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1. Introduccién

El virus de la hepatitis C (VHC) esta clasificado en la Familia
Flaviviridae, género Hepacivirus, especie Hepacivirus C (ICTV,
2021; Simmonds et al., 2017). El genoma es un ARN de cadena
sencilla, sentido positivo, de aproximadamente 9.6 kb, codifica
una poliproteina que se escinde en 10 proteinas, tres
estructurales (Core, E2, E1) y siete no estructurales (P7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) (Ashfaq et al.,, 2011; Li & Lo, 2015;
Niepmann & Gerresheim, 2020; Scheel & Rice, 2013).

El genoma presenta en los extremos 5 y 3’ regiones no
codificantes (NCR, por sus siglas en inglés), que tienen un papel
relevante en el reconocimiento del genoma por el ribosoma para
la sintesis de la poliproteina (5’NCR) y por la polimerasa viral
para la sintesis de nuevas copias del genoma viral (3'NCR)
(Ashfaq et al., 2011; Li & Lo, 2015; Preciado et al., 2014). Luego
de la adhesién, entrada y descapsidacion de la particula viral, se
inicia la traduccién del genoma viral gracias a la interaccién del
5" NCR con el ribosoma de una manera independiente de la 7
metil-guanosina en el extremo 5’ de los ARN mensajeros (CAP,
por sus siglas en inglés) (Ashfaq et al., 2011, Université Claude
Bernard Lyon 1, 2015).

El 5° NCR presenta una estructura secundaria conocida como
sitio de entrada interno al ribosoma (IRES, por sus siglas en
inglés) que tiene un papel critico en la traduccion del genoma
viral. El IRES consta de cuatro dominios (I-IV) de los cuales el
dominio I y III tienen la mayor relevancia en el acoplamiento al
ribosoma (Lukavsky, 2009; Lytle et al., 2002; Toroney et al.,
2010; van Leeuwen et al., 2004).

El dominio dI, (nt 1-43 en secuencia de referencia subgenotipo
1b), aunque no participa en la interaccién con el ribosoma, su
relevancia radica en albergar los sitios de unién del micro RNA
celular 122 (miR-122) (nt 2-8 y nt 23-28) (Jopling et al., 2008).
La unién del miR-122 al genoma viral permite una mayor
estabilidad del ARN y mayor eficiencia en la traduccién de la
poliproteina (Niepmann & Gerresheim, 2020; Ono et al., 2020).

El dominio dII (nt 44-118) (Figura 1) presenta una estructura de
hairpin con dos loops y un pseudo-loop y se organiza en un
dominio apical (dIIb) y basal (dIla) que interactda con la unidad

estructurada ubicada en la regién no codificante 5’ del genoma. Diversas mutaciones
(sustituciones, inserciones) causan anomalias en el plegamiento de la estructura secundaria y,
por ende, terciaria del IRES. En este trabajo se discuten las caracteristicas de las secuencias
obtenidas de una cohorte de 7 individuos con infeccién por VHC, las mutaciones encontradas y
las implicaciones de estas en la conformacién estructural de los DI, DII del IRES.

ribosomal 40S (Beales et al., 2001; Lukavsky, 2009; Lytle et al.,
2002; van Leeuwen et al., 2004); adicionalmente, dII es
responsable de una reorganizacién en el ARN ribosomal (Rrna)
18S que facilita la unién del amino acido Metionina para dar
inicio a la traduccién de la poliproteina (Malygin et al., 2013).

El dominio dIIl (nt 118-306) es el mas grande y consiste en varios
tallo-bucle ramificados (dlllabcdef) que interactGan en su
mayoria con 40S (dllldef) y el factor de iniciacién elF3 (por sus
siglas en inglés, Eukaryotic initiation factor 3) (dlllabc) (Beales et
al.,, 2001; Honda et al., 1996; Lytle et al., 2002).

El dominio dIV (306-360) presenta una estructura en tallo bucle
hacia el final de la region no codificante que incluye el codén de
inicio en la posicién 342 (AUG) estando plegado, que también
interactia con 40S (Lukavsky, 2009; van Leeuwen et al., 2004).

La estructura del IRES ha sido bien caracterizada por métodos
experimentales como Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
(Figura 1) y Cristalografia de Rayos-X, métodos que resultan
costosos y logisticamente complejos (Beales et al., 2001). Sin
embargo, diversos algoritmos computacionales han sido
desarrollados con el fin de predecir la estructura secundaria y
terciaria con determinada exactitud de secuencias de ARN.

