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Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996

RESUMEN
Objetivo:
Caracterizar molecularmente la infeccion por el Virus de la Hepatitis C (VHC) en personas
con historia de transfusion antes de 1996 en tres ciudades de Colombia.

Métodos:

Se realizé una busqueda activa de personas que hubieran recibido al menos un evento
transfusional antes de 1996 en tres ciudades principales de Colombia: Medellin, Pereira
y Santa Marta. Se calcul6é un tamafio de muestra de 393 personas de acuerdo al total de
pacientes transfundidos y la poblacion DANE para 2016: 293 personas para Medellin, 43
personas para Pereira y 57 personas para Santa Marta. Esta busqueda activa se realizo
mediante charlas de promocién y prevencién de las hepatitis virales, con énfasis en VHC,
ademas de la divulgacién de material en redes sociales, prensa, radio y televisidén. A cada
persona que decidio participar voluntariamente en el estudio se le diligencioé una encuesta
y se le tomo6 una muestra de sangre para la deteccidn de anticuerpos anti-VHC y posterior
deteccion del genoma, en caso de ser positivos para anticuerpos. Las muestras positivas
para el genoma viral se enviaron a secuenciar para la caracterizacion de genotipos y
subgenotipos y mutaciones asociadas a resistencia a los antivirales disponibles. Se
incluyé un grupo control positivo (personas con diagndstico previo de VHC) y muestras
de explante hepatico del banco de tejidos del Grupo de Gastrohepatologia de la

Universidad de Antioquia para la inferencia filogenética.
Resultados:

En total se reclutaron 260 personas con historia de transfusion de sangre antes de 1996:
159 personas en Medellin, 43 en Pereira y 57 en Santa Marta. El 2,6% (7/260) de las
muestras obtenidas de la poblacién de estudio presentaron positividad para la deteccion
de anticuerpos anti-VHC y se logré la amplificacion del genoma viral en 4 de las 7
muestras positivas para anticuerpos. Con respecto al grupo control positivo, se incluyeron
tres muestras de pacientes con infeccion por VHC, y 16 muestras de explante hepatico,
de las cuales se logro la amplificacion del genoma viral.
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A partir de las muestras de la poblacién de estudio se caracterizé6 el genotipo 1,
subgenotipo 1b, en 3 de las muestras y también se identificd el genotipo 4, en una de las
muestras, y por primera vez en el pais el subgenotipo 4d. En las muestras del grupo
control positivo se identifico el genotipo 1, subgenotipo 1b, en una de las muestras y el
subgenotipo 1a en las dos muestras de PID. El predominio del genotipo 1, subgenotipo
1b, fue ratificado en las muestras de explante hepatico, con 61,5% (8 muestras), el
subgenotipo 1a en 23% (3 muestras). Adicionalmente se caracteriz6 el genotipo,
subgenotipo 2a, y el genotipo 4 en dos muestras de explante hepatico. En esta ultima

muestra se identificd por primera vez el subgenotipo 4a en el pais.

Por ultimo, se describe la presencia de RAS en dos muestras de personas con
antecedente transfusional, pero sin tratamiento antiviral previo y en 6 muestras de
explante hepatico proveniente de pacientes con diagndstico de hepatopatias terminales.

Este resultado es el primer reporte de RAS en Colombia.
Conclusiones:

Se confirma que el genotipo 1 de VHC, subgenotipo 1b, sigue siendo el prevalente en el
pais, independiente del factor de riesgo. Se reporta por primera vez la identificacion de
los subgenotipos 4a y 4d y la presencia de mutaciones asociadas a resistencia para las

regiones virales NS5A y NS5B en muestras de pacientes en Colombia.

A pesar de la baja frecuencia de anticuerpos anti-VHC detectada en la poblacion de
estudio, se demuestra la importancia de la busqueda activa de personas con factores de
riesgo para el diagnostico y tratamiento para evitar el desarrollo de hepatopatias
terminales. Asi mismo, para contribuir al estudio de la epidemiologia molecular de la
infeccion por VHC para la toma de decisiones que permitan contribuir al control y

eliminacién de la infeccién por VHC.
Palabras clave: Virus de la hepatitis C, Epidemiologia, prevalencia, factor de riesgo,

Colombia
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Abstract
Aim:

Characterize the infection by the Hepatitis C Virus (HCV) in people with a transfusion

history before 1996 in three cities of Colombia
Methods:

An active search was carried out for people who had received at least one transfusion
event before 1996 in three main cities of Colombia: Medellin, Pereira, and Santa Marta.
A sample size of 393 people was calculated according to the total number of transfused
patients and the DANE population for 2016: 293 people for Medellin, 43 people for
Pereira, and 57 people for Santa Marta. This active search was carried out through talks
on the promotion and prevention of viral hepatitis, with an emphasis on HCV, in addition
to the dissemination of graphic material on social networks, the press, radio, and
television. A survey was completed from each person who voluntarily decided to
participate in the study. A blood sample was taken to detect anti-HCV antibodies and
subsequent detection of the genome, if positive for antibodies. The samples positive for
the viral genome were sent for sequencing for the characterization of genotypes and
subgenotypes and mutations associated with resistance to available antivirals. A positive
control group (people with a previous diagnosis of HCV) and liver explant samples from
the tissue bank of the Gastrohepatology Group of the University of Antioquia were
included for phylogenetic inference.

Results:

260 people with a history of blood transfusion before 1996 were recruited: 159 people in
Medellin, 43 in Pereira, and 57 in Santa Marta. 2.6% (7/260) of the samples obtained from
the study population were positive for the detection of anti-HCV antibodies and
amplification of the viral genome was obtained in 4 of the 7 antibody-positive samples.
Regarding the positive control group, three samples from patients with HCV infection were
included, and 16 samples from liver explants, of which the viral genome was amplified.
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From the samples of the study population, genotype 1, subgenotype 1b, was
characterized in 3 of the samples, and genotype 4 was also identified in one of the
samples, and for the first time in the country, subgenotype 4d. In the positive control group
samples, genotype 1, subgenotype 1b, was identified in one of the samples and
subgenotype 1a in the two PID samples. The predominance of genotype 1, subgenotype
1b, was ratified in liver explant samples, with 61.5% (8 samples), subgenotype 1a in 23%
(3 samples). Additionally, the genotype, subgenotype 2a, and genotype 4 were
characterized in two liver explant samples. In this last sample, subgenotype 4a was

identified for the first time in the country.

Finally, the presence of RAS is described in two samples from people with a transfusion
history, but without prior antiviral treatment, and in 6 liver explant samples from patients

with a diagnosis of end-stage liver disease. This result is the first RAS report in Colombia.

Conclusions:

It is confirmed that HCV genotype 1, subgenotype 1b, continues to be prevalent in the
country, regardless of the risk factor. The identification of subgenotypes 4a and 4d and
the presence of resistance-associated mutations for the viral regions NS5A and NS5B in

samples from patients in Colombia is reported for the first time.

Despite the low frequency of anti-HCV antibodies detected in the study population, the
importance of actively searching for people with risk factors for diagnosis and treatment
to avoid the development of end-stage liver disease is demonstrated. Additionally, to
contribute to the study of the molecular epidemiology of HCV infection for decision-making

that will contribute to the control and elimination of HCV infection.

Key words: Hepatitis C Virus, Epidemiology, Prevalence, Risk Factor, Colombia
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Introduccién

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en 2010 incluyé las hepatitis virales como
una prioridad en los planes de salud publica, teniendo en cuenta el peso de la enfermedad
en términos de mortalidad y morbilidad (1). La Asamblea Mundial de la Salud en 2010,
establecié que todos los paises debian implementar o mejorar los planes de vigilancia
epidemiologica y la capacidad diagndéstica de la infeccion por los virus de las hepatitis
(resolucion 63.18) (2,3). En 2014, se reiter6 el llamado a todos los paises buscando
reforzar las estrategias de inmunizacion para la prevencién (resolucion 67.6) (3,4).
Finalmente, en 2016, se presentd la estrategia global del sector salud encaminada a la
meta de reduccion del 65% de la mortalidad asociada a los virus de las hepatitis para el
afo 2030 y la reduccidn del 90% en la incidencia. Esta estrategia se fundamenta en el
tamizaje de las unidades de sangre, la notificacion obligatoria de los casos y registro de
casos de cirrosis y carcinoma hepatocelular, el fortalecimiento de los sistemas de
diagnostico, tratamiento y la disponibilidad de tratamiento antiviral (5). La OMS, en su
ultimo reporte, estima que existen alrededor de 185 millones de personas con infeccion
por el Virus de la Hepatitis C (VHC), 71 millones con Hepatitis C crénica y alrededor de

400.000 muertes a causa de esta enfermedad (1).

El VHC es agente causal de infeccién aguda e infeccion crénica. La infeccion transitoria
corresponde a los casos con aclaramiento viral espontaneo que se presenta en 15 al 45%
de los individuos infectados. Mientras que la infeccion crénica se desarrolla entre el 60 a
85% de los casos, la cual esta asociada al desarrollo de hepatopatias terminales dos a
tres décadas después de haber adquirido la infeccién, por lo que se considera la infeccion
por VHC como uno de los factores de riesgo del cancer primario de higado (1,6). El cancer
primario de higado es el séptimo cancer mas frecuente a nivel mundial y es considerado
como la segunda causa de muerte por neoplasia. El carcinoma hepatocelular es el tipo
de cancer primario de higado dominante, al cual se le atribuyen el 75% de los casos a
nivel mundial (6,7). La incidencia global del cancer primario de higado es de 9,3 por
100.000 habitantes con una mortalidad reportada para 2018 de 782.000 muertes (6,8,9).
En el afio 2012 el Observatorio Global de Cancer (por su siglas en inglés GLOBOCAN)

determind que es la segunda causa mas comun de muerte por cancer en el mundo con
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alrededor de 746.000 muertes (9,1 % del total de muertes; tasa de mortalidad:
9,5/100.000 habitantes) (10). Especificamente para Colombia, el GLOBOCAN reporta
que el cancer primario de higado se encuentra en la posicidon 15 en términos de
incidencia. Para el afio 2020, se reportaron 2289 casos nuevos, sin embargo en términos
de mortalidad el cancer primario de higado en la poblaciéon colombiana ocupa el noveno

lugar con 2220 muertes reportadas para el mismo afio (11).

Como se anotd anteriormente la infeccion crénica por VHC es uno de los factores de
riesgo para el desarrollo del carcinoma hepatocelular (CHC). EI 90% de los casos de CHC
es precedido por el desarrollo de cirrosis hepatica, demostrando que el VHC tiene la
capacidad de inducir dafio repetitivo e inflamacién persistente hasta ocasionar fibrosis,
cirrosis, y finalmente carcinoma hepatocelular, en la mayoria de los casos sin ocasionar

ningun tipo de sintoma, excepto en etapas muy avanzadas de la enfermedad (6,12,13).

Con el desarrollo de antivirales de accion directa (AAD) se suplio la necesidad de
tratamientos efectivos para la infeccion por VHC, permitiendo la curacion de la infeccion
en mas del 95% de los casos (14). Los tratamientos disponibles con AAD pueden prevenir
el desarrollo de enfermedad hepatica si se administran en fases tempranas de la infeccion
cronica. Si la enfermedad se encuentra en una fase avanzada, es decir cirrosis hepatica
clasificada en segunda escala del sistema Child-Pugh, el tratamiento no previene el
desarrollo de carcinoma (6). Como parte de la estrategia de eliminacién de las hepatitis
virales, se busca que todas las personas con infeccién por VHC puedan acceder a este
tratamiento en fases tempranas de la enfermedad; no obstante, la ausencia de sintomas
en las personas infectadas complica este objetivo por lo que es necesario realizar una

busqueda activa de personas con factores de riesgo.

Es de anotar que las transfusiones de sangre antes de 1993 son consideradas como uno
de los principales factores de riesgo para adquirir la infeccion por VHC, debido a la falta
de reglamentacion en esa época para el tamizaje de las unidades de sangre. En el
decreto 1571 de 1993, se reglamentan las actividades relacionadas con obtencion,
donacidn, procesamiento, almacenamiento, transfusiones y suministro de sangre
humana y hemoderivados; ademas se apoya la creaciéon de bancos de sangre y del

Consejo Nacional de Banco de Sangre (15). Aunque la reglamentacion data de 1993,
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solo hasta 1996 se logré una cobertura del 100% de las pruebas de tamizaje para VHC

en los bancos de sangre del pais (16).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se planted una busqueda activa de personas
con transfusién de sangre antes de 1996 en tres ciudades de Colombia. Los resultados
permitieron demostrar la presencia de los genotipos 1a, 1b y 4d en personas con este
factor de riesgo. Se identificd la misma distribucion de genotipos propuesta por otros
autores en estudios anteriores, pero por primera vez en Colombia, se identifico el
subgenotipo del genotipo 4. Este estudio es el primer andlisis que reporta secuencias

colombianas de la regidn NS5A en las bases de datos.
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Marco teodrico

El virus de la hepatitis C (VHC) fue identificado en 1989 como un nuevo agente de
hepatitis viral no A no B de transmision parenteral mediante estudios realizados en
modelo animal. Desde 1975 se reportaba un agente viral asociado a casos de hepatitis
en personas con historia transfusional, el cual no se podia asociar ni con el Virus de la
Hepatitis A ni B; no obstante, solo hasta 1989 se logro establecer una infeccién en modelo
animal mediante la clonacion y transcripcion in vitro del genoma proveniente de sueros
de pacientes infectados, ya que la inoculacion directa del suero de los pacientes en los

animales no reproducia la enfermedad (17).

Este descubrimiento representd un reto para la biologia molecular de la época y permitio
el fortalecimiento de esta area de la ciencia y el posterior desarrollo de los estuches
comerciales disponibles para la deteccién de antigenos y anticuerpos virales. Uno de los
impedimentos en la identificacion de este virus fueron las limitaciones técnicas de
métodos inmunoldgicos convencionales para la deteccion de anticuerpos. En este orden
de ideas, Choo y colaboradores buscaron la creacion de librerias de cADN a partir de
sueros de pacientes infectados obteniendo resultados no concluyentes por bajas cargas
virales en esos sueros; por lo que decidieron usar plasma de Chimpanceés infectados con
una mayor carga viral. Después de emplear técnicas de ultra centrifugacion, Southern
blot, tratamientos con DNasas y RNasas, sintesis de cADN, electroforesis, Western Blot
y radioinmunoensayos se identifico un nuevo agente viral causal de hepatitis con un
genoma ARN de cadena sencilla y sentido positivo de aproximadamente 10.000
nucledtidos y un Unico marco abierto de lectura (por sus siglas en inglés Open Reading
Frame, ORF) (17). Otros estudios, identificaron la particula viral, con envoltura lipidica,
de aproximadamente 80 nm (18) asociandola con virus de familias como Togaviridae; sin
embargo Choo y colaboradores hicieron la propuesta, de acuerdo a la organizacion del

genoma, que coincide con la familia Flaviridae (17).
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Generalidades del VHC

El VHC, renombrado recientemente como Hepacivirus C, fue clasificado por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) en la familia Flaviviridae, género Hepacivirus
(19). Este género fue creado inicialmente para la clasificacion de este virus, en el que
posteriormente se clasificaron otros virus que presentan similitudes con el VHC, como el
virus GB tipo B mas conocido como Pegivirus Humano y otros virus recientemente
identificados de importancia veterinaria como Hepacivirus canino (CHV), Hepacivirus de
roedores (RHV) y Hepacivirus de caballos domésticos (20-22). Actualmente este género

no incluye los Pegivirus, unicamente los 14 Hepacivirus, clasificados desde la A — N (23).

El VHC es un virus envuelto, de simetria icosaédrica, de 40-65 nm. Contiene un genoma
de ARN lineal, de cadena sencilla y polaridad positiva de 9,6 Kb, el cual posee un unico
ORF que codifica una poliproteina de 3000 aminoacidos aproximadamente. Esta
poliproteina sufre modificaciones co y post — traduccionales por proteasas celulares y
virales para dar lugar a las tres proteinas estructurales: Core, E1y E2 y siete proteinas
no estructurales: P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B (24-33) (Tabla 1 — Figura
1).

Tabla 1. Funcion de las proteinas del VHC

Proteina Funcién

Core Subunidad estructural de la capside viral
E1 Glicoproteina de la envoltura
E2 Glicoproteina implicada en la union al receptor
P7 Formacion de canales iénicos — viroporina
NS2 Autoproteasa, ensamblaje

NS3 Proteasa y helicasa

NS4A Cofactor NS3

Formacion de “membranous web”
NS4B
NS5A Complejo de replicacion, ensamblaje

NS5B Polimerasa dependiente de ARN
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Figura 1. Organizacién genémica del VHC

El VHC contiene un unico ORF que se encuentra flaqueado por dos regiones no codificantes: 5 y 3’'UTR,
estas regiones forman estructuras secundarias necesarias para la replicacion viral. Asi mismo este ORF
codifica para 3 proteinas estructurales (C, E1 y E2) las cuales son procesadas por proteasas celulares, y 7
proteinas no estructurales (P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), la proteina P7 al igual que las
proteinas estructurales es procesada por proteasas celulares, NS2 tiene la funcion de autoproteasa que
corta también a NS3 para permitir el corte de las demas proteinas no estructurales (NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B).

Se ha propuesto una proteina adicional ARFP (por sus siglas en inglés alternative reading
frame protein) la cual es sintetizada por un ORF alternativo que sobrelapa la secuencia
codificante de Core. Tres mecanismos diferentes han sido propuestos para el origen de
la proteina ARFP; el primero de ellos es debido a un cambio en el marco de lectura del
ribosoma en la region rica en adeninas ubicada dentro de los codones centrales de Core,
especificamente en el codon 10; sin embargo, otros autores han descrito una forma corta
de esta proteina, sintetizada a partir de los codones 85 u 87 de Core. Estudios recientes
indican que el codon 26 de Core es un candidato para la sintesis de esta proteina. Es
importante mencionar que ninguno de estos codones corresponden al coddén de inicio y
que el tamario de esta proteina varia: 17 KDa, 14,4 KDa y 8 KDa respectivamente, lo que

sugiere diferentes conformaciones y mecanismos de accion (34-37).
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En muestras de suero de pacientes se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti-
ARFP, lo que evidencia su sintesis durante la infeccion natural, aunque su funcién no es
conocida; estos anticuerpos se han encontrado en mayor cantidad en pacientes con
infeccion cronica (>50%), especialmente en pacientes con un estado avanzado de
cirrosis, lo que sugiere una asociacion entre la proteina ARFP y mecanismos patogénicos

que llevan al desarrollo de carcinoma hepatocelular (37-39).

El genoma del VHC se encuentra delimitado por dos secuencias no codificantes
altamente conservadas: 5’ y 3’ UTR (por sus siglas en inglés Untranslated Region). La
region 5’UTR posee una estructura secundaria que contiene el sitio de entrada interna al
ribosoma (por sus siglas en inglés IRES) esencial para la traduccién del ARN viral. La
region IRES, esta compuesta por tres dominios tallo - bucle (SL por sus siglas en inglés
stem-loop): : SLII, SLIII, SLIV, los cuales permiten la interaccion con la subunidad 40S
del ribosoma y el factor de iniciacion 3 (elF3), lo que conlleva al ensamblaje del ribosoma
con la subunidad 18S para dar inicio a la traduccion de la poliproteina (27,40-43). La
region 3'UTR posee una estructura secundaria con tres regiones SL: SL1, SL2, SL3, las
cuales son reconocidas por la polimerasa viral para dar inicio a la replicacién. En la regién
SL1 se encuentra la secuencia especifica poli U/UC, que reconoce la polimerasa para su
ubicacion (24,41) (Figura 1).

Proteinas estructurales del VHC

Core
Es la primera proteina codificada por el ORF de VHC. Es la subunidad estructural de la

capside viral y estda compuesta por tres dominios. EI dominio | (aa1 - aa120) interactua
con el ARN viral para la formacion de nuevos viriones. Este dominio se une al ARN por
complementariedad de cargas; una vez el genoma viral se encuentra unido a Core, inicia
el proceso de empaquetamiento del genoma. El dominio |l (aa120 — aa177) posee una
estructura hidrofébica que permite la interaccién con lipidos de la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) y el autoensamblaje, este dominio también interactua con gotas de
lipidos para la formacion de lipoviroparticulas. Una vez unida la proteina Core en la
membrana del RE, esta sufre un proceso de clivaje por la proteasa celular SPP para dar

origen a una proteina de membrana de 21 kDa. El dominio lll (aa177 — aa191)
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interacciona con la glicoproteina E1. Existe una secuencia sefial entre Core y E1
permitiendo que la proteina Core sea traslocada a la membrana del RE, eso sera una

guia para que la proteina E1 se ubique en el lumen del RE (25-27) (Tabla 1 y Figura 1).

Core, ademas de ser la subunidad estructural de la capside, interactua con proteinas
celulares del hospedero participando en varios mecanismos de la patogénesis viral, asi
como modular el sistema inmunoldgico del hospedero para establecer una infeccidon
persistente (Tabla 2).

E1yE2

E1 (160 aa) y E2 (360 aa) son glicoproteinas transmembrana con un ectodominio en el
extremo N-terminal que se ubica en el lumen del RE. En el extremo C-terminal poseen
un dominio corto transmembrana. Estas proteinas forman heterodimeros como
componente basico de la envoltura viral. Para su maduracién deben pasar por procesos
de glicosilacién en el aparato de Golgi. La proteina E2 esta implicada en la union del virus
a los receptores celulares y en la fusion de la envoltura viral. Ademas, E2 es blanco de
anticuerpos neutralizantes con tres regiones hipervariables y un grado de diversidad entre
80-100% como respuesta a la presion de seleccion ejercida por los anticuerpos. Aun no
es claro si E1 puede unirse a receptores celulares, sin embargo, se ha demostrado que
favorece y potencia la union de E2 a los receptores (27,44) (Tabla 1 y Figura 1).

