Universidad Complutense de Madrid

Facultad de Medicina

“VARIABILIDAD GENETICA DE LOS VIRUS CY G DE LA
HEPATITIS EN PACIENTES COINFECTADOS”

Tesis Doctoral

M? Luisa Manzano Alonso
Madrid, 1999



INFORME DEL DIRECTOR DE LA TESIS

DR. D. VICENTE CARRENO GARCiA, JEFE DE SERVICIO DE HEPATOLOGIA
DE LA FUNDACION JIMENEZ DIAZ

INFORMO: que el trabajo realizado por D* M* LUISA MANZANO ALONSO
titulado: “VARIABILIDAD GENETICA DE LOS VIRUS C Y G DE LA HEPATITIS
EN PACIENTES COINFECTADOS”, reine los requisitos necesarios para ser
presentado como Tesis doctoral. Los resultados obtenidos en este trabajo son originales,
y con él, el doctorando demuestra haber alcanzado los objetivos docentes pretendidos
por el tercer ciclo de los estudios universitarios, ya que prueba que esta capacitado para
generar hipotesis de trabajo, plantear y realizar la metodologia requerida para lograr los
objetivos, y para presentar los resultados y discutirlos de forma adecuada,

Ve Be
EL TUTOR (2)
El Director de la Tesis

? {-’L . -
—_—I;:;..:- 3/\”/’(%,4 Fdo.: = 3

{Fecha y firma} (Fecha y firma)

pni o D3\S 2T DNI 267 UMD

INFORME DEL CONSEJO DE DEPARTAMENTO

DR. D. EDUARDO DIiAZ-RUBIO , DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO DE MEDICINA

DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE
MADRID

INFORMO: Que una vez examinado el Trabajo presentado por D®. M® LUISA
MANZANO ALONSO titulado: “VARIABILIDAD GENETICA DE LOS VIRUS C
Y G DE LA HEPATITIS EN PACIENTES COINFECTADOS”, dirigido por el Dr. D.
VICENTE CARENO GARCIA Y TUTOR D. JOSE ANTONIO SOLIS HERRUZO,
este Departamento da su conformidad para que dicho trabajo sea leido y defendido en
publico con vistas a su aprobacién como Tesis Doctoral.

Fecha reunidn
Consejo Departamento El Director del Departamento

hoe

25 Hoy. 1939

Fdo.: Eduardo é'_iaz Aubio
Fdo.:

(Fecha y firma}




A mis padres, que me lo han dado todo, y a mis
hermanos, por su aliento y su comprension

A Inés

A mi estimado compafiero y mejor amigo,

a Carlos



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Vicente Carrefio, director de esta tesis, quiero agradecerle la confianza

que depositd en mi para la realizacién de este trabajo y, por supuesto, su estimulo constante.

Al Dr. José Antonio Solis, que me ensefi¢ gran parte de lo que sé de la

especialidad de Aparato digestivo, por su apoyo y su colaboracion como tutor de esta tesis.

A todos los miembros del Servicio de Hepatologia, especialmente a M? José, que

tanto tiempo dedico a este trabajo, por su paciencia y por su inestimable ayuda.

A Carmen, por estar tan cerca de mi en los momento especiales, y a Cristina,

siempre dispuesta a ayudarme.



INDICE



Pagina

LINTRODUCCION ..ot 1
1. VIRUSDE LAHEPATITIS C........ooooi i, 1
1.1.1. Epidemiologia y vias de transmision............................ 1
I.1.2. Biologia molecular del virus C......................, 4
1.1.2.1. Estructura genomica del virus C.................... 4
1.1.2.2. Variabilidad genética del virus C..................... 7
1.1.3. Manifestaciones clinicas e historia natural
delahepatitis C................oii 12
1.1.3.1. Hepatitis aguda porel virus C........................ 12
1.1.3.2. Hepatitis cronica por el virus C...................... 13
I.1.3.3. Manifestaciones extrahepéaticas de
la infeccion porel vius C..........ocooin, 15
1.1.4. Diagnostico de la infeccion por el virus C..................... 17
1.1.4.1. Métodos serologicos............cocooviiriiininnanne. 17
1.1.4.2. Métodos de biologia molecular...................... 18
1.1.5. Tratamiento de la infeccion por el virus C
conInterferon....................... 23
12, VIRUSDELAHEPATITIS G.......ooooooiii i 30
1.2.1. Epidemiologia y vias de transmision........................o 30
1.2.2. Biologia moleculardel virus G.................c..cco oo, 32
1.2.3. Significado clinico de Ia infeccion por el virus G............ 33
1.2.3.1. Hepatitis aguda porel virus G.......................... 34
1.2.3.2. Hepatitis cronica porel virus G....................... 35
1.2.3.3. Coinfeccion del virus G conel virus C.............. 36
1.2.4. Diagnostico de la infeccion porel virus G....................... 38
IL OBIETIVOS e e 39
IIL. MATERIAL Y METODOS ... ..o 40
I 1. Pacientes.........oovieiiiieieiece et 40
TIL2. MeEtodos. ..o 43
II1.2.1. Métodos de Laboratorio..................cccooviiiiinniinin, 43
I11.2.2. Métodos de biologia molecular.................................... 44

HI.3. Analisis estadistiCo. ... 50



TV. RESULTADOS ...t

IV.1. Respuest

a al tratamiento de los virus Cy G

en pacientes coinfectados...................o
IV.2. Comparacion de las caracteristicas de pacientes
coinfectados segun larespuesta Cy G........cccoooeeiiiininin,

IV.3. SSCP de
1V.4. Divergen

laregion NS3 delosviusCy G
cia de las secuencias 5'UTR/NS3 de

10S VITUS C ¥ G

V. DISCUSION.........

VI CONCLUSIONES. ...t

VII. BIBLIOGRAFIA

51

51

54
66

69

71

81
82



LINTRODUCCION



Introduccion

L.1. VIRUS DE LA HEPATITIS C

1.1.1. Epidemiologia y vias de transmisién

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) presenta una distribucion universal.
Se considera que mas de 500 millones de personas en el mundo se hallan infectadas por el
VHC, con variaciones geograficas en la prevalencia de anticuerpos en suero frente al VHC
(anti-VHC) que oscila entre el 0.3% en Canada y Norte de Europa, el 0.6-0.8% en EEUU y

centro de Europa, el 1.2-1.5% en Japon y sur de Europa y el 4-6% en Africa (1,2).