Por lo anterior, el uso de estas herramientas computacionales
favorece la exploracién de las variaciones y dinamicas
estructurales que alli tienen lugar, brindando informacién de
coémo se favorece o perjudica la funcién del IRES del VHC por la
presencia de mutaciones. El objetivo del presente trabajo es
modelar la estructura secundaria (2D) y terciaria (3D) de siete
secuencias de 5’ NCR de aislados de VHC obtenidos de individuos
colombianos para predecir el efecto de mutaciones en el
plegamiento estructural para cada uno de los dominios del IRES
que podrian ser relevantes en el acoplamiento con el ribosoma.

*Autor de correspondencia
e-mail: salvarezc@eafit.edu.co
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Figura 1. Estructura del IRES. Modelo de la estructura del
IRES de VHC de la secuencia referencia D90208, adaptado de
(Lukavsky, 2009; Pestova et al., 1998). Creado con
BioRender.com

2. Materiales y Métodos
Secuencias y analisis

En el marco del proyecto “Prevalencia y modelaciéon de la
infeccion por el Virus de la Hepatitis C en Colombia” se
obtuvieron siete (7) secuencias de VHC correspondientes a 6 del
genotipo 1 de VHC, cuatro de subgenotipo 1b, dos del
subgenotipo 1a y una muestra de genotipo 4, subgenotipo 4d,
fueron incluidas para los andlisis (1). Las secuencias
corresponden a muestras de suero obtenidas de 4 individuos con
historia transfusional antes de 1996, 2 personas que se inyectan
y de un paciente con infeccién crénica y tratamiento previo con
IFN.

En el marco del proyecto en mencion, previamente se amplifico
la region 5’NCR por medio de RT-PCR anidada segtin lo descrito
por Chan et al. La secuencia de los amplicones se determind
mediante secuenciacién con el método de Sanger (Macrogen,
Korea).

Para la secuencia de referencia, luego de haber revisado las
secuencias en publicaciones de Honda, 1996; Lukavsky, 2003; y

3
los modelos PDB, y tomando como referencia la publicacién de
van Leeuwen et al., 2004, se realiza un Blast nucleotidico entre
las secuencias encontradas (GB: D28833, LADB: FN435993, EU1)
encontrando que la secuencia que cumple un consenso y mayor
puntaje de Blast para secuencia completa es D90208 (Resultado
no mostrado).

Las secuencias fueron alineadas con el algoritmo L-INS-i en
MAFFT (MAFFT v.7.453) (Katoh & Standley, 2013) y analizadas
individualmente para identificar las mutaciones seglin Ila
secuencia referencia D90208 (VHC genotipo, subgenotipo 1b).
Los modelos tridimensionales de 5’NCR obtenidos por
Resonancia Magnética Nuclear a partir de un constructo
sintético se utilizaron como referencia, disponibles en el PDB
(https://www.rcsb.org) con los nimeros de accesién: 1P5P (II),
1KH6 (Illa-c), 1KP7 (llIb), 1IDV (llic), 1F84 (Illd) y 1F85 (lile)
(Lukavsky, 2009; Lukavsky et al., 2003).

Prediccién de la estructura secundaria

Las estructuras secundarias del dominio II y los subdominios
lla-c, Illa, IlIb, Illc, IlId, Ille de las secuencias 5’NCR fueron
calculadas usando UNAFOLD 4.0 (Markham & Zuker, 2008) y
RNAFold 2.3 (Lorenz et al., 2011), obteniendo diferentes
estructuras con su respectiva energia libre minima (MFE, en
inglés), la entropia posicional de cada nucleétido, el indice de
paridad y la estructura secundaria optima. Estos programas
fueron escogidos debido a su reconocimiento en la materia,
reportes en la literatura, soporte disponible, la practicidad y la
facilidad de uso. Adicionalmente, RNAFold fue escogido como el
modelador predilecto debido a que entregaba estructuras mas
acordes con la reportado en la literatura, cantidad adecuada de
resultados y la facilidad de estos para conectarse luego con otros
programas. La visualizacién de la estructura secundaria al igual
que la identificaciéon de mutaciones en el plegamiento se realiz
con ayuda de la suite interactiva foRNA (Kerpedjiev et al., 2015)

