento estándar, han reportado resultados prometedores en pacientes con 

VHC genotipo 1. La causa principal de fallo al tratamiento con estos inhibidores es 

la aparición de mutaciones de resistencia.  

          A partir del conocimiento de la enorme variabilidad que presenta el VHC, el 

objetivo de nuestro trabajo fue buscar mediante clonación y secuenciación por 

Sanger, si estos mutantes estaban presentes en la población viral de un aislado de 

hígado de un paciente crónico. 

          A partir de una biopsia hepática de un paciente no tratado con inhibidores de 

proteasa, se obtuvieron un total de 128 clones del dominio NS3-proteasa (567 

nucleótidos) mediante la técnica de clonación-secuenciación por Sanger. El estudio  

confirmó que es una región muy conservada, donde el 86% (110/128) de las 

secuencias fueron iguales, representando una secuencia máster que coincidió con 

la secuencia consenso. El resultado principal fue la detección de una mutación, el 

cambio de una Alanina por una Treonina en la posición 156 (A156T) en la 

quasiespecies viral del paciente A, con una frecuencia cercana al 1%. La mutación 

A156T se ha descrito en la bibliografía que confiere niveles elevados de resistencia 

a los inhibidores de NS3: telaprevir y boceprevir (aprobados para su uso en clínica). 

          La presencia de mutaciones que confieren resistencia a antivirales, en un 

paciente, no tratado es una consecuencia directa de la continua generación de 

variantes, y este hecho representa un inconveniente importante en el tratamiento 

de las enfermedades virales. 

          Estudios diferentes de secuenciación directa han puesto de manifiesto 

variantes resistentes como cepas dominantes preexistentes en las posiciones V36, 

T54, R155, D168 Y V170 de la proteasa en el 0,2-2,2% de los pacientes (108-111). La 

aparición rápida de variantes resistentes durante el tratamiento con agentes 

antivirales en monoterapia sugiere que estas cepas virales pre-existen en la 

población viral.  Esto sugiere la necesidad de caracterizar el perfil de resistencia a 

los agentes antivirales del VHC con el fin de aumentar la comprensión de los 

mecanismos de mutaciones de resistencia. 
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          Dada la limitación de la clonación y secuenciación por Sanger y la aparición de 

las técnicas de secuenciación de alto rendimiento, se analizó la población viral de 

este paciente con una mayor profundidad y de otros aislados de pacientes con 

infección por VHC en el estudio 3. 
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5 ESTUDIO 3: IDENTIFICACIÓN DE FACTORES VIRALES Y DEL 

PACIENTE INVOLUCRADOS EN RESOLUCIÓN O CRONICIDAD 

 

5.1 INTRODUCCIÓN 

 
         Después de la infección por el VHC, el curso natural de la infección hacia la 

resolución espontánea o cronicidad depende de: 

 

5.1.1 Factores virales (huésped)   

5.1.2 Factores genómicos del paciente (hospedador).  

 

5.2 OBJETIVOS 

 
         El objetivo de esta última parte fue el estudio de factores virales y del paciente 

que podrían ayudar a explicar la evolución hacia cronicidad o resolución 

espontánea, mediante secuenciación masiva con la plataforma 454-FLX (Roche 

Diagnostics).  Debido a la importancia del tamaño del inóculo viral que se 

transmite, se estudiaron 3 rutas diferentes de transmisión del VHC comparando la 

fuente (paciente crónico) y el receptor: (i) transmisión de un número bajo de 

partículas por cuello de botella genético (pacientes A y B), (ii) transmisión de un 

número indeterminado de virus (pacientes C y D) (iii) la transmisión masiva de 

partículas desde un paciente antes y después del trasplante de hígado (paciente 

Epre Y Epost). La descripción de pacientes se encuentra en el apartado 8.1 de 

Materiales y Métodos. Se estudiaron 6 aislados de suero de 5 pacientes. 
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Pacientes 
HLA A HLA B HLA C HLA-DR HLA-DQ
A*201 B*0702 Cw*0702 DRB1*0102 DQB1*0501

DRB1*1501 DQB1*0602
HLA-DRB5*

A*6601 B*4102 Cw*0102 DRB1*0402 DQB1*0301

A*6901 B*5501 Cw*1701 DRB1*1101 DQB1*0302

DRB3*02

DRB4*

A*02 B*18 DRB1*03 DQB1*02

A*25 DRB1*13 DQB1*06

  Haplotipos de HLA

Paciente B 

(curado)

Paciente D (inicio 

de cronicidad)

Paciente E 

(paciente 

transplantado)

ND

HLA de clase I HLA de clase II

Paciente A 

(crónico)

Paciente C 

(crónico)
ND

5.3 RESULTADOS 

 

Factores genómicos del paciente 

5.3.1 Haplotipos HLA 

         El paciente B presentó 3 haplotipos MHC clase II y 1 haplotipo MHC clase I 

asociados con resolución de la infección (Tabla 3).  Los alelos de clase II DRB1*1101, 

DQB1*0301 y DQB1*0302 se han relacionado con resolución espontánea de la 

infección (96;98;101). El paciente A presentó 2 haplotipos de HLA clase II sobre los 

cuales existe cierta discrepancia sobre su implicación en curación, el HLA 

DQB1*0501 que se asoció con resolución de la infección en una cohorte de 

pacientes de Irlanda (112) y el haplotipo HLA-DRB1*1501, sobre el cual se 

indentificó un epítopo Th1 (1388-1407) restringido a este HLA, donde mutantes de 

escape en esta región, pueden atenuar o inhibir la proliferación de las células T 

(89;102).  El paciente D presentó 2 haplotipos de clase II que se han relacionado 

con persistencia de la infección (101). En este estudio no se disponen de datos de 

haplotipos de HLA de los paciente C y E. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Haplotipos de HLA  de los pacientes A, B, C, D y E. 
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Tabla 4.  SNP “upstream” del gen IL28B  
 

SNP IL28B

GENOTIPOS ASOCIADOS A 

CURACIÓN ESPONTÁNEA O 

SVR

PACIENTE A 

(crónico)

PACIENTE B 

(curación)

PACIENTE C  

(crónico)

PACIENTE D 

(crónico)

PACIENTE E 

(crónico)

rs12979860 CC CT CC ND CC TT

5.3.2 Genotipo Il28B 

          

        Los pacientes agudos,  B y D fueron homocigotos para el genotipo favorable de 

IL28 CC en el SNP rs12979860, mientras que el paciente crónico A fue heterocigoto 

(CT) y el paciente E presentó un genotipo TT desfavorable (78;79). Importante 

destacar que el paciente D, a pesar de ser CC, el virus había conseguido superar a la 

respuesta inmune y estaba en vías de cronificar. 

 

 

 

 

        En resumen, el paciente B curado, tenía el genotipo favorable para el 

polimorfismo rs12979860 del gen IL28 y haplotipos de HLA clase I y II asociados con 

curación. El paciente crónico A tenía un genotipo intermedio CT de IL28 y algún 

haplotipo favorable de HLA. El paciente D también poseía el genotipo CC favorable 

de IL28, pero presentó polimorfismos de HLA relacionados con persistencia. El 

paciente E presentó el genotipo desfavorable TT en IL28 (HLA desconocido).  Estos 

datos serian indicativos de que el paciente B tiene más probailidades de curación, 

que los pacientes A, D y E.  Los datos genéticos, tanto de IL28 como HLA, deben 

traducirse en una respuesta funcional (fenotipo), es decir, en un efecto sobre la 

respuesta inmune y sobre la dinámica de la población viral. 
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Factores virales 

 

         La complejidad viral en los pacientes incluidos en este estudio se caracterizó 

por una serie de parámetros (descrito en materiales y métodos apartado 8.3.6 

página 139) que permitieron el desarrollo de estudios comparativos entre 

poblaciones. Se analizó el gen NS3  para cubrir toda la región (y teniendo en cuenta 

que el GS-FLX química Titanium permite la secuenciación de fragmentos de 400 

nucleótidos) se dividió la NS3 en 7 amplicones superpuestos (ver en pacientes 

materiales y métodos Figura 22) obtenidos utilizando cebadores específicos (ver en 

pacientes Materiales y Métodos Figura 22 Tabla 16). Un amplicón es un fragmento 

de ADN o ARN que se amplifica mediante unos cebadores específicos. Las 

amplificaciones se enumeraron del 1 al 7 desde el extremo 5 'al extremo 3' de la 

región codificante NS3. 

 

5.3.3  Análisis a nivel de nucleótidos de la complejidad viral de la quasiespecie 

         

            La complejidad de las poblaciones virales se representó por los parámetros 

de diversidad nucleotídica (Pi), frecuencia de mutación (Mf) y entropía de Shannon 

normalizada (Sn) para los  6 pacientes incluidos en este estudio (Tabla 5). 

           El análisis de complejidad de la población viral de la pareja de paciente A y B 

a nivel de nucleótidos mostró como, después de la transmisión por cuello de botella 

y en la fase aguda, se produjo una homogenización importante de la población viral 

con una diferencia de una orden de magnitud (por ejemplo, los valores promedios 

de Pi fueron 5,9E-03 v 6,13E-04; Mf= 4,125E-03 v 3,33E-04). La complejidad no se 

distribuyó de la misma manera lo largo de la región NS3 (ver amplicón por amplicón 

en Tabla 5). 
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          En el caso del paciente E, después del transplante, la disminución de la 

complejidad fue de 1/3, mientras que en los pacientes C y D, tan sólo disminuyó a la 

mitad. 

         Por tanto, en las 3 situaciones clínicas diferentes, tan sólo el paciente B que se 

curó de manera espontánea, presentó una reducción importante de la complejidad 

(1 log). 

          La  complejidad no fue homogénea en los 7 amplicones de cada uno de los 

pacientes estudiados (Tabla 5). El estudio de complejidad abarcando fragmentos 

nucleotídicos grandes puede enmascarar que la variabilidad se concentre en 

subregiones del genoma estudiado. Para determinar con mayor exactitud cómo se 

distribuía la variabilidad a lo largo de un segmento genómico, se realizó el estudio 

de complejidad por ventanas de 50 nts que van corriendo de 10 en 10 nts a lo largo 

del genoma (en cada paso se solapan 40 nts con la ventana anterior). 
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Tabla 5. Indicadores de complejidad de quasiespecies (diversidad de nucleótidos, frecuencia de  mutación y 

entropía normalizada de Shannon) por amplicón a nivel de nucleótidos. * En el amplicón 1 del paciente D no 

existe un número suficiente de secuencias para realizar el estudio de complejidad de la población viral. 

Amplicones A B A/B C D C/D Epre Epost Epre/Epost

3297-3634 1,005E-02 2,284E-04 44,00 2,995E-03 0,000E+00 * 9,358E-03 4,011E-03 2,33
3555-3944 5,542E-03 5,034E-04 11,01 2,952E-03 2,017E-03 1,46 1,265E-02 3,224E-03 3,92

3840-4196 8,790E-03 5,097E-04 17,25 4,132E-03 1,526E-03 2,71 3,251E-02 5,936E-03 5,48
4062-4391 1,308E-02 9,867E-04 13,26 4,500E-03 1,886E-03 2,39 2,302E-02 6,147E-03 3,74

4302-4661 4,613E-04 6,366E-04 0,72 3,613E-03 2,175E-03 1,66 1,295E-02 4,520E-03 2,87
4614-4986 7,219E-04 1,002E-03 0,72 1,736E-03 8,309E-04 2,09 1,247E-02 6,279E-03 1,99

4926-5281 2,761E-03 4,282E-04 6,45 2,483E-03 6,825E-04 3,64 1,009E-02 7,148E-03 1,41
media 5,915E-03 6,136E-04 9,64 3,236E-03 1,520E-03 2,13 1,615E-02 5,324E-03 3,03

Amplicones A B A/B C D C/D Epre Epost Epre/Epost

3297-3634 7,227E-03 1,153E-04 62,68 1,542E-03 0,000E+00 * 5,195E-03 2,190E-03 2,3720
3555-3944 3,970E-03 2,539E-04 15,64 1,526E-03 1,061E-03 1,44 7,039E-03 1,816E-03 3,8755

3840-4196 5,664E-03 2,574E-04 22,00 2,430E-03 8,013E-04 3,03 2,316E-02 3,492E-03 6,6327
4062-4391 9,843E-03 5,039E-04 19,53 2,657E-03 9,760E-04 2,72 1,505E-02 4,428E-03 3,3999
4302-4661 2,333E-04 3,370E-04 0,69 2,233E-03 1,400E-03 1,59 7,832E-03 3,119E-03 2,5111

4614-4986 3,641E-04 6,343E-04 0,57 8,846E-04 4,202E-04 2,11 8,153E-03 4,126E-03 1,9762
4926-5281 1,576E-03 2,312E-04 6,82 1,271E-03 3,471E-04 3,66 6,382E-03 4,691E-03 1,3604

media 4,125E-03 3,333E-04 12,38 1,834E-03 8,343E-04 2,20 1,040E-02 3,409E-03 3,0515

Amplicones A B A/B C D C/D Epre Epost Epre/Epost
3297-3634 0,7230 0,1101 6,57 0,323371 0,000000 * 0,591691 0,497066 1,19

3555-3944 0,6095 0,2079 2,93 0,424087 0,371677 1,14 0,654525 0,508232 1,29
3840-4196 0,5864 0,1813 3,23 0,440493 0,225281 1,96 0,728917 0,622167 1,17

4062-4391 0,6553 0,3029 2,16 0,395127 0,175743 2,25 0,744650 0,521714 1,43
4302-4661 0,1616 0,2147 0,75 0,430541 0,326234 1,32 0,723422 0,478055 1,51

4614-4986 0,2563 0,3774 0,68 0,310540 0,146253 2,12 0,703957 0,567470 1,24
4926-5281 0,4770 0,2745 1,74 0,383644 0,182148 2,11 0,710613 0,636687 1,12

media 4,956E-01 2,384E-01 2,08 0,397405 0,152352 2,61 0,693968 0,547342 1,27

Entropía de Shannon Normalizada (Sn)

Diversidad nucleotídica (Pi)

 Frecuencia de sustitución de nucleótidos (Mf)
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Figura 5c                                                                          Figura 5d 

Figura 5. a, c y e) Comparación de la diversidad de nucleótidos de los pacientes A-B, C-D y  Epre-Epost, 

por sliding windows de 50nt en pasos de 10nt, donde en abscisas (y) están representados los valores 

de diversidad nucleotídica (Pi) y en el eje de ordenadas (x) las posiciones de nucleótidos a lo largo de 

la proteína NS3 del VHC. La diversidad nucleotídica tiene en cuenta el número medio de mutaciones 

entre cada par de secuencias. b, d y f) Población de sustituciones de nucleótidos posición por 

posición, donde se representó en el eje de abscisas (y)  la proporción de mutaciones con respecto a la 

posición nucleotídica en el eje de ordenadas.  Para distinguir las situaciones observadas en cada 

pareja estudiada, los aislados de los pacientes B, D y Epost están representados en colores diferentes 

y los pacientes A, C y Epre en gris.  