La transmision del VHC se realiza fundamentalmente por via parenteral o
percutdnea, por exposicion directa a sangre y otros productos derivados contaminados,
principalmente por transfusiones o por el uso de agujas contaminadas entre los adictos a
drogas por via parenteral (ADVP). Aproximadamente el 70% de los donantes con anti-
VHC positivos por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) se confirman por RIBA
(recombinant immunoblot assay) y la mayoria tiene lesion histologica hepatica (3). Sin
embargo, el dato mas concluyente para determinar si un donante est4 infectado por el VHC
seria la positividad del RNA por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). En la
actualidad se estima que el riesgo de transmisién de la hepatitis C a través de sangre donada
que ha pasado todas las pruebas de cribado reglamentarias (deteccion de anti-VHC) es
inferior a 1 caso entre 103.000, reduciéndose el riesgo de hepatitis asociada a transfusion de

un 0.19% a un 0.03% por unidad transfundida (4).
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La prevalencia de infeccién en ADVP oscila entre el 60 y 90% y, a pesar de que en
los ultimos afios se ha reciucido considerablemente el nimero de casos de hepatitis aguda
entre los usuarios de drogas via parenteral, este grupo continia representando la mitad de
las infecciones adquiridas anualmente y, probablemente, el 50% o mas de todas las

infecciones cronicas por el VHC (5).

La prevalencia de infeccién por el VHC entre los pacientes en hemodialisis es del
10-20% vy, en estos casos, se suma el riesgo de las transfusiones al uso compartido de
dializadores y las frecuentes venopunciones (6). Los pacientes receptores de trasplantes de

oérganos se consideran también poblacion de alto riesgo para la hepatitis C (7).

Los profesionales sanitarios presentan un riesgo de-infeccién por VHC ligeramente
superior que ¢l de la poblacion general, si bien la tasa de infeccion tras el pinchazo
accidental con aguja es bajo, oscilando entre el 5 y el 10%. Parece que el VHC puede
haberse diseminado también iatrogénicamente a través de la utilizacién de agujas y jeringas
no desechables, asi como por la practica de técnicas curativas tradicionales que incluyan la
puncién cutanea, como en el caso de la acupuntura. Aunque infrecuente, estd documentada
la transmision del virus C a partir de cirujanos infectados y en los usuarios de drogas

inhaladas (8).

La transmisién vertical (maternofilial) es infrecuente (aproximadamente de un 5%),
excepto en los casos en que exista una elevada carga viral en suero materno, demostrandose

. o ey . . . 6 .
un incremento en la posibilidad de transmision si la viremia es mayor de 10” copias/ml, o
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bien en presencia de infeccién materna concomitante por el virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH) (9).

La transmision sexual ocurre raramente {es menor del 5%), pero el riesgo aumenta
con la duracion del matrimonio, en individuos coinfectados por VIH, en relacién con
mayores niveles de RNA en estos pacientes inmunodeprimidos, y en caso de multiples
parejas sexuales. El riesgo de transmision es mayor de hombre infectado a mujer que a la
inversa, probablemente por una via de transmision percutanea inaparente, pues no se ha
detectado el RNA de! VHC en semen de los pacientes infectados (10,11). La prevalencia de
anti-VHC en individuos homosexuales no ADVP oscila entre el 1 y el 18%, lo cual esta en

proporcion al namero de parejas sexuales a lo largo de la vida.

La transmision intrafamiliar (no sexual) del VHC se produce aproximadamente
entre el 0 y et 11% de los contactos de pacientes con hepatitis C crénica, generalmente por

transmision percutanea inaparente al compartir hojas de afeitar, cepillos de dientes, etc (12).

El grupo de riesgo mas prevalente es el de las hepatitis esporddicas, que representan
aproximadamente €l 50% de los pacientes con hepatitis C, en quines no se reconocen
antecedentes de transfusion sanguinea ni drogadiccion, lo que no implica necesariamente
que la transmisién ocurriera por un mecanismo no parenteral. Posibles causas de infeccion
en estos casos son inoculaciones parenterales con material médico contaminado (en
hospitales, clinicas odontoldgicas o inyecciones con material no desechable antes de 1970) o

con alguna inoculacién de drogas no confesada (13).
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1.1.2. Biologia molecular del virus C

1.1.2.1. Estructura genémica del virus C

El genoma del VHC consta de una molécula de é4cido ribonucleico (ARN)
monocatenario de polaridad positiva que posee unos 9400 nucledtidos, con una amplia
region de lectura abierta (open reading frame, ORF), que codifica una tnica poliproteina de
3010 6 3011 aminoacidos, precursora de las diferentes proteinas estructurales y no
estructurales del virus, flanqueada por dos regiones no codificantes de secuencias muy
conservadas entre los diferentes aislados descritos del virus y que podrian estar implicadas

en la regulacion de la replicacion viral (14-16).

El anilisis y comparacién de la secuencia de nucleotidos del RNA-VHC ha
demostrado que posee homologia parcial y comparte su organizacion genomica con otros
miembros de la familia Flaviviridae (17), que incluye flavivirus humanos y pestivirus

animales, v actualmente se considera al VHC como un nuevo género dentro de dicha familia

(18).

La region de lectura abierta del genoma del VHC presenta diferentes zonas y su
procesamiento por enzimas proteoliticas de origen celular y virico da lugar a las proteinas
estructurales, componentes del virion del VHC (19,20), y a las proteinas no estructurales,

respectivamente (Figura 1) (21,22).
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Entre las proteinas estructurales se conocen: una derivada de la region C del
genoma, que da lugar a la nucleocdpside o core del virus (23) y comprende los primeros
191 aminoécidos de la poliproteina, y dos glicoproteinas derivadas de las regiones El
(gp31) y E2/NS1 (gp70) del genoma, que forman parte de la envuelta externa del virus
(22).