en http://rna.tbi.univie.ac.at/forna/.
Modelacion de la estructura terciaria

Los modelos obtenidos en notacién punto-corchete por RNAFold
fueron usados para modelar la estructura terciaria haciendo uso
del servidor RNAComposer
(http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl) (Antczak et al., 2016;
Popenda et al., 2012) obteniendo las estructuras en formato PDB
para luego ser evaluados en similitud con las referencias
respectivas usando el método de RMSD en RNAssess
(http://rnassess.cs.put.poznan.pl) (Lukasiak et al., 2013, 2015) y
un andlisis visual comparativo con las estructuras esperadas.
Ademas, las estructuras fueron revisadas para identificar el
efecto de las mutaciones en la conformacién tridimensional de
la estructura haciendo uso de Chimera 1.15rc (Pettersen et al.,
2004).

3. Resultados

De las 7 secuencias de VHC obtenidas, S1-S4 corresponden a
individuos con historial transfusional antes de 1996, S5 a un
paciente con infeccién crénica por VHC y tratamiento previo con
IFN y S6-S7 a personas que se inyectan.


https://www.rcsb.org/
http://rna.tbi.univie.ac.at/forna/
http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/
http://rnassess.cs.put.poznan.pl/

D Factor de riesgo de la Genotipo [Subgenotipo Longitud Cobertura (secuencia Mutaciones
infeccién por VHC VHC* de la Secuencia referencia D90208) nt-nt 5’NCR de VHC
Historial transfusional
S1 1b 280 nt 1-284 C184U, U204C, C205U
antes de 1996
Historial transfusional
S2 1b 220 nt 63-282 A73
antes de 1996
C104U, G107A, U176C,
Historial transfusional
S3 4d 211 nt 92-302 U180C, C184U, C205A,
antes de 1996
U221C, G225A
Historial transfusional
S4 1b 222 nt 63-285 -
antes de1996
Infeccién crénica por VHC y
S5 . . 1b 221 nt 63-283 A73
tratamiento previo con IFN
S6 PID 1la 243 nt 63-306 -
S7 PID 1la 230 nt 73-302 C205A

Tabla 1. Caracteristicas de las secuencias de VHC. Se detallan los factores de riesgo asociados a cada caso y las caracteristicas
de la secuencia correspondiente, la cobertura respecto a la referencia D90208 (GenBank) y las mutaciones encontradas.
Unicamente la secuencia S1 posee cobertura completa del DII. * El genotipo y subgenotipo fue caracterizado previamente por

Lopez MC, 2021.

Si bien la estrategia de amplificacién, identificaciéon y
secuenciacién fue la misma para todas las muestras, la longitud
de la secuencia no es idéntica entre las muestras (cebador HCV-
211 nt 266 - 292 y cebador HCV-940 nt 41 - 60). En
consecuencia, solo la secuencia S1 presenta una cobertura
completa del DII (nt 44-118 en D90208), mientras que las
secuencias S3, S6 y S7 son los Ginicas con cobertura completa del
subdominio Ille (nt 291-302) (Tabla 1).

El alineamiento de las 7 secuencias de 5NCR de VHC
correspondientes a los dominios II (nt 44-118), Illa-c (nt 150-
242), llla (nt 150-174), 1lIb (179-220), Illc (nt 224-242), Illd (nt
253-279) y llle (290-302) mostré un total de 10 sustituciones en
tres secuencias, S1,S3,S7,y 1 insercién (A73) en las secuencias
S2 y S5 (Tabla 1, Figura 2).

De las 10 sustituciones, 9 corresponden a transiciones (C104U,
G107A, U176C, U180C, C184U, U204C, C205U, U221C, G225A) y
1 transversién (C205A). La mayoria de las transiciones (78%) y la
transversion se identificaron en la secuencia S3 del genotipo 4
de VHC, subgenotipo 4d (Tabla 1). La secuencia S1 (subgenotipo
1b) presenta 3 mutaciones (C184U, U204C, C205U), mientras
que la secuencia 7 (subgenotipo 1a) presenta la transversion
(C205A) (Tabla 1). Las secuencias S4 y S6 no presentaron ningn
tipo de mutacién segin el analisis de la secuencia disponible.