Proteinas no estructurales del VHC

P7
La proteina P7 (63 aa) es una viroporina, compuesta por dos dominios transmembrana

que permiten la formacién de un canal idnico (27,28). Este canal esta compuesto por dos
hélices Alfa transmembrana que permite equilibrar el gradiente de pH y proteger las
particulas virales de una prematura exposicion a pH bajos que no permitan su
maduracion, ademas reconoce el paso de particulas virales ensambladas, proteinas y
demas componentes necesarios para el ensamblaje. Esto ha permitido asociar a la
proteina P7 con el ensamblaje y maduracion de las particulas virales (27,45,46) (Tabla 1

y Figura 1).
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NS2

NS2 (217 aa) es una autoproteasa con actividad catalitica en su extremo C-terminal,
responsable del procesamiento de NS2/NS3; ademas participa en el ensamblaje de la
particula viral interaccionando con E1-E2, NS3-NS4A (27,29) (Tabla 1 y Figura 1).

NS3/NS4A
NS3 es una proteasa de serina con funcion helicasa lo que la hace una proteina

multifuncional, su dominio N-terminal (aa 1 - 180) posee actividad proteasa que procesa
la poliproteina para dar origen a las proteinas no estructurales NS4A, NS4B, NS5A y
NS5B; mientras que el dominio C-terminal (aa 181 - 631) tiene actividad helicasa que
permite el desenrollamiento de las estructuras secundarias del ARN viral, asi mismo
permite estabilizar el ARN para la sintesis de las copias del genoma viral a partir del
antigenoma; NS3 requiere la interaccion de NS4A que es el cofactor (24,27) (Tabla 1y

Figura 1).

NS3/NS4A interviene en la respuesta inmune innata del hospedero, inhibiendo las vias
de sefalizacion del Gen-l inducible por acido retinoico (RIG-1) y del receptor tipo Toll — 3
(TLR3) favoreciendo la patogénesis viral (Tabla 2). En consecuencia, a estas funciones,

la proteina NS3 es blanco del tratamiento de AAD.

NS4B
NS4B (261 aa) es una proteina integral de membrana que induce la formaciéon de un

sistema de membranas (en inglés, membranous web) para dar origen al complejo de
replicacion dada la reorganizacién de la membrana del RE en vesiculas. No se cuenta
con mucha informacion acerca de la caracterizacién de esta proteina; a pesar de su
importancia en la replicacién, no obstante algunos autores proponen su participacion en
el ensamblaje de la particula viral modulando las interacciones proteina — proteina

mediante reorganizaciones en el complejo membranoso (27,30,47) (Tabla 1).

NS5A
NS5A es una fosfoproteina asociada a membrana (447 aa) que hace parte del complejo

de replicacion y participa en el ensamblaje de la particula viral. Esta proteina se encuentra
presente hipofosforilada (56 KDa) o hiperfosforilada (58 KDa) con funcién reguladora de
la replicacion. Se han descrito tres dominios para esta proteina, el dominio | es el dominio
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mas conservado con un sitio de fosforilacion, un sitio de unién a gotas de lipidos para la
formacion de lipoviroparticulas y un sitio de unién a la proteina lipido quinasa fosfoinositol-
4 (P14K) en la isoforma presente en el RE Pl4Kllla para favorecer la produccion de lipidos
y la formacion del complejo membranoso (32).

El dominio Il contiene la region que determina la sensibilidad a interferon, ISDR (por sus
siglas en inglés interferon sensitivity determining region); esta region se ha asociado con
resistencia al tratamiento con interferdn, especialmente en pacientes con infeccion por
genotipo 1b del VHC. El mecanismo de resistencia estaria asociado a la capacidad de
interaccidon de NS5A con la proteina quinasa R (PKR). Como mecanismo de accion
antiviral, PKR se encarga de fosforilar el factor de iniciacion de la traduccion 2A (elF2A)
para inhibir el reclutamiento de la subunidad 80S del ribosoma, asi NS5A al unirse a PKR
impide su mecanismo de accion. NS5A se une a la Ciclofilina A inhibiendo la activacion
del factor de transcripcion NFAT que esta implicado en la respuesta de células inmunes
al interferén (31,32,48). Este proceso no deja de ser controversial ya que otros autores
describieron una correlacion de sustituciones presentes en la region ISDR que favorecen

una respuesta favorable a la terapia con interferén (49) (Tabla 4).

El dominio Il contiene una regidn hipervariable, siendo una region del genoma en la que
se ha reportado una alta variabilidad permitiendo eventos evolutivos como duplicacion,
recombinacién y regiones variables asociadas a resistencia a los tratamientos disponibles
(antivirales de accion directa) que podrian otorgarle una ventaja adaptativa en la
patogénesis (32) (Tabla 4 y Figura 1).

La capacidad que tiene NS5A de interactuar con multiples proteinas celulares favorece
el establecimiento de una infeccion persistente y la hace una proteina blanco para el
tratamiento mediante AAD (27,31,32).

NS5B
NS5B (591 aa) es una polimerasa de ARN dependiente de ARN (por sus siglas en inglés

RdRp — RNA-dependent RNA polymerase), encargada de la sintesis del ARN de
polaridad positiva y de la cadena complementaria de polaridad negativa. NS5B no posee

capacidad correctora de errores, generando una tasa de error de 10 sustituciones por
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nucledtido, por tal razén es la responsable de la alta variabilidad genética que presenta
este virus (27,33) (Tabla 1 y Figura 1).

Replicacion del VHC

El VHC se asocia con lipoproteinas de baja y muy baja densidad: LDL y VLDL,
respectivamente (por sus siglas en inglés low-density lipoproteins y very-low-density
lipoproteins) como una forma de evadir el reconocimiento del sistema inmunolégico en el
hospedero y facilitar la interaccion con algunos receptores. Adicionalmente se ha
demostrado que el virus puede circular como virion libre (50). Una vez el VHC encuentra
su célula blanco debe ser reconocido por los receptores y correceptores para ingresar a

la célula.

Luego de la adhesion, la particula viral entra a la célula por endocitosis mediada por
receptor. Como receptores se han identificado receptores de lipoproteinas LDL (LDLR),
receptor Scavenger clase B tipo | (SCARBI o SR-Bl) y la proteina CD81, también
conocida como Tetraspanina, los cuales se unen a las proteinas E1-E2 (51-53). Estudios
mas recientes proponen a los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) como
receptores de anclaje del VHC a la superficie celular de la célula blanco, permitiendo que
el VHC sea reconocido por los receptores CD81, LDLR y SR-BI. Estos proteoglicanos
(HPSG) presentan como proteina principal sindecanos (SDC) y estan distribuidos desde
SDC-1 hasta SDC-4. Se han propuesto como receptores de anclaje especificamente los
SDC-1 y SDC-2 los cuales tienen la capacidad de unirse a las lipoproteinas (54). Como
correceptores se han identificado las proteinas claudinas y ocludinas que permiten la
entrada de la particula viral al citosol. Estas proteinas son un componente de unién
estrecha célula — célula que se encuentran expresadas en gran cantidad en los
hepatocitos, esto permite que el VHC pueda pasar del citosol de un hepatocito a otro y

establecer la infeccion rapidamente en el higado (54,55).

Los hepatocitos son la principal célula blanco del VHC, sin embargo, se ha demostrado
que el VHC puede infectar otras células como linfocitos B, células dendriticas vy

monocitos/macréfagos (56—-59). De acuerdo a esto, se ha identificado que el VHC puede
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unirse a receptores especificos de células dendriticas (DC-SIGN) y lectinas dependientes

de calcio presentes en higado y nédulos linfaticos (L-SIGN) (60).

Luego de la descapcidacion, la traduccion del genoma viral ocurre cuando la region IRES
se une con elF3 y la subunidad 40S del ribosoma como se describié previamente. El
proceso de replicacion se lleva a cabo en un complejo membranoso derivado de
membranas del RE denominado membranous web, en donde la proteina NS4B induce
cambios conformacionales en la membrana del RE formando vesiculas de doble
membrana que permiten la organizacion de las proteinas del complejo de replicacion
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B.

La proteina NS5B reconoce diferentes estructuras secundarias denominadas regiones
SL que se encuentran distribuidas a lo largo de la cadena complementaria del ARN viral.
En el extremo 3’'UTR se ubican las regiones SL1, SL2 y SL3 que son reconocidas por
NS5B para iniciar la replicacién del genoma viral. En la secuencia que codifica la proteina
Core se encuentra la estructura secundaria SL87 la cual cumple funcién de promotor pero

también permite la ubicacion de la polimerasa para este proceso (40).

Los pasos finales del ciclo de replicacion son el autoensamblaje de la capside,
empaquetamiento del genoma viral y la salida de las particulas virales. Estudios
realizados en lineas celulares hepaticas demuestran que el VHC tiene la capacidad de
regular el metabolismo lipidico, permitiendo la formacién de vesiculas lipidicas de doble
membrana (DMVs) también conocidas como gotas lipidicas o lipid droplets (40,50,60).
Estas gotas lipidicas se acumulan en el RE, asi la proteina Core — dominio Il y NS5A se
asocian con gotas de lipidos para la formacién de las lipoviroparticulas. Los dominios | y
Il de Core se asocian con el ARN naciente, siendo el dominio | mas importante por la
complementariedad de cargas. Posteriormente Core se une con las proteinas E1-E2 y
mediante las gotas de lipidos y la membrana del RE forman la lipoviroparticula para ser
liberada al ambiente celular del hospedero (61). Esta liberacion se da mediante la
formacion de endosomas que con ayuda del complejo proteico ESCRT (complejos de
clasificacion endosomal necesarios para el transporte) permite el trafico por el citoplasma

hacia el ambiente extracelular (46) (Figura 2).
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CLAUDINA 1

OCLUDINA

Figura 2. Ciclo de replicacién del VHC.

1. Unién del virus a los receptores de anclaje de HPSG. 2. Reconocimiento del virus por parte de los
receptores (LDLR, SRBI, CD81) y correceptores (Claudina y ocludina) para su ingreso a la célula por
endocitosis. 3. Descapcidacion y liberacién del ARN viral. 4. Traduccién de la poliproteina y replicacion del
genoma. 5. Autoensamblaje y liberacién por endosomas. Disefio adaptado y modificado de Manns, et al.
2017 y Chigbu, et al. 2019.

Perfil clinico y diagnéstico de la infeccion por VHC

El VHC puede producir tanto infeccion aguda como infeccion cronica (Figura 3). En la
mayoria de los casos la infeccién transcurre sin sintomas; pero los pacientes sintomaticos
pueden presentar ictericia, fatiga, dolor abdominal y artralgia. El virus persiste en mas del
80% de los pacientes lo que conduce a una infeccion crénica que puede evolucionar a
cirrosis y/o carcinoma hepatocelular (24,62). La infeccion cronica constituye un proceso
clinicamente silencioso. Se caracteriza por ser un proceso inflamatorio crénico que
evoluciona a fibrosis hepatica (12) y cirrosis (63). En esta progresion de la enfermedad

también interfieren factores como la edad del paciente, el género, el consumo de alcohol
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y coinfeccidon con otros virus como el virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH) (24).

Una infeccién aguda dificilmente se puede identificar debido a que generalmente es
asintomatica, por esta razén, se recomienda como método de preferencia, la deteccién
del ARN viral en suero, puesto que es detectable a partir de la primera o segunda semana
de infeccion luego del periodo de incubacion, mientras que los anticuerpos anti-VHC son
detectables cuatro a seis semanas después (64,65). La infeccion cronica se define como
la persistencia del genoma viral después de seis meses del diagndstico inicial;
adicionalmente los anticuerpos totales anti-VHC permanecen detectables en los

pacientes que hayan desarrollado este tipo de infeccion (24).

La deteccion de anticuerpos contra péptidos del VHC y la medicién del ARN viral, son las
principales herramientas para el diagnostico de VHC. Existen métodos cualitativos y
cuantitativos que permiten la deteccion del ARN del VHC en plasma o suero tales como:
RT-PCR y RT-PCR en tiempo real (66). Asi también, la deteccién del antigeno Core

confirma la presencia del virus y su replicacion (67).

Varias generaciones de inmunoensayos han sido desarrolladas. Actualmente los ensayos
de tercera generacion estan dirigidos a las proteinas Core, NS3, NS4 y NS5 y tienen una
sensibilidad del 97%, lo que permite la deteccion de anticuerpos del VHC en un periodo
de ventana entre 6 a 8 semanas luego de la exposicion al virus. Es importante aclarar
que estos anticuerpos demuestran la exposicion previa mas no inmunidad o infeccién
persistente. Para ello es necesario realizar la deteccidn y cuantificacién del ARN viral por

los métodos mencionados anteriormente (68—70).

Adicionalmente, las pruebas rapidas en sangre capilar extraida con lanceta permiten la
deteccion de anticuerpos y el resultado puede ser conocido inmediatamente. Estas

pruebas tienen una sensibilidad y especificidad superior del 98% (71).

Como complemento al diagndstico de infeccion por VHC, la determinacion del genotipo
viral solia ser de importancia para la definicion del esquema de tratamiento basado en
interferon, ya que, dependiendo del genotipo, se podia predecir la respuesta al

tratamiento (72—74). Sin embargo, con el desarrollo y uso de los nuevos antivirales de
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accion directa (AAD), este paso puede omitirse pues se cuenta con medicamentos
pangenotipicos (75,76). No obstante, la genotipificacion sigue siendo de utilidad en otros
contextos como por ejemplo estudios filogenéticos (77), para determinar el genotipo y el
subgenotipo, el método de referencia usado es la secuenciacion de las regiones del

genoma viral que codifican para la proteina NS5B y 5’UTR (78,79).

Persona con sospecha
de Hepatitis C

Anti-VHC

NO |

’7 ¢Anti-VHC reactivo? j

No se detectaron
anticuerpos

Replantear proceso de

diagnostico —— ¢ARN VHC detectado?
g sI ‘ NO

Evaluar inicio de No hay infeccion actual
tratamiento por VHC

Carga viral para VHC

Figura 3. Algoritmo de diagnéstico para la infeccién por VHC

Construido siguiendo las recomendaciones de la guia de practica clinica para la tamizacion, diagnéstico y
tratamiento de personas con infeccion por el VHC — Ministerio de Salud y Protecciéon Social, Colombia.
2018

Tratamiento del VHC

El principal objetivo del tratamiento contra el VHC es alcanzar la respuesta virolégica
sostenida (RVS), definida como la ausencia de ARN viral en sangre luego de 12 semanas
de terminado el tratamiento (RVS12) lo que podria ser un marcador de terapia exitosa;

asi como también evitar complicaciones asociadas a la infeccion crénica.



Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996 &

El tratamiento contra el VHC ha cambiado considerablemente en las ultimas décadas. Al
inicio de los noventa los pacientes eran tratados con interferén (IFN) con una respuesta
viral sostenida entre el 15% al 20% y una gran carga de efectos secundarios como fatiga,
depresion, impacto cognitivo y especificamente con el IFN alfa supresiéon de médula 6sea
con manifestaciones como anemia y trombocitopenia (80). En 1998 la inclusion de
ribavirina logro elevar la respuesta a un 40%; sin embargo, efectos adversos tales como
sintomas psiquiatricos y anemia persistian. Lo anterior, no permitia que pacientes en
grupos de riesgo con enfermedades psiquiatrica, cardiovascular e infeccion por virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) pudieran acceder al tratamiento (81). A principios del
afio 2000, la terapia combinada de IFN pegilado (peglFN) con ribavirina incrementé el
exito del tratamiento al 50% (82). En 2011 se empezaron a implementar los primeros
AAD. En este afo al esquema de terapia combinada se le agrego el uso de un inhibidor
de proteasa (NS3) que elevé la tasa de respuesta favorable a un 70% (83). Para el afio
2014, las terapias libres de interferon con AAD evitaban la replicacién del virus y
permitieron alcanzar tasas de curacion superiores al 90% y un perfil de efectos adversos
mucho mas bajo (84,85).

Existe un amplio numero de AAD para el tratamiento de la infeccién por VHC. Entre los
AAD, se encuentran los inhibidores de proteasa con el sufijo “previr’ que tienen como
objetivo suprimir la actividad de la NS3/NS4A serin-proteasa; los inhibidores
nucleds(t)idos y no nucledsidos de la polimerasa NS5B con el sufijo “buvir”, que actuan
al incorporarse en la fase de elongacién interrumpiendo la misma y hasta ahora el unico
inhibidor no nucledsido aprobado para el tratamiento es dasabuvir; por ultimo, los
inhibidores de la proteina NS5A con el sufijo “asvir’, que suprimen la replicacion y

ensamblaje de la particula viral.

Actualmente todos los esquemas de tratamiento para la infeccién por VHC consisten en
dosis fijas de AAD sin el uso de IFN segun las recomendaciones de la Asociacion
Americana para el Estudio de Enfermedades Hepaticas (AASLD) y la Asociaciéon Europea
para el Estudio del Higado (EASL) (86,87). Sin embargo, algunos regimenes incluyen
ribavirina en poblaciones dificiles de tratar. Los principales regimenes de tratamiento se
exponen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tratamiento combinado de AAD para la infecciéon por VHC

Régimen Tratamiento AAD

Daclatasvir + Asunaprevir

Daclatasvir + Sofosbuvir + Ribavirina

Ledipasvir + Sofosbuvir

Paritaprevir/Ritonavir/Ombitasvir + Dasabuvir + Ribavirina

Simeprevir + Sofosbuvir

Sofosbuvir + Ribavirina

Elbasvir + Grazoprevir

Glecaprevir + Pibrentasvir

O 0 N O g A WO N =

Sofosbuvir + Velpatasvir

Mutaciones asociadas a resistencia a los AAD

El desarrollo de mutaciones o sustituciones asociadas a resistencia a los AAD (RAS por
sus siglas en inglés) depende de la tasa de mutacion del virus (~2,5 x 107°) y la alta tasa
de replicacién (~10"2 viriones producidos diariamente por una persona infectada), la cual
junto a la carencia de actividad correctora de la polimerasa viral permite la generacién de
poblaciones virales heterogéneas con variantes genéticas que son sometidas a presiones
de seleccién en el hospedero. Es importante monitorear la emergencia de variantes de
resistencia a los AAD, cudles y cuantas mutaciones son necesarias para la adquisicion
del fenotipo de resistencia y cual es la estabilidad de estas en el hospedero. Por ultimo
es necesario establecer si el desarrollo de estas mutaciones depende de la exposicion a
concentraciones subdptimas de los agentes antivirales que favorezca una seleccién

positiva de estas variantes (14,88).

Diferentes RAS se han reportado en NS3, NS5A y NS5B que podrian contribuir a una

falla en el tratamiento con AAD.

Las mutaciones mas frecuentes para cada regidn del genoma viral se presentan en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Mutaciones asociadas a resistencia a los AAD

Regién del RAS Mecanismo de accion
Genoma Viral

Induce un cambio
R155K conformacional que no permite
la interaccion del farmaco con la

proteina

NS3 D168A, D168N, Q80K, V36A/M, T54A/S, Desconocido
R155K/T, A156S/T, S122R

M/L28T/V, Q/L30E/H/R/S, L31M/V Cambios puntuales que

H58D Y93C/H/N

disminuyen la afinidad del

NS5A farmaco a la  secuencia
gendémica
K24G/R/N, F28S, M28A/G/T/V, A30K, Desconocido
L30H/R, P32L/S, S38F, T58A/N/S, A92K/T,
CI92R
S282T, M289L Disminuye la eficiencia de la
replicacion
NS5B M414T/L, S556G, A421V, P495L/S, L314H, Impedimento alostérico

C316H/Y/N, L320F, S368T, N411S,
E446K/Q, Y448C/H, A553T/V, G5548S,
S556G/R, G558R, D559G, Y551H, M423I,
C445F, 1482L, V494A y V499A

Las mutaciones asociadas a resistencia a los tratamientos dirigidos contra NS5A se han

asociado con cambios en el dominio | de la proteina, sin embargo, su mecanismo de

accion exacto aun no es claro. Las mutaciones reportadas M/L28T/V se han encontrado

de manera frecuente en pacientes en tratamiento con infeccion por genotipo 1a previo al

tratamiento con AAD, por otro lado, YO3C/H/N se encuentra con mayor frecuencia en
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pacientes infectados con genotipo 1b (~10%) y genotipo 3 (8-10%) y muy poco frecuente
en genotipo 1a (<1%) (88-90)

Se ha demostrado la presencia en baja proporcion (0,1 — 3,1%) de estas mutaciones de
manera basal antes de iniciar el tratamiento antiviral dirigido a NS3 y NS5A. Una vez los
pacientes inician el tratamiento, estas mutaciones son seleccionadas de manera positiva

para interferir con el mecanismo de accion y aumentan su proporcion (95%) (91,92).

Un estudio realizado en 322 pacientes en Osaka pretendia examinar la doble sustitucion
L31M/V — Y93H para determinar el origen por medio de metodologias como
secuenciacion de nueva generacion y analisis filogenéticos. Es de aclarar que esta
sustitucién ha sido de las primeras RAS reportadas en la literatura con accion inhibitoria
para AAD dirigidos a NS5A. Se demostré que la proporcién de esta doble sustitucion
varia de 0.1% - 38,9% en estos pacientes antes de iniciar el tratamiento con Ledipasvir y
Asunaprevir; sin embargo, esta proporcion aumenté en algunos pacientes que no
respondieron al tratamiento hasta un 99,4%. Los analisis filogenéticos demuestran que
la doble sustitucion es preexistente y puede llevar a la falla al tratamiento. Para comprobar
esta hipodtesis, los autores simularon la infeccién por VHC, infectando un ratéon quimérico
con hepatocitos humanos, demostrando una baja proporcién (4%) de estas mutaciones
al inicio del tratamiento antiviral, pasadas 26 semanas post tratamiento esta frecuencia
aumentd hasta un 98,6%, demostrando que estas sustituciones surgen en respuesta a la

presion del tratamiento (92).

Con respecto a algunas mutaciones presentes en NS5B, se ha demostrado que no
interfieren con la respuesta al tratamiento antiviral. Un estudio realizado en 1645
pacientes en Estados Unidos demostré que la presencia de la mutacion S282T no es un
impedimento para la respuesta al tratamiento, se observa una disminucion en la eficiencia
de la polimerasa y por ende de la replicacién (88). Asi mismo otro estudio realizado en
1145 pacientes del centro de Africa demuestra que la presencia de las mutaciones
M414L, M423I1, C316N, A421V, C445 F, 1482L, V494A y V499A Unicamente disminuye la
potencia del farmaco uniéndose a la polimerasa (93).
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Patogénesis del VHC

El VHC tiene la capacidad de establecer una infeccién crénica en 60 — 85% de los
individuos infectados. Al establecer una infeccidn crénica se genera una respuesta
inflamatoria crénica, la cual puede progresar a cirrosis y/o carcinoma hepatocelular ya
que el virus tiene la capacidad de interactuar con diferentes proteinas implicadas en la
regulacion del ciclo celular y en generar estrés oxidativo en la célula (24). Ademas de la
infeccidon de los hepatocitos, principal célula blanco, se ha demostrado la infeccidén en
linfocitos B, monocitos/macréfagos y células dendriticas las cuales se asocian con

patologias extrahepaticas como el Linfoma No Hodgkin y crioglobulinemia (58,59).