Sliding Window de nucleótidos 
 
 
         El análisis del gen NS3 del VHC se realizó mediante un “sliding window” 

(detallado en el apartado de materiales y métodos apartado 8.3.6. página 147), 

usando un tamaño de ventana de 50, y  un tamaño de pasos  de 10 nucleótidos. El 

resultado global en todo NS3 se representa en la Figura 5. 

 

Figura 5a                                                                               Figura 5b 

Figura 5e                                                                              Figura 5f 
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           El paciente crónico A presentó una variabilidad nucleotídica mayor en 3 

regiones de la proteasa y en el extremo 3' de la helicasa, con respecto al paciente 

agudo B (Figura 5a).  Este paciente B mostró una baja diversidad a lo largo de toda 

la secuencia de NS3. En el caso de los pacientes C (crónico) y D (agudo) la diversidad 

nucleotídica fue baja y similar entre ambos, sin grandes diferencias (excepto 

nucleótidos puntuales) tanto en la proteasa como en la helicasa (Figura 5c). En la 

tercera situación, el paciente E antes del transplante de hígado, presentó una gran 

diversidad nucleotídica que se distribuyó a lo largo del gen NS3. Después del 

transplante hepático, la variabilidad fue  menor, pero con picos altos de variación 

tanto en la proteasa como en la helicasa (Figura 5e).  

         La distribución de la variabilidad del VHC en NS3 posición por posición (Figuras 

5b, d y f), mostró que en los pacientes crónicos (representados en gris) existió un 

mayor porcentaje de mutaciones, que en los pacientes agudos. De entre los 3 

aislados de pacientes crónicos, el Epre fue el que presentó una variabilidad mayor. 

 

5.3.4 Análisis a nivel de aminoácidos de la complejidad viral de la quasiespecie 

     
         En la Tabla 6 se representan los valores de diversidad, frecuencia de mutación 

y entropía de Shannon a nivel de aminoácidos. En el caso de los pacientes A y B, en 

contraste a las secuencias de nucleótidos, la complejidad a nivel de aminoácidos 

fue diferente, mientras que el paciente A tenía una diversidad de nucleótidos 

mayor que B en los 7 amplicones estudiados, ambos pacientes presentaron una 

diversidad, Sn y Frecuencia de mutación similar a nivel de aminoácidos. Por 

ejemplo, la diversidad a nivel de aminoácidos para el paciente A fue de 0,819E-03 

similar a la del B=1,09E-03. El cociente A/B de diversidad pasó de 9,64 en 

nucleótidos a 0,75 en aminoácidos (Tabla 6).  

         En general, los valores de Pi a nivel de aminoácidos en cada amplicón de los 

pacientes C, D, Epre y Epost, prácticamente no varió del observado a nivel de 

nucleótidos (de 2,13 a 1,22 y de 3,03 a 2,439). Se observaron resultados similares 

para la Mf y Sn. 
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         En los pacientes A y B, el amplicón más interesante fue el 7, puesto que se 

comportó diferente al resto de amplicones. En el paciente A, los amplicones de NS3 

del 2 al 6 (el 1 incluye un fragmento de NS2 y se descarta de la discusión) 

mostraron una disminución significativa en la diversidad respecto al observado a 

nivel de nucleótidos, indicando que la mayoría de cambios fueron sinónimos (por 

ejemplo, el amplicón 3 con un valor de 8.79E-03 baja a 9.19E-05). Por el contrario, 

el amplicón 7 en el paciente A prácticamente no varía y pasa de 2,7E-03 a 1,15E-03, 

indicando que una gran parte de las mutaciones fueron no sinónimas. En el 

paciente B, a diferencia de A, prácticamente no varió la diversidad en los 

amplicones del 2 al 6 (por ejemplo en el amplicón 3 el valor de diversidad 

nucleotídica fue de 5,09E-04 y a nivel de aminoácidos fue de 9,8E-04). En el 

paciente B, el amplicón 7, al contrario del resto, presentó una gran 

homogeneización bajando a niveles de variación de aa indetectables. Todos estos 

resultados indican un comportamiento especial en el amplicón 7, alertando de una 

posible implicación de la variación antigénica en esta región carboxi-terminal de 

NS3 con el resultado de la infección. 

         Si comparamos los pacientes con nueva infección A, D y Epost, la 

homogeneización en el amplicón 7, tan sólo se observó en el paciente que resolvió 

la infección (paciente B). 
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Amplicones A B A/B C D C/D Epre Epost Epre/Epost

986-1097 4,074E-03 1,192E-04 34,18 4,497E-03 4,742000E-04 * 9,151633E-03 3,358394E-03 2,73

1072-1201 0,000E+00 1,039E-03 0,00 4,190E-03 3,228445E-03 1,30 7,309162E-03 1,772841E-03 4,12

1167-1285 9,195E-05 9,888E-04 0,09 3,163E-03 2,482748E-03 1,27 1,724158E-02 8,224166E-03 2,10

1241-1350 7,425E-05 9,422E-04 0,08 2,226E-03 2,106872E-03 1,06 1,418490E-02 7,661772E-03 1,85

1321-1440 5,813E-05 1,544E-03 0,04 3,187E-03 2,144121E-03 1,49 1,568364E-02 1,667821E-03 9,40

1425-1548 2,810E-04 3,015E-03 0,09 1,230E-03 1,771326E-03 0,69 9,753233E-03 3,390303E-03 2,88

1529-1646 1,156E-03 0,000E+00 # 9,304E-04 4,980277E-04 1,87 4,814623E-03 6,087194E-03 0,79

Mean 8,193E-04 1,093E-03 0,75 2,487964E-03 2,038590E-03 1,22 1,116268E-02 4,594642E-03 2,43

Amplicones A B A/B C D C/D Epre Epost Epre/Epost

986-1097 3,144E-03 5,981E-05 52,57 2,288E-03 2,374000E-04 * 5,205337E-03 1,695847E-03 3,07

1072-1201 0,000E+00 5,247E-04 0,00 2,150E-03 1,708027E-03 1,26 4,089428E-03 8,960052E-04 4,56

1167-1285 4,622E-05 5,008E-04 0,09 1,639E-03 1,299570E-03 1,26 1,225205E-02 5,560623E-03 2,20

1241-1350 3,727E-05 4,790E-04 0,08 1,138E-03 1,093808E-03 1,04 9,408458E-03 5,738173E-03 1,64

1321-1440 2,917E-05 8,276E-04 0,04 1,651E-03 1,092798E-03 1,51 9,365109E-03 8,366104E-04 11,19

1425-1548 1,411E-04 1,908E-03 0,07 6,173E-04 8,984723E-04 0,69 6,564774E-03 1,817816E-03 3,61

1529-1646 5,976E-04 0,000E+00 # 4,666E-04 2,495213E-04 1,87 2,721225E-03 3,737945E-03 0,73

media 5,708E-04 6,143E-04 0,93 1,277001E-03 1,057033E-03 1,21 7,086625E-03 2,897574E-03 2,45

Amplicones A B A/B C D C/D Epre Epost Epre/Epost

986-1097 0,9360 0,0408 22,97 0,214812 0,032580 * 0,316305 0,220133 1,44

1072-1201 0,0000 0,1689 0,00 0,278718 0,272274 1,02 0,311836 0,161184 1,93

1167-1285 0,0492 0,1465 0,34 0,202814 0,187696 1,08 0,466901 0,348321 1,34

1241-1350 0,0384 0,1036 0,37 0,121501 0,104954 1,16 0,425438 0,279842 1,52

1321-1440 0,0336 0,2204 0,15 0,208157 0,182279 1,14 0,481250 0,146854 3,28

1425-1548 0,0698 0,3774 0,18 0,118700 0,124040 0,96 0,372572 0,201607 1,85

1529-1646 0,1642 0,0000 # 0,095051 0,072145 1,32 0,272814 0,293432 0,93

media 1,845E-01 1,511E-01 1,22 0,170824 0,157231 1,09 0,378159 0,235910 1,60

Diversidad aminoácidos (Pi)

Frecuencia de sustitución de aminoácidos (Mf)

Entropía de Shannon aminoácidos (Sn)

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 6. Indicadores de complejidad de quasiespecies (diversidad, frecuencia de mutación y entropía normalizada 

de Shannon) a nivel de aminoácidos. * En el amplicón 1 del paciente D no existe un número suficiente de 

secuencias para realizar el estudio de complejidad de la población viral. 
#
En el amplicón 7 del paciente B no se 

observó cambio alguno de aa. 
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Figura 6e                                                                                Figura 6f 

Figura 6c                                                                               Figura 6d 

Figura 6a                                                                             Figura 6b 

Sliding window a nivel de aminoácidos 
           

         Al igual que para nucleótidos, el comportamiento diferente de los amplicones 

a nivel de aminoácidos, indujo a realizar el estudio por ventanas discretas (“sliding 

windows”) donde el tamaño de ventana fue de 12 (posible tamaño de un epítopo) y 

la amplitud de pasos de 3. 

 

 

 

         

 

 

 

         

Figura 6. A, c y e) Comparación de la diversidad de aminoácidos de los pacientes A-B, C-D, y E-pre y E-

post, por sliding windows de 12nt en pasos de 3nts. b, d y f) Población de sustituciones de 

aminoácidos posición por posición (los pacientes A, C y Epre están representados en gris y los 

pacientes B, D y Epost están representados en colores diferentes. En el eje de ordenadas se 

representaron las posiciones nucleotídicas del gen NS3 y en el eje de abscisas se representó el 

porcentaje de mutación de cada aminoácido dentro de la población (coloreado por tipo de cambio 

según propiedades químicas de cada aminoácido). 
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        La diversidad de la población viral a nivel de aminoácidos representada en las 

gráficas de sliding window  (Figura 6) refleja la diferencia en el patrón de cambios 

respecto al estudio a nivel de nucleótidos (Figura 5). Descartando las 2 posiciones 

polimórficas (paciente A=Ile1059Val; paciente B=Asp1431Asn) observadas en la 

gráfica (Figura 6a), la diversidad de aminoácidos fue similar entre A y B, 

exceptuando el extremo C-terminal de la helicasa, donde los cambios de 

aminoácidos fueron más prevalentes en el paciente A. En los pacientes C y D, y Epre 

y Epost, el patrón de cambios de aminoácidos (Figura 6) fue similar al observado a 

nivel de nucleótidos (Figura 5). 

          En el estudio de las sustituciones de aminoácidos posición por posición 

(Figuras 6b, d y f), de los 6 pacientes, la muestra Epre fue la que presentó un mayor 

porcentaje de mutaciones no sinónimas.    

 

5.3.5 dN/dS poblacional 

 
         La relación entre cambios sinónimos y no sinónimos se representó por el 

cociente de mutaciones no sinónimas respecto a las sinónimas. 

         De la observación de los valores promedio dN/dS, se concluyó que en el 

paciente que resolvió la infección (paciente B) predominaron las mutaciones no 

sinónimas (dN>dS) con un valor de sustitución cercano a 1 (0.77), este resultado se 

interpreta como un predominio de sustituciones por azar. La segunda población 

más homogénea fue la del paciente D con un valor promedio de dN/dS de 0,47. 

Este paciente se encontraba en una fase de rebrote viral que, posteriormente, 

condujo a cronicidad. En el resto de los casos, tanto los pacientes crónicos A, C y 

Epre, como la situación de Epost-transplante, que como se ha visto anteriormente, 

presentó un patrón de complejidad parecido a la situación crónica, en todos ellos el 

valor dN/dS presentó una valor lejos del valor de azar (dN/dS<<1), por tanto, 

predominaron las mutaciones sinónimas, y este hecho se ha asociado a una 

situación de selección natural. 
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Amplicones PACIENTE A PACIENTE B PACIENTE C PACIENTE D 
PACIENTE 

Epre

PACIENTE 

Epost
3297-3634 0,08344 0,11640 0,48560 0,16459 0,26024 0,27192

3555-3944 0,00000 1,16800 0,43587 0,57274 0,11383 0,12139

3840-4196 0,00150 0,83710 0,16353 0,56891 0,10104 0,44510

4062-4391 0,00077 0,22700 0,10990 0,29642 0,12226 0,37386

4302-4661 0,02354 2,27300 0,21931 0,29621 0,36206 0,07536

4614-4986 0,06878 * 0,15216 1,28822 0,18401 0,10532

4926-5281 0,08356 0,00000 0,06434 0,11586 0,09422 0,19842

Media 0,03737 0,77025 0,23296 0,47185 0,17681 0,22734

dN/dS poblacional

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.6 Interacción entre factores virales y del paciente. Variabilidad y respuesta 

inmune adaptativa CD4 específica 

 
         El genotipo de HLA está directamente relacionado con la respuesta inmune. En 

pacientes con resolución espontánea de la infección se ha demostrado una 

respuesta de células T CD4 múltiple y vigorosa a péptidos de NS3 (113). La 

respuesta de células T frente a antígenos de VHC restringidos a HLA de clase II se ha 

asociado con resultado de la infección por VHC, porque se ha descrito que es fuerte 

en pacientes que resuelven la infección aguda por VHC, mientras que es débil en 

pacientes que desarrollan una infección crónica (87;95).  

         En nuestro estudio, se tuvo acceso a la donación de PBMC por parte de los 

pacientes A y B, lo cual permitió la evaluación de la respuesta CD4 específica 

mediante ELISPOT, donde se midió el número de células CD4 específicas 

productoras de IFN-γ frente a pools de 13 péptidos que cubrían el gen NS3 helicasa.  

         El paciente crónico A presentó una respuesta inmune CD4 débil y concentrada 

en 2 epítopos (aa1241-aa1274  y aa1583-aa1604) restringidos por el haplotipo HLA 

DRB1*1501. 

   

Tabla 7. Relación entre los valores medios de dN (mutaciones no-sinónimas por posiciones no-

sinónimas) y dS (mutaciones sinónimas por posiciones sinónimas) que resulta de la comparación de 

todos los pares de secuencias en la población.  

* No determinado debido a escasas diferencias poblacionales en el amplicón. 
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Figura 15.  Frecuencia de mutación de aminoácidos del paciente A representado en rojo y el 

paciente B en azul en el eje de ordenadas del gráfico con respecto a las posiciones de NS3 del 

VHC en el eje de abscisas.  En la parte inferior se indican los valores de ELISPOT en donde se 

produjo una mayor respuesta de CD4 antígeno- específica frente a epítopos de NS3 helicasa. 