La estructura secundaria de cada uno de los dominios y
subdominios fue modelada con RNAFold 2.3 y UNAFold 4.0
usando los algoritmos descritos previamente (Mathews et al.,
2007; Zuker & Stiegler, 1981) con el fin de comparar los modelos
de secuencias de VHC del estudio comparados con los predichos
para la secuencia referencia y reportados en la literatura,

observando asi los efectos de las mutaciones en el plegamiento
y organizacioén estructural. La estructura secundaria se visualiza
con la probabilidad de unién de cada nucleétido como se ilustra
en la Figura 3. Las mutaciones se encontraron principalmente en
el Dominio II (30%) y Subdominio IIIb (60%) (Figura 1, 4).

La secuencia S3, al ser portadora de un alto nimero de
mutaciones en comparacién con las otras secuencias, propende
variaciones estructurales altamente notorias y relevantes a nivel
bidimensional (Figura 4) y tridimensional (Figura 5).

La prediccion bidimensional muestra un apareamiento
incorrecto en los subdominios Illa y Illb de S3 debido a las
transiciones U176C, A180G, C184U, modificando la estructura de
plegamiento segiin lo observado con la secuencia de referencia,
debido a la formacién de enlaces G-C, mas estables que G-U y
que en consecuencia le confieren el plegamiento modificado y
una mayor estabilidad de la estructura comparada con la
referencia (Figuras 4 y 5), evidenciada en un aumento de 2,7
kcal/mol en la MFE. Los resultados de los analisis de RMSD, MFE
se muestran en la Tabla 2.

Adicionalmente, se realiz6 una comparacién de los modelos
reportados en el PDB con respecto a los modelos obtenidos por
RNAComposer, usando como base el andlisis del modelo 1P5P
(DII) y su secuencia. Siguiendo la misma estrategia, se obtuvo la
estructura secundaria usando RNAFold y llevando la estructura
punto-corchete a RNAComposer. Como se observa en la Figura 6,
las estructuras divergen fuertemente hacia los nt U64 y U103,
obteniendo en consecuencia un RMSD 26.193 entre la estructura
PDB y el modelo de RNAComposer. Luego, el RMSD de Ia
secuencia S1 era de 0,743 con respecto a la secuencia referencia.
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Figura 2. Alineamiento maltiple de la secuencia referencia D90208 de VHC y las secuencias S1-S7 usando MAFFT, visualizado
en Jalview. Se resaltan en recuadros blancos las diferentes mutaciones encontradas en la region alineada del dlllabc del IRES de
VHCy se muestran las graficas de consenso y ocupacion de la region.

Para los demas modelos, 1KH6 (Illa-c), 1KP7 (IlIb), 1IDV (lIlic) la
correspondencia no era similar debido a las diferencias en
tamafio y organizacién de las secuencias (RMSD > 30, resultados
no mostrados), aunque en los segmentos alineados Ia
conservacion era del 100%. Por su parte, 1F84 (1lld) y 1F85 (Ille)
obtuvieron una correspondencia del 100% y valores de RMSD
<0,7 (resultados no mostrados).

Figura 3. Ejemplo de estructura 2D del dII del IRES de VHC
de la secuencia S1 obtenida por RNAFold. La escala de
colores corresponde a la probabilidad de apareamiento
entre las bases en cuestion (0-100%).

4. Discusién

La 5’NCR es una de las regiones mas conservadas del genoma del
VHC entre los diferentes genotipos (> 90% de homologia) (S.

Khan et al., 2020; Shi & Lai, 2006), probablemente se deba a la
necesidad de conservar la estructura del IRES alli presente para
el reconocimiento e interaccién con proteinas celulares que
participan en la traduccién de la poliproteina (Moretti et al.,
2010). La mayoria de las mutaciones se encontraron en la
secuencia S3, como era de esperarse debido a ser un genotipo
totalmente diferente al resto (Genotipo 4, subgenotipo 4d)y a la
secuencia referencia (subgenotipo 1b). Estas mutaciones
causaron un cambio conformacional mayor en modelo
tridimensional debido a la mayor afinidad por formar enlaces G-
C que, adicionalmente, le confieren una estabilidad estructural
mayor al disminuir cada vez mas sus valores de energia minima
libre (Tabla 2). Dicho fenémeno también se observé en cada
sustitucién que implic6 el cambio de una Adenina o Uracilo por
Citosina o Guanina (S1, en IlIb) (Tabla 2). No fue posible evaluar
adecuadamente el efecto de la insercién A73 en las secuencias
S2 y S5 debido a la imposibilidad de contar con una cobertura
completa del DII para estas secuencias. Las sustituciones como
C205A, que cambian nucleétidos de triple enlace (C/G) por
nucleétidos de doble (U/A) no parecen tener un mayor efecto en
la conformacion estructural de las moléculas, como se evidencia
para la S7 en IlIb (Tabla 2). Lo anterior podria ser debido a que
favorecen precisamente la formacién del hairpin en el
subdominio IlIb en vez de favorecer la unién cruzada de los
nucleétidos (Figura 4).