El VHC posee diferentes estrategias para evadir la respuesta inmune y establecer la
infeccion crénica, entre ellas se encuentran: la formacion de lipoviroparticulas mediante
la interaccion con lipoproteinas de baja (LDL) y muy baja densidad (VLDL). NS5A posee
la capacidad de inhibir la proteina quinasa dependiente de ARN implicada en el control
de la sintesis de proteinas como se describio previamente y NS3 tiene la capacidad de
inhibir la producciéon de interferén beta mediante la degradacion de la proteina TRIF
implicada en la via del Factor Regulatorio de Interferon 3 (IRF-3) y la degradacién de la
proteina de sefalizacion antiviral mitocondrial (MAVS) implicada en la via de senalizacion
de RIG-I. La proteina core tiene la capacidad de bloquear la via de sefalizacion STAT
para la produccién de interferon. Adicional a los mecanismos mencionados, la infeccion
persistente produce un agotamiento de linfocitos T efectores que impide la destruccion
de los hepatocitos infectados (94-96) (Tabla 4).

Tabla 4. Mecanismos de persistencia viral
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Tabla 4. Mecanismos de persistencia viral

Estrategia o
proteina viral
asociada

Proceso

Mecanismo efector

Referencia

Lipoviroparticulas

Evasion del reconocimiento por parte
del sistema inmune

Interaccién con lipoproteinas de baja (LDL)
y muy baja densidad (vLDL)

Manns et al. 2017

Proteina Core

Inhibicion de la transcripcién de genes
estimulados por interferon (ISGs)

Tolerancia inmunolégica. Deficiencia
en la proliferacion de células T e
inhibicion  de  diferenciacion a
respuesta Th1

Supresion
células NK

respuesta citotoxica de

Interaccion con la proteina STAT1
inhibiendo la interaccion con el factor
estimulador de interferén 3 (ISGF3)

Interaccién con el dominio globular del
receptor C1g en células dendriticas para
suprimir la produccion de IL-2 e IL-12

Incrementa la expresién del complejo
mayor de histocompatibilidad clase | en las
células infectadas impidiendo el
reconocimiento por las células NK

Bode et al. 2007 -
Bode et al. 2003

Waggoner et al. 2007
- Kittlesen et al. 2000

Herzer et al. 2007

Proteinas Core y E1

Inhibicién en la activacion de Linfocitos
T

Inhibicion de la maduracion de células
dendriticas

Lasarte et al. 2002

Proteinas Core y E2

Regulacién de apoptosis

Inhibicion de la proteina cFLIP implicada
en la via apoptotica dependiente de TNF
alfa. Inhibicion de Ila liberacién de
citocromo C desde la mitocondria

Lee et al. 2005

Proteina E2

Respuesta disminuida de células NK

Union de E2 al receptor CD81 de las
células NK, se asocia con disminucion de
la actividad citotoxica

Tseng et al. 2002
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Estrategia o

NS4A

Interferon tipo |

senalizacion de RIG-I

respectivamente.

TLR-3 vy

proteina viral Proceso involucrado Mecanismo efector Referencia
asociada
Degradacion de la proteina TRIF y MAVS
Proteinas NS3 y Interferencia en la produccién de ocasionando un bloqueo en la via de Li et al. 2005 -

Meylan et al.2005

Proteina NS5A

Inhibicion del papel de la proteina
quinasa dependiente de ARN (PKR)

Interaccién con ciclofiina A para
suprimir la respuesta inmunoldgica

Inhibicién en la formacién de dimeros de
PKR necesarios para bloquear Ila
traduccion de la poliproteina viral

Inhibicién de la unién de ciclofiina A a
calcio impidiendo la activacién del factor de
transcripcion NFAT-1

Karamichali et al.
2014

Harris et al. 2015

Proteina NS5B

Alta variabilidad genética. Evasion del
reconocimiento por parte del sistema
inmune

Presencia de cuasiespecies debido a la
incapacidad correctora de la polimerasa
viral

Manns et al. 2017

Proteina E2

Region hipervariable 1. Evasion del
reconocimiento por parte del sistema
inmune

Fragmentos de 27 aminoacidos en la
proteina E2 con alta variabilidad que
impide el reconocimiento vy la
neutralizaciéon de los anticuerpos

Hairoishi et al. 2008 -
Kato et al. 1994
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Diversidad genética del VHC

La variabilidad genética del VHC se ha caracterizado en ocho genotipos (1-8) y 96
subgenotipos con divergencias nucleotidicas menores al 30% y entre el 15% - 25%,

respectivamente (19).

La clasificacion y el sistema de nomenclatura de virus del Comité Internacional de
Taxonomia Viral (ICTV por sus siglas en inglés) para genotipos y subgenotipos del VHC
se basa en tres caracteristicas: i. la secuencia aislada debe contener una o mas regiones
codificantes completas, ii. al menos tres casos que no coincidan con los genotipos y/o
subgenotipos reportados hasta el momento vy iii. para el caso de los subgenotipos, un
grupo filogenético al que pertenezca, teniendo en cuenta que para VHC no supere el 25%
de diferenciaciéon nucleotidica (79). Gracias a técnicas de secuenciacion de nueva
generacion se demuestra que el genotipo 6 es el genotipo con mayor numero de
subgenotipos caracterizados (79), tal lo demuestra, un estudio realizado en Vietnam, en
el que se aislaron 282 secuencias con variantes diferentes para el genotipo 6 del VHC,
variantes que no pudieron ser caracterizadas por el método de sanger pero si por

métodos de nueva secuenciacion (97).

Diferentes técnicas moleculares han sido desarrolladas histéricamente para la deteccion
de genotipos y subgenotipos del VHC; como lo son el analisis de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) (98), amplificacién por PCR en tiempo real
(gPCR) mediante la hibridacion con sondas especificas para cada genotipo y algunos
subgenotipos (99), y metodologias de secuenciacion que se analizan mediante
estrategias filogenéticas. Es de anotar que las regiones del genoma viral que se han
reportado para la identificaciéon de genotipos y subgenotipos son 5’UTR, Core-E1, NS3 y
NS5B, asi como la amplificacion del genoma completo del VHC (100-102).

Estudios de genotipificacién del VHC por comparacién de secuencias de las diferentes
regiones mencionadas, demuestra que solo algunas regiones permiten la identificacion
confiable de genotipos y subgenotipos, debido al grado de variabilidad de la secuencia,

es por esto, que las regiones Core-E1 y NS3 han sido descartadas debido a que son
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regiones del genoma que presentan alta variabilidad como un mecanismo de respuesta

a la presién de seleccion ejercida por el hospedero (44,102).

La region 5’'UTR ha sido de las mas ampliamente utilizadas para la determinacién de
genotipos del VHC. Una de las ventajas es la existencia de variantes predominantes entre
los genotipos que permiten su diferenciacion, esto fue de gran ayuda para el disefio de
las combinaciones de enzimas de restriccion para la técnica de RFLP. Adicionalmente,
esta region también es la region de eleccion para la deteccion y cuantificacion del genoma
del VHC debido a que es muy conservada entre todos los genotipos; este grado de
conservacion de la secuencia ha ocasionado problemas en la resolucién de los analisis,
especialmente en la diferenciacién de los genotipos 1 y 6 ya que se ha observado la
identificacion de muestras con genotipo 6 por RFLP pero que por analisis filogenéticos
agrupan en genotipo 1 (103). Es de anotar que esta region para la construccién de
analisis filogenéticos también presenta limitaciones en la resolucion. Es por esto que se
han analizado otras regiones del genoma viral, demostrando que la regién NS5B permite
la resolucion filogenética de todos los genotipos e incluso subgenotipos; al ser la
polimerasa viral debe ser conservada entre todos los genotipos pero la secuencia de
NS5B hacia el extremo 5’ y que se encuentra adyacente a NS5A presenta un grado de

variabilidad adecuado para la identificacion de hasta subgenotipos (44,78,79,101,104).

Diferencias en la distribucion geografica y en la diversidad de genotipos pueden
proporcionar suficiente informacion filogenética sobre su origen. El genotipo 1 presenta
una distribucién mundial con una alta prevalencia en América, Europa, Australia, Nueva
Zelanda y Asia Central. El genotipo 2 prevalece en Africa, aunque se han caracterizado
casos esporadicos en México. El genotipo 3 es el mas comun en India y Pakistan mientras
que el genotipo 4 en Egipto; el genotipo 5 en el sur de Africa y el 6 en el suroeste de Asia.
Por ultimo, los genotipos 7 y 8 se caracterizaron recientemente en la Republica

Democratica del Congo y en India respectivamente (24,105-107).
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Tabla 5. Caracterizacion de genotipos y subgenotipos del VHC

Genotipo Subgenotipos
1 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1g, 1h, 1i, 1j, 1k, 1m, 1n, 1°

2 2a, 2b, 2c, 2e, 2f, 2i, 2j, 2k, 2m, 2q, 2r, 2t, 2u

3 3a, 3b, 3d, 3e, 3g, 3h, 3i, 3k

4 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f, 49, 4k, 41, 4m, 4n, 40, 4p, 4q, 4r, 4s, 4t, 4v, 4w
5 52

6 6a— 6w, 6xa, 6xb, 6xc, 6xd, 6xe, 6xf, 6xg, 6xh

7 7a,7b

8 8a

Evolucion del VHC

El VHC se considera un modelo de estudio de evolucion viral debido a que presenta tres
caracteristicas fundamentales. La primera de ellas es su alta tasa de mutacién asociada
a la actividad de la ARN polimerasa como consecuencia de la incapacidad de esta enzima
para corregir errores durante la replicacion. Se reporta una tasa de 2,5 x 107°
sustituciones nucleotidicas por ciclo de replicacion, siendo esta tasa una de las mas altas
para virus ARN. Esta caracteristica le otorga al virus la capacidad de generar multiples
variantes que en su conjunto conforman una estructura de cuasiespecies, que difieren
entre el 1y 2% por lo que se consideran estrechamente relacionadas, ya que presentan
una identidad en la secuencia de nucleétidos del 98% (44). Las otras dos caracteristicas
importantes se basan en el tiempo de replicacion, ya que este virus presenta un tiempo
de replicacion muy corto lo que se traduce en una tasa de produccion de 102 viriones
diarios a partir de un individuo infectado, generando asi un gran tamano poblacional.
Diferentes procesos evolutivos se han reportado para el VHC, como lo son, los cuellos
de botella, recombinacion intra e inter genotipo, duplicacion y regiones variables
asociadas a resistencia a los tratamientos disponibles (interferon y antivirales de accion
directa) que podrian otorgarle al virus una ventaja adaptativa en la patogénesis
(32,44,89,108,109).
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La alta tasa de mutacion generara una poblacién viral heterogénea que sera una de las
estrategias mas importantes para el establecimiento de la infeccion crénica; esta
plasticidad biolégica le permite adaptarse a las presiones de seleccién del hospedero,
como la respuesta inmunoldgica a los tratamientos antivirales (44). Colonizar un nuevo
hospedero, podria implicar la seleccién por medio de cuellos de botella de variantes
minoritarias que se convertirian en variantes dominantes, lo que puede otorgarle una
ventaja en la patogénesis, como evadir la respuesta inmunoldgica y establecer infeccion

persistente (44).

Las proteinas E1 y E2 son las proteinas que mayor variabilidad presentan debido a que
son las encargadas de responder ante la presion ejercida por la respuesta inmune del
hospedero. Se ha reportado que la proteina NS5A también presenta variabilidad ya que
se ha identificado una region muy variable denominada ISDR en el dominio Il implicada
en la respuesta asociada a la resistencia al tratamiento por interferén (44). En el dominio
[l de NS5A se caracterizé una region variable denominada region variable tres (V3), en
la cual se ha demostrado eventos de duplicacion (108), adicionalmente esta region en
conjunto con la region NS5B son importantes para determinar procesos de seleccion que

estén relacionados con la respuesta al tratamiento de antivirales de accion directa (14).

Epidemiologia del VHC

La OMS estima 71 millones de personas con hepatitis C cronica alrededor del mundo, de
los cuales el 75% de los casos se encuentran distribuidos en paises de ingreso mediano
bajo, segun la clasificacién analitica econdmica. Para el aino 2015 se estimé 1,75 millones
de casos nuevos de infeccion crénica por VHC y se reporta alrededor de 400.000 muertes
cada afo por complicaciones hepaticas que llevan al desarrollo de cirrosis y carcinoma
hepatocelular (1). El 40% del total de casos de infeccion por VHC reportados a nivel

mundial, se encuentran en China, Egipto, India y Pakistan (1).

Diferentes factores de riesgo asociados a la infeccién por VHC han sido reportados. La
reutilizacion de agujas y jeringas por personas que se inyectan drogas (PID) es

considerado actualmente como uno de los principales factores de riesgo de la infeccién
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por VHC junto con las practicas clinicas no seguras. La OMS estima que el 50% de PID

a nivel global presentan una infeccién por VHC (1).

Las transfusiones de sangre fueron consideradas como el principal factor de riesgo para
adquirir la infeccion por VHC debido a que no se habia descubierto el virus y a la falta de
reglamentacion del tamizaje a todas las unidades de sangre, pero solo por algunos afios
luego del descubrimiento. Una vez la reglamentacion estuvo disponible en todos los
paises, este factor de riesgo empez6 a disminuir considerablemente, hasta tal punto de
ser sustituido por la reutilizacién de agujas vy jeringas en PID, pero aun, un porcentaje
importante de casos de infeccion por VHC son personas transfundidas, tal es el caso de

paises africanos (62,110).

Adicional a lo mencionado, otros factores de riesgo reportados son tratamientos médicos
como hemodialisis, trasplante de 6rganos y conducta sexual de riesgo. La transmisién
vertical es poco frecuente y en la mayoria de los casos se encuentra asociada a
coinfecciones con VIH (24,62,111-113). Actividades como tatuajes y piercings se
consideran actividades de alto riesgo asociadas a la infeccién por este virus pues se
relacionan con la reutilizacion de agujas en centros no especializados y carentes de
buenas practicas de higiene; ademas se ha reportado que la reutilizacion de la tinta usada
para el tatuaje podria considerarse como una forma de transmision ya que contiene

residuos de sangre remanentes de la aguja (112).

Las infecciones iatrogénicas, son consideradas como un factor de riesgo importante por
la reutilizacion de agujas y/o jeringas en centros hospitalarios o malas practicas clinicas
en procesos como cirugia y hemodialisis. Un porcentaje importante de casos de hepatitis
C por infecciones iatrogénicas se describen en paises como Rusia, Nigeria, China, Egipto
e India (111,114-116).

En Estados Unidos, Rusia, Portugal, Reino Unido y Australia el uso de drogas por via

intravenosa es un importante factor de riesgo (105,111).

En Norteamérica se ha reportado una prevalencia general de 1,2%. La infeccién por el
VHC se presenta en personas que nacieron entre 1945 y 1965, mas conocidos como

“baby boomers”, en particular en Estados Unidos (111,117). Segun el Centro de Control
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de Enfermedades (por sus siglas en inglés CDC), tres de cada cuatro casos positivos
reportados nacieron en este periodo y estiman que se infectaron entre las décadas de
1960 y 1980 cuando el nivel de trasmision del virus era muy alto. Dentro de los factores
de riesgo asociados a este tipo de poblacion se encuentran: contacto con sangre
infectada, infecciones iatrogénicas y trasfusiones de sangre, antes de que se adoptaran
las precauciones y procedimientos universales como la prueba de deteccién a todas las
unidades de sangre. Adicionalmente, siguiendo el contexto histérico en las décadas de
los 70-80 el uso de drogas psicoactivas intravenosas crecio exponencialmente, facilitando
la reutilizacion de agujas y jeringas (118,119).

En Latinoamérica, la prevalencia de anticuerpos anti-VHC en diferentes tipos de
poblaciones varia entre paises, siendo Puerto Rico el que presenta un porcentaje mayor
(2,3%), seguido por Brasil (1,6%). Argentina y Venezuela de 1,5%. México de 1,4% vy
Peru con el 1,2%. (111,120).

Es importante aclarar que del 30 al 40% de los casos de infeccion por VHC alrededor del
mundo no presentan ningun factor de riesgo asociado, lo que podria indicar que aun
existen factores de riesgo desconocidos. Este es el caso de la transmision intrafamiliar,
ya que ha generado controversia, pero ha sido reportada en ausencia de otras rutas de
transmision. Se ha demostrado mediante analisis de secuencias y estudios filogenéticos
la presencia de cepas del VHC muy similares o casi idénticas genéticamente entre

individuos de la misma familia (121,122)

Epidemiologia de la infeccion por VHC en Colombia

En Colombia se desconoce la prevalencia de la infeccion por VHC en poblacién general
y por tanto la carga de la enfermedad en el pais. Segun el Sistema de Vigilancia en Salud
Publica (SIVIGILA) y el Instituto Nacional de Salud (INS) en el Boletin Epidemiolégico se
reporta un aumento considerable de 271 casos en 2016, 569 casos en 2017, 881 casos
en 2018, 897 casos en 2019 y para el afo 2020, 270 casos. Este aumento de casos entre
el 2017 y el 2019 corresponde al requerimiento de la notificacion de casos ante el
Ministerio de Salud y Proteccion Social para acceder a los AAD, tratamiento que esta

disponible en Colombia desde 2017.
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Los departamentos con casos de VHC durante este periodo se presentan en la Figura 4.
Cundinamarca, Antioquia, Atlantico y Valle del Cauca reportan el mayor numero de
casos. Bolivar, Norte de Santander, Quindio, Boyaca y Caldas demuestran el aumento

durante el transcurrir de los afios (123).
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Figura 4. Casos reportados de VHC por departamento entre 2016 - 2020

Se observa una distribucién homogénea de los casos de infeccién por VHC reportados por departamento
entre 2016-2020, los cuales se concentran en el interior del pais. Tener en cuenta el aumento de casos
desde 2017, pasando de alrededor de 70 casos a mas de 200 en 2017 y a un numero mayor de 350 en
2018 debido a la notificacién obligatoria de los casos para poder acceder al tratamiento antiviral. Desde

2019 se observa un descenso en el nUmero de casos (123).

Con el fin de apoyar los planes de control y eliminacidn de las hepatitis virales para el afio
2030, el Centro de Analisis de Enfermedades (por sus siglas en inglés CDA) creo el
Observatorio Polaris. El equipo de epidemidlogos del Observatorio Polaris, trabajan en
conjunto con las entidades reguladoras de salud en cada pais para evaluar la carga actual
y futura de la enfermedad causada por las hepatitis virales, el impacto econémico del
modelo y desarrollar estrategias que puedan lograr el cumplimiento de los objetivos

trazados.

El analisis del Observatorio Polaris del CDA estima 325.600 personas con infeccion por

VHC en Colombia segun la prediccién realizada con base en la prevalencia de
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anticuerpos anti-VHC en donantes de sangre (1,2% Coordinacion de Bancos de Sangre
del Instituto Nacional de Salud (INS)) y asumiendo una tasa de viremia del 70% lo que
corresponde a una prevalencia de anti-VHC de 0,66% en la poblacion. Esta prediccion
fue fundamental para el Caso de Inversién de Hepatitis C en Colombia liderado por el
Ministerio de Salud y Proteccion Social para evaluar y proyectar la compra centralizada
de AAD como parte del compromiso del plan de control y eliminacion de las hepatitis

virales para el 2030.

Segun el informe de seguimientos de casos de hepatitis C cronica, denominado la cuenta
de alto costo se han reportado un total de 1916 casos de infeccion crénica por el VHC
que se encuentran recibiendo tratamiento de AAD. Para la cohorte 2017-2018 se
reportaron 1142 casos, en 2019, 634 casos y en 2020, hasta la fecha de corte (31 de
marzo de 2020) 137 casos. EI 67,9% de los casos son hombres con un promedio de edad
de 50 anos. Los departamentos que reportan un mayor numero de casos son:
Cundinamarca, Valle del Cauca, Antioquia, Atlantico y Risaralda. Como mecanismos de
transmision reportados por los pacientes, el principal es desconocido, seguido por las
transfusiones de sangre y la transmision sexual. El genotipo que prevalece en esta
cohorte de pacientes es el genotipo 1b (48,5%), seguido por el genotipo 4 (19,2%),
genotipo 1a (11,9%), genotipo 2 (4%) y genotipo 3 (1,6%); también se ha reportado la
circulacién de genotipo 5 (0,1%). Para la ultima fecha de corte se reporté un porcentaje
de efectividad del tratamiento del 96% (124) (Actualizacién conferencia Doctor Orrego,
Dia Mundial de las Hepatitis Virales, 2020).

En Colombia se han realizado 32 estudios en poblacion con y sin factores de riesgo que

permiten describir la situacion global de la infeccion por VHC en el pais (Tabla 6) (125).

Segun los estudios y reportes entre 1989 y 2018 la seroprevalencia de infeccion por VHC
en donantes de sangre presenta un rango entre 1,5% y 0,32% de anti-VHC. El primer
reporte corresponde al analisis de 1033 muestras de donantes de sangre obtenidas en 5
bancos de sangre de Medellin en 1989; la prevalencia de anti-VHC fue de 0,97%
(10/1033) (126). Otros estudios realizados entre 1995 y 1997 reportan una prevalencia
de anticuerpos anti-VHC entre 0,9 y 2,3% en donantes de sangre de diferentes ciudades
del pais (16,126—129).
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En estudios realizados después de 1998 se observa una reduccién importante en el
porcentaje de unidades positivas para anti-VHC. Esta reduccién se describe en los
informes de la Red Nacional de Bancos de Sangre en los que se reporta un rango de
prevalencia de anti-VHC entre 0,61 — 0,32% de las unidades recolectadas entre 2008 y
2018 (130). Asi como en estudios realizados en Bancos de Sangre en Cali, Tunja, Cucuta,
Medellin y Bogota en los que se registra una prevalencia de anti-VHC entre 0,56 — 0,32%
en el periodo de 2004 y 2018 (16,126,127,131-137).