 

          El paciente B, que resolvió la infección, presentó una respuesta inmune CD4+ 

fuerte y amplia frente a epítopos restringidos para su haplotipo HLA DRB1*1101 

(aa1423-aa1458, aa1459-1520), y también frente a 2 epítopos (aa1583-aa1604 y 

aa1634-1657) no asociados en la literatura a ningún haplotipo de HLA II (Figura 15). 
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Los datos de complejidad de la población viral obtenidos por secuenciación masiva 

indicaron que el paciente A presentó mayor cambio de aa justo en la zona carboxi-

terminal de la helicasa y en cambio la respuesta inmune fue inexistente, 

observándose todo lo contrario en el paciente B (resolución espontánea de la 

infección) que tenía una buena respuesta inmune, pero pocos cambios de aa 

(Figura 15). 

 

 

 

 

 

         La respuesta inmune en el paciente agudo B fue multiespecífica contra la 

región carboxi-terminal (la mitad de la helicasa), mientras que el paciente crónico A 

fue casi inexistente (Figura 16). 

          

 

Figura 16.  Resultados de ELISPOT de las células CD4 productoras de IFN-γ de los pacientes 

A y B frente al  total de 13 péptidos que cubren todo el gen de NS3.  Los valores indican 

números de “spots" de células CD4 productoras de IFN-γ frente a péptidos de NS3 

helicasa.  
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5.3.7 Densidad de mutación poblacional (Montserrat plots) 

        Una manera de visualizar la diversidad poblacional respecto al haplotipo más 

representativo, consistió en representar plots de densidad mutacional. Tomando la 

secuencia más representada como haplotipo de referencia, se contabilizó el 

número de mutantes de 1 posición, 2, 3 y así sucesivamente, se calculó su 

frecuencia y se representó en plots de densidad de mutación poblacional 

(bautizados como Montserrat plots por su similitud a las montañas con este 

nombre). Cuantas más mutaciones de diferencia se detecten, más diversa será la 

población. Fue posible la representación de la distribución esperada de simples, 

dobles, triples, etc de mutantes en la población genómica siguiendo una 

distribución de Poisson en base al número promedio de mutaciones determinadas 

experimentalmente para dicha población genómica. 
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         Paciente A VHC crónico                                        Paciente B agudo                               

Figura 7. Distribución de densidad de mutación respecto al haplotipo dominante en los 7 

amplicones estudiados. En los diagramas de la izquierda se representa como se distribuye la 

población viral del paciente A y en los de la derecha el paciente B. 
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Figura 8. Diagramas de densidad de mutación de los pacientes C y D que corresponden a los 

amplicones del 2-7, el 1 no se incluyó porque la longitud de los “reads” fue corta y no cubría toda la 

región del amplicón 1. 

      Paciente C VHC crónico                                        Paciente D agudo                               
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Figura 9. Diagramas de densidad poblacional del paciente E antes y después del transplante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

 

 

     

    

 

 

    

         

     

      

 

 

      Paciente E pre-trasplante                           Paciente E post-trasplante                           
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La frecuencia de mutantes del paciente agudo B (Figura 7) en los 7 amplicones 

siguió un patrón de distribución idéntico al esperado si se tratase de una 

distribución debida al azar. Esto sugiere que en el paciente B las mutaciones 

aparecieron de forma aleatoria, tal como indica el estudio de la relación dN/dS. El 

paciente crónico A también presentó una distribución al azar en los amplicones 5 y 

6. En cambio, en los amplicones del 1 al 4, y ligeramente en el 7, esta distribución 

difirió del simple azar. Este resultado sugiere que la población viral podría estar 

sometida a presión selectiva en estas regiones. Sorprendentemente, en los 

amplicones del 1 al 4, la población viral presentó una estructura bimodal donde se 

distinguieron 2 subpoblaciones, la población alrededor de la secuencia mayoritaria 

y una segunda población alrededor de secuencias con 3 a 10 mutaciones (según 

haplotipo).                                                                          

          En el caso de la 2ª pareja de pacientes (C y D), la curva real y la curva teórica 

se superpusieron, sugiriendo en ambos casos una situación de acumulación de 

mutaciones al azar, con ligeras variaciones en el paciente crónico (Figura 8). 

         En el paciente cirrótico E pre-transplante,  la curva real fue diferente a la de 

azar en los 7 amplicones estudiados, indicando que la población viral está lejos del 

azar (Figura 9). Es interesante observar la enorme heterogeneidad de la población 

que apareció en la situación de cirrosis antes del transplante, presentando incluso 

una distribución trimodal en los amplicones 2 y 4. Sería interesante comprobar con 

un número mayor de pacientes cirróticos si esta distribución se asocia a daño 

hepático. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 68 5. ESTUDIO 3 

Amplicones  A y B  C y D E-pre y E-post

1 0,00000 * 0,278630

2 0,00000 0,81404 0,145669

3 0,00000 0,67054 0,087599

4 0,02812 0,68253 0,09290

5 0,00000 0,14642 0,232259

6 0,78055 0,21095 0,518537

7 0,07479 0.050881 0,625183

Coeficiente de Bhattacharyya
Pacientes

Análisis comparativo entre parejas de pacientes relacionados 

 

5.3.8  Identidad poblacional mediante coeficiente de Bhattacharyya 

 

          El coeficiente de Bhattacharyya (Tabla 8) permite representar la identidad 

(similitud) entre 2 poblaciones de virus.  Este coeficiente es igual a 1 cuando las 

poblaciones virales son idénticas y es igual a 0, en el caso de que no exista ningún 

haplotipo idéntico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          La pareja de aislados con mayor identidad poblacional fue la de los pacientes 

C y D (con valores cercanos a 1, excepto en los amplicones 6 y 7), seguido de E-pre y 

E-post, y finalmente, la pareja de pacientes A y B (transmisión del VHC de tipo 

cuello de botella genético-estudio 1) fue la que presentó una divergencia mayor, 

excepto en una subregión de la helicasa (amplicón 6) donde ambas poblaciones 

coincidieron.  

          El coeficiente de Battacharyya también se representó por sliding window, 

donde se puede obervar que en los pacientes C y D (Figura 10b) es donde existió 

una identidad poblacional mayor, mientras que la pareja de pacientes A y B  fue 

donde se produjeron menos coincidencias, excepto en el amplicón 6 (Figura 10a). 

 

Tabla 8. Valores de coeficiente de Bhattacharyya en los aislados de las parejas de pacientes 

A-B, C-D y E pre-transplante y E post-transplante. 
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Figura 10c 

          El coeficiente de Battacharyya también se representó gráficamente (Figura 

10). 

 

 

         

 

Figura 10b 

Figura 10. Coeficiente de Battacharyya como medida de identidad poblacional entre los pacientes A 

y B (10 a), C y D (10b) y Epre y Epost (10c) por sliding window de 50 nucleótidos en pasos de 10 

nucleótidos. Las secuencias de cada par de pacientes se compararon una a una en ventanas de 50 

nucleótidos.  

Figura 10a 
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Amplicones  A y B  C y D E-pre y E-post

1 6,60703105 1,02802194 3,8692578

2 5,55207707 0,01608232 7,7724927

3 5,2322938 0,11962913 10,7526256

4 2,48798052 0,12778528 5,9210072

5 3,00292196 0,95890033 4,4039158

6 0,05108796 0,92084094 0,6914808

7 2,29067187 1,01017173 0,3886573

Distancia genética (Da)
Pacientes

Tabla 9. Valores de distancia genética  

 

5.3.9 Distancia genética 

 
        El hecho de que cada pareja de pacientes haya compartido inóculo, permitió 

comparar cuanto se parecen las poblaciones después de la transmisión. Para ello se 

realizó el cálculo de la distancia genética (Da) de los 7 amplicones, en la cual, 

cuanto más cercano el valor de Da a 0, más se parecen las 2 poblaciones virales 

comparadas. 

 

 

          

 

 

        

       

           

        En el caso de la pareja de pacientes A y B, todos los amplicones (excepto el 6) 

presentaron valores de Da superiores a 2 (Tabla 9). En el caso de los pacientes C y 

D, la población viral prácticamente no varió, con valores de Da en los 7 amplicones 

no superiores a 1. Con respecto a los 2 aislados del paciente E, se produjo una gran 

divergencia de la población vírica con valores entre 3 y 10, excepto en los 

amplicones 6 y 7. 
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Figura 11. Árboles filogenéticos UPGMA de amplicones 1 (11 a), 2 (11 b), 3 (11 c), 4 (11 d), 5 (11e), 

6 (11 f) y 7 (11 g) de los pacientes A y B (Ver páginas 72-78). Sólo secuencias con más de un 0,5% de 

“reads” están representadas. Las secuencias representadas en naranja corresponden al paciente A, 

las secuencias representadas en azul a la paciente B, y en verde secuencias obtenida de la base de 

datos GenBank. Cada haplotipo se enumeró como Z.n.mmmm, donde Z era la identificación del 

paciente, n se refería al número de mutaciones respecto al haplotipo dominante y mmmm era el 

número de orden del haplotipo con n mutaciones, donde el orden de la frecuencia respectiva fue 

decreciente (por ejemplo A.6.004 es el 4º haplotipo más abundante del paciente A con 6 

mutaciones respecto a la secuencia más representada). Cada secuencia consenso se enumeró 

como Z-mm/yyyy, en el que mm= mostró el mes e yyy= año (por ejemplo A-5/2001= un aislado del 

paciente A aislado en mayo de 2001). Los círculos en negro (amplicones 1, 3 y 7) engloban las 

secuencias que  están relacionadas.  

5.3.10  Árboles filogenéticos  

 

          El estudio de pacientes que han compartido inóculo ofreció la oportunidad de 

analizar la relación filogenética entre los virus (secuencias clonales) identificados 

por secuenciación masiva de los aislados de cada paciente. El análisis filogenético 

incluyó secuencias que estuvieran representadas por más de un 0,5% de lecturas 

(“reads”), y se incluyeron  las secuencias consenso de aislados de dichos pacientes 

(Figuras 11, 12 y  13). 

 

        Árboles filogenéticos pacientes A y B 

 

            En el caso de los pacientes A y B, el resultado más interesante del análisis 

filogenético fue que 2 haplotipos del paciente A con 4 y 5 mutaciones (A.4.002 y 

A.5.003) en el amplicón 1 (Figura 11a), un haplotipo con 5 mutaciones (A.5.003) en 

el amplicón 3 (Figura 11c) y un haplotipo con 3 mutaciones (A.3.003) en el amplicón 

7 (11g), se agruparon con la secuencia mayoritaria y el resto de haplotipos virales 

del paciente B, en cada uno de los amplicones nombrados. Este resultado sugiere 

que la infección en B pudo iniciarse por un número reducido de virus del paciente 

A, tal como se expuso en el trabajo del estudio nº 1 (página 22). 
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AMPLICÓN 1  
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AMPLICÓN 2  
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AMPLICÓN 3 
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AMPLICÓN 4 
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AMPLICÓN 5 
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AMPLICÓN 6 
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AMPLICÓN 7 
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Figura 12. Árboles filogenéticos UPGMA  de los amplicones  1 (12a), 2 (12b), 3 (12c), 4 (12d), 5 (12e), 6 

(12 f) y 7 (12g). El círculo rojo en los amplicones 1, 2, 3 y 4  engloba las secuencias máster de ambos 

pacientes. (Representado en las páginas 80-86).  La nomenclatura de cada haplotipo fue Z.nmmmmm, 

donde Z.n es la identificación del paciente, mm se refiere al número de mutaciones respecto al 

haplotipo dominante y mmm el nº de orden del haplotipo con n mutaciones, donde el orden de la 

frecuencia respectiva fue decreciente. 

              Árboles filogenéticos pacientes C y D 

   

        Con respecto al estudio de la filogenia de los pacientes C y D, en los amplicones 

del 1 al 4 coincidieron las secuencias dominantes. La población del VHC del 

paciente C que inició la infección en el paciente D se adaptó rápidamente al 

ambiente nuevo, sufriendo poca diversificación, ya que muchas secuencias con 

mutaciones de ambos pacientes coincidieron. Los 7 amplicones presentaron un 

perfil filogenético similar. Por tanto, o bien la infección se pudo iniciar a partir de la 

secuencia mayoritaria del paciente,  o a partir de una representación importante de 

la población del paciente crónico (transmisión poblacional). 
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AMPLICÓN 1 
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AMPLICÓN 2 
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AMPLICÓN 3 
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AMPLICÓN 4 
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AMPLICÓN 5 
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AMPLICÓN 6 
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AMPLICÓN 7 
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Figura 13. Árboles filogenéticos UPGMA de amplicones 1 (13 a), 2 (13b), 3 (13c), 4 (13d), 5 (13e), 

6 (13f), y 7 (13g) del paciente E pre-transplante y E post-transplante. La nomenclatura es la misma 

que para  los pacientes A y B. Los círculos en negro engloban las secuencias que están 

relacionadas (amplicones 2, 3 4 y 5). El círculo en rojo en los amplicones 1 y 6 engloba las 

secuencias máster de ambos pacientes. 

        Árboles filogenéticos pacientes E-pre y E-post 

         

        En relación con el análisis filogenético de los pacientes Epre y Epost (Figura 13), 

mostró que en los amplicones 2, 3, 4 y 5 la población viral después del transplante, 

provenía de secuencias del aislado del pre-transplante con 9-10, 17-18, 8-9, 5-7 

mutaciones respectivamente respecto a su secuencia mayoritaria. En los 

amplicones 1 y 6, las secuencias mayoritarias del Epre y Epost coincidieron, 

mezclándose ambas poblaciones, mientras que en el amplicón 7, las secuencias de 

Epre con 3-7 mutaciones fueron iguales a secuencias de la muestra de Epost.     
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AMPLICÓN 1 
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AMPLICÓN 2 
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AMPLICÓN 3 
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AMPLICÓN 4 
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AMPLICÓN 5 
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AMPLICÓN 6 
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AMPLICÓN 7 
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Figura 14. Comparación de secuencias de nucleótidos entre los pacientes A y B. Combinación de 

árboles filogenéticos UPGMA y Montserrat plots (páginas 96-102) .  A la izquierda se representan 

los árboles filogenéticos y a la derecha los Montserrat plots en relación con el haplotipo 

dominante para los pacientes A (arriba) y B (abajo). 

- El círculo continuo indica la agrupación de la secuencia consenso del paciente A del aislado del 

2001 (A-5/2001) con secuencias de clones del paciente B aislados cerca del momento de 

transmisión en 1998. 

- La doble flecha indica los mismos haplotipos en el árbol filogenético y en los Montserrat plots.  