A propésito de las diferencias encontradas entre los modelos
obtenidos con RNAComposer y los obtenidos del PDB, es de
anotar que una multiplicidad de variables ambientales, tales
como la concentracién de iones a nivel celular, la misma
estrategia usada para realizar la visualizacién con RMN vy, por
otro lado, el mismo algoritmo de prediccion estructural pueden
dar cuenta de las divergencias encontradas. Futuros analisis mas
extensos y complejos, en lo posible con un soporte experimental
fisico, serian necesarios para entender la dindmica que subyace
a las variaciones estructurales evidenciadas.
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Figura 4. Comparacion de la estructura 2D del dlllabc del IRES de VHC de la secuencia referencia D90208 y las secuencias S7, S3,
S1, visualizadas en foRNA. Las sustituciones se sefialan con una flecha y se muestra la minima energia libre de cada estructura.

Domino Il Domino lllac Domino llla Domino lilb Domino lllc Domino llid Domino llle

Secuencia | RMSD | MFE | Secuencia | RMSD | MFE | Secuencia | RMSD | MFE | Secuencia | RMSD | MFE | Secuencia| RMSD | MFE | Secuencia | RMSD | MFE | Secuencia | RMSD | MFE

S1(1b) 0,743 | -23.7 S1(1b) 954 | -386 S1(1b) 0 9,9 S1(1b) 731 | 125| S1(1b) 0 -3.4 51 (1b) 0 -58 | S3(4d)” 427 | -0.9

52 (1b)* 12,44 | 133 S2 (1b) 0 =371 52 (1b) 0 9,9 S2 (1b) 0 -1 S2 (1b) 0 -34 52 (1b) 0 -5,8 S6 (1a) 0 -2,7

53 (4d)* 14,79 2.6 S3 (4d) 21,03 | -39.8 S3 (4d) 0 99 S3 (4d) 6.43 | 14,2 S3(4d) 049 | -34 S3 (4d) 0 -58 | S7(1a) 427 | -0.9

54 (1b)* 13,32 -13 S4(1b) 0 =371 54 (1b) 0 99 54 (1b) 0 -1 S4 (1b) 0 -34 54 (1b) 0 -5.8

55 (1b)* 1244 | 133 85 (1b) 0 =371 85 (1b) 0 9.9 S5 (1b) 0 -1 S5 (1b) 0 =34 S5 (1b) 0 -5.8

56 (1a)* 13,32 -13 86 (1a) 0 =371 86 (1a) 0 99 S6 (1a) 0 -1 S6 (1a) 0 -34 56 (1a) 0 -5.8

57 (1a)® 18,89 | 104 §7 (1a) 011 | -371 57 (1a) 0 9.9 S7 (1a) 0.12 -1 S7 (1a) 0 -3.4 57 (1a) 0 -5.8

Tabla 2. Resultados en evaluacion RMSD

para cada dominio y subdominio del IRES de las secuencias S1-S7

comparado con D90208, usando RNAssess. Se muestra la minima energia libre (MFE) de cada estructura. *Secuencia
con cobertura incompleta del domino/subdominio.

Figura 5. Comparativa de la estructura
terciaria del subdominio Illabc del
IRES de VHC de la secuencia
referencia D90208 y las secuencias
S$1-S7. Se observa como la mayoria de
las secuencias de 5’NCR de VHC (5/7) se
alinean perfectamente, relativamente
cercanas a la secuencia referencia
(amarillo). Secuencia S1 (rojo) presenta
ligera desviacion, principalmente por la
sustitucion C184U. La secuencia S3
(blanco) es altamente divergente.