Algunos estudios de seroprevalencia se han realizado en poblaciones sin factores de
riesgo conocidos. La seroprevalencia de anticuerpos anti-VHC fue de 2,5% (46/1 840) en
1840 mujeres que participaron en el marco de un estudio de infeccion por el Virus del
Papiloma Humano (138). En un estudio reciente en poblacion general en 5 ciudades,
Bogota, Medellin, Pereira, Quibdd y Cali exploré la frecuencia de infecciéon por VHC
mediante pruebas rapidas. La frecuencia de anti-VHC fue de 0,27% (7/ 2.624); es de
anotar que el 7,7% declaré haber recibido transfusiones o trasplantes, aunque no se
precisa el afio del evento (139).

También se han realizado estudios en comunidades indigenas del departamento del
Amazonas en los que se han descrito prevalencia de anticuerpos anti-VHC, 5,68%
(10/184) (140) y 0% (0/176). Es de anotar que este ultimo analisis se realiz6 en el marco
de un proyecto del impacto de la vacunacién para hepatitis B, por lo que las muestras
fueron obtenidas de indigenas mayores de 18 afios y marcador positivo para anticuerpos
contra la proteina Core del Virus de la Hepatitis B (anti-HBc) (comunicacion personal, Dr.
Fernando de la Hoz Restrepo, Universidad Nacional de Colombia).

Por otra parte, los estudios en poblacién con factores de riesgo muestran una alta
prevalencia de infeccion por VHC, aunque con variaciones a lo largo del tiempo. El primer
reporte que data de 1989 describe una frecuencia de anti-VHC de 42,2% (19/45) en
pacientes sometidos a hemodialisis, 21,5% (43/200) en pacientes trasplantados y 6,52%
(3/46) en pacientes con diagnostico de hemofilia atendidos en Medellin (126). Mientras
que en pacientes sometidos a hemodialisis en centros médicos en Cali en el periodo
2007-2008 se describe una prevalencia de anti-VHC de 2,9% (29/299) (141).
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Un estudio multicéntrico de la Organizacién Panamericana de la Salud realizado en 2003
en hospitales en Bogota y Medellin permitié el analisis de 500 muestras obtenidas de
pacientes multitrasfundidos (> 10 unidades o componentes sanguineos). La
seroprevalencia de anti-VHC fue de 9% (45/500) en la poblacién de estudio y segun la
categoria diagnostica, fue de 32,2% (29/90) en diagndstico de hemofilia, 7,1% (1/14)
anemia, 6,1% (5/82) requerimiento de hemodialisis, 3,4% (8/236) enfermedades
oncohematolégicas y 2,56% (2/78) sangrado agudo. Los factores de riesgo con
significancia estadistica fueron diagndstico de hemofilia (OR= 18,03 95% IC 3,96-
114,17), transfusion de > 48 unidades de sangre o componentes sanguineos (OR= 6,08
95% IC 3,06-12,1) y eventos transfusionales antes de 1993 (OR= 13,68 95% IC 6,20-
30,86)(142). En un estudio realizado en Medellin se describe un resultado similar en
personas con historia transfusional antes de 1994, con una prevalencia de anticuerpos
anti-VHC de 6,6% (11/166) (143).

Entre el 2010 - 2013 se llevo a cabo un estudio en dos clinicas en Bogota donde se
determind de manera retrospectiva por medio de historial clinico que de 163 casos
positivos para VHC, el 62% (101/163) reportaban como factor de riesgo una transfusion
de sangre (144). En 2016 en un estudio de casos y controles realizado en la costa caribe
colombiana que tenia como objetivo determinar los factores de riesgo asociados a la
infeccion por VHC, se determiné que el 81,8% (44/55) de los casos positivos para VHC
reportaban historia transfusional (145). Por ultimo, en 2018 fue publicado un estudio
realizado en la Fundacién Valle de Lili, en Cali, en el cual se hizo un analisis retrospectivo
de las historias clinicas de los pacientes que tuvieran un diagndstico de VHC confirmado
por anticuerpos anti-VHC y/o fueran positivos para la deteccién del genoma viral entre
2011 -2016. Este estudio reporta una prevalencia de 36,9% (79/214) en personas con

factor de riesgo, transfusion de sangre (146).

En personas que se inyectan (PID) se han realizado varios estudios en diferentes
regiones del pais con un rango de seroprevalencia de la infeccion por VHC entre 7,6% y
47,4% (139,147-150). En una publicacion reciente se analizan los datos obtenidos en un
estudio realizado en 1123 PID en 5 ciudades: Bogota, Medellin, Cucuta, Pereira y

Armenia. La edad promedio de los participantes del estudio fue 26,3 + 6,5 afios y la
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frecuencia de infeccién por VHC tuvo rango entre 7,6 % (Bogota) y 47,4% (Pereira) y una
frecuencia promedio de 28,8%. El riesgo de infeccion por VHC estuvo asociado al uso
por > 5 afos de drogas inyectables (OR= 3,1 95% IC 1,3 -7.2) (148,149). La coinfeccién
VHC/Virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH) en esta poblacion fue de 3,2%, con un
rango de 1% en Bogota a 5,6% en Pereira (149). La coinfeccion VIH/VHC estuvo
asociada en este estudio con variables como lavado de jeringas y agujas con agua (OR=
3,2 95% IC 1,6-6,3), paso de mezcla de drogas entre jeringas (OR= 2,7 95% IC 1,3-5,3)
y > 4 inyecciones por dia (OR= 3,5 95% IC 1,7-7,2), entre otras (149).

Una frecuencia de coinfeccion VIH/VHC de 5,1% (11/214) se encontré en pacientes
atendidos entre 2011 y 2016 en la unidad de gastrohepatologia de la Fundacién Valle de
Lili (146); sin embargo, en pacientes con infeccion por VIH atendidos en centros
hospitalarios de la ciudad en Medellin, la coinfeccién VIH/VHC fue de 0,8% (2/251) (151).

Factores de riesgo como historia de hospitalizacién, cirugias o suturas fueron
identificados en un estudio de casos y controles en pacientes atendidos en la consulta de
gastroenterologia y hepatologia en ciudades de la Costa Caribe (Barranquilla y
Cartagena). El 80% (44/55) de los pacientes con infeccion por VHC tenian historia de
transfusion sanguinea antes de 1994 (OR= 216 95% IC 57,7-808) y del 70 al 80% habian
sido hospitalizados (OR= 8,9 95% IC 4,5-17,7) y/o sometidos a cirugias (OR= 5,29 95%
IC 2,55-10,9) o suturas antes de 1994 (OR= 2,8 95% IC 1,4-5,5) (145).

La infeccion por VHC también ha sido descrita en poblaciones con factores de riesgo en
Bogota, Medellin, Pereira, Quibdd y Cali. La mayor prevalencia de infeccion por VHC fue
identificada en habitantes de calle (2,17%) y en hombres que tienen sexo con hombres
(2,09%); mientras que en los trabajadores sexuales (0/380) y en jévenes vulnerables
(0/260) no fue identificado ningun caso positivo por prueba rapida para VHC (139).

Con respecto a los genotipos de VHC circulantes en el pais fueron caracterizados por
primera vez en 2010 en muestras de donantes de bancos de sangre en Bogota. El
genotipo 1 fue el mas prevalente en la poblacion de estudio (88,6%, 31/35); también se
identificaron los genotipos 2 (8,6%, 3/35) y 3 (2,9%, 1/35). El subgenotipo 1b se identificd
en el 82,8% (29/35) de las muestras y ademas los subgenotipos 1a (5,8%, 2/35), 2a
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(5,8%, 2/35), 2b (2,8%, 1/35) y 3a (2,8%, 1/35) fueron caracterizados. Segun el analisis
de evolucién se sugiere que el VHC, subgenotipo 1b, circula en Bogota desde 1950, con
un crecimiento exponencial desde la década de los 70 y un decrecimiento a principios de
los 90, lo que coincide con el inicio del tamizaje obligatorio de las unidades de sangre en
el pais (152).

Esta distribucion de genotipos y subgenotipos es similar a la observada en el estudio de
pacientes multitrasfundidos, en el cual se identificd el genotipo 1 en 83,3% de los casos;
(subgenotipo 1b, 66,6% y subgenotipo 1a, 16,6%); ademas dos muestras fueron
identificadas con el patron de enzimas de restriccion (por sus siglas en inglés RFLP) de

genotipo 2, subgenotipo 2b (8,3%), y genotipo 3, subgenotipo 3a (8,3%) (153).

El predominio del genotipo 1 del VHC ha sido corroborado en otros estudios en poblacién
colombiana con antecedente transfusional (143), con diagndstico de hepatopatias
terminales (154), y diagnostico de infeccion cronica por VHC (146). Asi como en un
estudio de muestras remitidas a dos laboratorios de referencia, en el cual se caracterizo
el genotipo 1 en el 88,6% de las muestras (1361/1538), de las cuales 70% (1073/1361)
corresponden a subgenotipo 1b y el 13,5% (209/1361) al subgenotipo 1a. El genotipo 2
se identificé en 5,4% (83/1538) y el genotipo 3 en 2% (30/1538) de las muestras
analizadas. Este estudio permitio identificar el genotipo 4 en 62 (4%) de las muestras y
corresponde al primer reporte de la circulacion de este genotipo de VHC en Colombia
(155).

Se ha demostrado que la variabilidad del VHC presenta implicaciones en la patogénesis,
en cuanto a la gravedad de la infeccién, manifestaciones extra hepaticas, riesgo de
carcinoma hepatocelular y respuesta a tratamientos, principalmente basados en
interferon. Un estudio de casos y controles sugieren que la infeccion cronica por el VHC
genotipo 1b esta asociada con un marcado deterioro hepatico (156).

Una de las razones mas importante dentro del estudio de la diversidad genética del VHC,
es la respuesta ante los diferentes tratamientos antivirales. Diferentes estudios han
descrito una mayor resistencia al tratamiento antiviral en aquellos pacientes que

presentan infeccion con los genotipos 1y 4, que aquellos infectados con otros genotipos
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(72,157). Un estudio realizado en pacientes tratados con IFN por un periodo de seis
meses, se encontré una resistencia en el 60 al 70% de los pacientes infectados con el
genotipo 1 (158). Pacientes con infeccidn por los genotipos 2 y 3 poseen una respuesta
terapéutica casi tres veces mayor en un tiempo de tratamiento corto de solo 24 semanas
(87).

El papel del genotipo viral en la respuesta del VHC al tratamiento, incluso en la era de los
AAD ha sido utilizado como un buen indicador del tiempo de administracién de la terapia
y del manejo y prondstico del paciente. A pesar de que contamos con antivirales
pangenotipicos como una respuesta a este inconveniente, es importante identificar
cuasiespecies con RAS antes de iniciar el tratamiento mediante secuenciacién del
genoma viral (NS3, NS5A y NS5B) en algunos grupos de pacientes. Pacientes con
infeccion por genotipo 1a que presenten historia de falla del tratamiento y pacientes con
infeccion por VHC, genotipo 3 se debe estudiar la presencia de la mutacion Y93 y

suministrar ribavirina para asegurar la respuesta viral sostenida (89,159)

Tabla 6. Estudios de prevalencia de la infeccion por VHC en Colombia
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Tabla 6. Estudios de prevalencia de la infeccion por VHC en Colombia

Estudios de prevalencia de la infeccion por VHC en poblacion colombiana

Frecuencia de anticuerpos

Deteccion del

genoma viral en

Poblacién Periodo de estudio anti - VHC muestras anti-VHC Referencia
positivas
1989 0,97% (10/1 033) NA Echavarria et al, 1992
ND 2,3% (10/430) NA Robinson et al, 1996
1995 0,9% (3 328/369 812) NA Beltran et al, 1997
1997 1,5% (15/1 000) NA Cortés et al, 1999
1998-1999 0,54% (96/17 895) NA Zambrano et al, 2001
2004 — 2005 0,6% (36/6 009) 13,3% (4/30) Farfan et al, 2007
2007-2010 0,6% (344/54 499) NA Bedoya et al, 2012
Donantes de sangre
2012 -2013 0,5% (104/19 645) NA Mejia et al, 2014
2010-2013 0,44%(68/15 461) NA Giraldo et al, 2015
2014-2016 0,33% (132/39 825) 13,63% (18/132) Ruiz et al, 2018
2005 -2018 0,567% (833/166 603) NA Cardona et al, 2019
Instituto Nacional de Salud.
2008-2018 0,61% -0,32% NA Coordinacion de Bancos de Sangre
Total
9% (45/500) 26,6% (12/45)
Pac'e;;;sos;g’lgi;dos @ 1% (5/500) 40% (2/5)
Pacientes Pacientes con 2003 Beltran et al, 2005 - Di Filippo et
multitrasfundidos  enfermedades hemato — 1,6% (8/500) 25% (2/8) al, 2012
oncoldgicas
Pamente:;zgosangrado 0,4% (2/500) 50% (1/2)
Pacientes con anemia 0,2% (1/500) NA
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Pacientes con diagndstico

de hemofilia

5,8% (29/500)

24,1% (7/29)

42,2% (19/45)

Echavarria et al, 1992

Pacientes sometidos a 1989 NA
h lisi
emodilisis 2007 — 2008 2,9% (29/299) 89% (26/29) Ramirez et al, 2010
Pacientes con trasplante de 1989 21,5% (43/200) NA Echavarria et al, 1992
Organos 6,5% (14/214) Rojas et al, 2018
2011-2016 NA
1989 6,52 (3/46) NA Echavarria et al, 1992
Pacientes con dl.atgnostlco de 3,7% (6/163) Prieto et al, 2014
hemofilia 2010-2013 NA
2011-2016 6,5% (14/214) NA Rojas et al, 2018
2002 -2004 0,8% (2/251) NA Hoyos et al, 2006
2014 3,15% (29/918) NA Toro et al, 2018
Pacientes con coinfeccion
VHC/VIH 3,9% (8/205) NA Toro et al, 2020
2014
2011-2016 5,1% (11/214) NA Rojas et al, 2018
' o ND 0% (0/176) NA Comunicacién personal el Dr. de la
Comunidades indigenas Hoz
ND 5,68% (10/176) NA Alvarado et al, 2011
Trabajadores sexuales, 2,68% (12/447)
personal de salud y poblacién ND Prevalencia no discriminada NA Alvarado et al, 2011
desplazada por grupo
Pacientes con diagnostico de 2005 — 2007 6,9% (9/131) 44% (4/9) Cortés- Mancera et al, 2011
cirrosis y/o carcinoma
hepatocelular ND 0,25% (1/391) 100% (1/1) Martinez et al, 2016
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2009 -2012 10% (10/100) NA Giraldo et al, 2014
2010-2013 25,3% (19/75) NA Prieto et al, 2014
2011-2016 32,6% (70/214) NA Rojas et al, 2018
ND 54,5% (30/55) 100% (30/30) Yepes et al, 2016
2010-2013 62% (101/163) Prieto et al, 2014
p d p ND 0,25% (1/391) 100% (1/1) Martinez et al, 2016
ersonas con antececente de 2003 6,6% (11/166) 63,6% (7/11) Arroyave et al, 2014
transfusidon de sangre
2011-2016 36,9% (79/214) NA Rojas et al, 2018
ND 81,8% (45/55) 100% (45/45) Yepes et al, 2016
2014 27,3% (251/918) NA Toro et al, 2018
2010-2013 1,8% (3/163) NA Prieto et al, 2014
. ND 31% (82/265) 22,3% (59/265) Berbesi et al, 2015
Personas que se inyectan
2012 -2013 22,5% (16/71) NA Sepulveda et al, 2014
ND 17,5% (46/265) NA Berbesi et al, 2017
2019 45,54% (92/202) NA Cardona-Arias et al, 2020
] 2011-2016 6% (12/214) NA Rojas et al, 2018
Personas con tatuajes
ND 9,1% (5/55) 100% (5/5) Yepes et al, 2016
, . o ND 0,5% (2/391) 100% (2/2) Martinez et al, 2016
Pacientes sometidos a cirugia
ND 80% (44/55) 100% (44/44) Yepes et al, 2016
Mujeres sin factores de riesgo 1994 -2005 2,5% (46/1840) NA Quesada et al, 2015
identificado
Pacientes atendidos en centros 0,01% (2/150) 100% (2/2) Sanclemente et al, 2006
dermatoldgicos 1998
L, 0,27% (7/2624) NA Cardona-Arias et al, 2020
Poblacion general 2019

ND: No Disponible NA: No Aplica
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La respuesta de salud publica mundial al VHC se ha visto acelerada debido a la estrategia
de la OMS para controlar y eliminar el VHC de la poblacién. La introducciéon de
medicamentos de AAD, con altas tasas de curacion, duraciones de tratamiento mas
cortas, menos efectos secundarios y administracion simplificada en comparacion con
medicamentos anteriores brindaron una oportunidad importante para lograr el objetivo
trazado. Un numero creciente de paises han desarrollado planes nacionales para el
acceso a estos tratamientos de la poblacion con infeccion por VHC, pero a pesar de la
introduccién de los AAD en 2014 aun nos encontramos frente a un panorama de retos
importantes. Hay que rescatar que desde el ario 2015 al 2018 ha aumentado de 122.000
casos a 2,6 millones de casos tratados respectivamente a nivel mundial. No obstante, la
OMS estima que la mayoria de las personas con infeccion por VHC aun siguen sin ser
diagnosticadas por lo que es necesario emplear nuevas estrategias para una busqueda
activa de estos casos de infeccion. Es necesario llegar a poblaciones de alto riesgo y

asegurar el acceso al tratamiento con todas las politicas de salud locales (160).
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Planteamiento del problema

El control y eliminacion de las hepatitis virales es una prioridad de la OMS teniendo en
cuenta el peso epidemiolégico en mortalidad y anos de vida perdidos por enfermedades
como cirrosis y carcinoma hepatocelular, producidas por estos virus. Del total de muertes
por hepatitis virales, al VHC se le atribuye un porcentaje mayor al 40% de los casos a
nivel mundial, sumado a esto la infeccion no es prevenible por vacunacion y en la mayoria
de los casos (60 - 80%) se establece una infeccion cronica, con riesgo de desarrollar

alguna enfermedad hepatica terminal (6,161).

El estudio de la epidemiologia de la infeccion por VHC es el principal recurso para
establecer la carga de la enfermedad y para el planteamiento de medidas de control y
prevencion en una poblacién. En Colombia no se conoce la prevalencia de la infeccion
en poblacion general, lo que podria representar un inconveniente para la toma de
decisiones para el control y eliminacion de la infeccién por VHC. Sin embargo, los
estudios en donantes de sangre y en poblacion con y sin factores de riesgo, el analisis
de modelacién y el estudio del CDA han contribuido en la estrategia en el pais (decreto
1.692 de 2017) (162).

La prediccién realizada por el Observatorio Polaris fue fundamental para el Caso de
Inversion de Hepatitis C en Colombia liderado por el Ministerio de Salud y Proteccion
Social para evaluar y proyectar la compra centralizada de AAD como parte del

compromiso del plan de control y eliminacion de las hepatitis virales para el 2030.

Teniendo en cuenta que en Colombia el principal factor de riesgo de la infeccién por VHC
son las transfusiones sanguineas antes de 1996 (por ausencia de legislacion), se plante6
el estudio epidemioldgico en tres ciudades (Medellin, Pereira y Santa Marta) como una
estrategia de busqueda activa de personas con el factor de riesgo, con el fin de identificar
los casos de hepatitis C, confirmar el diagndstico y remitir para el acceso al tratamiento
de AAD. De esta manera disminuir el riesgo de desarrollo de hepatopatias terminales y
riesgo de muerte, ademas de reducir los costos en el sistema de salud por tratamientos

de alto costo como el trasplante de higado y por los afios de vida perdidos.
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Con respecto al componente de virologia, describir la prevalencia, variabilidad genética
y sustituciones asociadas a resistencia en el genoma viral contribuyen a la epidemiologia
molecular del virus lo que podria ayudar al planteamiento de estrategias y toma de

decisiones para el control de esta infeccién.
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Objetivo general

Caracterizar molecularmente la infeccion por el Virus de la Hepatitis C en individuos con

historia transfusional antes de 1996.

Objetivos especificos

1. Describir caracteristicas sociodemograficas y epidemiologicas de la poblacion con
historia transfusional antes de 1996.
Caracterizar los genotipos y subgenotipos del VHC en la poblacion de estudio.
Identificar sustituciones en el VHC asociadas a resistencia a Antivirales de Accion

Directa.

Pregunta de investigacion

¢ Cuales son los genotipos y subgenotipos del VHC y las sustituciones asociadas a
resistencia a los AAD en muestras de individuos con historia transfusional antes de 19967
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Metodologia
Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal

Poblacién de estudio

Personas con historia transfusional (al menos un episodio) antes de 1996 en tres

ciudades de Colombia: Medellin, Pereira y Santa Marta.

La busqueda activa de personas con antecedente transfusional se realiz6 mediante
charlas de prevencion de la infeccion por virus de las hepatitis con énfasis en el VHC en
Medellin, Pereira y Santa Marta; ademas se presentd material grafico (videos, afiches y
volantes) en redes sociales, prensa, radio y television. Las actividades de promocién y
prevencion en la ciudad de Medellin se realizaron gracias al apoyo del programa de la
Secretaria de Salud: Comité de Vigilancia Epidemiolégico (COVECOM); este programa
es un espacio donde se convoca a la poblacién de las comunas y corregimientos del
municipio de Medellin para el abordaje de temas de salud publica.

En la ciudad de Medellin se realizaron mas de 20 charlas durante el 2018 - 2019 de
promocién y prevencion de las hepatitis virales con énfasis en hepatitis C en todas las
comunas Yy corregimientos del municipio, con el fin de que la poblacion conociera de la
infeccion y pudieran ser replicadores del riesgo de tener una transfusion de sangre antes
de 1996 (Tabla suplementaria 1). Adicionalmente, la busqueda de personas con este
factor de riesgo se hizo mediante entrevistas en programas de television y radio, asi como

articulos para periodicos.