 

5.3.11 Comparación análisis filogenéticos y estructura de la densidad de mutación 

de los pacientes A y B 

 
         La observación de una estructura bimodal en los plots de densidad de 

mutación en el paciente A indicó un posible estado de evolución/competición 

dentro de la población del paciente crónico A en el aislado del  año 1998. A partir 

de aislados secuenciales del paciente crónico obtenidos en 1993, 1996, 1997, 1998 

y 2001, se comparó la secuencia consenso de estos aislados con los haplotipos de 

1998 obtenidos en la secuenciación masiva  (Figura 14). 

 El estudio longitudinal de secuencias consenso de aislados de 1993, 96, 97, 98 

y 2001, comparado con las secuencias obtenidas en 1998, mostró que los 

haplotipos de los amplicones 1, 2, 3, y 4 englobados en el segundo pico de densidad 

de distribución de la población viral (Figuras 14 a, b, c y d) se agruparon junto con 

las secuencia consenso del aislado del 2001. Por lo tanto, el segundo pico en los 

diagramas de densidad representa una subpoblación viral, que en 2001 se 

selecciona y que podría haber desplazado a la población viral mayoritaria 

observada en el año 1998.  Esto indica que durante la fase crónica la población viral 

está evolucionando de manera continua y está sometido a cierta presión selectiva. 
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Haplotipos del paciente A (muestra 
de 1998) con 4-8 sustituciones que 
forman parte de la secuencia 
consenso 3 años después (en 2001) 
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Haplotipos del paciente A (muestra 
de 1998) con 3-5 sustituciones que 
forman parte de la secuencia 
consenso 3 años después (en 2001) 
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Haplotipos del paciente A (muestra 
de 1998) con 7-8 sustituciones que 
forman parte de la secuencia 
consenso 3 años después (en 2001) 
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Haplotipos del paciente A (muestra 
de 1998) con 5-10 sustituciones que 
forman parte de la secuencia 
consenso 3 años después (en 2001) 
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Haplotipos del paciente A (muestra 
de 1998) con 2-3 sustituciones que 
forman parte de la secuencia 
consenso 3 años después (en 2001) 
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5.3.12  Análisis de mutaciones de resistencia contra inhibidores de NS3 proteasa del 

VHC 

 
         El desarrollo de inhibidores de acción directa contra proteínas virales y en 

concreto contra NS3 del VHC ha generado interés en detectar la presencia de 

mutaciones que confieren resistencias y que pueden conducir al fallo en el 

tratamiento. Las posiciones aminoacídicas asociadas a resistencia a inhibidores de 

NS3 incluyen las posiciones: C16 (111), V36 (114-117), A39, Q41 (118), F43 (118), 

T54 (114;115;117;119), V55, R109 (71), R155 (114;115;117;119), A156 (71;115;117-

119), V158 (120), G162 (71), D168 (114), V170 (114;118), M175 (114) y las 

compensatorias Q86 (71) y P89 (71) (Tabla 12). Nuestros controles internos usando 

clones, han revelado que la secuenciación masiva permite detectar de manera 

fiable mutantes de resistencia presentes alrededor del 0,5% en la población, por 

debajo de este valor, habrán sustituciones que están en la población viral y 

sustituciones artefactuales producto del error, sobre todo de la polimerasa usada 

durante la PCR, difíciles de distinguir. 

         Para determinar si cualquiera de los 5 pacientes, no tratados previamente con 

inhibidores de NS3 proteasa, albergaban mutaciones preexistentes asociadas con 

resistencia a nuevos inhibidores de proteasa de VHC en los aislados de suero 

estudiados, 17 sitios en la región NS3 fueron examinados. El paciente C mostró una 

mutación de resistencia pre-existente en la región de NS3 (V55A), presente en la 

población viral con una frecuencia elevada de 3,12% y otra mutación con una 

frecuencia de 0.1% (A156T). Con respecto al aislado del paciente Epre también se 

analizó otra mutación con una frecuencia de 0.1% (D168E). En el resto de pacientes, 

se detectaron mutantes de resistencia en proporciones inferiores al 0.01% (Tabla 

10). Hacen falta estudios más profundos para determinar cuál es el umbral a partir 

del cual una mutación detectada a nivel basal tiene un valor predictivo de fallo de 

respuesta al tratamiento antiviral con inhibidores específicos. Estudios preliminares 

sugieren que las mutaciones de resistencia en la proteasa presentes en menos del 

1% de las quasiespecies virales en individuos naïve pueden emerger como 
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Tabla 10. Mutaciones que confieren resistencia a inhibidores de NS3 proteasa del VHC 

 

mutaciones dominantes sólo unos días después del tratamiento (121), así como el 

desarrollo de resistencia cruzada con compuestos relacionados. 
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6. DISCUSIÓN 

6 DISCUSIÓN 

           

         La transmisión de virus de un paciente a otro es una oportunidad única para 

estudiar factores virales y del huésped que pueden influir en el curso natural de la 

infección por VHC hacia resolución espontánea o cronicidad. 

         En el presente trabajo se han estudiado 3 casos de transmisión del VHC, que a 

priori, podrían involucrar un tamaño de inóculo viral diferente. Un caso de 

transmisión por cuello de botella genético demostrado (estudio 1), un caso de 

transmisión nosocomial por TAC con contraste en que se desconoce el tamaño de 

inóculo transferido y un tercer caso de contacto masivo después de un transplante 

de hígado en un paciente crónico VHC+. 

         En los 3 casos, no existieron diferencias significativas en el título viral 

comparando cada miembro de la pareja: 106 UI/ml. Este dato permitió comparar la 

variabilidad en cada pareja sin riesgo de sesgo debido a la carga viral. 

         El objetivo de este trabajo fue comprobar cómo se comportaban las 

poblaciones virales después de la transmisión, comparados con su fuente y con el 

resultado de la infección, teniendo en cuenta datos genéticos del paciente, datos 

genómicos del virus, así como la respuesta inmune. 

 

6.1 Factores del paciente (IL28 y HLA) 

 
  Respecto a los datos genéticos de IL28 y HLA de los pacientes, se observó que  

el paciente agudo curado B y el paciente agudo D, que estaba en fase de iniciar 

persistencia, presentaron el genotipo favorable CC. Por tanto, presentar un 

genotipo CC que se ha asociado a curación espontánea o resolución de la infección 

por VHC, no es un requisito suficiente para determinar el resultado de la evolución 

de la infección por VHC. En relación a los alelos de HLA clase II que se relacionan 

con respuesta inmune anti-VHC específica, tanto A (crónico) como B (curado) 

presentaron haplotipos asociados a curación.  Por tanto, presentar un haplotipo 

favorable no permite predecir si el paciente se curará espontáneamente o no. En 
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conclusión, el SNP de IL28B y el haplotipo de HLA por si sólo son datos genómicos 

insuficientes para predecir la resolución espontánea de la infección por VHC en 

estos casos concretos. 

 

6.2 Factores virales 

 
-  Nucleótidos 

 
         El inicio de la infección en un individuo naïve o que recibe una 

inmunosupresión, suponen situaciones interesantes de estudio donde se predice 

que los virus con mayor fitness pueden proliferar con mayor eficacia que los 

competidores, hecho que se refleja en una homogeneización de la población viral, 

hecho que ya ha sido descrito en la literatura.  

         En nuestro estudio, la diferencia en el grado de homogeneidad fue clara entre 

las 3 situaciones clínicas y sobre todo entre pacientes agudos y crónicos, estos 

últimos presentando una gran heterogeneidad. Respecto a las diferentes 

situaciones clínicas, después de un cuello de botella (estudio 1) y en plena fase 

aguda (caso A/B), la homogeneización fue mucho más acentuada (valor de 

diversidad de nucleótidos A/B=9,64) que en el caso del trasplante (caso 

Epre/Epost=3,03) o de la transmisión por TAC con contraste (caso C/D=2,13). En los 

3 casos estudiados, tan sólo el paciente B que se curó espontáneamente, es el que 

presentó la población viral más homogénea.  

          En el 2º caso (caso C/D), los datos de complejidad junto con los datos de 

filogenia molecular, indicaron una situación de transmisión de un número 

importante de partículas (ya que en fase aguda el paciente D presentó una 

población compleja similar a su partner paciente C), por tanto, la transmisión del 

VHC por TAC con contraste puede suponer un riesgo importante de transmisión del 

VHC en cantidades suficientes para causar cronicidad en un porcentaje de pacientes 

alto, más similar a una transfusión de sangre que a un pinchazo accidental con 

aguja infectada.  
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          La gran homogeneización observada en el paciente curado B puede haber 

facilitado la eliminación del virus. Se ha descrito en la literatura que una respuesta 

inmune efectiva dirigida hacia una población homogénea tiene más probabilidades 

de éxito que frente a una población heterogénea de virus, donde es más probable 

que aparezcan mutantes de escape. Farci et al. demostraron que pacientes 

infectados por el virus que presentaban escasa evolución durante la etapa aguda de 

la infección se recuperaron completamente, mientras que los pacientes en los que 

el virus evolucionó rápidamente desarrollaron infección crónica (55). Varios 

estudios han asociado una complejidad alta del espectro de mutantes con la 

ausencia de la resolución de la infección por VHC, ya sea espontánea o mediada por 

tratamiento (122;123). En el caso del trasplante de hígado por VHC, numerosos 

estudios muestran que la reinfección y selección de variantes virales son procesos 

muy dinámicos después de la reperfusión y la población viral del VHC se vuelve más 

homogénea, incluso después de cambios importantes en su composición, pero en 

este caso la cronificación puede ser favorecida por la inmunosupresión a la que 

están sometidos estos pacientes (124-126). 

 

- Aminoácidos 
 
        Sorprendentemente, la diferencia en complejidad de las quasiespecies a nivel 

de nucleótidos entre pacientes agudos y crónicos, no se reflejó a nivel de 

aminoácidos. En los 3 pacientes crónicos, la gran proporción de mutaciones 

nucleotídicas observadas en pacientes crónicos no se vio reflejada a nivel de 

aminoácidos. El valor más espectacular se observó en la pareja A/B donde el 

paciente agudo B presentó incluso mayor número de mutaciones en aminoácidos 

que en la fuente de infección (paciente A). De los 7 amplicones estudiados por 

secuenciación masiva, el número 7 (1529aa-1646aa), situado en el fragmento 

carboxi-terminal de la NS3, fue el que presentó una frecuencia de cambios no 

sinónimos más alta en el paciente crónico A y la más baja en el paciente curado B, 

todo lo contrario de lo observado en el resto de amplicones (del nº 1 al nº 6), en los 

que la mayoría de las mutaciones fueron sinónimas. Por tanto, los datos de 
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secuenciación masiva nos dirigen hacia la región terminal de la helicasa como una 

región clave de comportamiento diferencial entre los pacientes A y B. El estudio de 

respuesta inmune confirmó el interés de esta región viral, puesto que en los 

pacientes A y B, la técnica de Elispot demostró que el paciente crónico tenía una 

respuesta inmune CD4 específica indetectable en esta región carboxi-terminal de 

NS3, mientras que por el contrario, la paciente curada fue precisamente en esta 

región, donde presentó una mayor respuesta específica tipo CD4. Estos resultados 

sugieren que esta zona carboxi-terminal de NS3 puede ser relevante para explicar 

el resultado de la infección (curación o cronicidad). Cabe destacar que a nivel de 

mutación, esta región fue precisamente, donde la población viral del paciente 

crónico A aceptó una mayor proporción de mutaciones no sinónimas, sugiriendo 

que a pesar de la baja respuesta inmune, estos cambios podrían conferir una 

ventaja al virus para mantener la cronicidad. 

          En el paciente agudo B, la fuerte respuesta inmune fue acompañada de un 

mínimo o nulo cambio de aminoácidos. Esta situación podría parecer paradójica, en 

el sentido de que siempre se ha hablado de que una mayor presión selectiva induce 

al virus a mutar, pero existe una explicación que fue sugerida por Farci et al. que 

propuso que esta gran homogeneización de la población puede ser un reflejo de la 

respuesta inmune efectiva, que supone un paso previo a la eliminación de la 

infección viral (55). Esta observación fue similar a previas publicaciones que han 

documentado que una respuesta persistente y multi-específica dirigida a epítopos 

de NS3 de células T fue más eficaz en los pacientes que resolvieron la infección 

(87;89;93;127;128). En contraste, la cronicidad a menudo se caracteriza por la 

anergia de células T causadas por la inactivación de la respuesta de las células T 

CD4+ específicas de VHC que impide la eliminación viral (129;130). Estudios de 

modelos en ratones infectados con otros virus han demostrado que la inactivación 

funcional de las células T CD4+ puede ocurrir (a nivel celular e independientemente 

de las células T reguladoras o de células presentadoras de antígeno-CPA-) al 

principio de su transición a la persistencia viral, que llevan a su consiguiente 

incapacidad para mantener la función de las células T citotóxicas, facilitando así la 

persistencia, aunque un reservorio pequeño de las células T CD4+ activas pueden 
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persistir durante la cronicidad (131). Recientemente se ha demostrado, que una 

vez, que la cronicidad se ha establecido, la respuesta específica CD4 inactiva,  se 

puede restaurar, mediante la expansión ex vivo de células CD154+ específicas de 

NS3 de pacientes crónicos, la producción de IFN-γ e IL-2 y la proliferación a niveles 

similares a las de pacientes que resolvieron la infección espontáneamente, 

cultivando las células CD4+ en ausencia de antígeno específico (132). La 

acumulación de cambios de aminoácidos en epítopos de células T de la región 

carboxi-terminal de NS3, junto a la ausencia detectable de CD4+ activadas, sugiere  

un estadío de evolución viral continuada para mantener el estado de tolerancia 

inmunológica como consecuencia de la competencia entre la entrada mutacional 

del VHC y la respuesta del sistema inmune del individuo infectado, más que 

aparición de mutaciones de escape a la respuesta inmune (133;134). Al menos 

cuando una infección está bien establecida, el VHC puede mostrar una dinámica de 

escape frente a anticuerpos neutralizantes y células T citotóxicas, como uno de los 

mecanismos evolutivos que contribuyen a la persistencia (68;135;136).  

          En conclusión, la región carboxi terminal de NS3 de VHC presentó un 

comportamiento diferente cuando se comparó el paciente crónico A y su pareja 

curada B, revelado por análisis de secuenciación masiva y evidenciado a nivel 

fenotípico por una respuesta fuerte multiespecífica CD4 contra epítopos de células 

T situada en la región pertinente.  