La proteina del core esta bastante conservada entre los diferentes aislados del virus
C y tiene capacidad inmunogénica, pues presenta varios epitopos en su extremo N-terminal
que son reconocidos por las células B, dando lugar a la produccion de anticuerpos por el
huésped (24).

Las glicoproteinas de la envuelta viral contienen importante epitopos neutralizantes,
incluyendo una region hipervariable (RHV) en el extremo aminoterminal de la region
E2/NS1, que bajo la presion inmune mutan rapidamente, permitiendo asi al virus eludir la

respuesta inmune del huésped y persistir (8,16,25).

Con respecto a las proteinas no estructurales (NS2-NS35), implicadas en la
replicacion viral, el analisis de las secuencias de aminoacidos ha permitido definir Ja
existencia de secuencias consenso tipicas de varias actividades enzimaticas: una actividad
helicasa, que eliminaria la estructura secundaria del RNA permitiendo su replicacion, una
actividad serin-proteasa, implicada en el procesamiento de la poliproteina precursora, y una
RNA polimerasa dependiente del RNA, que estaria encargada de la replicacion del genoma
del virus (15,20).

La region NS3 comprende las actividades enziméticas helicasa y serin-proteasa,
ademas de la actividad nucleotido-trifosfatasa ATP-dependiente, y se solapa con NS2 en la

formacion de una proteasa.
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La proteina NS4A funciona como un cofactor de la serin-proteasa, implicada en la
escision entre NS4B y NSSA.

La proteina NS5A es una fosfoproteina serinica cuya funcion todavia no se conoce,
mientras que la proteina NS5B posee tanto actividad de RNA polimerasa dependiente del

RNA como de transferasa terminal (8,26).

En el extremo 5° del genoma viral existe una region no codificante (5 NC o 5'UTR:
5’unstranslated region), de 341 nucleétidos, que adopta una estructura secundaria en forma
de horquilla (hairpin) y es la porcion mas conservada del genoma del virus C. Por la gran
estabilidad que esta region presenta, debe desempefiar un importante papel regulador en los
procesos de replicacién y traduccion viral, iniciandose esta Gltima por la unidén de los
ribosomas a secuencias internas (IRES: internal ribosomal entry site) presentes en esta

region (27,28).

En el extremo 3’existe otra region no codificante, mas corta, también muy
conservada, seguida de una cola de poli-A o poli-U, segtn la variante viral, y cuya funcion

no es totalmente conocida, pero parece jugar un papel en la replicacion del VHC (26,29).
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1.1.2.2. Variabilidad genética del Virus C

El estudio por secuenciacion del material genomico del VHC a partir de muestras
obtenidas en diferentes localizaciones geogréficas, ha permitido comprobar la existencia de
una gran variabilidad genética asociada al VHC. Esta variabilidad se produce principalmente
por mutaciones puntuales en la secuencia de nucleotidos, dado que al ser un virus RNA
replica a través de una ARN polimerasa-ARN dependiente sin capacidad de correccion de

errores (16,30).

La comparacion de secuencias tanto parciales como completas, ha permitido
identificar y clasificar al menos seis amplios grupos, denominados genotipos, y numerosos
subtipos, que representan cepas con secuencias similares dentro de cada genotipo (31,32).
Ademas, puede existir vaniabilidad de nucleétidos en los virus circulantes en un mismo
individuo. Estas variantes se denominan cuasiespecies, concepto que se define como la
mezcla de genomas capaces de circular en un mismo individuo infectado, predominando un
genoma principal junto a un amplio nimero de mutantes (33,34). En cualquier regién
genomica estudiada deben distinguirse dos componentes dentro de la heterogeneidad de las
cuasiespecies:

1. Complejidad genética, que se define como el nimero total de variantes genéticas
principales dentro de la poblacion de cuasiespecies.

2. Diversidad genética, que es la distancia media que existe entre las diferentes

variantes de la poblacion de cuasiespecies.
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Existe una clasificacion consensuada de los genotipos, basada en el porcentaje de
homologia entre diferentes virus C en secuencias del genoma relativamente bien
conservadas que han mostrado ser definitorias de genotipo, como el core, El y la regién
NS5 (31,35,36): los grupos de virus C que presentan una homologia con las secuencias
consenso < 70% se clasifican como genotipos; aquellos cuyas homologias oscilen entre 70 y
85% se consideran como diferentes subtipos dentro del mismo genotipo; los que muestran
homologias en torno al 98-100% se denominan cuasiespecies y, para distinguirlos
generalmente se utilizan secuencias de la RHV. A los genotipos se les asigna un nimero del

1 al 6 y a los subtipos una letra (a, b, c) segun el orden de descubrimiento (37).

Sin embargo, no todas las regiones del genoma del VHC tienen la misma capacidad
de admitir cambios en su secuencia. Ademas de la altamente conservada region 5'NC, las
secuencias de aminoacidos de los productos codificados por los genes del core, NS3 y NS4
también estan bien conservadas en la mayoria de los aislados. Por el contrario, las
glicoproteinas de la envuelta codificadas por los genes E1 y E2/NSI1, y las proteinas
codificadas por los genes NS2 y NS5 muestran una mayor variabilidad entre los diferentes
aislados (26,30,34). Este hecho es especialmente notorio en el extremo aminoterminal de la

glicoproteina gp70 (E2/NS1) que contiene una RHV, como ya se ha mencionado (38,39).