Teniendo en cuenta el niumero reducido de casos de infeccidon por VHC identificados en
la poblacion de estudio, se decidié incluir un grupo control correspondiente a tres
individuos con diagnéstico confirmado de Hepatitis C sin tratamiento previo con AAD: dos
personas que se inyectan drogas fueron diagnosticadas por pruebas rapidas en otra
investigacion y una persona con diagnostico de infeccion por VHC e historia de
tratamiento con IFN. Igualmente se incluyeron 16 tejidos hepaticos del Banco de Tejidos
del Grupo de Gastrohepatologia con el fin de mejorar el muestreo de secuencias y la

inferencia filogenética.
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Muestras

Los parametros que se tuvieron en cuenta para el calculo del tamafio de muestra fueron
el total de pacientes transfundidos y la poblacién de Medellin, Pereira y Santa Marta
segun datos DANE del afio 2016. Se calculé un tamafo de muestra de 393 participantes:
293 en Medellin, 43 en Pereira, 57 en Santa Marta.

Previa firma del consentimiento informado, diligenciamiento de una encuesta de factores
de riesgo realizada por encuestadores entrenados se tomé una muestra de sangre a cada
participante en dos tubos, uno con EDTA (4mL) y otro tubo seco (5mL) por personal

calificado cumpliendo con las normas de buenas practicas clinicas.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 2.500 revoluciones por minuto (rpm) durante
10 minutos a temperatura ambiente para la separacion de las fases suero y plasma. A
partir de ambos tubos se separaron dos alicuotas de aproximadamente 1000 yL de suero
o plasma en dos viales. Las muestras se almacenaron a —70°C hasta ser enviadas al
laboratorio de Gastrohepatologia. Una alicuota de suero de 1000 uL de cada paciente fue
remitida al laboratorio de Virologia del INS para la realizacién de pruebas seroldgicas por
duplicado que permiten la deteccidn de anticuerpos anti-VHC usando un estuche
comercial (Murex anti-HCV version 4.0, DiaSorin). Este estuche comercial de ELISA
reporta una especificidad de 99,88% y una sensibilidad de 100% y la prueba utiliza
antigenos sintéticos de NS3, NS4 y NS5. Los envios se realizaron con una empresa
certificada para asegurar las condiciones de cadena de frio y el manejo de muestras
biolégicas categoria B.

Adicionalmente se seleccion6 el 10% de las muestras negativas para anti-VHC, de
manera aleatoria usando el comando “sample” del software estadistico R con el fin de

identificar casos de infeccién oculta.

Extraccion del ARN viral

Las muestras de suero que fueron positivas para anticuerpos anti-VHC y el 10% de las

muestras negativas para anti-VHC seleccionadas de forma aleatoria, se sometieron a
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extraccion del ARN viral utilizando un estuche comercial (QIAamp Viral RNA Mini Kit,
QlAgen) segun las instrucciones del fabricante. Se tomaron 140 pL de suero en un vial
de 1,5 mL a los cuales se les adicioné 560 pL de Buffer AVL y 5,6 yL de ARN Carrier.
Luego de homogenizar la muestra (vortex por 15 segundos), se incub6 por 10 minutos a
temperatura ambiente y se hizo un pulso. Se adicionaron 560 pL de etanol absoluto.
Posteriormente la muestra se deposité en una columna para el lavado usando los Buffer
AW1 y AW2 proporcionados por el estuche comercial, seguidos de ciclos de
centrifugacion por 1 minuto a 8.000 y 13.000 rpm. Posteriormente se agregaron 60 uL de
Buffer de Elucién, se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente y se realizdé una

ultima centrifugacion a 8.000 rpm para recuperar el ARN viral extraido.

Para las muestras de tejido hepatico, se hizo la extracciéon del ARN total utilizando el
método de TRIzol (Invitrogen). Se tomaron entre 50 — 70 mg de tejido hepatico en 1 mL
de TRIzol. Luego de homogenizar muy bien la muestra se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 100 yL de cloroformo, se
resuspendio durante 15 segundos con vortex, y se incubo en hielo por 10 minutos para
luego centrifugar a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Después de recuperar la fase
acuosa en un vial nuevo, estéril y debidamente marcado, se precipité el ARN adicionando
20 pL de solucién de glicégeno (1mg/ml) y 600 pL de isopropanol frio, se mezcldé con
vortex durante 10 segundos y se incubd durante toda la noche a -20°C, pasada la
incubacion se centrifugd a 12.000 rpm durante 45 minutos a 4°C. Posteriormente se hizo
el descarte del sobrenadante, se lavo el pellet con 1mL de etanol frio al 75% y se agito
con vortex durante 10 segundos; se centrifugd a 12.000 rpm durante 45 minutos y se
descarto el sobrenadante. Luego el pellet obtenido fue secado en camara de flujo por 10
minutos e incubado a 55°C en bano maria durante 10 minutos. Finalmente, el pellet se
disolvié en 30 uL de agua libre de nucleasas (Invitrogen) y se almacend a -70°C hasta el

momento de su amplificacion.
Deteccion y amplificacion del genoma del VHC por RT-PCR

Con el fin de determinar la presencia del genoma de VHC en las muestras positivas para
anti-VHC, luego de la extraccion de ARN viral se amplificé un fragmento de la regién
5UTR (nt 23 — nt 327) a partir de RT-PCR anidada estandarizada previamente en el
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grupo (163), usando oligonucleétidos especificos, que corresponde a una region
altamente conservada. La reaccién de transcripcion reversa se realizé utilizando el
oligonucledtido HCV 209, a una temperatura inicial de 37°C por 1 hora, seguida de la
desnaturalizacion de la enzima a 94°C durante 15 minutos y la estabilidad de la molécula

a una temperatura de 4°C.

Para la amplificacién de cADN durante la primera y segunda ronda de PCR, se tomaron
10 y 5 pL respectivamente del producto de la transcripcion reversa para un volumen final
de reaccion de 50uL. La primera PCR se realizé con los oligonucleétidos HCV 209 y HCV
939 (163) y para la segunda PCR se utilizaron los oligonucleétidos HCV 211 y HCV 940
(163) para obtener un fragmento de 251 pares de bases (Tabla 7). Ambas PCR se
llevaron a cabo a una temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos de amplificacién que incluye desnaturalizaciéon por 30 segundos a
94°C, annealing a 56°C por 30 segundos y extension durante 1 minuto a 72°C; la sintesis
de la cadena se completa a 72°C por 10 min y se estabiliza la molécula a una temperatura
de 4°C.

La reacciéon de transcripcion reversa para NS5A se realizé utilizando primers aleatorios
(random primers) y siguiendo las mismas condiciones de temperatura y ciclaje
mencionada para 5’UTR. Esta nested PCR amplifica una parte de la region de NS5A para
los genotipos 1a y 1b. La primera PCR se realizé con los oligonucleétidos: HCV1a_Fw1
(nt 6276 - 6297), HCV1a_Rev1 (nt 7600 - 7621), HCV1b_Fw1 (nt 6177 - 6198) y
HCV1b_Rev1 (nt 7485 - 7506 ) (Tabla 7) (89) a una temperatura de desnaturalizacion
inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacion que incluye
desnaturalizacion por 1 minuto a 95°C, anneling a 58°C (HCV1a_NS5A) y 54°C
(HCV1b_NS5A) por 1 minuto y extension durante 3 minutos a 72°C; la sintesis de la
cadena se completa a 72°C por 10 min y se estabiliza la molécula a una temperatura de
4°C.

Para la segunda PCR se utilizaron los oligonucle6tidos HCV1a_Fw2 (nt 6290 - 6310),
HCV1a_Rev2 (nt 7584 - 7603), HCV1b_Fw2 (nt 6231 - 6249) y HCV1b_Rev2 (nt 7438 -
7455) (89) para obtener un fragmento final de alrededor de 1.300 pares de bases (Tabla
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7) a una temperatura de desnaturalizacion inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 35
ciclos de amplificacién que incluye desnaturalizaciéon por 1 minuto a 95°C, anneling a
60°C (HCV1a_NS5A)y 54°C (HCV1b_NS5A) por 1 minuto y extension durante 3 minutos
a 72°C; la sintesis de la cadena se completa a 72°C por 10 min y se estabiliza la molécula

a una temperatura de 4°C.

La reaccion de transcripcidon reversa para NS5B se realizo utilizando el oligonucleétido
8645n (nt 8616 - 8645) (164) siguiendo las mismas condiciones de ciclaje para 5’UTR.
La primera PCR se realiz6é con los oligonucleétidos 8245p (nt 8245 - 8275) y 8645n (nt
8616 - 8645) (164) a una temperatura de desnaturalizacion inicial de 95°C por 10 minutos,
seguida de 35 ciclos de amplificacién que incluye desnaturalizaciéon por 30 segundos a
93°C, anneling a 60°C por 45 segundos y extension durante 1 minuto a 72°C; la sintesis
de la cadena se completa a 72°C por 7 minutos y se estabiliza la molécula a una
temperatura de 4°C. Para la segunda PCR se utilizaran los oligonucleétidos 8276p (nt
8276 - 8299) y 8645n (nt 8616 - 8645) (164) para obtener un fragmento de alrededor de
400 pares de bases (Tabla 7) a una temperatura de desnaturalizacion inicial de 95°C por
10 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacion que incluye desnaturalizaciéon por 30
segundos a 93°C, anneling a 55°C por 45 segundos y extensién durante 1 minuto a 72°C;
la sintesis de la cadena se completa a 72°C por 7 minutos y se estabiliza la molécula a
una temperatura de 4°C.

De los productos amplificados se tomaron 8 pL y se mezclaron con 2 yL de Buffer de
carga 6X (Fermentas). Para su visualizacidn se colocan en geles de agarosa al 2% con
solucion Bromuro de Etidio (Br Et) (5 mg/ml), utilizando buffer de corrida TAE 1Xy 3 uL
de marcador de peso molecular con un incremento de 100 pb (pares de bases -
Fermentas). El corrido del gel se hizo a 100 voltios durante 1 hora. Los geles se
visualizaron con el equipo de foto documentacion (2UV translluminator Digital Imaging
System).

Tabla 7. Oligonucleoétidos para la deteccion de VHC por PCR

Oligonucleétido Posicién Secuencia (5’ - 3’)
HCV 209 nt 299 — 327 TCGAGGTGCACGGTCTACGAGACCT
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HCV 939 nt 23 —42 CTGTGAGGAACTACTGTCTT

HCV 211 nt 266 - 292 ACTCTCGAGCACCCTATCAGGCAGT

HCV 940 nt41 - 60 TTCACGCAGAAAGCGTCTAG

HCV1a_NS5A nt 7600 - 7621 GCTCRATGTCYTAYWCCTGGAC
HCV1b_NS5A nt7485-7506 GACCARGAMCCGTCRCTGAGRT
HCV1a_Fw1 nt 6276 - 6297 GACRTYTGGGACTGGATATGCG
HCV1a_Rev1 nt 7600 - 7621 GCTCRATGTCYTAYWCCTGGAC
HCV1b_Fw1 nt 6177 - 6198 GGATYAAYGARGACTGYTCYAC
HCV1b_Rev1 nt 7485 - 7506 GACCARGAMCCGTCRCTGAGRT
HCV1a_Fw2 nt 6290 - 6310 GATATGCGAGGTGYTGAGCG

HCV1a_Rev2 nt 7584 - 7603 GAGCARCACACGACRTCYTC

HCV1b_Fw2 nt 6231 -6249 GGGAYTGGATATGYACGGT

HCV1b_Rev2 nt 7438 - 7455 GGCATGGAGGARWAYGAC

8645n nt 8616— 8645 GGCGGAATTCCTGGTCATAGCCTCCGTGAA
8245p nt 8245 - 8275 TGGGGATCCCGTATGATACCCGCTGYTTYGA
8276p nt 8276 —8299 CTCCACAGTCACTGAGAGCGACAT

[M=A 0 C; Y=T 0 C; D=G, A o T R=A/G]:

Deteccion y amplificacion del genoma del VHC por RT - PCR en tiempo real (RT -
qPCR)

Con el fin de usar una técnica mas sensible para la deteccion del genoma de VHC en las
muestras positivas para anticuerpos anti-VHC y en el grupo del 10% de las muestras
negativas para anticuerpos que se seleccionaron al azar para verificar los resultados, se
llevaron a cabo analisis por RT- gPCR en dos pasos usando el estuche comercial Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Mastermix (2X) siguiendo las condiciones del fabricante y la
estrategia de primers de segunda ronda de la region 5UTR (HCV 211 — HCV 940)
mencionada anteriormente en un volumen final de 25 uL. Se usaron 5 pL de cADN. Para
esta PCR se us6 una temperatura inicial de desnaturalizacién inicial de 95°C por 10
minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacidn que incluye desnaturalizacion por 15

segundos a 95°C, anneling a 56°C por 30 segundos y extension durante 30 segundos a
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72°C; la sintesis de la cadena se completa a 72°C por 1 min seguido por la construccién

de la curva de Melting.

Construccion de un control interno basado en la region 5’UTR de VHC

Con el fin de tener disponible un control interno de la RT- PCR se disefié un constructo
basado en la segunda ronda de la PCR con los primers de segunda ronda HCV 209 —
HCV 940 (nt 299 — nt 327). Las secuencias de los primers flaquean una secuencia
espaciadora que corresponde al gen olfativo OR4 de Aedes Aegypti (nt 190 - 510) (Figura
5) donado por el grupo de Genética Molecular de la Universidad de Antioquia para dar
origen a un fragmento de 370 pb aproximadamente. Cabe mencionar que la secuencia
espaciadora debia ser una region muy distante filogenéticamente de VHC, que ya
estuviera secuenciada y que no correspondiera con la region blanco de otras pruebas
utilizadas en el laboratorio de forma rutinaria y que comprendiera un fragmento de tamafio
especifico para la observacion luego de la electroforesis con un peso diferente al

esperado de una muestra positiva para VHC (251 pb).

Usando el programa SeqBuilder se analizé la secuencia conocida del gen olfativo OR4
para el disefio de primers especificos usando la herramienta Primer Select. Se
seleccionaron dos estrategias para asegurar el éxito del disefio y se le adicionaron las
secuencias de los primers HCV 209 — HCV 940 respectivamente. Estos primers
modificados se enviaron a sintetizar (Macrogen), una vez obtenidos se realiz6 un proceso
de amplificacion usando un ADN donado del gen olfativo y se purifico el producto de PCR

para ser clonado dentro del vector pBluescript KS+.

Este vector fue escogido ya que presenta un sitio de clonacién multiple, produce un alto
numero de copias y contiene el promotor T7 que permite transcribir in vitro el ADN en
ARN. Para la clonacion del fragmento obtenido se usaron las enzimas de restriccion Sac/
y Kpnl'y con la ayuda del software Biomath calculator se calculé una relacion de ligacion
vector-ADN 1:1. Se usaron dos relaciones mas 3:1y 5:1 para asegurar el éxito del ensayo
usando la enzima T4 ligasa. Se transformaron bacterias DH5a competentes y se verifico
la insercién de las secuencias de VHC — gen olfativo OR4 por PCR y se procedi6 a

linearizar con la enzima Sap y a realizar una trascripcion in vitro para la generacion de
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ARN a partir de ADN usando el estuche comercial T7 Ribomax Express Large Scale RNA
production system y siguiendo las condiciones del fabricante; se hizo una reaccion con
1ug de ADN plasmidico purificado y linearizado, se incub6 por 37°C durante 30 minutos;
pasado el tiempo de incubacion se agrego 2 uL de DNasa (2 unidades/Ul Invitrogen) y se
incubé nuevamente por 30 min. EI ARN transcrito in vitro se purificd utilizando una
columna del estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAgen) siguiendo las

condiciones previamente descritas.

Por ultimo, se hicieron diluciones seriadas del ARN transcrito in vitro y del ADN plasmidico

con el fin de determinar hasta cual dilucion se observa una banda de amplificacion.

VHC 940

. . VHC 211
= OR4 (Secuencia espaciadora)
VHC 940 . . VHC 211
- OR4 (Secuencia espaciadora)

370 pb

Figura 5. Esquema representativo de la construccion del control interno de VHC

Se presenta graficamente la construccion del control interno de VHC usando como secuencia espaciadora
el gen OR4, el cual esta flaqueado por los primers OR4 sentido y anti-sentido y a su vez por los primers de
VHC: HCV 211 — HCV 940

Analisis de secuencias y analisis filogenéticos del VHC

Los productos de PCR obtenidos de las 3 regiones del genoma viral fueron secuenciados
mediante la técnica de Sanger (Macrogen). Las secuencias obtenidas se editaron y
ensamblaron utilizando el programa SeqMan version || de DNAstar. Luego de obtener las
secuencias consenso, se realizd el alineamiento utilizando el programa BioEdit version
7.2 y MEGA 7 y su algoritmo Muscle; para este analisis se utilizaron secuencias de
referencia disponibles en las bases de datos de GenBank, Los Alamos, ViPR (por sus
siglas en inglés Virus Pathogen Database and Analysis Resource) e ICTV para cada uno

de los genotipos y subgenotipos del VHC.
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La construccion del DataSet fue un proceso critico por la necesidad de incluir secuencias
representativas para cada region del genoma a analizar. Primero se revisé cada una de
las bases de datos disponibles con el fin de abarcar el mayor numero de secuencias que
aporten informacion filogenética. Para el caso de GenBank se encontraron 140
secuencias disponibles para la region 5’UTR, 28.627 secuencias para NS5A y 46.386
secuencias de NS5B. En la base de datos ViPR no se encontré6 de manera explicita
secuencias para 5’UTR, unicamente genomas completos (128.580), para NS5A se
encontraron disponibles 11.740 secuencias y para NS5B 26.068 secuencias. Los Alamos
es una base de datos exclusiva para secuencias de VHC, en esta base de datos se
encontraron 1.630 secuencias para 5’UTR, 12.761 secuencias para NS5A y 3.073
secuencias para NS5B. Teniendo en cuenta la cantidad de secuencias disponibles, se
decidio dirigir la construccién del DataSet con secuencias referencia para cada uno de
los genotipos y subgenotipos, las cuales se encontraron en el ICTV (165) e incluir todas
las secuencias de América y las mas representativas de los otros continentes. Con la
ayuda de herramientas digitales como CD-HIT se seleccionaron solo las secuencias

representativas que no fueran redundantes.

La caracterizacion de genotipos y subgenotipos se realiz6 por medio de analisis
filogénicos mediante probabilidad bayesiana y de maxima verosimilitud y usando los
software Mr Bayes, BEAST version 1.8.4, MEGA 7 y IQTREE, previa determinacion del
modelo de sustitucion nucleotidica que se acomoda a los datos. Para la verificacion de
los analisis bayesianos en MrBayes y BEAST se usé el programa Tracer version 1.6 para
la evaluacion del numero de generaciones mediante la visualizacion del tamafo de
muestra esperado (ESS); para alcanzar un valor de 200 ESS, se programo 2 millones de
generaciones en MrBayes y 50 millones de generaciones en BEAST. Para la

visualizacion de los arboles se usé el programa FigTree versiéon 1.4.3.

Para la identificacion de las mutaciones asociadas a resistencia en las secuencias NS5A
y NS5B se realizaron alineamientos con base en la secuencia referencia con niumero de
acceso GenBank NC_004102.
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Analisis de recombinacion

El analisis de recombinacion se realizO comparando cada una de las secuencias
obtenidas en este trabajo de investigacidn con las secuencias referencia para genotipo y
subgenotipo reportadas en el ICTV y en la base de datos GenBank. Este andlisis se
realizd con el software SimPlot v.3.5.1 y se confirm6é con el software en linea

Datamonkey.

Analisis estadistico

Las variables cualitativas se describieron con numeros absolutos y porcentajes. Para
comparar variables cualitativas se empled la prueba de Chi cuadrado. Se asumid un valor
de p<0,05 con significancia estadistica. Para estos analisis se utilizd6 el paquete

estadistico R Commander v.4.0.3.
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Resultados

Se incluyeron en el estudio 260 personas con historia de transfusion antes de 1996 que
aceptaron participar voluntariamente entre 2018 y 2020 en la ciudad de Medellin (n=159),
Pereira (n=43) y Santa Marta (n=58). El promedio de edad de la poblacion de estudio es
56 afnos y un rango entre 24 a 99 afios y el 69,6% (181/260) corresponde a mujeres.
Accidente con arma cortopunzante (6,10%), accidente con arma de fuego (7,25%),
accidente de transito (8,77%) y cirugia (22,5%) fueron los principales motivos de
transfusion en hombres; mientras que en mujeres se encuentran hemorragia post parto
(23,6%), cirugia, incluyendo cesarea (22,5%), anemia (9,54%) y exanguinotransfusion
(7,25%). Se determin6 también la presencia de otros factores de riesgo como piercings
(36,5%), tratamientos con objetos punzantes y/o cortopunzantes (35,4%), acupuntura
(27,7%), tatuajes (16,9%), trasplante de 6rganos (2,3%) y hemodialisis (1,5%). Teniendo
en cuenta todos los factores demograficos y/o de riesgo analizados presentados en la
Tabla 8, en comparacién con el género, se encontré significancia estadistica del factor

de riesgo de procedimientos odontoldgicos invasivos (p = 0,0005 (X% = 14.2, GL:2)).

Las caracteristicas demograficas y factores de riesgo de la poblacion de estudio se
resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas demograficas y principales factores de riesgo en pacientes
con historia transfusional antes de 1996

VHC + VHC- Total
N % N % N %
7 26 253 97,4 260 100
Edad 59,7 (48 - 56) 56,8 (26 - 101) 58,5 (26 - 101)

Sexo 5 71,4 181 69,9 Femenino
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Factores de riesgo Total

N %
Hospitalizacion antes de 1996 225 86,5
Cirugias antes de 1996 210 80,7
Inyecciones en droguerias o farmacias 168 64,6
Endoscopia 129 49,6

Segun los resultados de la prueba de ELISA para anti-VHC (ensayo realizado por
duplicado en el INS), 7/260 (2,6%) muestras presentaron positividad para anticuerpos
anti - VHC.

La deteccion del genoma viral, usando la region 5’'UTR (nt 23 — nt 327) se logro en 4 de
las 7 muestras positivas para anticuerpos anti-VHC (Figura 6a). Ademas, se logro la
amplificacion de la region NS5A (nt 6276 - 7506) en 3 de las 4 muestras positivas para
5'UTR y de la region NS5B (nt 8245 - 8645) en las 4 muestras positivas para 5UTR
(Figuras 6b, 6¢). Para optimizacion de la PCR anidada de NS5A y NS5B se hicieron
diluciones 1:10 del producto de primera ronda. Las 7 muestras se analizaron y

confirmaron por la técnica de gPCR (Figura 7).