El dominio II mostré ser bastante conservado (>98%) entre las
secuencias (o los fragmentos de éstas) evaluadas, sin embargo,
es necesario un andlisis mas completo de las secuencias en vista
de no contar con el dominio completo para 6 de las 7 secuencias.
Cabe resaltar ademas que la secuenciacién Sanger, mediante la
cual se obtuvieron estas secuencias, muy probablemente
entrega la cuasiespecie mas representativa o dominante de las
miltiples posibles presentes en la muestra que puede verse
favorecida por las dinamicas biolégicas que subyacen en cada
paciente. Un estudio con técnicas de secuenciacién de préxima
generacion (NGS, por sus siglas en inglés) como la SMRT de
PacBio (Yamashita et al., 2020) seria una excelente aproximacion
para conocer las dinamicas de las cuasiespecies en muestras
obtenidas en diferentes tiempos de la infeccién en un individuo
y su relacién directa con los cambios conformacionales en el
IRES, otorgando mas pistas sobre la dinamica estructural a nivel
intracelular.

Finalmente, la NGS favoreceria también la secuenciacion
completa de la 5’ NCR, evitando el paso de la amplificacién por
PCR que ademas de tener una determinada tasa de error y
eficiencia, restringe la posibilidad de explorar la diversidad
genética de la region. De esta manera, se permitiria el estudio de
la completitud de los dominios, asi como la modelacién
completa del IRES y el estudio de todas las dinamicas
conformacionales. Dichas ventajas podran ser aplicadas en
estudios posteriores permitiendo estudiar luego su acople
(docking) con la subunidad 40S del ribosoma humano y los
cambios conformacionales que alli tienen lugar y que, terminan
por definir la importancia del docking con la replicacién viral y
en el fitness, abriendo la posibilidad de conocer mas y descubrir
nuevas caracteristicas de la infeccién por VHC en humanos.

Figura 6. Estructura terciaria del dominio II del IRES de
VHC. Secuencia reportada en modelo PDB (1P5P, azul)
(Lukavsky, 2003) vs. Secuencia D90208 modelada en
RNAComposer (amarillo). RMSD=26.193.

5. Conclusiones

Los estudios en modelacién bi- y tridimensional de ARN y su
dindmica estructural permiten la visualizacién de nuevas
perspectivas sobre el papel que estas estructuras llevan a cabo
en los sistemas biolégicos y que resultan cripticas en muchos
casos. Especificamente, el papel que desempeiia el plegamiento
de la region 5’-NCR en el VHC es fundamental pues, ante un
incorrecto apareamiento, no se podria iniciar la traducciéon de las
proteinas virales evitando el desarrollo de la enfermedad.

Las mutaciones C184U, C205A, C205U en loops, seglin la
modelacién realizada del dlllabc del IRES del VHC no tienen
efecto en la conformacién estructural segtin se visualizaron en
foRNA. En contraposicién las mutaciones U176C, A180G en el
dlllabc favorecen la formacién de enlaces entre nucle6tidos
complementarios ausentes en la secuencia de referencia,
modificando la conformacién estructural del IRES.

El analisis de la secuencia correspondiente al genotipo 4 de VHC,
subgenotipo 4d, mostré un dlllabc sustancialmente diferente. La
mayoria de las mutaciones tuvieron lugar en dlllabc, mientras
que dIlld y dIlle mostraron ser conservados para las 7 secuencias
evaluadas. Un analisis que incluya un mayor ndmero de
secuencias de VHC, de diferentes genotipos, aportaria un analisis
mas robusto de este fenémeno.

Las herramientas de modelacién computacional utilizadas
poseen limitaciones en los modelos otorgados, por lo que
suponen la necesidad de la refinacién de los resultados
obtenidos en aras de acercarse a la realidad biolégica modelada.
Por su parte, el mejoramiento y la modernizacién de las técnicas
moleculares aplicadas otorgara las herramientas necesarias para
desarrollar el ambiente de trabajo bioinformatico ideal al
brindar nueva y completa informacién, ayudando en Ia
modelacién in silico. Estudios proximos que conllevan analisis
mas profundos, completos y exigentes (en recursos Yy
dedicacién) nos daran pistas sobre los alcances de la modelacién
computacional en la representacién bioldgica de los fenémenos.
Entre estos, la secuenciacién por NGS de las cuasiespecies
presentes en una muestra nos permitiria conocer la dinamica de
las mutaciones en cada hospedero en un momento dado y como
estas pueden influir en la conformacién del IRES.
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