Esta distribucion segmentaria de la heterogeneidad en el genoma del VHC
probablemente se debe a las diferencias existentes entre genes que codifican proteinas
esenciales para la replicacién del virus, que pueden tolerar pocas mutaciones, y otros genes
no esenciales para dicha replicacion, como los de las proteinas de la envuelta. Ademas

algunas mutaciones pueden ser ventajosas para el virus; asi, los cambios antigénicos en las
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proteinas estructurales derivadas de la RHV dan lugar a epitopos especificos para cada virus
que son inductores de anticuerpos neutralizantes o son especificos de células T, lo cual
permitiria al virus C eludir la respuesta inmune del huésped (mutantes "escape") y ello da
lugar a la persistencia de la infeccion y a la ausencia de mmunidad protectora en el
individuo, que puede ser reinfectado por el mismo o por una variante diferente del virus C.
Las tasas de aparicion de estos mutantes vienen determinadas no sélo por la tasa de
mutacion del virus, sino también por las condiciones de la respuesta inmune del huésped que
permita la supervivencia de variantes. La variacion en la secuencia de nucledtidos en un
individuo infectado aumenta con la progresion de la lesion hepatica. Por tanto, la seleccion
inmune de estas variantes explicaria las elevadas tasas de persistencia del virus en el tiempo
y la tendencia a la cronicidad de la infeccion por el VHC. Asimismo, el grado de
complejidad de las cuasiespecies y la diversidad de la region hipervariable estan
estrechamente relacionados con la respuesta al tratamiento con interferén alfa: los pacientes
recidivantes y no respondedores muestran mayor grado de diversidad nucleotidica en el

analisis de sus regiones hipervariables (40-42).

Respecto a la distribucion mundial, los genotipos 1a y 1b se distribuyen por todo el
mundo, siendo el 1b el més extendido y con especial prevalencia en Europa y Japon (16).
Por el contratio, el subtipo 12 es mas prevalente en Estados Unidos. El tipo 2 se encuentra
mayoritariamente en Japon, Inglaterra y Estados Unidos. El tipo 3 se ha identificado en
Thailandia asi como practicamente en toda Europa y en Estados Unidos. En Oriente Medio
y regiones de Africa como Zaire y Gabon se han identificado cepas del tipo 4. Los tipos 5 y
6 hasta el momento quedan mas restringidos geograficamente, habiéndose identificado,

respectivamente, en pacientes de Sudafrica y Hong Kong (38,43).
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Implicaciones epidemiolégicas y clinicas de la infeccion por los diversos genotipos

del virus C

1. La epidemiologia de la infeccion: en general, se ha definido un patréon parenteral
de transmision en los pacientes infectados por el tipo 1, asocidndose a transfusiones de
sangre y hemoderivados. El genotipo 1b es el mas prevalente en los casos de hepatitis
esporadica. La coinfeccion por varios genotipos se ha relacionado con determinadas vias de
transmision: se ha descrito un mayor nimero de infecciones mixtas en hemofilicos, lo que
estaria asociado con la recepcion de hemoderivados de mltiples donantes (44). La
infeccion en individuos ADVP se ha relacionado con los tipos 1a y 3 (45). El genotipo
también ayuda a esclarecer otras vias de transmision del VHC: en caso de sospecha de
transmision sexual, el hallazgo de un genotipo diferente en cada uno de los miembros de la

pareja excluye esta via como responsable de la transmision de la infeccion por el virus C.

2. La varabilidad genética del VHC determina diferentes antigenicidades. La
existencia de epitopos tipospecificos puede traducirse en respuesta selrolégica con
produccion de anticuerpos tipospecificos, hecho que explicaria la serologia negativa en un
pequeiio porcentaje de pacientes con infeccion por el VHC, dado que los anticuerpos
especificos producidos durante la infeccién por un determinado genotipo no reconocen los

antigenos incluidos en las pruebas comerciales que derivan del virus C prototipo (46).

3. La gravedad de la lesion hepdtica en la hepatitis C puede estar condicionada,
entre otros factores, por el genotipo infectante (47,48). Asi, se ha asociado la infeccion por

el genotipo 1b, y, en general por el tipo 1, con una hepatitis cronica de mayor severidad y

10
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evolucion a cirrosis. No obstante, se ha demostrado que los pacientes infectados por el
genotipo 1b tienen mayores concentraciones séricas de RNA-VHC que los pacientes
infectados por otros genotipos, pudiendo ser ésta la causa principal de que exista una mayor
lesion histologica hepatica. Este mismo genotipo ha sido relacionado con el desarrollo de
hepatocarcinoma, pues es €l mas prevalente en los casos en los que se detecta este tumor

(49).

4, La mayor utilidad de la determinacién del genotipo viral es quiza como factor
predictivo de la respuesta al tratamiento con interferon (IFN) (50). El genotipo 1b se ha
asociado a una menor repuesta al tratamiento con IFN (51), mientras que, en general, el

resto de los genotipos presenta una respuesta mas favorable a este farmaco.

En resumen, la heterogeneidad genética que presenta el VHC proporciona a éste la
de habilidad para "escapar" al control inmunologico del huésped, conduciendo en mas del
80% de casos a una infeccion cronica y a una ausencia de inmunidad protectora en el

huésped frente a reinfecciones en repetidas exposiciones individuales al virus.

1
A

1

BIBLIOTEG
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1.1.3. Manifestaciones clinicas ¢ historia natural de la hepatitis C

La hepatitis C representa un serio problema sanitario, ya que es la causa mas
importante de hepatopatia cronica; se estima que alrededor del 70% de las hepatitis crénicas

estan causadas por el virus C.
1.1.3.1. Hepatitis aguda por el virus C

El virus C es el causante del 20% de las hepatitis agudas. La mayoria de los
pacientes que presentan infeccion aguda estin asintomaticos, y solo desarrolia ictericia un
escaso porcentaje (inferior al 25%y) (52,53). El periodo de incubacion es de unas 7 semanas,
con un rango de 3-20 semanas. La elevacion de transéminasas es transitoria y ocurre

practicamente en todos los pacientes infectados.

Al comienzo de la enfermedad no es posible realizar un diagnéstico serologico ya
que existe un intervalo entre la exposicion al virus y la deteccion de anticuerpos anti-VHC
de unas 10 semanas (periodo ventana). El nico marcador precdz de infectividad es la
deteccion del RNA del VHC, que puede ser positivo desde la primera semana tras la
exposicion al virus (54). Aunque ocurre raramente, la hepatitis aguda C puede evolucionar a
hepatitis fulminante, detectandose marcadores de infeccion por el virus C aproximadamente

en un 2% de los casos de fallo hepatico fulminante (55).