En la Tabla 9 se presentan los factores de riesgo y los marcadores seroldgicos y

moleculares de la infeccién por VHC de los 7 casos.

Tabla 9. Caracteristicas demograficas y marcadores de infeccién por VHC en
individuos transfundidos antes de 1996

Coédigo Ciudad Edad Género Motivo Ao de anti- Genoma  Genotipo/

transfusion transfusion VHC VHC Subgenotipo

02-155 Medellin 66 F Embarazo 1986 + + 1b

ectopico
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02-156 Medellin 63 M No recuerda 1968 + + 1b
02-157 Medellin 48 F Fistula 1986 + - NA
arterio
venosa
03-007 Pereira 53 F Cirugia 1990 + - NA
03-012 Pereira 62 F Hemorragia 1986 + - NA
post parto
03-041 Pereira 67 M Accidente 1970 + + 4d
de transito
04-006 Santa 59 F Hemorragia 1986 + + 1b
Marta post parto

NA: No Aplica

El ensayo de amplificacion por RT — PCR de las 26 muestras negativas para la deteccion
por anti — VHC que fueron seleccionadas al azar (10% del total de muestras), presenta
un resultado de amplificacién débil en 8 de las 26 muestras (02-067, 02-069, 02-119, 02-
130, 02-147, 03-024, 04-012 y 04-013), que parece corresponder con el peso del
amplificado esperado (251 pb) (Figura 6d). Se procedi6 a purificar el ADN a partir de las
bandas obtenidas en el gel de agarosa y se enviaron a secuenciar (Macrogen). Sin
embargo, no se logré obtener ninguna secuencia, posiblemente por la calidad y baja
concentracion de la muestra. Teniendo en cuenta este resultado, se realizé un ensayo de
gPCR con las 8 muestras en mencidén y se logré amplificar en tres muestras, 02-069, 02-
119y 04-012, con un CT mayor a 34. Los resultados se presentan en la Tabla 10 y en la

Figura 7.
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Figura 6. Deteccion del genoma de VHC por RT-PCR en muestras de suero de personas con
historia transfusional antes de 1996

6a. Amplificacion de las regiones 5’UTR, en la cual se observa el fragmento esperado de 251 pb. En
este gel se presenta como control positivo el plasmido pBlueScript-VHC. 6b. Amplificacion de la regién
NS5B, en el cual se observa el fragmento esperado de 370 pb. 6c. Amplificacion de la region NS5A del
VHC en el cual se observa el fragmento de 1300 pb tanto para la estrategia disefada para genotipo 1a
como para 1b. 6d. Amplificacion de la regién 5’UTR de las muestras negativas seleccionadas al azar
para la deteccion de anticuerpos de anti-VHC. Geles de electroforesis al 2% y tefiidos con bromuro de
etidio. Como control negativo muestra de suero donante negativa para anti-VHC y genoma.

Amplification

o FEF LT

Cyches Temperatune, Celaaus

Figura 7. Deteccién del genoma de VHC por qPCR

7a. Amplificacién por gPCR de la region 5’UTR. Se diferencia cada muestra de un color: rojo (02-155),
café (02-156), verde fluorescente (03-041), verde aguamarina (04-006), azul rey (02-005), azul oscuro

(PID-02-007), rosado (PID-02-008) y verde oscuro para las muestras correspondientes al 10%
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negativas seleccionadas al azar (02-067, 02-069, 02-119, 02-130, 02-147, 03-024, 04-012, 04-013) y
para el control interno. 7b. Grafica de curva de Melting con los mismos colores descritos para las

muestras.

Tabla 10. Valores de CT de la deteccién del genoma de VHC por gqPCR

Muestra Promedio valor CT Desviacion estandar
02-155 31,37 0,1513
02-156 28,97 0,31
03-041 33,64 0,3728
04-006 32,86 0,2051
02-005 33,41 0,1992

PID-02-007 31,38 0,29
PID-02-008 32,92 1,1435
02-067 NA NA

02-069 34,92 0,6505
02-119 34,84 0,1131
02-130 NA NA
02-147 NA NA
03-024 NA NA
04-012 34,28 0,7709
04-013 NA NA
Control negativo NA NA

Con respecto al grupo control positivo se analizaron tres muestras obtenidas de dos PID
(PID-02-007, PID-02-008) y un paciente con tratamiento previo con IFN (GP-02-005). Se
demostrd la amplificacion por RT-PCR de 5’UTR y de la region de NS5B en las tres
muestras y en dos muestras (02-005 y PID-02-007) se amplificé la region de NS5A (Tabla
11, Figuras 6a, 6b, 6c). Adicionalmente, se demostré amplificacion de 5’UTR por gPCR
en las tres muestras (Figura 7)



70
Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996

Tabla 11. Caracteristicas demograficas y marcadores de infeccién por VHC del
grupo control positivo

Caodigo Ciudad Edad Género Factor de riesgo Tratamiento Genoma  Genotipo/

reportado VHC subgenotipo

GP-02- Medellin 59 M Hemodialisis IFN + 1b
005 Hospitalizacion

Cirugia

Trasplante de

6érganos
PID-02- Medellin 38 F Reutilizacion de NA + 128
007 agujas y jeringas
PID-02- Medellin 30 M Reutilizacion de NA + 1@
008 agujas y jeringas

Para seleccionar las muestras de explante hepatico, se revisé la base de datos del banco
de tejidos del Grupo de Gastrohepatologia de la Universidad de Antioquia y se escogieron
22 muestras correspondientes a pacientes positivos para anticuerpos anti-VHC. De las
22 muestras, 16 fueron positivas para la amplificacién del genoma del VHC (5’'UTR).
Ademas, se logré amplificar la regién NS5B en 13 muestras y en 3 de las 16 muestras se
amplificd la region NSS5A. Los tejidos con el prefijo TH se recolectaron en un estudio
realizado entre 2001 y 2007, mientras que los tejidos 01-052 y 01-054 se recolectaron en
un estudio 2015.

Tabla 12. Caracteristicas demograficas y marcadores de infeccién por VHC en
pacientes con diagnéstico de hepatopatia terminal y sometidos a trasplante

hepatico
Cédigo Género Diagnéstico Genoma VHC  Genotipo/
Subgenotipo

01-052 M Cirrosis por VHC + ND
01-054 F Cirrosis y CHC por VHC + ND

TH1 F Cirrosis por VHC y VHB + 1b

TH2 M Cirrosis por VHC + 1a

TH3 M Cirrosis por VHC + 2a
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TH7 M Cirrosis y CHC por VHC + 4a
TH9 M Cirrosis y CHC por VHC + 1b
TH10 F CHC por VHC +

TH14 M Cirrosis por VHC + 1b
TH15 F Cirrosis hepatica criptogénica y CHC + 1b
TH16 F Cirrosis y CHC por VHC + 1b
TH17 F Cirrosis por VHC + 1b
TH29 M Cirrosis y CHC por VHC + 1b
TH58 M CHC por VHC + 1a
TH67 M Cirrosis y CHC por VHC + 1b
TH86 M Cirrosis por VHC + 1a

Como control de amplificacion de la regién 5’UTR del genoma viral, se incluyé el plasmido
pBluescript-VHC (Figura 6a). A partir del disefo in silico del constructo, se procedi6 a
hacer un ciclo de amplificacion usando los primers HCV — 211y HCV- 940 de la estrategia
de 5’'UTR de VHC y la secuencia espaciadora del gen olfativo OR4 (Figura 5). Esta
amplificacion fue necesaria para obtener el fragmento de ADN que seria clonado en el

vector pBluescript (Figura 8)

400 pb
G G S e e S W

370 pb

200 pb

Figura 8. Construccion del control interno para amplificacion de la region 5’'UTR del genoma viral

Amplificaciéon de una regién del gen olfativo OR4 de Aedes Aegypti usando los primers disefiados in silico
HCV211-OR4 anti-sentido y HCV940-OR4 sentido. Las bandas observadas corresponden a la
amplificacion de 370 pb del gen olfativo OR4. Estos productos de PCR positivos fueron usados para la

clonacién en el vector pBluescript. Gel al 1,5% de agarosa y teiido con bromuro de etidio.
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Una vez se obtuvieron los productos de PCR con el fragmento de VHC de 370 pb, se
procedi6 a liberar un fragmento de dengue virus (DENV) del plasmido pBlue - qDENV —
Control (plasmido donado por el doctor José Usme, profesor de la Universidad
Cooperativa de Colombia) (166) para la posterior clonacién del fragmento de VHC. Se
hicieron dobles digestiones con las enzimas Sacl/ y Kpnl del ADN plasmidico para liberar
el inserto de DENV y se purificé a partir de gel las bandas correspondientes al plasmido

sin el inserto (Figura 9)

Clon3
Clond
Clons
Clon3

Clones digeridos

2958 E

3000 pb
2500 pb *

Clon sin digerir

Figura 9. Liberaciéon de un fragmento de DENV usando las enzimas de restricciéon Sacl y Kpnl

Corte de bandas para purificacion del ADN plasmidico vacio. Los numeros 3, 4 y 5 corresponden a tres
clones de bacterias DH5a en estudio. Los clones que se relacionan a la derecha son clones que fueron
digeridos por las enzimas Sacl y Kpnl, clones que ya no presentan el fragmento de DENV, mientras que
los clones que se relacionan a la izquierda son controles donde no hay digestion. Gel al 1,5% de agarosa

y tefiido con bromuro de etidio.

Cuando se purificéd y se liberd el inserto se procedié a la ligacion con 3 relaciones vector: inserto
(1:1, 3:1, 5:1) y se transformaron las bacterias DH5a para su propagacién. Posteriormente se
extrajo el ADN plasmidico y se cuantificé para realizar una doble digestiéon con las enzimas Sac/
y Kpnl para verificar la ligacion de los insertos (Figura 10). La verificacion de la clonacion se
realizé mediante la amplificacion del fragmento de 370 pb disefado in silico usando los primers

HCV 211- HCV940 (Figura 5). Los clones 3 y 5 insertaron correctamente el fragmento de VHC.
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Figura 10. Verificacion del constructo pBluescript-VHC mediante PCR

Los clones 3 y 5 corresponden a cultivos de bacterias DH5a transformadas con plasmidos recombinantes
que incorporaron el fragmento flanqueado por los primers de VHC y que puede ser evidenciado mediante
la amplificaciéon de una banda de 370 pb en el gel de electroforesis. Gel al 1,5% de agarosa y tefido con

bromuro de etidio.

Los analisis filogenéticos se construyeron mediante un enfoque bayesiano con el
programa BEAST v1.8 y se obtuvieron arboles de maxima credibilidad, estos resultados
se alcanzaron con una corrida de 50 millones de generaciones, valor que permitié llegar
a un tamafo de muestra esperado (ESS) por encima de 200, siguiendo el valor ESS en

el programa Tracer v1.6. considerando confiables los resultados obtenidos.

Previo a los analisis filogenéticos se realizaron los analisis de recombinacion mediante la
comparacion de las secuencias obtenidas en este trabajo de investigacion y las
secuencias referencia reportadas para cada genotipo en la literatura. No se obtuvieron

resultados de recombinacién en las secuencias.

Para construir los arboles filogenéticos (cladogramas) se tuvieron en cuenta mas de 220
secuencias de Colombia, Argentina, Uruguay, Chile, Venezuela, México, Brasil, Estados
Unidos, Canada, Turquia, Espana, Alemania, Francia, Inglaterra, Portugal, Chipre, Rusia,
Japon, India, China, Egipto, entre otros paises, con el fin de tener una representaciéon de

secuencias a nivel mundial de cada genotipo, pero enfocando los analisis principalmente



74
Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996
en las secuencias de Ameérica, incluyendo 140 secuencias provenientes de este

continente (Figuras 11, 12, 13 y Tablas suplementarias 2,3 y 4).

Si bien, para la construccion del arbol filogenético de 5’UTR primero se tuvieron en cuenta
alrededor de 150 secuencias incluyendo todas las secuencias reportadas para Colombia
(61); el arbol de maxima credibilidad presentado en la Figura 11 contiene mas de 75
secuencias de las cuales 46 secuencias fueron reportadas en paises americanos
(Argentina, Uruguay, Chile, Venezuela, México, Brasil, Estados Unidos, Canada)y 13 son
especificamente de Colombia (Tabla suplementaria 2). Este arbol se obtuvo luego de
hacer depuraciones de las secuencias duplicadas que mostraron multiples politomias en
los analisis preliminares realizados con MrBayes v64 (datos no mostrados). En la Figura
11 se observa el arbol de 5’UTR en el cual se diferenciaron 7 de los 8 genotipos
reportados hasta el momento. Se observa que la caracterizacidon de los genotipos con la
region 5’UTR no permite la resolucién filogenética del genotipo 6; pues se agrupa dentro
del genotipo 1, es decir, el genotipo 6 no forma un clado especifico, si se usa esta region
del genoma viral como referencia. Es el mismo caso para los subgenotipos 1a y 1b

agrupados en una misma rama.

Se identificaron 20 secuencias propias de este trabajo de investigacion, que agruparon
en el genotipo 1 (02-155, 02-156, 04-006, y del grupo control 02-005, PID-02-007, PID-
02-008, 01-052, 01-054, TH1b, TH2, TH9, TH10, TH14, TH15, TH16, TH17, TH29, TH58,
TH67, TH86) usando la secuencia 5’UTR. En este primer analisis se puede determinar
que las secuencias PID-02-007, PID-02-008 y 01-052 del grupo control agrupan en el
subgenotipo 1a, mientras que las secuencias 02-155, 02-156, 04-006, y del grupo control
02-005, 01-054, TH1b, TH2, TH9, TH10, TH14, TH15, TH16, TH17, TH29, TH58, TH67,
TH86 agrupan en subgenotipo 1b (Figura 11). La secuencia proveniente de la
amplificacion de 5’UTR de la muestra TH3 no pudo tenerse en cuenta para este analisis

filogenético por baja calidad de la secuencia.
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Figura 11. Arbol filogenético usando la regién 5'UTR del VHC

Construccion mediante analisis bayesianos usando el programa BEAST version 1.8.4 y el modelo de

sustitucién nucleotidica K2+G. En color rojo se observa la agrupacion de las secuencias propias de este
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estudio provenientes de las muestras de personas con antecedente de transfusiéon y del grupo control
positivo en los genotipos 1a, 1b, y 4. Mientras que en color verde se observan las muestras de explante
hepatico provenientes de pacientes sometidos a trasplantes. Para este analisis se incluyeron todas las
secuencias de la regién 5UTR reportadas para Colombia, que no fueran idénticas para evitar la formacion

de politomias, las cuales se identifican con la palabra COL.

Para la construccion de los arboles filogenéticos usando la regidon NS5B no fue necesario
hacer una depuracion del DataSet ya que no se observaron secuencias idénticas como
si fue el caso de 5’UTR. Para estos andlisis se tuvieron en cuenta mas de 150 secuencias,
incluyendo todas las secuencias reportadas en Colombia (34) y alrededor de 70
secuencias reportadas en América (Argentina, Uruguay, Chile, Venezuela, México, Brasil,
Estados Unidos, Canada) (Figuras 12, Tablas suplementarias 3 y 4). Esta region del
genoma si permitié la diferenciacion de los 8 genotipos reportados, incluso de los

subgenotipos 1ay 1b.

Se identificaron 17 secuencias de este trabajo de investigacion, que se agruparon en
genotipo 1, 12 en el subgenotipo 1b (02-155, 02-156, 04-006, y del grupo control 02-005,
TH1b, TH9, TH14, TH15, TH16, TH17, TH29 y TH67) y cinco secuencias en el
subgenotipo 1a (PID-02-007, PID-02-008, TH2, TH58, TH86) (Figura 12). Ademas, se
identificd que la muestra TH3 agrupd6 en el genotipo 2a y las muestras 03-041 y TH7
agruparon en el genotipo 4, especificamente en el subgenotipo 4d y 4a, respectivamente
(Figura 13). Las secuencias de NS5B correspondientes a las muestras 01-052 y TH10
no pudieron ser tenidas en cuenta para los analisis filogenéticos por baja calidad.
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Figura 12. Arbol filogenético usando la regiéon NS5B del VHC

Construccion mediante analisis bayesianos usando el programa BEAST version 1.8.4 y el modelo de
sustitucién nucleotidica GTR+I1+G. En color rojo se observa la agrupacién de las secuencias propias de
este estudio provenientes de las muestras de personas con antecedente de transfusién y del grupo control
positivo en los genotipos. Mientras que en color verde se observan las muestras de explante hepatico

provenientes de pacientes sometidos a trasplantes en los genotipos 1a, 1b, 2a y 4. Para este analisis se
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incluyeron todas las secuencias de la regién NS5B reportadas para Colombia, las cuales se identifican con
la palabra COL.
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Figura 13. Arbol filogenético usando la region NS5B del VHC para subgenotipos del genotipo 4

Construccién mediante andlisis bayesianos usando el programa BEAST version 1.8.4 y el modelo de
sustitucion nucleotidica K2+G. Este arbol se construyé usando las secuencias referencia de genotipo 4
reportadas en el ICTV para la clasificacion de subgenotipos. En color rojo se observa la agrupacién de la
secuencia propia de este estudio proveniente de las muestras de personas con antecedente de transfusion
en el genotipo 4d. Mientras que en color verde se observa la muestra de explante hepatico provenientes

de pacientes sometidos a trasplantes en el genotipo 4a.

La muestra 02-155 agrupa en genotipo 1 muy cerca de secuencias del genotipo 6 si se
construye el arbol filogenético con la region 5’UTR; sin embargo, el arbol con secuencias
de la region NS5B del VHC presenta una correcta resolucion filogenética de cada uno de

los genotipos y un soporte de ramas de 1, siendo el valor de probabilidad posterior mas
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alto. Es por esto que se corrobora que la secuencia 02-155 agrupa en genotipo 1b si se

realizan los analisis usando la region viral NS5B (Figura 12).

Las muestras identificadas como genotipo 1b (02-155, 02-156, 04-006, y del grupo control
02-005, TH1b, TH9, TH14, TH15, TH16, TH17, TH29 y TH67) (Figura 12), se encuentran
agrupadas con secuencias de Colombia, Brasil, Argentina, Uruguay, Chile, Venezuela,
México, Turquia, Espana y Japon. Por otro lado, las muestras que agrupan en el genotipo
1a (PID-02-007, PID-02-008, TH2, TH58 y TH86) estan estrechamente relacionadas con
secuencias de Colombia, Venezuela, México, Uruguay, Argentina, Brasil y Japén. La
muestra caracterizada como genotipo 2a de VHC (TH3) agrupé con secuencias de
Colombia, México y Japon. Por ultimo, la muestra corrrespondiente al genotipo 4,
subgenotipo 4a de VHC (TH7) agrup6 con secuencias de Argentina, Estados Unidos,
Canada y Egipto; mientras que la muestra en la que se caracterizé el genotipo 4,
subgenotipo 4d, (03-041) se agrupa con secuencias de Canada, Estados Unidos,
Argentina, China e Inglaterra. En el arbol no se incluyeron secuencias de genotipo 4 de
Colombia porque no hay secuencias publicadas en las bases de datos (Figuras 12,13y

Tabla suplementaria 2, 3 y 4).

Las muestras 02-155, 02-156, 04-006 que agruparon dentro del genotipo 1b son
muestras de individuos provenientes de Medellin y Santa Marta, de los cuales 02-155 y
04-006 recibieron transfusién sanguinea en 1986 debido a embarazo ectdpico y
hemorragia postparto, respectivamente. En el caso de la muestra 02-156 corresponde a
una persona transfundida en 1968 que no recuerda el motivo de la transfusion. La
muestra del grupo control GP 02-005 que también agrupo6 en genotipo 1b es una persona
con diagnéstico previo de hepatitis C e historia con tratamiento por IFN, pero sin

antecedente de transfusion.

La muestra que agrupd en genotipo 4d es una muestra correspondiente a un individuo
de Pereira que recibié la transfusion de sangre en 1970 por un accidente de transito y en

el momento de la entrevista report6 diagnostico de cirrosis (Tabla 9y 11).

Las muestras que agruparon dentro del genotipo 1a son muestras correspondientes a los

dos casos de PID del grupo control que reportan el uso de drogas inyectables y la
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reutilizacion de agujas y jeringas como factor de riesgo. Estos individuos solo habian sido

diagnosticados mediante prueba rapida.

Con respecto a las muestras de tejidos de explante hepatico que agruparon en el genotipo
1b (TH1b, TH9, TH14, TH15, TH16, TH17, TH29 y TH67) fueron obtenidas entre 2001 y
2005 de pacientes con diagnostico de hepatopatias terminales asociado a la infeccidon
por VHC y sometidos a transplante hepatico. Con excepcion de la muestra TH1obtenida
de un paciente con coinfeccion por el VHB y la muestra TH15 de un paciente con cirrosis
hepatica criptogénica y carcinoma hepatocelular. Las muestras TH2, TH58 y TH86 se
agruparon en el genotipo 1a. La muestra con genotipo 2a (TH3) corresponde a un
paciente con diagnostico de cirrosis por VHC, mientras que la muestra con genotipo 4a
(TH7) corresponde a un paciente con diagnostico de cirrosis y carcinoma hepatocelular
por VHC (Tabla 12).

Por ultimo, en el analisis de secuencias NS5A y NS5B del genoma de VHC se
identificaron sustituciones asociadas a resistencia (RAS) (Tabla 3) en 2 muestras de la
poblacién de estudio y en 6 muestras de explante hepatico provenientes de pacientes
con diagnostico de hepatopatias terminales. En la Figura 14a se observa el alineamiento
de aminoacidos de NS5A de VHC con base en la secuencia de referencia NC_004102 y
se indica con un recuadro rojo la presencia de las mutaciones Q/L30E/H/R/S en las
muestras 02-156 y 04-006 de personas con antecedente transfusional y en las muestras
TH15, TH16 y TH17 de pacientes con diagndstico de hepatopatias terminales y la
mutacion Y93C/H/N en la muestra TH16. En la Figura 14b se presenta el alineamiento
de aminoacidos de NS5B de VHC con base en la secuencia de referencia NC_004102 y
se presenta en un recuadro rojo la mutacion C316H/Y/N en la muestra 02-156 y en las
muestras TH9, TH14, TH16 y TH17.
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Figura 14. Andlisis de secuencias de aminoacidos para la identificacion de RAS en el genoma de

VHC

Se observa el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas NS5A y NS5B del VHC de
acuerdo a la secuencia referencia NC_004102. En los recuadros rojos se delimitaron las RAS encontradas
con base en lo reportado en la literatura. 14a. Alineamiento de aminoacidos de la proteina NS5A. 14b.
Alineamiento de aminoacidos de la proteina NS5B.