 
 

- Density plots (Montserrat plots) 

         Durante la caracterización de las poblaciones virales, se construyeron plots de 

densidad que reflejan si las poblacionales virales están alejadas o cercanas a lo 

esperado si las mutaciones fuesen fijadas al azar. En  los 3 pacientes  infectados “de 

novo” los plots de densidad presentaron una distribución muy cercana al azar. Por 

el contrario, el paciente crónico A, con más de 8 años de cronicidad, apareció una 

distribución bimodal alejada del azar. Esta distribución fue aún más extrema en el 

paciente Epre cirrótico donde, en algún amplicón apareció una distribución 
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trimodal con subpoblaciones con más de 15 mutaciones respecto a la más 

representada (máster). Esta gran complejidad puede ser un reflejo del daño 

hepático, con islas de hepatocitos infectadas aisladas por una estructura fibrosa del 

hígado. El paciente C  fue un caso particular, pues a pesar de ser crónico, presentó 

una distribución de azar. Sería interesante estudiar si la distribución en plots de 

densidad se relaciona con daño hepático. 

 

      -       Pareja de pacientes A/B  

 

          En el caso del paciente A, en el que la distribución de la población viral se 

alejó del azar, se observó que la mayoría de las mutaciones fueron sinónimas, 

sugiriendo que tenía una quasiespecies muy bien adaptada, permitiendo pocos 

cambios drásticos. Todos los cambios de nt son cambios genotípicos pero aquellos 

que inducen cambio de aminoácido, pueden afectar a la actividad de la proteína y 

por tanto, pueden implicar cambios fenotípicos. En términos de biología de 

sistemas, se define a una población como robusta si su función o estructura 

persiste, a pesar de las mutaciones, mientras que se define como evolucionable si 

las mutaciones pueden producir cambios fenotípicos (137). En nuestro caso 

podemos definir robustez como la constancia en la secuencia de aminoácidos a 

pesar de la mutación genotípica. En el caso del paciente A, si nos restringimos al 

nivel fenotípico (cambios de aminoácidos), la población viral en el aislado de 1998, 

parecía que estaba en un estado de estasis evolutiva, donde los cambios de 

aminoácidos fueron seleccionados negativamente, lo que en evolución se conoce 

como selección purificadora. No obstante, a nivel genómico (cambio de 

nucleótidos) presentó una frecuencia de mutación elevada, y por tanto,  un 

potencial de evolución alto. El hecho de poseer muestras seriadas de suero del 

paciente A, permitió comparar la población viral de 1998 con la secuencia consenso 

de 2001. Sorprendentemente, la secuencia consenso de 2001 derivó de una 

subpoblación detectada en 1998 y que tenía más de 3 mutaciones (entre 3 y 10) 

con respecto a la secuencia mayoritaria encontrada en el aislado de 1998, 

indicando que la población de 1998 estaba en continua evolución. En los plots de 
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densidad (Montserrat plots) esta población conformó un 2º pico. Los mutantes de 

este pico se agruparon junto al aislado de 2001 en los árboles filogenéticos. 

        Por tanto, estos resultados sugieren que bajo una población altamente robusta 

a nivel fenotípico, pueden acumularse cambios a nivel genotípico que permiten a la 

población, en un momento dado, evolucionar. Si esto se extrapola a términos de 

“fitness landscapes” (paisajes de fitness”), se podría hablar de que en 1998, la 

población viral del paciente A estaba situada alrededor de un pico de fitness, bien 

adaptada, pero que debido a la continua acumulación de mutaciones, esto pudo 

haber permitido a la población viral expandir sus límites, facilitando que encontrase 

un pico de fitness mejor, sobre todo, en un ambiente cambiante, conduciendo 

finalmente, a un cambio evolutivo, como el observado en el año 2001.  

 

-        Pacientes C/D y Epre/Epost 
         

         En los otros 2 casos de transmisión del VHC, en los casos D y Epost de nueva 

infección, la población viral evolucionó hacia cronicidad.  

         A destacar que en el aislado post-trasplante, en una situación de 

inmunosupresión, la población viral a los 3 meses, presentó una estructura más 

cercana a una fase de cronicidad avanzada que a una fase aguda previa a la 

cronicidad. Este hecho podría ser debido a que en un medio donde la presión 

inmune está limitada, no existe presión selectiva, el virus puede evolucionar y 

adaptarse de una manera más rápida al nuevo hígado. 

 

-        Análisis filogenéticos 
 

          El modo de transmisión del VHC asociado a la cantidad de virus transmitidos 

podría ser uno de los factores clave para la transición de infección aguda a 

persistente. La entrada masiva de virus se ha asociado a un mayor riesgo de 

cronicidad, mientras que la entrada de un inóculo pequeño (cuello de botella 

genético), a una menor capacidad del virus para persistir. 
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         Nuestros datos confirman estas observaciones, ya que en la transmisión por 

cuello de botella (A/B) la paciente aguda B se curó, mientras que en los casos C/D y 

Epre/Epost se estableció cronicidad. Es interesante destacar que la pareja de 

aislados C y D, fue la que presentó mayor similitud entre poblaciones, sugiriendo 

que la infección del paciente D pudo iniciarse a partir de una parte representativa 

de la población viral del paciente crónico C, y ello facilitar el desarrollo de una 

infección crónica. En cambio, las poblaciones virales de los pacientes A y B, caso en 

el que se produjo una transmisión por cuello de botella, estaban más separadas 

filogenéticamente, mientras que el caso del trasplante, la infección masiva del 

nuevo hígado se caracterizó por una estructura poblacional más cercana a un 

estado de cronicidad avanzada que en una fase aguda en un paciente 

inmunocompetente. Esta estructura poblacional podría ser el resultado de la 

selección de las variantes virales más competitivas (con mayor fitness), 

acompañado por el estado de inmunosupresión del paciente. Es decir, tres casos, 

tres situaciones clínicas diferentes, pero se necesitaría corroborar estos estudios 

con otras parejas similares. Esto es difícil en los casos A/B, C/D, pero puede ser 

interesante realizarlo en pacientes transplantados. 

 

 

-       Estudio de mutaciones de resistencia 
 
          En el caso de los 6 pacientes del estudio, ninguno de los cuales recibió 

tratamiento, se detectó en suero en el paciente C una mutación de resistencia 

(V55A) con una frecuencia de 3,12% y otra A156T a una frecuencia de 0,1% 

(A156T). En el aislado del paciente Epre también se detectó la mutación D168E con 

una frecuencia de 0,1%. En el paciente A la mutación A156T (estudio 2-página 36), 

que estaba fluctuando en un 0.78% en la población viral en un aislado de biopsia 

hepática, en el suero correspondiente al año 98 no se detectó en valores de 

frecuencia >0,1.% Es importante realizar más estudios para determinar cuál es la 

frecuencia en la que están presentes estas mutaciones en la población viral, si se 

mantienen en el tiempo, y cuál es la frecuencia mínima clínicamente relevante 

cuando se pretende tratar al paciente con los inhibidores específicos de NS3. 
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          En la actualidad el procedimiento de secuenciación masiva es una 

herramienta que permite cuantificar la complejidad de las poblaciones virales y  

estudiar la composición del espectro de mutantes en profundidad. Aunque se 

conocen numerosas interacciones entre factores virales y celulares (esenciales para 

la replicación y/o en  la respuesta anti-viral intracelular y su evasión), aún no ha 

sido posible establecer un mapa poblacional de las variantes virales de cada 

paciente en función de polimorfismos genéticos virales y del huésped, que 

permitan predecir la respuesta terapéutica con suficiente precisión para 

individualizar el régimen terapéutico. Por tanto, el conocimiento detallado de 

factores virales y del paciente, proporcionará una herramienta útil para la 

comprensión de la infección por VHC y proveer perspectivas para el diagnóstico y 

diseño de una terapia personalizada. 
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7 CONCLUSIONES 

 

1- La transmisión del VHC por vía sexual supone un cuello de botella genético.  

 

2- La transmisión por cuello de botella supone una homogeneización muy 

importante de la población viral. 

 
3- Pacientes antes del tratamiento pueden presentar mutaciones de 

resistencia que dificulten el tratamiento con inhibidores específicos. 

 
4- El inicio de la infección supone una  homogeneización de la población viral 

que es más acentuada cuanto menor es el inóculo viral infeccioso. 

 
5- En la infección crónica predominan los cambios sinónimos. 

  

6- La mutación se distribuye de manera desigual a lo largo del gen NS3. 

  

7-  La región carboxi-terminal de NS3 puede jugar un papel clave en la 

resolución/cronicidad de la infección por VHC.  

 

8-  La R.I. CD4+ frente a diferentes epítopos de la región carboxi-terminal 

acompañada de una homogeneización a nivel de aas se asocia a resolución 

de la infección.  

 
9- La falta de R.I. CD4+ y cambio de aa en la región carboxi-terminal se detecta 

en la situación de infección crónica por VHC en un paciente. 

 
10-  La población viral en fase crónica, a pesar de presentar pocos cambios de 

aa, mantiene un nivel de variación a nivel de nt que indica una evolución 

viral basal continuada en el tiempo. 
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11-  La presencia de mutaciones de resistencia con baja frecuencia (<1%) en la 

población viral, antes de un tratamiento, podría ser un factor clave para 

definir la terapia antiviral personalizada más efectiva. Para ello es 

importante establecer cuál es la frecuencia mínima a la que se detecta un 

mutante que tiene relevancia clínica mediante la técnica de UDPS. 
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8 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

8.1 Pacientes 

 
 
        Paciente A: paciente con historial de drogas intravenoso encontrado anti-VHC 

positivo en 1993 durante una donación voluntaria y al cual se le hizo un 

seguimiento en el tiempo. Este paciente tenía infección persistente con un 

genotipo 1a, que se confirmó por secuenciación de las regiones 5' UTR, E2PePHD y 

NS3 y una carga viral en suero de 106IU/ml. Presentó niveles elevados de alanina 

aminotransferasa (ALT) en el tiempo con una media de 178 UI/ml y mediante 

biopsia hepática se demostró que padecía una hepatitis crónica activa moderada. 

Este paciente recibió un tratamiento con interferón estándar y ribavirina (IFN+RBV) 

durante 12 meses (entre Febrero 1996 y Marzo de 1997) con bioquímica transitoria 

pero no respuesta virológica. En Noviembre de 2006 fue sometido a una biopsia 

hepática de control. 

 

Paciente B: pareja del paciente A, desarrolló en agosto de 1998 una hepatitis aguda 

sintomática. El desarrollo de estudios filogenéticos demostró que el paciente A 

transmitió la infección por vía sexual a su pareja la paciente B aproximadamente en 

la fecha de Junio de 1998. El episodio ocurrió cerca de siete semanas después de 

tener relaciones sexuales sin protección con el paciente A, poco después de la 

eliminación de un dispositivo intrauterino, debido a hemorragia vaginal. En el 

paciente B los niveles de ALT se normalizaron en 6 semanas y el ARN del VHC se 

eliminó 8 semanas después del inicio de los síntomas. Las  muestras utilizadas para 

demostrar la transmisión, fue en septiembre de 1998, después de superar el pico 

de ALT en el momento de la infección aguda en el paciente B y en octubre de 1998 

en el paciente A.  
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Figura 16.  Valores de alaninoaminotransferasas (ALT) en pacientes A (gráfico superior) y B (gráfico inferior). 
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       Paciente C: paciente con enfermedad de Crohn ileocólica y con infección por 

virus C genotipo 1b que en Junio de 2004 fue sometido a una tomografía axial 

computerizada (T.A.C.) por contraste justo antes que el paciente D. Este paciente 

falleció años antes de que se le realizaran pruebas de IL28 o HLA. Dicho paciente 

fue objeto de una exploración abdominal, la TC con contraste antes de paciente D.  

 

        Paciente D: paciente varón de 29 años de edad, con enfermedad activa íleo-

cólica de Crohn. Se sometió a un TAC con contraste en 2004. Las serologías de 

hepatitis B y C  durante el ingreso fueron negativas. Siete semanas más tarde, fue 

admitido en el hospital debido a náuseas, fatiga e ictericia. Las pruebas bioquímicas 

mostraron unos niveles de ALT de 1117 UI/L y de bilirrubina de 7.6mg/dL junto con 

la presencia de anticuerpos anti-VHC y niveles séricos de ARN del VHC. Fue 

diagnosticado de hepatitis C aguda. Después de la normalización transitoria de la 

ALT y la desaparición del suero del ARN del VHC, los niveles de ALT se elevaron 

ligeramente de nuevo junto con la reaparición simultánea de ARN-VHC en 

noviembre de 2004 y se trató con interferón pegilado alfa2b durante 6 meses 

logrando una  respuesta virológica sostenida. La investigación epidemiológica 

identificó que la transmisión del VHC se produjo de paciente a paciente durante el 

TAC (138). En este estudio se incluyó la muestra recogida en noviembre de 2004, 

antes de empezar el tratamiento con pegIFN+RBV. 
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Figura 17.  Valores de alaninoaminotransferasas (ALT) en pacientes C (gráfico superior) y D (gráfico inferior). 
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Figura 19.  Sistema de homogeneización 

 de muestra Fast Prep 

        Paciente E trasplantado: El paciente E era un paciente varón de 69 años con 

infección crónica por VHC con genotipo 1b, que después de una cirrosis hepática, se 

sometió a un trasplante de hígado (la fecha del trasplante fue 21/06/2006). El 

nuevo hígado se reinfectó, tal como ocurre en el 100% de los casos. Se estudió una 

muestra antes del trasplante (Epre) y otra a los 3 meses después del trasplante 

(Epost). Las pruebas bioquímicas mostraron unos niveles de ALT de 64 UI/L antes 

del trasplante hepático. Para facilitar la discusión, se consideraron las muestras 

Epre y Epost como si se tratasen de dos pacientes. 

 

8.2 TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR  1er  Y 2º ESTUDIO 

 
- Conservación de la muestra 

 
   La biopsia hepática se conservó en RNA later (Ambion Cambridgeshire, UK) 

durante 24 horas antes de su criopreservación a -80 º C.  

8.2.1 Homogeneización de la muestra 

                                                                                       

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         Se utilizó el Fast Prep (101 Savant), 

instrumento dotado de un rotor que se mueve a 

elevada velocidad y en múltiples direcciones, capaz 

de homogeneizar la muestra en un período de 

tiempo muy reducido, que depende de la dureza y 

cantidad de la muestra. La gran rapidez con la que 

el Fast Prep homogeneiza la muestra en presencia 

del buffer de extracción de ácidos nucleicos 

minimiza la degradación del ARN durante su 

manipulación.  
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- Extracción de ARN de hígado 
  
         El ARN se extrajo con el kit Rneasy Mini Kit (Qiagen) 
 
                                                              
 

8.2.2 Control de cantidad y calidad de ARN extraído 

 
          Para el control de cantidad de ARN total extraído se utilizó un Nanodrop ND-

1000, que es un espectofotómetro de UV/VIS de elevada precisión y sensibilidad, 

donde el volumen necesario para determinar la concentración de la muestra 

problema es de un 1µl. Este instrumento realiza un amplio barrido de espectro 

desde 220-750nm. La cantidad de ácidos nucleicos se mide a una longitud de onda 

de 260nm. 