En los casos autolimitados, el RNA-VHC se negativiza en unas pocas semanas

desde el comienzo de los sintomas y las transaminasas retornan a la normalidad, pero

12
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desafortunadamente, la mayoria de los pacientes con hepatitis aguda C progresan a una
infeccion crénica (85% de los casos), segin se demuestra por la persistencia de RNA-VHC
en el suero (12). Los anticuerpos frente al virus C, en general, no confieren inmunidad ni
son neutralizantes, pudiendo persistir durante afios tras la resolucion de la infeccion aguda,
por lo que es necesario determinar el RNA viral para distinguir entre infeccién activa o

resuelta.

1.1.3.2. Hepatitis cronica por el virus C

Uno de los motivos por los que la hepatitis C fue durante tiempo una enfermedad
desconocida es la frecuencia con la que el curso clinico es silente. La hepatitis cronica puede
asociarse a sintomas inespecificos como astenia, artralgias y malestar general, si bien los
sintomas no suelen aparecer hasta que surgen las complicaciones o las manifestaciones
extrahepaticas generadas por el virus C. Por ello, es frecuente que la infeccion se detecte
incidentalmente al efectuarse una analitica rutinaria o bien al donar sangre. La mayoria de
los pacientes presentan elevaciones persistentes o intermitentes de las transanﬁnasas séricas,
no existiendo correlacion entre la cifra de transaminasas y la lesion histologica hepatica
(56).

Practicamente todos los pacientes con infeccion cronica por el VHC desarrollan un
patron histologico de hepatitis cronica, incluyendo inflamacion portal, necrosis de la
membrana limitante o "piecemeal necrosis" y lesion lobular. Es caracteristica de la hepatitis
cronica C (aunque no diagnostica) tanto la presencia de esteatosis como de agregados

linfoides portales y de lesiones en los conductos biliares (57).
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Un porcentaje considerable de pacientes con infeccidn crénica por VHC
(aproximadamente 1/3) presenta fransaminasas persistentemente normales. La biopsia
hepatica realizada en este subgrupo de pacientes no muestra lesiones aproximadamente en
el 30% de los casos, que se consideran como "portadores sanos" (58), pero presenta
alteraciones propias de la hepatitis cronica en un porcentaje elevado de casos (65-70%), y, a
veces, muestra una hepatopatia evolucionada, si bien de forma global su afectacién hepéatica
es significativamente menos grave que la de los pacientes con hipertransaminasemia. La
evolucion a largo plazo de este subgrupo es incierta y deben ser controlados para valorar su

progresion (59).

Las reactivaciones en el seno de una hepatitis cronica C, definidas como abruptas
elevaciones de las transaminasas, se producen con frecuencia, cursando el 55% de forma
asintomatica, con alteraciones histologicas poco severas y sin guardar relacion con la
evolucion subsiguiente de la enfermedad. En las reactivaciones se detecta un aumento de la
concentracion del RNA viral en suero en el 61% de los casos y un incremento de los niveles
de anticuerpos tipo IgM frente a proteinas del core, sin que se produzcan cambios en el
genotipo, aunque algunos autores sugieren que la superinfeccion por un genotipo diferente

puede contribuir al desarroilo de exacerbaciones agudas (40).

Aunque la hepatitis cronica C suele cursar con nula o minima sintomatologia,
progresa a cirrosis en el 20% de los pacientes, generalmente a partir de los 20 afios desde
el comienzo de la infeccion. La aparicion inicial de fibrosis hepética en ¢l estudio histologico
parece tener un importante valor predictivo del futuro desarrollo de cirrosis (60). Existe un

amplio espectro de susceptibilidad respecto a la evolucion hacia la cirrosis hepatica y, de los
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posibles factores predictivos estudiados, parece que los mas relacionados son el sexo (mas
frecuente en varones), la edad superior a los 50 afios en el momento de la infeccion, la
ingesta abundante de alcohol, la coinfeccion por el virus de la hepatitis B y la infeccion por

el genotipo 1b del VHC (61).

Las complicaciones de la infeccion cronica C (incluyendo la insuficiencia hepatica y
el hepatocarcinoma) aparecen generalmente en individuos con cirrosis y, dado que ésta
suele tardar afios en establecerse, la infeccion por el VHC puede cursar silente durante
décadas antes de ponerse de manifiesto la existencia de signos de hipertension portal o la
presencia de encefalopatia hepatica (62). Pese a ello, la hepatitis C constituye la primera
causa de hepatopatia que precisa trasplante hepético. En Estados Unidos se ha estimado
que la hepatitis C es responsable de 8.000 a 10.000 faliecinﬂentos anuales. Ademas,
anualmente pueden desarrollar un hepatocarcinoma entre el 1 y el 4% de los pacientes con
cirrosis establecida, estimandose que el tiempo medio de aparicion de este tumor es de

aproximadamente unos 30 afios desde el comienzo de la infeccion por el virus C (63,64).
1.1.3.3. Manifestaciones extrahepaticas de Ia infeccion por el Virus C

Una caracteristica interesante de la hepatitis C es su asociacién a diversas
manifestaciones extrahepaticas que incluyen: artritis, liquen plano, glomerulonefritis y
crioglobulinemia mixta esencial (CME). Tanto la crioglobulinerna como la
glomerulonefritis se deben a vasculitis de pequefio vaso (65).

La hepatitis C es la principal causa de CME, sindrome caracterizado por la aparicion

de varios sintomas como astenia, artralgias y mialgias, artritis, lesiones cutaneas (purpura,
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vasculitis), neuropatia y glomerulonefritis. Las crioglobulinas, detectadas en suero, estan
compuestas por inmunocomplejos antigeno VHC-anticuerpo-VHC, factor reumatoide y
complemento. Este sindrome ocurre en un 1-2% de los pacientes con hepatitis C, aunque es
posible detectar crioglobulinas en suero en 1/3 de los portadores de infeccion por el virus C.

La resolucion de la hepatitis C conlleva la resolucion de la CME.

La porfiria cutdnea tarda (PCT) también se asocia con la hepatitis por el virus C; un
62-82% de casos de pacientes con PCT tienen marcadores de infeccion por el VHC y esta
retacion se incrementa cuando se determina el RNA-VHC tanto en células mononucleadas
de sangre periférica como en el higado de los pacientes con porfiria (66), aunque se
desconoce si es la infeccion viral o la lesion hepatica asociada la que desencadena el

sindrome (67).