82
Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996

Discusion

La busqueda activa de personas con historia transfusional antes de 1996 se realizd
mediante campanfas educativas de promocion y prevencion. Con ayuda de la oficina de
comunicaciones de la Universidad de Antioquia, se disefiaron dos videos educativos y
material grafico (volantes y afiches) para la difusion en redes sociales y medios de
comunicacion como una medida de educacion acerca de los factores de riesgo de la
infeccion por Virus de las Hepatitis y las formas de prevencion para la poblacidn, esto
nos permitio acercarnos a las comunidades y captar a los pacientes que cumplian con
los criterios de inclusidn. A pesar de las estrategias y esfuerzos realizados durante 2018
— 2019 e inicios del 2020 para completar el tamafio de muestra en Medellin (293 casos),
solo se alcanzo el 54,2% (159/293) de participacion voluntaria en el estudio; las charlas
y actividades realizadas en los COVECOM (Tabla suplementaria 1) y avisos en
periodicos y radio, fueron las actividades con mayor éxito para dar a conocer el proyecto.
En Pereira y Santa Marta completaron el tamafio de muestra del proyecto (43 y 57 casos,
respectivamente). Es de aclarar que, después de marzo del 2020, esta busqueda activa
tuvo que ser suspendida debido a la situacién de la pandemia por SARS-CoV-2.

De las 260 personas que recibieron transfusion de sangre antes de 1996 y que decidieron
participar en el estudio, se obtuvo una prevalencia de anticuerpos anti-VHC de 2,6%. Esta
prevalencia fue menor a la esperada (> 10%), con base en las prevalencias descritas en
dos estudios realizados en Colombia. (143). El primero es un estudio realizado en
Medellin por Arroyave y colaboradores, en el cual, se describio una prevalencia de
anticuerpos anti-VHC de 6,6% en 166 (11/166) individuos con historia transfusional antes
de 1994 (unico requisito de inclusién) por diferentes motivos como cirugias (79,7%),
exanguinotransfusion (13,1%), accidente de transito (24,58%), hemorragia post parto
(12,6%), accidente con arma de fuego (12,5%), aborto (5,17%), herida por arma corto
punzante (4,86%), entre otros. Este estudio demostré la detecciéon del genoma viral
(region 5’UTR) en 7 de las 11 muestras positivas para anticuerpos (63,6%) (143). Por
otro lado, un estudio multicéntrico de la Organizacion Panamericana de la Salud fue
realizado en Medellin y Bogota en 500 pacientes multitrasfundidos. En este estudio se

calculé una prevalencia de anti — VHC de 9% (45/500) en pacientes multitrasfundidos,
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donde los principales motivos de transfusion fueron hemofilia (32,2%), sangrado agudo
(2,56%), anemia (7,1%), enfermedades oncohematoldgicas (3,4%) y hemodialisis (6,1%).
Se identificaron factores de riesgo con significancia estadistica, entre ellos, las
transfusiones de sangre antes de 1993 (OR= 13,68 95% IC 6,20-30,86), transfusion de
mas de 48 unidades de sangre o componentes sanguineos (OR= 6,08 95% IC 3,06-12,1)
y diagnostico de hemofilia (OR= 18,03 95% IC 3,96-114,17). Di Filippo y colaboradores,
reportan una deteccion del genoma viral (regidn 5’UTR) en 12 de las 45 muestras
positivas para anticuerpos anti-VHC de este estudio (26,6%) (142,153) (Tabla 9 y Figura
6) (153).

La baja frecuencia de casos de infeccion por VHC en personas que recibieron transfusion
de sangre antes de 1996 encontrada en el presente estudio (2,6%), podria estar
relacionada con una baja circulacion de VHC en las ciudades de estudio, con la
implementacion de tamizaje de unidades de sangre por el decreto 1571 emitido en 1993
y con la pérdida de anticuerpos dos o tres décadas después de adquirir la infeccién
(15,167). La prevalencia de infeccion por VHC en el estudio de multitrasfundidos mostré
una reduccion importante en pacientes transfundidos entre 1993-1995 (OR= 2,72, IC
95%), comparado con los pacientes transfundidos antes de 1993 (OR = 13,68 95% IC
6,20 — 30,86). Incluso la reduccion de la prevalencia en el grupo de pacientes
transfundidos después de 1995 fue de mas del 90%, lo que coincide con la cobertura de
tamizaje del 100% de unidades de sangre que obtuvo el pais en ese afo (142). Sin
embargo, el antecedente de transfusion sigue siendo de importancia, tal como lo confirma
el reporte de la cuenta de alto costo, en el que este factor de riesgo sigue siendo el mas

frecuente en la cohorte de pacientes de tratamiento con AAD (124).

Con respecto a la historia natural de la infeccion, se ha reportado una progresion lenta
de enfermedad hepatica en personas negativas para anticuerpos anti-VHC, 20 afios
después de adquirir la infeccidn. Un estudio realizado en Alemania en 1018 mujeres que
recibieron inmunoglobulina anti-D por medio de una transfusion de plasma procedente
de un donante positivo para VHC, genotipo 1b, sugirié después de 20 afios de
seguimiento de datos clinicos y virolégicos, de pruebas de funcién hepatica y biopsia de

higado (datos recolectados cada 3 meses) que la infeccion por VHC presenta diferentes
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manifestaciones en la produccion o perdida de anticuerpos y en el desarrollo de

enfermedad hepatica (167).

La reutilizacion de agujas y jeringas por personas que se inyectan drogas PID es un factor
de riesgo que se encuentra en aumento, siendo considerado como uno de los factores
de riesgo mas importantes para adquirir la infeccién por VHC junto con las transfusiones
de sangre. La OMS estima una prevalencia de anticuerpos anti-VHC del 50% en PID a
nivel mundial (reporte del progreso mundial del tratamiento AAD, conferencia realizada
por la OMS el 27 de enero de 2021). Para Colombia, diferentes investigadores han
demostrado que la prevalencia de infeccion por VHC en PID se encuentra entre 7,6% -
47,4% (Tabla 6) (139,144,147,148,150,168). Es de aclarar, que el consumo de drogas
intravenosas se ha convertido en una preocupacién creciente para paises no
industrializados de ingresos medios y bajos mientras que en paises industrializados como
Estados Unidos y Australia se observa esta actividad desde la década de los 70. Segun
el Observatorio de Drogas de Colombia (O.D.C) se estima para 2017 una prevalencia de
consumo de drogas mayor a 12,2%, sin discriminacion por tipo de droga (169) pero se
ha reportado un progresivo aumento desde la década de los 90 de los consumidores de
heroina desde 5.200 personas en 1992 a 31.900 usuarios para 2013. Diferentes estudios
se han llevado a cabo para demostrar el aumento de consumidores de drogas inyectables
en Colombia (170,171).

Con respecto a otros factores de riesgo y a la significancia estadistica obtenida en la
prueba de Chi cuadrado empleada en el factor de riesgo de procedimientos odontoldgicos
invasivos (p=0,00057), es importante aclarar que la reglamentacion e implementacion de
las normas de bioseguridad en centros de salud ha permitido la disminucion de
infecciones iatrogénicas en Colombia. El estudio publicado por Yepes y colaboradores
de casos y controles (172) aporta evidencia del riesgo de infeccion por VHC en pacientes
hospitalizados, sometidos a cirugia o suturas antes de 1994 en centros hospitalarios de
la region caribe lo que plantea la posibilidad de problemas de bioseguridad en centros de
atencion en salud. Estas condiciones pueden haberse presentado también en hospitales
de otras regiones del pais. Igualmente la diferencia en la prevalencia de la infeccidén por

VHC en pacientes sometidos a hemodialisis entre lo reportado en el primer estudio y los



Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996

estudios posteriores (disminucion de prevalencia e anti-VHC de 42% a 1%) (Tabla 6)
sugieren que la transmision del VHC en estas unidades ha disminuido gracias a las
normas de bioseguridad y al seguimiento de los pacientes para identificar los casos
positivos para VHC; identificacién que permite la asignacion de equipos a los pacientes

positivos para este u otros virus de transmision parenteral (173).

Adicionalmente segun la guia colombiana de practica clinica, a toda persona que haga
parte de un grupo de riesgo (Tabla 13), incluyendo adultos mayores de 50 afos, se le

debera realizar una prueba de anticuerpos anti—VHC en el nivel primario de atencion para

la tamizacion, diagnostico y tratamiento de personas infectadas por VHC (174).

Tabla 13. Caracteristicas de grupos de riesgo a la infeccién por VHC

1 Personas que han recibido intervenciones médicas o dentales en entornos
de asistencia médica en los que las practicas de control de infecciones
estan por debajo de los estandares

2 Personas que han recibido transfusiones de sangre antes del momento en
el que las pruebas serolégicas de VHC de los donantes de sangre se
iniciara, o en paises en los que las pruebas seroldgicas de VHC de las
donaciones de sangre no se llevan a cabo.

Personas que se inyectan drogas.

4 Personas que han tenido tatuajes, perforaciones corporales (piercings) o
procedimientos de escarificacion en lugares en los que las practicas para
el control de infecciones estan por debajo de los estandares.

5 Nifios nacidos de madres infectadas con VHC.

6 Personas con infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).

7 Personas que han utilizado drogas psicoactivas intranasales.

8 Poblacién privada de la libertad y/o personas encarceladas

9 Adultos mayores de 50 afios

La pérdida de anticuerpos anti-VHC durante la infeccidn crénica por VHC, también podria

ser una explicacion para los resultados obtenidos en el ensayo del 10% de las muestras
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negativas seleccionadas al azar para anticuerpos anti-VHC, en el cual se identificé la
presencia de bandas tenues en el ensayo de amplificacion (Figura 6d) y un resultado
preliminar positivo en el ensayo de gPCR (Tabla 10). Es necesario la realizacién de mas
estudios que permitan confirmar estos resultados, ya que esto podria traer implicaciones
importantes en las estrategias que se llevan a cabo para el control de este virus en la
poblacién. Es importante recordar que el tamizaje a las unidades de sangre a transfundir
se realiza por medio de la deteccion de anticuerpos anti-VHC, siendo un problema de
salud publica los casos en los cuales se puedan perder los anticuerpos 20 afios 0 mas
después de adquirir la infeccion. Es de aclarar que estos resultados se consideran

preliminares ya que se debe confirmar la presencia del genoma viral por secuenciacion.

Otras causas para los resultados obtenidos en el ensayo del 10% de las muestras
negativas seleccionadas al azar para anticuerpos anti-VHC, podria deberse a que la
carga viral de esas muestras es tan baja que hay limitaciones técnicas y no se logra
detectar bien por RT-PCR, ni por secuenciacién; aunque, no es el caso para qPCR ya
que puede llegar a ser una técnica mas sensible (175). Otros autores han demostrado
que la baja carga viral no permite una correcta deteccion del genoma en otros virus, como
en el caso del VHB (176,177). No se descarta la posibilidad de contaminacién, aunque si
se analiza el control negativo tanto en el ensayo de RT-PCR (Figura 6d) como en el
ensayo de gPCR no se observa ninguna senal. Por lo que los resultados son

inconcluyentes. Es necesario realizar nuevos ensayos que permitan concluir.

La amplificacion de la region 5’UTR permitié hacer la deteccion del genoma viral, ya que
es una region muy conservada entre todos los genotipos; sin embargo, esta region se ha
reportado en la literatura, como una regién en la que solo se podrian realizar analisis
filogenéticos para una primera aproximacién a la identificacion de genotipos (100),
adicionalmente el uso de NS5B permite determinar genotipo y subgenotipo. Por otro lado,
las regiones NS5A y NS5B permiten identificar mutaciones asociadas a resistencia a los
AAD, mediante analisis de secuencias obtenidas. La amplificacién de las regiones NS5A
y NS5B se hizo con base en lo publicado por Paolucci y colaboradores (178) y Pujol y
colaboradores, respectivamente (164). La regibn NS5A es una de las regiones

codificantes que mayor variabilidad presenta (44) por lo que optar por una unica



87

Infeccién por el Virus de la Hepatitis en pacientes con antecedente transfusional antes de 1996

estrategia de amplificacién pangenotipica no fue posible, de manera que esta estrategia
se enfoco en la amplificacion de los subgenotipos 1a y 1b ya que son los subgenotipos
con mayor prevalencia en la region Latinoamericana (178). Con respecto a la
secuenciacion de estos productos de amplificacion de alrededor de 1300 pb para NS5A,
se hace necesaria la implementacion de un primer interno que permita abarcar la longitud
del fragmento (178). Esta estandarizacion es de suma importancia puesto que seran las
primeras secuencias de NS5A reportadas en Colombia y en el caso de NS5B apoyaran
la informacion presente en las bases de datos, la cual se limita a un solo estudio realizado

por Alvarado y colaboradores publicado en el 2010 (152).

Inicialmente se planted la estandarizacion de la amplificacion de la region NS5A para
responder preguntas relacionadas con la evolucion de VHC, como lo son eventos de
duplicacion de la region variable V3 (108), insercidn (44), entre otros eventos reportados
en la literatura; sin embargo, la baja frecuencia de casos positivos y por ende de
secuencias obtenidas (7 secuencias) en este trabajo de investigacién impidié avanzar en
tal sentido. De igual manera, la region NS5B es lo suficientemente informativa para la
determinacion de tiempos de divergencia y de estudios filogeograficos que pudieran
explicar el origen o introduccién de un genotipo particular en el pais, no obstante, se
vieron limitados por la carencia de metadatos principalmente de las secuencias
colombianas reportadas, tal como el afo en el que se aislo el virus en las muestras de
estudio. A pesar de que Alvarado y colaboradores no describen el afio de aislamiento de
las secuencias de VHC reportadas para NS5B en su estudio, estimaron mediante analisis
bayesiano que el subgenotipo 1b fue introducido en Bogota en 1950 y tuvo un crecimiento
exponencial en la transmision entre 1970-1990 por la importacién de hemoderivados al
pais (152).

Los analisis filogenéticos realizados (Figura 11, 12, 13) permitieron hacer una
comparacion entre las dos regiones del genoma viral (5’'UTR y NS5B) y confirmar que la
region NS5B presenta mayor informacion filogenética que permite resolver los genotipos
y subgenotipos. En el caso del arbol construido para la region 5’UTR (Figura 13), no se
logré una correcta resolucion de todos los genotipos; sin embargo, con el arbol construido

usando las secuencias de NS5B se demostré que el genotipo 6 no se resuelve
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filogenéticamente del genotipo 1 si se analiza la region S’UTR (Figura 13). Otros autores
también han demostrado que la regién 5’UTR no es una region adecuada para la
caracterizacidon de genotipos, pero si permite hacer una primera aproximacién a la

identificacion de genotipos (100-102).

A pesar de que, en las bases de datos, Colombia cuenta con una representacién de 56
secuencias para la region 5’UTR, no pudieron ser tenidas en cuenta todas las secuencias
de Colombia ya que al construir el arbol se ve reflejado en multiples politomias y bajos
soportes de ramas (Figura 11). Esto es debido a la conservacién entre todos los
genotipos para esta region no codificante por la presencia de la estructura secundaria
IRES, que debe ser reconocida por el ribosoma para iniciar la traduccién de la poliproteina
viral y a la longitud de la secuencia de 251 pb (limitante). Por esta razdn solo se incluyeron
las secuencias de Colombia para la region 5UTR que presentaran mayor informacion
filogenética (Figura 11 y Tabla suplementaria 2). Se tuvieron en cuenta 13 secuencias
colombianas provenientes del estudio de pacientes multitrasfundidos (8 secuencias) y de
donantes de sangre del Banco de Sangre de la Cruz Roja, sede Bogota (4 secuencias).
La mayoria de estas secuencias (10) agrupan con las secuencias de este trabajo de
investigacion en genotipo 1b, pero también se tuvieron en cuenta dos secuencias
caracterizadas en genotipo 2b y 3a respectivamente del estudio de multitrasfundidos.
Para los analisis filogenéticos usando la region NS5B se incluyeron todas las secuencias
de Colombia disponibles en las bases de datos (33 secuencias), de las cuales, la mayoria
fueron reportadas por los autores como genotipo 1, subgenotipo 1b (Tabla

suplementaria 3).

En este clado de genotipo 1b se agrupan 17 de las secuencias aisladas en este estudio
(02-155, 02-156, 04-006, y del grupo control 02-005, TH1b, TH9, TH14, TH15, TH16,
TH17, TH29 y TH67) con secuencias colombianas y mexicanas provenientes de
donantes de sangre recolectadas entre 2003 — 2007 y 2006 — 2007 respectivamente, con
secuencias de Venezuela y Uruguay de pacientes positivos para anticuerpos anti-VHC
recolectadas entre 1995 — 2004 y 2015 - 2017 respectivamente y con secuencias de Chile
provenientes de pacientes con enfermedad hepatica cronica recolectadas entre 1997 —
2006. Este hallazgo coincide con lo reportado en Colombia y en el continente americano
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donde el subgenotipo 1b prevalece en el continente (94,120,143,153,155,156).
Adicionalmente concuerda con lo publicado en la literatura, ya que se ha reportado que
el genotipo 1b es mas frecuente en pacientes que adquirieron el VHC por medio de
transfusiones de sangre (156,179).

Las secuencias del grupo control pertenecientes a PID (PID-02-007 y PID-02-008) y las
muestras de tejidos TH2, TH58 y TH86 agruparon en el clado de genotipo 1a
estrechamente relacionadas con dos secuencias provenientes de donantes de sangre en
Colombia recolectadas entre 2003 — 2007 y con secuencias de Venezuela y Uruguay
provenientes de individuos positivos para marcadores serologicos recolectadas entre
1995 — 2004 y 2015 - 2017 respectivamente. No fue posible encontrar mayor informacion
acerca de los grupos poblacionales de Venezuela y Uruguay. Un analisis epidemioldgico
molecular realizado en Baltimore, Estados Unidos demuestra en una cohorte de PID que
las secuencias de VHC estan relacionadas con la coinfeccion por VIH/VHC, es decir,
secuencias con estas caracteristicas agrupan o se encuentran estrechamente
relacionadas. Por lo que proponen que para la eliminacion del VHC se debe ahondar en
estrategias de prevencion de la transmisién de VHC y VIH, impidiendo la reutilizacion de
agujas y jeringas en esta poblaciéon y diagndstico oportuno para evitar nuevas co —

infecciones (180).

El presente estudio es el primero en caracterizar la circulacién del genotipo 4,
subgenotipos 4a y 4d en Colombia. Las muestras 03-041 y TH7 agruparon con muestras
de Estados Unidos, Canada Argentina, China e Inglaterra, poca informacion se encuentra
acerca de los grupos poblacionales donde se aislaron estas secuencias; pero se reporta
que las secuencias de Canada con las que agrupan las secuencias de este trabajo de
investigacion provienen de inmigrantes africanos residentes en Quebec, recolectadas
entre 2002 y 2007 (Figura 12 y Tabla suplementaria 3). Santos y Colaboradores
publicaron por primera vez en 2017, la circulacion del genotipo 4 en Colombia en una
prevalencia del 4% (62/1538). Este estudio corresponde a un analisis retrospectivo de
resultados obtenidos entre 2003 y 2017 en tres laboratorios de referencia; en la
publicacion no se reportaron caracteristicas sociodemograficas ni epidemiologicas de los

casos Y la caracterizaciéon de genotipos se realiz6 usando un estuche comercial, con
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sondas especificas para cada genotipo por lo que las secuencias no estaban disponibles
para incluirlos en los analisis filogenéticos del presente estudio (155). Segun el ultimo
informe de la cuenta de alto costo presentado en el evento “Reuniones académicas: Un
abordaje interdisciplinario de las hepatitis virales UdeA, MinSalud, OPS” realizado en
2020 se describié un aumento en la proporcién de casos de VHC genotipo 4 en los
pacientes en tratamiento con AAD, dado a que corresponde al segundo genotipo mas
frecuente con una prevalencia de 19% (271/1413) (181). Este genotipo 4 se ha reportado
prevalente en Egipto, pero actualmente se reporta su circulacion en Norteamérica,
especificamente en Canada, por la situacion de inmigrantes (165,182). Por otro lado,
desde 2011 se reporta la circulacion del genotipo 4 en Latinoamérica, especificamente
en Argentina, de los subgenotipos 4a (22%), 4d (67%) y 4m (11%); sin embargo, no fue
posible determinar el grupo poblacional en el que circula este genotipo en Argentina ya
qgue no hay datos de las secuencias disponibles, pero podria sugerirse de acuerdo a los
arboles filogenéticos que hay un intercambio de cepas del VHC entre paises
latinoamericanos. Es importante anotar que para comprobar esta hipétesis seria de gran
utilidad plantear analisis filogeograficos que permitan entender como ingresé este
genotipo al pais y hacer una aproximacion del factor de riesgo que podria estar asociado

a estos casos.