         El control de calidad también se realizó mediante un equipo 2100 Bioanalyzer 

(Agylent Technologies), que permite medir la integridad del ARN utilizando  de 20-

250ng de muestra. Mediante una separación electroforética en unos microchips 

especializados, las diferentes muestras de ARN son separadas y monitorizadas 

(detección de fluorescencia con láser).  El software del bioanalyzer genera un gel 

virtual que permite determinar el grado de integridad del ARN. 
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Tabla 11. Condiciones de la RT tanto de reactivos (tabla superior) como de temperaturas 

(tabla inferior) 

8.2.3 RT-PCR-NESTED 

             
        Se estudió toda la región NS3. El ARN fue convertido a cDNA mediante 

transcripción reversa con el uso de la Transcriptasa Reversa MMuLV con la 

mutación puntual H-  (Promega). El “primer” empleado  en   la   RT  fue  A5319ds 

5'CAGGACGCCGCCAACGAGCACCCA3'.  

 

 

Reactivos Concentración en 
la reacción 

Volumen (µl) 

H2O  10.3 

Buffer Pfu 10x 1x 2 

dNTP mix 10mM de cada uno/µl 2mM total 1 

Primer 5319ds 20µM 20pmoles 1 

Rnasin (Promega) 40U/µl 20U 0.5 

Retrotranscriptasa MMuLV    

(Promega)  200u/µl 

40U 0.2 

ARN muestra problema  5 

Volumen final   20 

                 

 

                                      

Pasos 
Tiempo Temperatura 

 

Retrotranscripción 

 

60 minutos 42ºC 

5minutos 99ºC 

5minutos 5ºC 

α 4ºC 

          

 

 



                                                                            8. MATERIALES Y MÉTODOS                                                                   
 

 
 

123 

         Es interesante destacar, que se realizaron una serie de experimentos previos 

para poder realizar la copia del cDNA y la PCR en un mismo vial sin necesidad de 

precipitar entre las dos reacciones. Para ello, se usó el buffer de la Pfu para realizar 

la reacción de retrotranscripción y se pudo comprobar que la enzima MMuLV era 

capaz de tener muy buena actividad  en este buffer (resultados no mostrados). Se  

preparó la mezcla de reacción de PCR siguiendo el esquema de la Tabla 3, usando el 

“primer” A3349us 5'TGACATCATCAACGGCTTGCCTGTTTC3'. Se añadieron 80µl de la 

mezcla de PCR a cada vial correspondiente para conseguir un volumen final de 

reacción de PCR de 100µl.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos Concentración 
reacción 

Volumen (µl) 

H2O  70 

     Buffer Pfu 10x  1x 8 

Primer A3349us 20 µM                          20pmoles 1 

Polimerasa Pfu turbo 2,5U/ µl 25U 1 

cDNA     20 

Volumen final                                                    100 

Tabla 12. Condiciones de la PCR 
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         El cDNA se amplificó en el termociclador GeneAmp PCR 2720 mediante los 

siguientes ciclos de temperatura:        

        

 
           

   

  

        

 

 

 

 

          

         Por 

último,  se    realizó    una    Nested-PCR    con  una  pareja de  “primers”  internos  

A47us (up) 5' CGCCCATCACGGCGTACGCCCA3 3' y  871ds  (down) 

5'GCATCCGTGGAGTGGCACTC3'. 

 

 

    Pasos Tiempo Temperatura Ciclos 

 2 minutos 95ºC   

 30 segundos 95ºC  

30x  30 segundos 60ºC 

Extensión 2 72ºC 

       Extensión 10 minutos  72ºC  

Conservación α 4ºC  

 

 

Para minimizar errores durante la amplificación, se usó la Pfu ADN polimerasa de 

alta fidelidad de copia (Stratagene, San Diego, CA,USA), que bajo nuestras condiciones 

experimentales, se ha demostrado que tiene una tasa de error entre 1.3x10-6 (139) y 

        Pasos Tiempo Temperatura Ciclos 

Desnaturalización 2 minutos 95ºC           

 

 30 segundos 95ºC              

5x  30 segundos 55ºC 

Extensión 2 minutos 72ºC 

Desnaturalización 30 segundos  95ºC  

35x Alineamiento 30 segundos  60ºC 

Extensión  2 minutos  72ºC 

Extensión 10 minutos  72ºC  

Tabla 13. Condiciones de Tª de la PCR 

Tabla 14. Condiciones de TºC de la Nested 
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6.5x10-7 (140). Después de 70 ciclos de amplificación, el número esperado de 

mutaciones según el fabricante es 1 error en  9.1x105 nucleótidos secuenciados. En 

nuestro estudio control uno de los clones (1893 nucleótidos) de secuencia conocida, 

fue sujeto a 70 ciclos adicionales de PCR en 20 amplificaciones independientes. No se 

detectaron mutaciones después del análisis de 8140 nucleótidos. Estos resultados 

demuestran que la heterogeneidad observada es independiente de cualquier artefacto 

durante el procedimiento de amplificación (141).  

 

Clonación 
 

- Determinación del tamaño molecular del producto amplificado 
 
         Los segmentos amplificados producto de la Nested se visualizaron por 

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y  se tiñeron con bromuro de etidio.  

 
- Purificación del ADN  

 
         La purificación del ADN  amplificado resultante de la Nested se realizó lo que 

se utilizó el kit de purificación en gel de agarosa de QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, GMBH, Hilden).  

 

- Reacción de clonación  
      

   El producto purificado de la PCR-Nested con extremos romos se clonó en un 

vector plasmídico (pCR 4Blunt-TOPO) y éste a su vez, se transformó en células E.coli 

competentes TOP10. Esta clonación se realizó con el Kit Zero Blunt TOPO PCR 

Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen), el cual permite la inserción directa en el 

plásmido de productos de PCR “blunt-end” (extremos romos) que se generan por la 

polimerasa Pfu turbo High fidelity para su posterior secuenciación. 

 

-           pCR 4Blunt-TOPO           
 
  El plásmido  pCR 4Blunt-TOPO tiene un genoma compuesto por 3956 

nucleótidos, y posee un gen que le confiere resistencia a la ampicilina, permitiendo 
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sólo el crecimiento de los recombinantes positivos en placas de Petri con medio LB 

con ampicilina, después de la transformación en células E.coli. 

                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 

                                          Figura 20. Mapa plásmido pCR-Blunt-TOPO  

 

         Los reactivos y las cantidades empleadas en la mezcla de clonación fueron los 

siguientes: 

 

 

Reactivos Control + (µl) Control – (µl) 
Producto de PCRNESTED 

(µl) 

Volumen DNA 0 0 1 

Sales 1 1 1 

H2O 4 4 1 

Vector plasmídico 

(10ng/µl) 

pUC 19 Control  

 1 

pCR 4Blunt-TOPO 

1 

pCR 4Blunt-TOPO 

 1 

Volumen final   6 6 6 

 

 

 

 

Tabla 15. Reactivos de la mezcla de clonación. 
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- Se mezcló la reacción suavemente. 

- Se incubó 30 minutos a RT. En el protocolo del Kit indica que la incubación 

con la mezcla de clonación puede ser en un intervalo de duración de 30 

segundos hasta 30 minutos, decantándonos por este último, con la finalidad 

del aumento del rendimiento final de transformantes que contengan el 

inserto. 

- Se añadieron 2µl (como indica el protocolo del kit)  de la reacción de 

clonación del control negativo y positivo a los viales que contenían las 

bacterias químicamente competentes TOP10 y se mezcló suavemente. Para la 

clonación de la Nested-PCR de NS3 del VHC se añadieron 2µl y 4µl de la 

mezcla de reacción de clonación, con esta última cantidad se obtuvo un 

mayor número de colonias después de la siembra de las bacterias E. coli 

competentes transformadas con el inserto de serin-proteasa NS3. 

- La reacción se incubó en hielo durante 30 minutos que es el tiempo 

máximo recomendado y que hemos comprobado que incrementa la eficiencia 

de transformación.   

 
-           Transformación en E. coli TOP10 competentes 
 

- Las bacterias químicamente competentes se transformaron con el plásmido 

mediante un choque térmico de las células durante 30 segundos a 42ºC en el 

baño termostático, sin agitación y se transfirieron los tubos al hielo.  

- A cada vial se añadieron 250µl de medio S.O.C. a RT, medio rico en sales, 

cuya función es estabilizar las membranas de las bacterias químicamente 

competentes.  

 

-           Análisis y selección de colonias  
 
- Se agitaron los tubos horizontalmente en un agitador a 200 rpm a 37 º C durante 1 

hora.  

        - Las placas de Petri con el medio de LB+Ampicilina (100µg/ml) se precalentaron en 

la estufa durante media hora antes de sembrar las muestras. 



  8. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

                        128 

-  Se sembraron 50µl, 100µl y 150µl de cada muestra en las placas de LB y se 

incubaron a 37 º C durante 24 horas. En las placas donde se obtuvo un mayor 

número de colonias fueron aquellas donde se sembró un volumen de 150µl, pero la 

incubación se realizó entre 18-20 horas, para evitar el solapamiento de las colonias 

y aparición de satélites. 

 

-          Purificación del ADN  clonado en  E. coli competentes 

 
          El conjunto de colonias obtenidas resistentes a Ampicilina, se picaron con 

agujas estériles y se introdujeron en placas microtiter de 96 pocillos, donde en cada 

uno se había depositado previamente 200µl de medio LB líquido con ampicilina 

para su conservación. Cada colonia picada se pasó a un pocillo diferente de la placa 

de microtiter. Dicha placa se incubó 24 horas a 37ºC. Las colonias obtenidas se 

pasaron de los pocillos de la placa de microtiter a tubos de vidrio, que contenían 

1ml de medio LB con ampicilina, mediante puntas de pipeta estériles. Una vez 

efectuada esta operación, se dejaron incubando 24 horas a 37ºC en el agitador a 

230rpm. Una vez crecieron las bacterias, se pasaron de los tubos de vidrio a 

eppendorf de 1.5ml y se centrifugaron durante 5 minutos a 13.000rpm y RT.  

         Las colonias obtenidas de las clonaciones, se sometieron a una lisis con el Kit 

QIAprep Spin Miniprep Kit Using a Microcentrifugue (Qiagen) para la obtención del 

ADN, y su posterior secuenciación. Este método está basado en una lisis alcalina de 

las bacterias, seguida de una adsorción del ADN en una membrana de sílice en 

presencia de una solución salina.  

 

 
-        Secuenciación del ADN obtenido de los clones de la región NS3 VHC  
       
         Los productos de amplificación se secuenciaron utilizando terminadores de 

reacción marcados con fluorescencia (“dye terminators”) de la casa Applied 

Biosystems. Para ello se empleó el Kit de secuenciación ABI Prism BIGDYE 

Terminator versión 1.1. La secuenciación automática fue llevada a cabo 

inicialmente en nuestro laboratorio con el secuenciador ABI PRISM 310 y 

posteriormente se utilizó el servicio de secuenciación ABI PRISM 310 de 16 
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capilares de la Unidad Cientifico-Técnica de Soporte (UCTS) del Institut de Recerca 

del Hospital Universitario Valle de Hebrón. 

          Las secuencias obtenidas se procesaron con el programa SeqScape v. 2.0 de 

Applied  Biosystems. El análisis y alineación a nivel de nucleótidos y aminoácidos se 

realizó con el programa GeneDoc. 

 

8.3 TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR   3er ESTUDIO 

 

8.3.1  IL28  y HLA  

 
   Para los estudios genómicos se obtuvo la aprobación del CEIC y de los 

pacientes. El ADN genómico fue extraído con el kit comercial de ADN Flexigen 

(Qiagen, Hilden, Alemania). El kit IL28B LightMix (TIB MolBio) se usó para definir el 

genotipo del polimorfismo bialélico, rs12979860 (CC, CT, TT), fuertemente asociado 

con respuesta al tratamiento. El kit contiene cebadores para amplificar una región 

de 139pb y  sondas específicas para el alelo -3176C. A partir de 5μl de ADN 

genómico, cada alelo del polimorfismo fue identificado por curvas de melting (alelo 

T Tm=51ºC y alelo C con una Tm=59ºC), usando el LightCycler 2.0 (Roche 

Diagnostics GMBH, Mannheim, Alemania). El haplotipo de HLA se determinó 

mediante secuenciación por Sanger. 

8.3.2 Antígenos del VHC 

        
           Los pools de péptidos derivados de secuencias de genotipo 1a que cubrían la 

región completa de NS3 se adquirieron de Beiresources (Biodefense and emerging 

infectious research resources repository beiresources Manassas VA USA) y 63 

péptidos de 20 aminoácidos que cubrían también la región NS3 sintetizados por 

CIMA (Universidad de Navarra, Pamplona.) 
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8.3.3 Ensayo de Enzyme-Linked Immunospot (ELISpot) 

 
         Para el ensayo de IFN-γ ELISpot se realizaron duplicados de 1x105 células CD4 

basales y de células CD4 expandidas que fueron cultivadas a 37º C en una 

proporción de 1:4 con células presentadoras de antígeno (CPA) autólogas irradiadas 

(30 Gy) pulsadas con diferentes pools de péptidos o controles. Los pools para la 

proteasa NS3 fueron: 1027-1117 y 1117-1217 y para la NS3- helicasa fueron 1227-

1317, 1327-1417, 1427-1517 y 1527-1642. El ELISpot se desarrolló siguiendo el 

protocolo siguiente: las células se cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo 

redondo pre-incubadas con anticuerpo monoclonal anti-IFN-γ (1-D1K, Mabtech, 

Suecia)  y con una concentración de 2μg/ml con los diferentes antígenos del VHC, 

2μg/ml de PHA (Fitohemaglutinina) o de buffer control. Después de 48 horas a 37οC  

y 5% de CO2, las células se eliminaron mediante lavado de las placas 5 veces con 

PBS. Se añadieron 100μl de fosfatasa alcalina conjugada con anticuerpo monoclonal 

(7-B6-1, Mabtech, Suecia) a cada pocillo a una concentración final de 1μg/ml y se 

incubó a 2h a temperatura ambiente. El conjugado no unido se eliminó con lavados 

de las placas con PBS y se desarrolló una incubación durante 5 minutos con una 

solución de sustrato de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitroblue tetrazolium 

(BCIP/NBT-plus;Mabtech, Suecia). La reacción de color se detuvo mediante lavado 

con agua del grifo. Las células formadoras de puntos péptido-específicas (spot-

forming cells-SFC-) se contaron con un lector de ELIspot (Auntimmun Diagnostika 

GMBH, Strassberg, Germany) con la ayuda del sotware (ELISpot 4.1 SR program). 