Otros procesos con los que la asociacion esta menos documentada son el Sindrome
de Sjoegren secundario, la ulcera corneal de Mooren, la anemia aplasica, la fibrosis

pulmonar y el hiper o el hipotiroidismo.

En cuanto a la patogenia de estas manifestaciones extrahepaticas, se especula que
podria participar un mecanismo inmunologico desencadenado en respuesta a la infeccion
viral, o bien podrian ser la consecuencia de la invasion viral y replicacion en los tejidos y

organos extrahepaticos afectados (8,62,68).
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1.1.4. Diagnéstico de la infeccion por el VHC

Los métodos diagndsticos de la infeccion por el VHC se pueden dividir en 2
categorias (69). métodos indirectos o serologicos basados en la deteccion de anticuerpos
séricos frente al virus C y méfodos directos o de biologia molecular, basados en la

deteccién del genoma viral y su cuantificacion.

1.1.4.1 Métodos serologicos

En la actualidad existen varios enzimoinmunoandlisis (EIA) muy sensibles para la
deteccion de anticuerpos anti-VHC gue se basan en la utilizacion de una combinacion de
proteinas virales recombinantes, incluyendo una porcion de la proteina del core (c22), NS2
(¢33), NS3/4 (¢200) y, en las versiones mas recientes (de 3* generacién), un péptido NS5
(70). Pese a las diversas modificaciones realizadas, destinadas a incrementar la sensibilidad,
estos métodos siguen presentando reactividades falsamente positivas, especialmente entre

individuos con bajo riesgo de infeccion por VHC, como los donantes de sangre voluntarios.

En un alto porcentaje de las infecciones cronicas por VHC se detectan anticuerpos
de clase IgM frente a proteinas no estructurales (71), que podrian ser neutralizantes, y que
son utiles como marcador positivo de respuesta al tratamiento con IFN (72). También se
detectan anticuerpos de clase IgM frente a proteinas del core, que se asocian a altos niveles
de replicacion viral (73), y que aparecen tanto en la fase aguda de la infeccion como en las

exacerbaciones agudas de la hepatitis cronica por virus C. Los pacientes con anticuerpos de
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tipo IgM frente a proteinas del core responden peor al IFN, pues estos anticuerpos son un

marcador de elevada carga viral.

Para determinar la especificidad de los EIA es importante confirmar su reactividad
con fest de confirmacion como las técnicas de inmunoblot recombinante (RIBA, Chiron) y
péptidos sintéticos (Innolia, Innogenetics), que detecta anticuerpos frente a las proteinas del
virus previamente aplicadas sobre tiras de nitrocelulosa. Es necesaria la reactividad al menos
en dos bandas para considerar el suero como positivo.

Los test de confirmacion deben efectuarse en todos los casos con reactividad anti-
VHC mediante EIA en los que exista alguna duda sobre el diagnostico, como aquellos con
transaminasas normales o con hipergammaglobulinemia. Existe una buena correlacion,
aunque no absoluta, entre un resultado positivo con RIBA y la presencia de RNA-VHC

documentada por PCR (74).

I.1.4.2, Métodos de biologia molecular

Los anticuerpos anti-VHC pueden no ser detectables tanto en los estadios iniciales
de la infeccidn aguda C como en individuos inmunodeprimidos, por ¢jemplo en pacientes
con insuficiencia renal y con sida. En estos casos resulta apropiado investigar directamente
la presencia del virus mediante la determinacion del RNA-VHC en suero que es la prueba
mas precisa, siendo también posible su determinacion en higado y en células mononucleares

de sangre periférica (CMSP) (75).
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El RNA viral esta presente en escasas cantidades en el suero y tejidos, y para su
deteccién es necesario amplificarlo mediante PCR con un paso previo de transcripcion
reversa (RT: reverse transcriptase) de RNA a ¢DNA: la RT-PCR permite la deteccion no
cuantitativa de pequefias cantidades de RNA viral tras las amplificaciones. Es importante la
seleccién de las secuencias de nucledtidos ("primers"), utilizandose habitualmente la region
5'UTR por estar altamente conservada entre las diferentes variantes del virus (76).

La sensibilidad y especificidad se incrementan con la RT-nested PCR o PCR en
forma de nido, en la que se afiade una segunda fase de amplificacion utilizando diferentes
"primers" del DNA obtenido (77). Deben considerarse los falsos positivos de la técnica,
normalmente debidos a contaminacion, y los falsos negativos, en su mayoria por

degradacion o deficiente extraccion del RNA.

Ademas de la deteccion cualitativa es posible determinar la cantidad de RNA-VHC
existente en el suero (carga viral), de gran utilidad para la monitorizacion del tratamiento e
importante porque parece demostrado que aquellos pacientes con mayores cargas virales
pueden ser mis contagiosos y presentan peor respuesta al tratamiento con interferon (78).
Los niveles de RNA-VHC pueden sufrir grandes fluctuaciones en un mismo individuo en
diferentes determinaciones y la PCR puede ser falsamente negativa si el nivel de replicacién

es bajo o si la persistencia viral esta limitada a compartimentos no sanguineos.

La PCR es positiva a los 5-10 dias de exposicion al VHC. Sus principales

aplicaciones clinicas son:

1) el diagnostico de la infeccion aguda,
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2) la evaluacion de viremia en pacientes anti-VHC+ con transaminasas normales, para
descartar infeccion o inmunidad,

3) el diagnostico de hepatitis cronicas seronegativas, especialmente en pacientes
inmunodeprimidos,

4) en la monitorizacion del tratamiento antiviral, y

5) en estudios de transmision vertical del VHC,

Para la determinacion del genotipo viral se han descrito varios métodos de
tipificacion: a) mediante ELISA con oligopéptidos de la region NS4 se ha determinado el
efecto de Ia variabilidad de secuencias entre distintos tipos del VHC sobre la antigenicidad,
comercializandose un ELISA que permite detectar anticuerpos frente a los tres primeros
grupos filogenéticos del virus C. Los anticuerpos tipospecificos detectados (serotipos) se
correlacionan casi exactamente con el analisis genotipico de las secuencias del VHC
amplificadas por PCR (79); b) métodos basados en el analisis de los productos de PCR por
secuenciacion directa (27), usando primers especificos (80), por analisis del polimofismo de
fragmentos de restriccion (PLFR) (81), o con sondas de DNA especificas (82). Estas

técnicas se han aplicado a la region 5'UTR, al core y a NS5.