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas NS5A y NS5B del
VHC permitié identificar tres mutaciones asociadas a resistencia en las muestras
obtenidas. En la regién NS5A se identificaron las RAS Q30R y Y93H mientras que para
la regidn NS5B se identifico la mutacion C316N (Figura 14). La mutacion Q30H se ubica
entre la region N-terminal y el dominio | de la proteina NS5A mientras que la mutacién
Y93H se ubica en la mitad del dominio I, son cambios puntuales que disminuyen la
afinidad del farmaco a la secuencia de la proteina (88,183). Estas mutaciones son
consideradas de importancia clinica pues se ha demostrado que presentan una alta
resistencia en cultivo celular (100 - 1000 veces mas) comparado con el wild type (88).
Diferentes estudios han demostrado la presencia de estas mutaciones, incluso de manera
basal antes de iniciar el tratamiento con AAD, demostrando que la presion de seleccion

ejercida por el tratamiento antiviral sobre las poblaciones de VHC, permite que haya un
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recambio poblacional, donde las poblaciones virales con estas variantes asociadas a
resistencia en baja proporcion, van a convertirse en las poblaciones virales dominantes
siendo responsables de la falla al tratamiento (92,184,185). Tal es el caso de un estudio
realizado en 2144 participantes positivos para infeccion por VHC, genotipos 1a, 1b que
fueron tratados con Sofosbuvir/Ledipasvir en el que se demostré un aumento de la
mutacion Q30R en el 1,43% doce semanas post — tratamiento. Se midié el nivel de
resistencia en cultivo celular y se obtuvo para esta mutacion un nivel entre 100 -1000
veces mayor que el wild type. En el caso de Y93H se demostré un aumento del 94,07%
24 semanas post - tratamiento con Ledipasvir y un nivel de resistencia mil veces mayor
comparado con el wild type (185). Otro estudio realizado en 11 pacientes que presentaron
fallas al tratamiento con AAD demostro la presencia de la mutacion YO93H en un 38%
antes de iniciar el tratamiento y posterior a la falla se identificé que esta proporcion
aumentd hasta un 99%. Este estudio es de suma importancia ya que se demostré que la
resistencia de estas mutaciones en ratones quiméricos es producto de la presién de
seleccidn ejercida por el tratamiento, ya que posterior a las fallas del tratamiento en los
ratones, la frecuencia de la mutacion Y93H pasé de 0% al 98% (92). En la region NS5B
se identificd la mutacién C316N la cual se encuentra ubicada en el sitio activo de la
polimerasa generando un impedimento alostérico para la unién del AAD (88). Al igual que
las mutaciones para NS5A, se ha descrito que esta mutacién C316N se encuentra de
manera basal antes de iniciar el tratamiento y se ha reportado que presenta mayor

prevalencia en pacientes con genotipo 1b (88,186), tal como se encontrd en este trabajo.

A pesar de que se demostré la presencia de RAS usando técnicas como secuenciacion
directa (187), la secuenciacion directa de Sanger solo permite la identificacion de la
secuencia consenso derivada de la variabilidad intrinseca de la poblacién viral. Se ha
demostrado que la secuenciacién de nueva generacién (88,90,92) podria ser una mejor
aproximacion al permitir la identificacidn de variantes minoritarias. Es importante
mencionar que VHC al igual que otros virus con genoma ARN presenta una estructura
de cuasiespecies en la persona infectada, es decir que en cada individuo se desarrolla
una poblacion heterogénea de virus conformada por variantes de mayor y menor

frecuencia. La presencia de mutaciones asociadas a resistencia que puedan interferir con
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el tratamiento de AAD ha demostrado la necesidad de realizar vigilancia genémica de las
poblaciones virales presentes para asegurar la respuesta virolégica sostenida
principalmente en pacientes con infeccion por genotipo 1a, que presenten historia de falla
al tratamiento y en pacientes con infeccion por genotipo 3, es necesaria la identificacion

de la variante Y93 con o sin historia de tratamiento (14,90,92).
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Conclusiones

El estudio realizado en poblacién con historia transfusional antes de 1996 presenta un
bajo porcentaje de muestras positivas para anticuerpos anti — VHC (2,6%) segun el valor
estimado con base en los estudios previos realizados en Colombia (10%). Es necesario
continuar con la busqueda activa de casos de infeccion por VHC para dar cumplimiento
con los planes de eliminacion de las hepatitis virales, teniendo presente que el factor de
riesgo de reutilizacién de agujas y jeringas por PID esta en aumento, pero sin dejar de

lado el estudio de los demas factores de riesgo.

Los analisis en la poblacion de estudio confirman que el genotipo 1 de VHC, subgenotipo
1b, sigue siendo prevalente en el pais, tal como se observé en el grupo control positivo y
en las muestras de explante hepatico. El subgenotipo 1a fue identificado en muestras de
PID y en muestras de pacientes con hepatopatia y sometidos a trasplante y representa
el segundo mas frecuente en el presente estudio. Se destaca la primera caracterizacion

del genotipo 4, subgenotipos 4a y 4d, en muestras de pacientes en Colombia.

La identificacion de los genotipos y subgenotipos circulantes en la poblacién de VHC es
de importancia en la caracterizacion de epidemiologia molecular. A pesar de que
actualmente se cuenta con antivirales pangenotipicos es necesario la vigilancia genémica
para analizar el cambio a través del tiempo de la circulacién de nuevos genotipos y
subgenotipos y adicionalmente es de especial importancia en el contexto de pacientes

con factores de riesgo y con la posibilidad de reinfeccion.

Este es el primer estudio que reporta secuencias de la region NS5A del genoma del VHC
obtenidas de individuos colombianos. Para NS5B solo se encuentran disponibles
secuencias derivadas de un unico estudio realizado con muestras en Colombia, pero con
limitaciones en la informacién. Mientras que para la regién 5’UTR, es la region con el
mayor numero de secuencias reportadas para Colombia en las bases de datos, pero con
la limitante que para estudios filogenéticos generan politomias por su alto grado de
conservacion. Se evidencia la necesidad de mas estudios filogenéticos con un mayor

numero de secuencias de VHC de origen colombiano disponibles.
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Se identificaron por primera vez sustituciones asociadas a resistencia (Q30R, Y93H y
C316N) a los AAD en muestras de pacientes colombianos. La identificacion de estas
mutaciones en muestras de personas que aun no han recibido tratamiento antiviral
sugiere la necesidad de analisis en los pacientes con infeccidn crénica por VHC previo al

inicio del tratamiento y asi evitar fallas o recaidas en los pacientes.

Los resultados de este trabajo de investigacion aportan nuevo conocimiento en
epidemiologia molecular del VHC. La caracterizacion de genotipos de VHC y de
sustituciones asociadas a resistencia en pacientes colombianos podria ser considerada
en la toma de decisiones y por tanto podria tenerse en cuenta para el control y eliminacién

de las hepatitis virales para el 2030.

Dentro de las limitaciones del estudio, se tuvieron dificultades en el acceso a la poblacion
con historia transfusional antes de 1996 ya que la difusion se realizé directamente por
redes sociales y medios de comunicacion, asi como eventos de promocion y prevencion
de las hepatitis virales con énfasis en VHC. Otra manera de acceder a la poblacion de
estudio podria ser mediante la busqueda en bases de datos de los bancos de sangre, sin
embargo, no es posible acceder a las bases de datos, pues no se encuentran
digitalizadas para las personas que recibieron transfusién de sangre antes de 1996.
Adicionalmente, el confinamiento a la que fue sometida la poblacién por la pandemia de

SARS_CoV_2 en el 2020, restringié aun mas el acceso a la poblacion de estudio.

Por otro lado, la baja prevalencia de infeccion por VHC identificada en las personas con
antecedente transfusional limité el numero de secuencias de VHC para incluir en analisis
de evolucion viral como la identificacion del ancestro comun mas cercano y analisis de
recombinacién y duplicacion en las secuencias de la proteina NS5A. Por lo que se
considera necesario la realizacion de nuevos estudios que permitan analizar un mayor

numero de secuencias, teniendo en cuenta otras poblaciones de estudio.

Este trabajo de investigacion hace parte del macroproyecto financiado por Minciencias:
“Prevalencia y Modelacion de la Infeccion por el Virus de la Hepatitis C en Colombia’.
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Perspectivas

Es necesario confirmar por secuenciacion la amplificacion obtenida de las tres muestras
negativas para anticuerpos anti-VHC, pero positivas para la deteccion del genoma, ya

que estas muestras podrian corresponder a casos de infeccion oculta.

Es importante realizar analisis de evolucion viral como la identificacion del ancestro
comun mas cercano, analisis de recombinacion y duplicacion en la region NS5A del
genoma viral, que han sido reportados previamente por otros autores y analisis de
filogeografia que nos permita identificar como ha sido la circulacion de los genotipos y

subgenotipos entre paises latinoamericanos en los ultimos anos.
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Tabla suplementaria 1. Visitas COVECOM
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Lugar/barrio o comuna visitados Fecha
Metrosalud / Comuna 6 — Doce de octubre 24/09/2018

01/10/2018

29/10/2018
Junta comunal Santa Ménica / Comuna 12 — La América, 26/09/2018
Campo Alegre 29/04/2019
Sede social Cristo Rey / Comuna 15 — Guayabal 27/09/2018

03/10/2018
Casa de la cultura Los Colores / Comuna 11 — Laureles

04/10/2018
Unidad Intermedia de Metrosalud / Comuna 13 - San Javier

05/10/2018
Unidad Intermedia de Metrosalud / San Cristobal

11/10/2018
Unidad Intermedia de Metrosalud / Comuna 5 - Castilla

18/10/2018
Unidad Intermedia de Metrosalud / Comuna 16 — Belén

22/10/2018
Casa de la cultura El Poblado / Comuna 14

26/10/2018
Centro de Salud Civitén / Comuna 7 — Robledo 26/04/2019

08/04/2019
Museo Pedro Nel Gomez / Comuna 4 — Aranjuez

12/04/2019
Casa de Gobierno / Belén AltaVista

12/04/2019
Unidad Hospitalaria de Santa Cruz / Comuna 2

23/04/2019
Unidad Intermedia de Metrosalud / San Antonio de Prado

30/04/2019
Accién comunal /Comuna 1 — Santo Domingo
Parque Biblioteca La Ladera / Comuna 8 — Villa Hermosa 07/05/2019

09/05/2019
Unidad Intermedia de Metrosalud / Comuna 3 — Manrique —
La Piloto

20/05/2019
Unidad Intermedia de Metrosalud / La Cruz

24/05/2019
Parque de la Vida / Comuna 10 — La Candelaria 21/06/2019
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Accidon comunal / Comuna 9 — Buenos Aires 01/06/2019

Accion Comunal / San Sebastian de Palmitas 18/06/2019

Tabla suplementaria 2. Descripcion de secuencias usadas para el analisis
filogenético usando la region genémica viral 5’UTR

Caodigo Genotipo Subgenotipo Tamaio Pais Ano Tipo de
GenBank muestra
KM275484 1 1b 250 pb Colombia 2005 suero
KM275480 1 1a 249 pb Colombia 2005 suero
KM275485 1 1b 249 pb Colombia 2005 suero
KM275483 1 1b 249 pb Colombia 2005 suero
KM275481 1 1b 249 pb Colombia 2005 suero
KM275479 1 1b 249 pb Colombia 2005 suero

LF34 2 NR 200 pb Colombia 2018 suero

LF66 2 NR 200 pb Colombia 2018 suero
AF290978 1 1a 9365 pb NR NR NR
AF511948 1 1a 9424 pb NR NR NR

M67463 1 1a 9416 pb NR NR NR
AF271632 1 1a 9618 pb NR NR NR
AF009606 1 1a 9646 pb NR NR NR
AY651061 1 1a 9441 pb NR NR NR

D10749 1 1a 9502 pb NR NR NR
DQO077819 1 1b 218 pb Argentina NR NR
AJ012831 1 1b 253 pb Uruguay NR NR
AY376837 1 1b 250 pb Argentina NR NR
AY376836 1 1b 250 pb Argentina NR NR
AY376835 1 1b 250 pb Argentina NR NR
AJ012832 1 1b 252 pb Uruguay NR NR
AM709656 1 1b 220 pb Uruguay NR NR
AF483269 1 1b 9361 pb Turquia NR NR
AY576576 1 1b 321 pb Espafa NR NR
AF139594 1 1b 9616 pb NR NR NR
AF176573 1 1b 9600 pb Rusia NR NR
AJO00009 1 NR 9379 pb NR NR NR
AJ132996 1 NR 9418 pb  Alemania NR NR
AF356827 1 1b 9606 pb NR NR NR

D63822 1 1b 9461 pb NR NR NR

D90208 1 1b 9413 pb NR NR NR
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AM269935 1 1b 259 pb Colombia NR NR
AY746460 2 2a 9689 pb Japon NR NR
KM275478 2 2b 249 pb Colombia 2005 suero
GQ379760 2 NR 200 pb Colombia 2007 sangre
KF414641 2 2j 206 pb  Venezuela 2009 suero
KF414636 2 2b 206 pb  Venezuela 2006 suero
KF414635 2 2j 206 pb  Venezuela 2011 suero
ug1282 2 NR 379 pb  Venezuela 1996 NR
ug1280 2 NR 313 pb  Venezuela 1996 NR
MF945555 2 2k 386 pb México 2015 plasma
MF945554 2 2r 286 pb México 2015 plasma
AF238485 2 2a 9416 pb Japon NR NR
AB031663 2 NR 9488 pb Japon NR suero
AM709668 2 NR 220 pb Uruguay NR NR
NC_009824 3 3a 9456 pb NR NR NR
KM275482 3 3a 249 pb Colombia 2005 suero
ug1283 3 NR 231 pb  Venezuela 1996 NR
EU747824 3 3a 239 pb Brasil 1997 sangre
KP782022 3 3a 218 pb India 2015 plasma
KP782003 3 3a 209 pb India 2015 plasma
AM269925 3 NR 257 pb Colombia NR suero
M84864 3 NR 321 pb NR NR NR
Y11604 4 4a 9355 pb NR NR NR
M84862 4 NR 321 pb NR NR NR
M84845 4 NR 321pb NR NR NR
M84832 4 NR 321 pb USA NR NR
Y13184 5 5a 9343 pb Africa 1997 NR
M84860 5 NR 321 pb USA NR NR
M84852 5 NR 321 pb USA NR NR
Y12083 6 6a 9340 pb USA NR NR
D84264 6 NR 9601 pb NR NR NR
KC844040 6 NR 9447 pb USA NR NR
NC_ 030791 7 7a 9443 pb Canada NR plasma
EF115758 7 NR 196 pb Canada 2006 suero
FJ69648 1 NR 341 pb Brasil NR NR
JQ941895 1 NR 341 pb Brasil NR NR
AB016785 NR NR 9538 pb NR NR NR
KC113330 1 NR 341 pb Brasil NR NR
AF165045 NR NR 9389 pb NR NR NR
MH590701 8 NR 9437 pb Canada NR plasma
MH590698 8 NR 9409 pb Canada NR plasma
MH590700 8 NR 9547 pb Canada NR plasma
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FJ696424 3 NR 339 pb Brasil NR NR
HM043023 3 NR 339 pb Brasil NR NR
KC113363 3 NR 339 pb Brasil NR NR

NR. No Reportan

Tabla suplementaria 3. Descripcion de secuencias usadas para el analisis
filogenético usando la region gendmica viral NS5B

Caodigo Genotipo Subgenotipo Tamaio Pais Ano Tipo de
GenBank muestra
HM777110 1 1a 256 pb  Venezuela 2006 suero
HM777083 1 1a 256 pb  Venezuela 2005 suero
HM777051 1 1a 256 pb  Venezuela 1999 suero
HM777077 1 1a 256 pb  Venezuela 2005 suero
AB472176 1 1a 338 pb México NR suero
AB472154 1 1a 373 pb México NR suero
DQ313468 1 1a 379 pb Argentina NR NR
DQ313467 1 1a 379 pb Argentina NR NR
MHQ70068 1 1a 359 pb Uruguay 2017 NR
MHO070069 1 1a 359 pb Uruguay 2017 NR
HM777186 1 1b 256 pb  Venezuela 2005 suero
HM777154 1 1b 265 pb  Venezuela 1997 suero
HM777168 1 1b 265 pb  Venezuela 2001 suero
AB472189 1 1b 338 pb México NR suero
AB472188 1 1b 338 pb México NR suero
FJ709552 1 1b 342 pb Chile NR suero
FJ709547 1 1b 342 pb Chile NR suero
MHO070090 1 1b 1629 pb Uruguay 2017 NR
MHO070081 1 1b 1629 pb Uruguay 2017 NR
AF176573 1 1b 9600 pb Rusia NR NR
KJ439774 1 1k 9446 pb Canada NR Suero
KJ439768 1 1d 9451 pb Canada NR Suero
AY746460 2 2a 9689 pb Japén NR NR
AF238485 2 2a 9416 pb Japon NR NR
AB472178 2 2a 338 pb México NR suero
KC197238 2 2f 9616 pb Francia NR Plasma
KC197236 2 NR 9415 pb Francia NR Plasma
JF735111 2 2m 9618 pb Canada NR Suero
JF735119 2 NR 9628 pb Canada NR Suero
JF735112 2 2u 9520 pb Canada NR Suero

NC_009824 3 3a 9456 pb NR NR NR
AB472164 3 3a 338 pb México NR suero
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KC844044 3 3b 9434 pb China 2011 NR
KC844041 3 3a 9477 pb China 2011 NR
JF735126 3 3h 9633 pb Somalia NR Suero
JF735124 3 NR 9583 pb Canada NR Suero
KJ470619 3 3d 9458 pb Nepal NR NR
KJ470618 3 3e 9458 pb Nepal NR NR
KC844045 4 4d 9427 pb China 2010 NR
HQ438964 4 4d 209 pb Argentina 2010 plasma
HQ438962 4 4d 209 pb Argentina 2010 plasma
AB795432 4 4a 9617 pb Egipto 2012 NR
DQY88078 4 4a 9050 pb Egipto 2006 NR
JX227964 4 NR 9337 pb  Inglaterra NR NR
JF735127 4 NR 9441 pb Canada NR NR
JF735134 4 NR 9437 pb Canada NR NR
JF735138 4 NR 9563 pb Canada NR NR
Y13184 5 5a 9343 pb NR NR NR
KT595242 5 NR 9100 pb  Burkina Faso NR NR
AF064490 5 5a 9408 pb NR NR NR
Y12083 6 6a 9340 pb NR NR NR
D84264 6 NR 9601 pb NR NR NR
KC844040 6 NR 9447 pb NR NR NR
DQ278893 6 6k 9430 pb NR NR NR
JX183550 6 6k 9459 pb NR NR NR
JX183554 6 6l 9423 pb NR NR NR
DQ835767 6 6m 9444 pb NR NR NR
D84265 6 6h 9621 pb NR NR NR
NC_030791 7 7a 9443 pb NR NR NR
KX092342 7 7b 9382 pb NR NR NR
GQ379771 1 1a 313 pb Colombia NR sangre
GQ379770 1 1a 313 pb Colombia NR sangre
GQ379780 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379792 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379785 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379775 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379793 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379772 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379778 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379776 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379777 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379797 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379781 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379798 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
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GQ379796 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379790 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379774 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379783 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379789 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379799 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379784 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379794 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379788 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379779 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379782 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379787 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379786 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379773 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379795 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379791 1 1b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379801 2 2a 313 pb Colombia NR sangre
GQ379802 2 2a 313 pb Colombia NR sangre
GQ379803 2 2b 313 pb Colombia NR sangre
GQ379804 3 3a 313 pb Colombia NR sangre
MH590701 8 NR 9437 pb Canada NR plasma
MH590700 8 NR 9547 pb Canada NR plasma
MH590698 8 NR 9409 pb Canada NR plasma

NR. No Reporta

Tabla suplementaria 4. Descripcion de secuencias usadas para el analisis
filogenético de genotipo 4 usando la region gendmica viral NS5B

Caédigo Genotipo Subgenotipo Tamaino Pais Ano Tipo de
GenBank muestra
JF35136 4 4s 9426 pb Canada NR Suero
FJ462440 4 40 9422 pb Canada NR Suero
JX227977 4 40 9286 pb Inglaterra NR Plasma
EF589161 4 4f 9304 pb Francia NR Suero
EU392174 4 4f 9298 pb NR NR Plasma
EU392175 4 4f 9297 pb NR NR Plasma
FJ462441 4 4n 9435 pb Canada NR Suero
JX227970 4 4n 9301 pb Inglaterra NR Plasma

DQ418786 4 4d 9273 pb USA NR NR
FJ462437 4 4d 9421 pb Canada NR suero
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EU392172 4 4d 9299 pb NR NR Plasma
HQ438964 4 4d 209 pb Argentina 2010 Plasma
HQ438963 4 4d 209 pb Argentina 2010 Plasma
HQ438962 4 4d 209 pb Argentina 2010 Plasma
HQ438961 4 4d 209 pb Argentina 2009 Plasma
HQ438960 4 4d 209 pb Argentina 2009 Plasma
FJ462431 4 4p 9475 pb Canada NR Suero
FJ839869 4 4t 9488 pb Canada NR Suero
FJ839870 4 4] 9388 pb Canada NR Suero
JX227957 4 4] 9317 pb Inglaterra NR Plasma
JF735130 4 9430 pb Canada NR suero
FJ462434 4 4q 9433 pb Canada NR suero
FJ735129 4 4 255 pb NR NR NR
HQ537009 4 4v 9177 pb Chipre 2006 NR
HQ537008 4 4v 9174 pb Chipre 2005 NR
JX227960 4 4v 9270 pb Inglaterra NR plasma
JX227959 4 4v 9323 pb Inglaterra NR plasma
JF735131 4 4 9426 pb Canada NR suero
FJ462433 4 4m 9425 pb Canada NR suero
JX227972 4 4dm 9305 pb Inglaterra NR plasma
HQ438952 4 4m 207 pb Argentina 2008 plasma
HQ438951 4 4m 209 pb Argentina 2008 plasma
JF735132 4 4 9535 pb Canada NR suero
FJ462436 4 4c 9468 pb Canada NR suero
JF735135 4 4 9431 pb Canada NR suero
DQ988074 4 4a 9054 pb Egipto NR plasma
Y11604 4 4a 9355 pb NR NR NR
DQ418789 4 4a 9295 pb USA NR NR
HQ438950 4 4a 209 pb Argentina 2008 plasma
HQ438949 4 4a 209 pb Argentina 2007 plasma
FJ462435 4 4b 9440 pb Canada NR suero
JF735138 4 4 9563 pb Canada NR suero
JF735127 4 4 9441 pb Canada NR suero
JF735134 4 4 9437 pb Canada NR suero
FJ025856 4 4w 9271 pb Portugal NR plasma
FJ025854 4 4 9267 pb Portugal NR plasma
FJ462432 4 49 9435 pb Canada NR suero
JX227971 4 49 9174 pb Inglaterra NR plasma
JX227963 4 49 9314 pb Inglaterra NR plasma
FJ462439 4 4r 9440 pb Canada NR suero
JX227976 4 4r 9319 pb Inglaterra NR plasma
EU392173 4 4k 9312 pb NR NR plasma
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FJ462438 4 4k 9438 pb Canada NR suero

JX227964 4 4 9337 bp Inglaterra NR plasma

NR. No Reporta
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