Los resultados se expresaron como el número de SFC productoras de IFN-γ por 105 

células CD4 (SFC IFN-γ/105  CD4). Los ensayos con ruido de fondo alto (media de 40 

SFC/por pocillo con buffer control) o con nula respuesta a PHA se excluyeron. Para 

normalizar el número de células específicas de VHC productoras de IFN-γ, se 

descontó el número de SFC productoras de IFN-γ sin péptidos del número de SFC 

con presencia de péptidos. 
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8.3.4 Análisis de la región NS3 mediante secuenciación masiva 

 
         Se realizó una secuenciación masiva (Ultra-deep pyrosequencing-UDPS-) 

mediante reactivos de la serie GS-FLX Titanium en la plataforma Roche 454 GS-FLX) 

de 7 fragmentos (amplicones) de 400 nt correspondientes a la región no estructural 

NS3 (proteasa y helicasa) en los pacientes A, B (infectados por el VHC genotipa 1a); 

C y D (infectados por el VHC genotipo 1b); E-pre y E-post (genotipo 1b). Para la 

amplificación de la proteína NS3 se utilizaron cebadores específicos, y teniendo en 

cuenta que la química de GS-FLX Titanium permite la secuenciación de 400 

nucleótidos, se dividió la NS3 en 7 amplicones solapados. Los amplicones fueron 

enumerados del 1 al 7 desde el extremo 5' hasta el final de la región codificante 3' 

de NS3.  Cada amplicón se analizó independientemente. Para minimizar los errores 

de muestreo y amplificación, se realizaron RT-PCRs-Nested por triplicado. 

Finalmente, los productos de PCR se cuantificaron, se mezclaron y purificaron en 

gel de agarosa mediante electroforesis, previo a la secuenciación masiva por ultra-

deep-pyrosequencing (UDPS)  plataforma 454/Roche (Roche, Brandford, CT 06405, 

USA). Se realizaron 3 placas  454 GS FLX Titanium, y cada una se dividió en dos 

carriles (en cada carril se depositó la muestra de un paciente). El sistema generó un 

archivo en FASTA con los “reads” secuenciados de cada carril. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 21. Aparato 454 GS FLX Titanium 
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Nombre de Cebadores Secuencias 
Tamaño 

amplicones 

                    

                            1542pb 

              NS2up3272 

           NS3d3663 

 442pb 

             NS3up3531 

          NS3d3969 

    
 

489pb 

           NS3up3816 

         NS3d4222 
 
 

457pb 

          NS3up4038 

        NS3d 4411 
 

 

424pb 

          NS3up4279 

        NS3d4684 

 
 

456pb 

                      NS3up4379           
                      NS4Bd6108   
 

 

 

  
 

      1730pb 

            NS3up4588 

          NS3d5007 

    
 

470pb 

            NS3up4905 

         NS3d5301 

    
 
 

447pb 

 
 

RT-PCR1   

        Nested1  

Nested2 

Nested3 

Nested4 

Nested5  

RT-PCR2     

Nested6 

Nested7 

Figura 22. Esquema de la región no estructural del VHC donde se representan los 7 amplicones de 400 nts 

cada uno que cubrían la proteína NS3. 

Tabla 16. Secuencias de cebadores para la amplificación de NS3. 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAYCTBACYCCNCTBCRRGAYTGGGC 

 

  

NS3 4A 4B NS5A NS5B

5952nts

UGAUGAUGA

~9000nt

AUGAUG

NS3 4A 4B NS5A NS5B

Helicase and Serine 
protease

NS3 
co-
factor

RNA-dependent 
RNA polymerase

RNA 
binding

Phosphoprotein. 
Regulation 
replication

3420
3276

NS2

9377

9407

11
22

33
44

55

66
77

NS2

3195 4736

4379 6108

 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCAYCTBACYCCNCTBCRRGAYTGGGC NS3d4736 

NS2up315pcr 

 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGRTCYTGRTCYACATTRGTRTACATYTGG 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCMVVATGGAGACCAAGCTCATYAC 

  CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACYGCDRCVCARWCYTTCCTRGC 

 CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAVACCGGRGAYCKCATRGTDGTYTC 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCYTACYTGAARGGYTCBTCVGG 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGARTAYGTRATRGGRWYRCCNGTGGT 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGGHAGCGGYAARAGBACYAARGT 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACRGTRRYNGAKCCCGGAGG 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAATNTGYGAYGARTGCCAYTC 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCMAGRTGGTCYTGVCANACGG 

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGCCACYGCYACNCCTCCGGG 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAAWGCTATYAGCCGGTTCATCC

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCNTAYTACCGVGGBCTYGAYGTRTC 
 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCMAGRTGGTCYTGVCANACGG 

   CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGGAYGCRGGCTGYGCTTGGTA 

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCNAGGTCRGCYGMCATGCAT 
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- Control de calidad de los amplicones 
 
         El control de calidad se realizó mediante el equipo 2100 Bioanalyzer (Agylent 

Technologies), que permite obtener una inspección visual de la integridad del ARN 

utilizando de 20-250ng de muestra. Mediante una separación electroforética en 

unos microchips especializados, las diferentes muestras de ARN son separadas y 

monitorizadas (detección de fluorescencia con láser).  El software del bioanalyzer 

genera un gel virtual que permite determinar el grado de integridad del ARN.  

          La concentración de ADN se determinó mediante el uso de un colorante 

fluorescente que se une al ADN de doble cadena (PicoGreen, Molecular Probes), 

mediante el Kit PicoGreen dsDNA Quatitation Kit (Invitrogen, Carlsbad, California), 

que tiene un máximo de excitación a 480nm y un pico máximo de emisión a530nm. 

-        Diseño de los cebadores 
 
         La preparación de las muestras de ADN para la secuenciación de amplicones  

consiste en una simple reacción de amplificación por PCR con cebadores especiales 

(cebadores de fusión). Los cebadores de fusión permiten la unión de los fragmentos 

de ADN a las bolas de captura de ADN y su posterior amplificación clonal mediante 

una PCR en emulsión (emPCR). Poseen un tamaño entre 20-25pb. Las últimas 4  

bases de los cebadores de fusión es la secuencia clase “TCAG”.  

 

 

       Forward primer (Primer A-Key): 

       5'-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG- template specific sequence-   3' 

 

       Reverse primer (Primer B-Key): 

       3'-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG- template specific sequence-   5'  

 

           

         

         

  

Figura 23. Estructura de los cebadores de fusión A y B. 
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         Para la realización de la emPCR fueron necesarios dos kits (Figura 24): uno 

para la secuenciación de la librería del primer A (GS emPCR Kit II) y el segundo para 

la secuenciación del Primer B (GS emPCR Kit III). Es decir, para la emPCR de cada 

amplicón se utilizaron 2 cebadores (A y B). 

 

                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 

 

 

-       emPCR 

 

         La librería sstDNA de amplicones se consiguió diseñando los cebadores con los 

adaptadores A y B en cada extremo, tal y como se especifica en la página 135 Figura 

24.  Se mezclan cada bola con las moléculas de ADN, de manera que cada bola, en 

condiciones óptimas, contendrá una única molécula de sstDNA de la librería. La 

bola unida a la cadena de ADN se emulsiona con los reactivos de amplificación en 

una micela de agua y aceite. Cada perla queda englobada en su propio microreactor 

dentro del cual ocurre la amplificación mediante PCR. El resultado será una bead 

inmovilizada conteniendo fragmentos de ADN amplificados clonalmente.                

Figura 24. GS emPCR kit II y kit III. 
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Clonally-amplified sstDNA attached to bead
(millions of copies per bead)

sstDNA library

Anneal sstDNA to an 
excess of DNA 
Capture Beads

Emulsify beads and 
PCR reagents in 
water-in-oil 
microreactors

Break microreactors, 
enrich for DNA-
positive beads

Clonal amplification 
occurs inside 
microreactors

Electronic 
MIcroscope

Oil

Water dropletes (microreactors).

Bead carrying single molecule (10 6

clonally amplified molecules after
emPCR)

Oil

Water dropletes (microreactors).

Bead carrying single molecule (10 6

clonally amplified molecules after
emPCR)

 

 

 

-        Secuenciación 
 
         Las beads unidas a los fragmentos de la librería ADNsst se añaden al DNA Bead 

Incubation Mix (contiene ADN polimerasa) y se distribuyen en capas dentro de la 

placa junto con unas beads enzimáticas que contienen luciferasa y sulfurilasa. La 

capa de beads enzimáticas asegura que las perlas con ADN permanezcan en el 

interior del pocillo durante la reacción de secuenciación. El proceso de deposición 

en la placa maximiza el número de pocillos que contienen una única perla con ADN 

amplificado (evitando más de una bead unida a ADNsst por pocillo). Cuando la 

placa está correctamente cargada se coloca en el equipo donde los reactivos de 

secuenciación (tampones y nucleótidos) fluirán a través de la placa. Durante el flujo 

de nucleótidos, cada una de los cientos de miles de beads con millones de copias de 

ADN se secuencian en paralelo. Si un nucleótido es complementario a la cadena 

molde en algún pocillo, la polimerasa extiende la hebra existente de ADN mediante 

la adición de nucleótido(s). La adición de cada nucleótido genera por reacción la 

Figura 25. Pasos secuenciales de la emPCR. 
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emisión de un fotón. La señal lumínica es recogida por la cámara CCD del equipo. La 

intensidad de la señal es proporcional al número de nucleótidos incorporados en un 

solo flujo de nucleótidos en el respectivo pocillo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.3.5 ALGORITMO PARA INTERPRETAR LAS SECUENCIAS 

 

         Las lecturas (“reads”) correspondientes a cada amplicón se identificaron por 

su correspondiente primer. Los datos se validaron de acuerdo a procedimientos ya 

publicados (Homs M. et al. Nucleic Acids Res. 39:8457-8471; Campbell P.J. et al. 

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A 105:13081-13086; Huse S.M. et al. Genome Biol. 

8:R143;Zagordi O. et al. Nucleic Acids Res. 38:7400-7409). Como filtros de calidad, 

se excluyeron las secuencias que: 

- Tenían más de 2 errores con respecto al cebador. 

- Las que no cubrían todo el amplicón 

- Las que tenían Ns en la secuencia 

      - Las que tenían inserciones o delecciones con respecto a la secuencia de 

referencia. 

 

Figura 26. Reacción de secuenciación. 
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         Las sustituciones con respecto a la secuencia de referencia fueron evaluadas 

estadísticamente por un filtro de Poisson, utilizando una matriz de sustituciones de 

error empírica obtenida por secuencias clonales adicionales obtenidas por UDPS. 

Una vez identificadas y filtradas los “reads” se colapsaron en haplotipos y se 

determinaron sus correspondientes frecuencias. Los haplotipos con un solo “read” 

se rechazaron. Los haplotipos resultantes con sus respectivas frecuencias son 

considerados como una muestra representativa de la composición de la población 

viral, y se utilizaron en los análisis siguientes, incluyendo un análisis de las 

mutaciones posición por posición y la evaluación de la complejidad mediante 

“sliding windows”, a nivel de nucleótidos  y a nivel de aminoácidos. 

 

8.3.6 ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS 

 

          Las definiciones de los términos utilizados en el análisis de secuencias son las 

siguientes: 

Amplicón: un fragmento de secuencia de ARN o ADN que es amplificada mediante 

cebadores específicos. 

Read: cada una de las secuencias identificadas a través de síntesis durante el 

proceso de la UDPS, correspondiente a un amplicón. 

Mutación: sustitución de un nucleótido por otro nucleótido. Cuando se habla del 

número total de mutaciones se refiere al número total de mutaciones diferentes, 

independientemente de sus frecuencias dentro de la población. La mutación se 

entiende como un cambio respecto al haplotipo dominante. 

Haplotipo: en el contexto del análisis de los amplicones, un haplotipo es cada una 

de las diferentes secuencias identificadas por UDPS, cada una de ellas representada 

por un número de reads que debe corresponder aproximadamente a su frecuencia 

en la población de la quasiespecie obtenida por muestreo. Los haplotipos son 

entonces el conjunto de secuencias únicas en el amplicón dentro del conjunto de la 

población viral. 



  8. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

                        138 

         El análisis se realiza posición por posición, en el que se obtiene una lista de 

todos los sitios polimórficos, junto con las frecuencias de mutación de nucleótidos 

correspondientes. Se analiza cada amplicón según una heurística que favorece las 

secuencias con un mayor número de lecturas. El recorte de los reads para conectar 

los amplicones es un paso importante en el flujo de trabajo. 

 

Análisis de nucleótidos de cada amplicón 

 

1. Filtrado de reads: se realizó un filtrado de reads de manera que cada 

haplotipo estuviera representado por un mínimo de lecturas, excluyendo 

todos los haplotipos con menos de 2 reads. Esto contribuyó a aumentar el 

peso de la evidencia y evitar posibles artefactos. 

2. Complejidad de quasiespecies: la complejidad de las quasiespecies se 

caracterizó por una serie de parámetros para realizar estudios comparativos 

entre poblaciones virales, que se describen a continuación: 

 

          Diversidad nucleotídica (pi,π): tiene en cuenta el número medio de  

mutaciones entre cada par de secuencias en la población viral. 

           Frecuencia de mutación (Mf): obtenida como la relación del número de 

mutaciones observadas por el número total de nucleótidos secuenciados. El 

número de nucleótidos secuenciados es el producto del número de reads por el 

tamaño de cada read. El cálculo de las mutaciones observadas tiene en cuenta 

las frecuencias de los haplotipos dentro de la población viral, y el número de 

mutaciones en cada haplotipo. 

         Entropía de Shannon (H): la entropía de Shannon mide la variabilidad de las 

quasiespecies teniendo en cuenta el número de haplotipos y sus frecuencias: 

 

                                    H = - Σi  pi ln(pi) 
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Donde pi es la frecuencia relativa del haplotipo i-ésimo dentro de la población 

viral, y la suma se extiende a todos los haplotipos. Un valor alto de H implica 

una variabilidad alta. El mínimo valor de entropía, es 0, cuando tenemos un 

haplotipo único. 

         

    Entropía de Shannon normalizada: es una medida de diversidad de 

haplotipos, independientemente de sus frecuencias de mutación.  