Con respecto al analisis de las cuasiespecies del VHC, generalmente se estudia la
region HVR-1, y es preciso realizar la amplificacion y la secuenciacion de la misma, lo cual
resulta muy complejo y se emplea cuando interesa conocer la diversidad genética de las
cuasiespecies. Existe un método sencillo y ripido para la deteccion de la poblacion de
cuasiespecies de un mismo genotipo de virus C, denominado "Analisis del polimorfismo

conformacional de cadena sencilla” (Single strand conformation polymorphism, SSCP).
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El SSCP es una técnica directa y con una elevada sensibilidad que se basa en la
diferente movilidad de un fragmento de una cadena sencilla d¢ DNA (sDNA), segiin su
conformacién, en una electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante, teniendo
en cuenta que las mutaciones que se produzcan en un fragmento definido de DNA causan
diferentes conformaciones en el SDNA vy ello conlleva diferente movilidad electroforética
(83). El nimero de bandas que se visualiza refleja el nimero total de variantes virales

“mayores” presentes en suero, es decir, la complejidad genética del genoma viral.

Diversas técnicas como la hibridacion in situ, la RT-PCR in situ y la
inmunohistoquimica se han aplicado para la localizacion especifica del genoma y los

productos genéticos del VHC en muestras de biopsia hepética.

Respecto a la hibridacion in situ (HIS), el conocimiento de las secuencias genomicas
de los virus ha permitido la obtencion de sondas con las que poder localizarlos en suero
(84) y tejido. Para ello es necesario que se produzca la hibridacién entre 2 secuencias
complementarias, la viral y la de sonda marcada. Posteriormente, con un sistema de

deteccion visualizamos el lugar donde se encuentra la sonda hibridada.

La HIS es una técnica complementaria a la inmunohistoquimica, ya que esta Gltima
localiza las proteinas derivadas de la traducién viral (85) y la HIS detecta el tropismo
celular del virus y su lugar de replicacion (86), siendo una técnica con poca sensibilidad

debido a los bajos niveles de VHC (87).
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La PCR in situ permite amplificar el genoma viral directamente sobre una
preparacion y después visualizarlo, sin embargo, es una metodologia todavia en fase de
experimentacion que presenta ciertos problemas de especificidad (88). De todas formas, la

sensibilidad es bastante mayor con respecto a la HIS (89,90).

La inmunohistoquimica ha sido ampliamente utilizada hasta el momento pero los
resultados han sido desiguales segun los autores; todavia no se ha encontrado el anticuerpo
monoclonal adecuado y es preciso un mayor perfeccionamiento técnico antes de poderla

emplear de forma generalizada (91,92).
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I.1.5. Tratamiento de la infeccion por el virus C con Interferon

La infeccion por el VHC genera una considerable morbilidad y mortalidad
secundarias a las consecuencias a largo plazo de la enfermedad hepatica, por lo que no
queda duda sobre la apremiante necesidad de hallar una terapia efectiva para esta
enfermedad.

A diferencia de lo que ocurre con la hepatitis cronica B, la hepatitis cronica C no
posee tendencia a la remision espontinea (93), por lo que el tratamiento siempre es

preferible a la abstencion terapeutica.

El interferon (IFN) es el Gnico farmaco autorizado para el tratamiento de la hepatitis
cronica C, pero su utilidad esta limitada por su insuficiente eficacia, su elevado coste y los
efectos secundarios que produce.

Los IFNs son una familia de glicoproteinas secretadas por las células nucleadas
principalmente en respuesta a la infeccion viral; existen varios tipos, alfa, beta y gamma, que
se agrupan segun su estructura, sus efectos antivirales y sus propiedades
inmunomoduladoras (94): a los IFNs alfa y beta se les denomina de tipo I y son producidos
por las células linfoides, epiteliales y fibroblastos, mientras que el IFN gamma se denomina

de tipo Il y es producido por células T activadas y células NK (natural killer).

En humanos el IFN alfa (o) esta codificado por un total de 13 genes localizados en

el brazo corto del cromosoma 9, que dan lugar a diferentes proteinas con similar accion. Las

preparaciones disponibles para uso clinico contienen IFN o, recombinante, obtenido por
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transfeccion bacteriana, o son mezcla de subtipos producidos por células linfoblastoides

humanas (namalwa) o leucocitos humanos estimulados por el virus Sendai.

En general, los [FNs de tipo I tienen un potente efecto antiviral, inmunomodulador y
antiproliferativo (95); para ejercer sus funciones, los IFNs deben unirse a un receptor
especifico en la membrana de la célula diana y ello inicia una serie de mecanismos
intracelulares que conducen a la activacion, a nivel nuclear, de la region reguladora de los
genes inducidos por el IFN, denominada ISRE (IFN-stimulated response element), dando
lugar a la produccion de ciertas proteinas que participan en las diferentes acciones
biologicas mediadas por los IFNs (96,97): algunas actuan inhibiendo la replicacién viral,
como la proteina Mx que posee gran actividad inhibitoria de la replicacion del virus de la
influenza y probablemente otros virus, el sistema 2'-5 ‘oligoadenilato sintetasa (2°-5'0AS)
que activa una ribonucleasa que degradan la doble cadena de RNA formada durante la
replicacion de los virus RNA, y una proteinkinasa que inhibe la sintesis de proteinas virales;
en cuanto a los efectos inmunomoduladores, el IFN tipo I aumenta la expresion de los
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) clase I en las cé}ulés infectadas

por virus, facilitando su reconocimiento y destruccion por las células T citotoxicas.