 

                                   Sn = - Σi  pi ln(pi) / ln(h) 

 

       Al dividir H por el logaritmo del número de haplotipos Sn varía entre 0 y 1, 

con un valor de Sn, de 1, como la entropía máxima. 

 

         Gráficos de barras: se representaron gráficamente los sitios polimórficos (eje 

de ordenadas) con las frecuencias de mutación relativas respectivas (eje abscisas). 

En la parte inferior se da una representación reducida en color que muestra la 

secuencia consenso, y las barras apiladas sobre ella dan el porcentaje de mutación 

para cada nucleótido dentro de la población. Cada nucleótido está representado 

por un color diferente. La línea en 0 diferencia, por debajo, el nucleótido 

mayoritario, y por encima, la mutación. 
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-     Contenido de información de una posición (ici)  

        
          Dada la frecuencia relativa en la población de cada nucleótido pi, en un sitio 

determinado, el contenido de información, en unidades de bits se obtiene como: 

ic = log2(4) + Σi  pi log2(pi) = 2 + Σi  pi log2(pi) 

              

         La entropía es una medida de diversidad. Aquí esta medida se invierte para 

proporcionar el contenido de información de un sitio dentro de una población. 

Ambos conceptos están inversamente relacionados.  Si la entropía de Shannon de 

las quasiespecies es una entropía  que mide por filas (secuencias), el contenido de 

información en un sitio es un análisis de la entropía por columnas (sitios). 

         Un sitio conservado 100% tiene 2 bits de información, mientras que un sitio 

con 25% de cada nucleótido mostrará un contenido de información de bits 0. 

 

 

 

 

Figura 27. Ejemplo de gráfico de barras con las frecuencias  de mutación relativas. 
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Gráficos de densidad mutacional (Montserrat plots) 
 
         Los Montserrat plots son gráficos que sirven para visualizar la diversidad de la 

población respecto al haplotipo dominante. Tomando como referencia la secuencia 

dominante de la población viral en cada amplicón, este gráfico representa la 

densidad del número de mutaciones en la población viral respecto a esta secuencia 

de referencia. El histograma habitual se transforma en un gráfico de densidad 

usando a kernel gaussiano con un ancho de banda de 0,3, transformando el gráfico 

en continuo y virtualmente más cercano a la dinámica de la quasiespecie. Se 

superpone la densidad que se deriva, en las mismas condiciones, de una 

distribución de Poisson, cuyo parámetro es el número medio de mutaciones. 

Cuando ambas curvas coinciden la población tiende a ser más aleatoria, mientras 

que cuando divergen notablemente, la población está más sujeta a factores 

evolutivos, representando eventualmente 2 o más subpoblaciones separadas por 

un cierto número de mutaciones. 

 

Análisis de la región de nucleótidos 

          
        En general, la región de interés en el genoma viral se compone de una serie de 

diferentes amplicones, por lo general cubren unos cuantos miles de bases. El 

solapamiento entre amplicones se resuelve apoyándose en el amplicón con mayor 

número de reads. 

                

          

 

 

 

 

Análisis de la región FW+RV 
          

          

 

 

   

Figura 28. Ejemplo de solapamientos de los 7 amplicones de NS3 del paciente A 
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         El análisis de la región se ha realizado de forma independiente para las 

cadenas forward y reverse, y el siguiente paso fue combinarlas para obtener una 

imagen final posición por posición de la región de interés. Se consideraron primero 

los sitios polimórficos comunes, testando la homogeneidad de la frecuencia de 

sustituciones de nucleótidos entre ambas cadenas mediante el test de Fisher. Los p-

valores resultantes se ajustan por la corrección Benjamini y Hochberg. Los sitios no 

significativamente diferentes son promediados para las cadenas forward y reverse, 

mediante el correspondiente número de reads de cada cadena. Para los sitios 

significativamente diferentes, si el número de reads es muy desequilibrado entre 

ambas cadenas, se toma la frecuencia de mutación dada por el número de 

secuencias más abundantes. Al final tenemos un cuadro con las frecuencias de cada 

nucleótido en cada sitio polimórfico que finalmente es aceptado. El informe 

representa los resultados obtenidos en cada caso, dando para cada sitio 

polimórfico aceptado, las coordenadas, las frecuencias de nucleótidos en %, y el p-

valor ajustado por un test múltiple. 

 

Chi-square test 
 
Common positions, non-significatively different, 
with BH adjusted p-values above 0.05 
Giving the average mutation frequencies weighted by 
reads number. 
 
         pA     pC     pG     pT adj.p.val 
3317 99.218  0.000  0.397  0.385     0.461 
3320  0.000 99.261  0.000  0.739     0.319 
3323  0.000  0.133  0.000 99.867     0.258 
3326  0.000 99.620  0.000  0.380     0.138 
3329  0.000 99.833  0.000  0.167     0.442 
3337  0.128  0.000 99.872  0.000     0.755 
3338  0.000 99.561  0.000  0.439     0.557 
3339  0.000 66.115  0.000 33.885     0.189 
3350  0.000  0.249  0.000 99.751     0.325 
3356  0.000 99.779  0.000  0.221     0.557 
========================================== 
5255  0.142  0.000 99.858  0.000     0.964 
5264  0.000 99.854  0.000  0.146     0.609 
5267  0.000 99.817  0.000  0.183     0.930 
5270  0.301  0.000 99.699  0.000     0.995 
 
Common positions, significatively different 
with BH adjusted p-values below 0.05 
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  If the number of reads is markedly unbalanced, the 
  mutation in the most abundant strand, the minimum 
  frequency otherwise. 
 
         pA     pC     pG     pT adj.p.val 
3305  0.384  0.000 99.616  0.000     0.020 
3314  0.000 99.241  0.000  0.759     0.000 
3347  0.000  0.982  0.000 99.018     0.001 
3524  0.000 98.932  0.000  1.068     0.027 
3545  0.000 67.404  0.000 32.596     0.000 
3563  0.000  1.343  0.000 98.657     0.020 
========================================== 
4868  0.000 99.662  0.000  0.338     0.009 
4886  0.000 99.480  0.000  0.520     0.005 
5138  0.000 99.820  0.000  0.180     0.020 
 
Summary of total mutation frequency in the forward 
strand only: 
   Min. 1st Qu.  Median    Mean 3rd Qu.    Max. 
 0.1010  0.1070  0.1290  0.1405  0.1420  0.4251 
 
No significative mutations in the FW strand only. 

 
Summary of total mutation frequency in the reverse 
strand only: 
   Min. 1st Qu.  Median    Mean 3rd Qu.    Max. 
 0.1000  0.1090  0.1330  0.1417  0.1655  0.3010 
 
RV only, significative mutations to the test, 
  RV/FW reads ratio higher than 1.5 
  Total mutation frequency higher than 0.1 % 
  Reads number higher than 5000 
  Adjusted p-values below 0.05 
 
         pA     pC     pG     pT    p.vals adj.p.val 
reads 
3297  0.000  0.000  0.205 99.790 1.904e-11 4.251e-10 
22940 
3311  0.000 99.820  0.000  0.179 4.111e-10 3.935e-09 
22940 
3315  0.100  0.000 99.900  0.000 4.465e-06 7.671e-06 
22940 
3333 99.900  0.000  0.100  0.000 4.465e-06 7.671e-06 
22940 
=======================================================
=== 
3533  0.000  0.135  0.000 99.860 7.047e-08 2.623e-07 
22940 
3983  0.000 99.890  0.000  0.105 6.124e-05 8.373e-05 
17210 
4019  0.000 99.770  0.000  0.232 6.828e-10 5.147e-09 
17210 
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         Para las mutaciones puntuales se requiere un umbral de frecuencia mínima, el 

valor predeterminado se establece en el 0,1%. Para los sitios polimórficos en una 

sola cadena se requiere, además, una frecuencia mínima de mutación total y un 

número mínimo de reads. En la actualidad los valores por defecto son de un p-valor 

ajustado de 0,05, un porcentaje de 0,1%, como frecuencia mínima  de mutación 

total, y un mínimo de 5000 reads.  

 

RATIO dN/dS   

          
        Se calculó la relación de dN/dS como la relación entre los valores medios de 

dN (mutaciones no sinónimas por posiciones no sinónimas) y dS (mutaciones 

sinónimas por posiciones sinónimas) que resultan al comparar pares de reads en la 

población viral. Las presiones evolutivas de las proteínas son cuantificadas por la 

tasa de sustitución en posiciones sinónimas y no sinónimas. Como consecuencia de 

la degeneración del código genético, el resultado esperado de mutaciones al azar 

no sinónimas se aproxima a 75% y las mutaciones sinónimas a un 25%.  La relación 

dN/dS se desarrolló originalmente para el análisis de secuencias genéticas de 

especies divergentes. Sin embargo, la medida de dN/dS también se suele aplicar a 

las muestras de una sola población. En el caso de las poblaciones de virus, entre las 

secuencias no existe fijación a lo largo de linajes independientes, sino más bien la 

segregación de polimorfismos en una sola población. Por lo tanto, la relación entre 

dN/dS es cuantitativamente diferente en las muestras de una sola población en 

comparación con las muestras de linajes divergentes. En este último caso, la 

relación dN/dS=1 se interpreta como neutralidad, cuando dN/dS<1 como selección 

negativa y dN/dS>1 como selección positiva. Pero en el caso de las poblaciones de 

virus (estudio de muestras dentro de una misma población) cuando dN/dS es 

mayor o menor que 1, se interpreta que existe presión evolutiva, pero no se puede 

afirmar si hay selección positiva o negativa (142). En nuestro estudio se calculó, a 

partir de los haplotipos observados y las frecuencias correspondientes, el número 

de posiciones sinónimas (S) y no sinónimas (N) respecto a la secuencia máster. Para 

cada posición mutada se determinó si la mutación era codón sinónimo (mS) o no 
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sinónimo (mN) respecto a la master, teniendo en cuenta las frecuencias de cada 

haplotipo. La relación de posiciones no sinónimas a sinónimas, se compara con la 

relación mN/mS, y de la misma forma se comparan las relaciones mN/N y mS/S, 

como aproximación a la relación dN/dS. La relación que existe entre ambos 

estimadores permite determinar si las secuencias se encuentran bajo el modelo 

neutral, donde se esperaría un valor (mN/N)/ (mS/S) próximo a la unidad, o se 

desvían del mismo. Este valor puede ayudar a distinguir los crónicos de los agudos.     

 
 
Sliding window 

 
         Aparte del análisis posición por posición es interesante evaluar la secuencia 

completa por pequeños segmentos, llamados ventanas, que se desplazan por 

pasos, hasta cubrir toda la región (“sliding window”). Como en el análisis posición 

por posición los reads se conectan de forma óptima, teniendo en cuenta el número 

de reads que pertenece a cada amplicón, los reads se recortan de acuerdo con esta 

conexión óptima, y las ventanas se desliza desde 5 'a 3' en pasos de pocos 

nucleótidos. En el sliding window se representó el parámetro de diversidad 

nucleotídica (Pi). 

 

         

 

 

 

         

          

 

 

         Se desarrollaron sliding windows a nivel de nucleótidos (el tamaño de la 

ventana es 50 con pasos de 10) y de aminoácidos (el tamaño de la ventana es de 12 

con pasos de 3).    

Figura 29. Representación gráfica de sliding windows de nucleótidos 

donde en el eje de abscisas se representó la Pi (diversidad 

nucleotídica) y en el eje de ordenadas se representaron las 
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COMPARACIÓN DE 2 POBLACIONES: A vs B 

 

Comparación a  nivel de nucleótidos 

      
         Se realizó una comparación mediante gráficos de barras de los sititos 

polimórficos de 2 poblaciones virales. La población en segundo plano se representó 

en gris y la población en primer plano, se representó cada nucleótido en un color 

(en el eje de abscisas se representó las posiciones nucleotídicas del gen NS3 y en el 

eje de ordenadas se representó el porcentaje de mutación de cada nucleótido 

dentro de la población). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comparación a  nivel de aminoácidos 

 
       Cada aminoácido se representó de acuerdo a sus propiedades químicas, 

mediante 5 colores. 

 

 

 

 

 
 

Figura 30. Gráfico de barras con comparación de frecuencias relativas de 

mutaciones de nucleótidos de 2 pacientes (un paciente representado en 

gris y otro paciente en colores diferentes. 

Figura 30. Gráfico de barras con comparación de frecuencias 

relativas de mutaciones de aminoácidos de 2 pacientes. 
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Identidad poblacional. Coeficiente de Bhattacharyya 
          
        Una población  viral puede caracterizarse por el conjunto de pares  (hi, fi), i:1..n 

, donde hi  es el haplotipo i-ésimo, y fi   su frecuencia relativa en la población. Dadas 2 

poblaciones se utiliza el coeficiente de Bhattachayya como medida de identidad 

poblacional, definido como: 

       

 

 

Donde δ es delta Kronecker, con valor 1 cuando los dos haplotipos son iguales, o 

cero, en caso contrario, y las sumas se extienden a todos los haplotipos de ambas 

poblaciones. Este coeficiente da una aproximación del solapamiento de la 

población, de tal manera que cuando es 1, las poblaciones son idénticas, y cuando 

es cero, no existe ningún haplotipo idéntico. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Distancia genética 
         

        Supongamos que hay m haplotipos diferentes de una región particular del ADN 

de las poblaciones X e Y, donde xi e  yi  son las frecuencias del haplotipo i-ésimo  en 

la muestra para las poblaciones X e Y, respectivamente. El número promedio de 

sustituciones de nucleótidos para un par de haplotipos escogido de forma aleatoria 

(dx) en la población X puede ser estimada como: 

 

                                                                dx        nX           Σijxixjdij 

Figura 31. Representación gráfica de similitud de 2 poblaciones 

virales  de 2 pacientes (ejemplo de A y B). 

ˆ 

 nX-1 

ˆ ˆ 
= 
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donde nx es el número de secuencias de la muestra y dij es el número de 

sustituciones de nucleótidos por sitio entre los haplotipos i-ésimo y j-ésimo. 

Cuando todas las secuencias de ADN son diferentes, xi=1/nX. El número medio de 

sustituciones de nucleótidos para Y puede ser estimado de la misma manera. 

         Por otra parte, el número medio de sustituciones de nucleótidos entre los 

haplotipos de ADN  de X e Y puede ser estimado por: 

                                                                 

                                                         dXY=  Σijxixjdij 

              

donde dij es las sustituciones de nucleótidos entre el haplotipo i-ésimo de X y el 

haplotipo j-ésimo de Y. El número neto de sustituciones de nucleótidos entre las 2 

poblaciones (dA) es entonces estimado por: 

 
 
                                                            dA=dxy-(dx+dy)/2 
 

ˆ ˆ ˆ ˆ 

ˆ 
ˆ 
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