Los objetivos fundamentales de la terapettica en la hepatitis cronica por virus C son:
inhibir la replicaciéon viral y lograr la erradicacion definitiva del VHC de todos los
reservorios, inactivar la hepatitis desde el punto de vista bioquimico e histologico y evitar la
progreston hacia la cirrosis y las complicaciones que conllevan las fases avanzadas de la
enfermedad hepatica. Todos estos objetivos solo se consiguen en los pacientes que

presentan una respuesta estable después del tratamiento.
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La utilizacion del IFN se asocia con frecuencia a un descenso en la cifra de
transaminasas y de la cantidad circulante del RNA del virus C, en general hasta valores
indetectables (98). Sin embargo, en muchos casos al suspenderse la terapia vuelven a

elevarse la cifra de transaminasas y del RNA del VHC hasta los valores preterapeuticos.

La respuesta Optima o respuesta completa mantenida se define como la existencia
de transaminasas persistentemente normales y ausencia de RNA en suero tanto al final del
tratamiento como durante un seguimiento de al menos 6 meses después de su finalizacion,
se produce en el 15 a 20% de los pacientes tratados con IFN y la mayoria de los pacientes
de este grupo se mantendran en remision (8,99). En el 50% de los pacientes tratados se
consigue una respuesta completa, con normalizacion de transaminasas (alanin
aminotransferasa, ALT) y negativizacion del RNA viral durante el tratamiento, pero soélo la
mitad o menos de los pacientes respondedores presentan una respuesta mantenida al
suspender la medicacién (100). La respuesta parcial o ausencia de respuesta se produce
cuando no se modifican la cifra de ALT y la viremia, o bien, si se producen, no se mantienen
durante el periodo de tratamiento. Este "fenOmeno de escape" o breakthrough parece
deberse a la seleccion de mutantes del VHC resistentes al IFN, a alteraciones de la respuesta

inmune del huésped o a la aparicion de anticuerpos anti-IFN (101).

Por desgracia la erradicacion del virus es dificil de lograr, ya que aproximadamente
entre un 10 a 40% de los pacientes con respuesta bioquimica (transaminasas normales)
sostenida vuelven a tener viremia detectable en el seguimiento (disociacion btoquimica-

virologica) (102,103), y en otros con viremia no demostrable es posible detectar ¢l genoma
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viral en el higado o en las CMPS, donde también se replica el virus, a pesar de la normalidad

de las transaminasas (104).

Los resultados obtenidos con el IFN, por lo tanto, distan mucho de satisfacer los
objetivos ideales propuestos y, mientras no se disponga de agentes terapedticos mas
eficaces, es necesario buscar estrategias que mejoren la efectividad del tratamiento con IFN,
basadas en 2 aspectos fundamentales; la busqueda de la pauta 6ptima para administrar el

IFN y la seleccion de aquellos pacientes mas susceptibles de beneficiarse del tratamiento.

Respecto a los factores dependientes del IFN, un importante nimero de ensayos
terapeuticos realizados en todo el mundo han evaluado la importancia del tipo de IFN, de la
dosis, de la duracién del tratamiento, de la idoneidad dé pautas con dosis crecientes o
decrecientes o de la administracion de ciclos repetidos.

En cuanto al tipo de IFN, no parecen existir diferencias ni en eficacia ni en cuanto a
los efectos secundarios entre los IFNs alfa recombinantes o el IFN linfoblastoide (105). El
IFN beta ha sido empleado con buenos resultados, por via intravenosa (106). El IFN
gamma se ha mostrado ineficaz (107).

Existe discrepancia respecto a la dosis Optima de IFN, pues algunos estudios
sugieren una mayor eficacia del IFN a dosis de 5 ¢ 6 mU en lugar de 3 mU, y otros
demuestran respuestas sostenidas en pacientes tratados con dosis bajas, de 1,5 mU. La dosis
mas empleada en la actualidad es intermedia, es decir, 3 mU (100,108).

El empleo de dosis ascendentes o descendentes segiin la normalizacion de las
transaminasas, en comparacion a pautas con dosis fijas, no ofrece mejores resultados (109).

Los tratamientos de duracion inferior o igual a seis meses son insuficientes en la
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mayoria de los casos. Estudios recientes demuestran una tasa mayor de respuesta mantenida
con tratamientos de doce o dieciocho meses frente a tratamientos de seis meses (108). No
obstante, la duracion del tratamiento es un factor a tener en cuenta exclusivamente en
pacientes que presentan normalizacion de transaminasas y negativizacion del RNA viral en
suero a las 4-8 semanas de iniciado el tratamiento. Si en este intervalo de tiempo no se
consigue respuesta completa, la prolongacion del tratamiento no parece mejorar las

expectativas de respuesta sostenida (110).

El segundo aspecto importante de la problematica del tratamiento es la identificacién
de los pacientes que realmente puedan beneficiarse del mismo. Los factores que pueden
influir en la respuesta al tratamiento pueden ser de tipo epidemioldgico, bioquimico,
histologico o virologico (111,112).

Dentro de la primera categoria se encuentran como factores predictivos de buena
respuesta al tratamiento la menor edad, el sexo femenino, el antecedente de infeccion
reciente y la adiccién a drogas por via parenteral como mecanismo de contagio de la
enfermedad. Son factores analiticos relacionados con la respuesta favorable ai tratamiento
una cifra correcta de leucocitos, plaquetas y ferritina, un cociente AST/ALT inferior a 0,5 y
una GGT normal. La existencia de una cirrosis hepatica se considera un factor predictivo de

mala respuesta.

Existen factores especificos del virus que en el analisis univariado han demostrado
ser factores predictivos independientes de respuesta al IFN: el genotipo y la carga viral.
Los pacientes infectados por el genotipo 1b del virus C y con niveles elevados de RNA del

VHC presentan casi siempre una pobre respuesta al tratamiento con IFN (111).

27



Introduccion

Recientemente se ha demostrado que una menor diversidad en la RHV del VHC es
un factor predictivo independiente de respuesta completa mantenida al IFN en los pacientes
con hepatitis cronica C (113). Ademas, el tratamiento con IFN puede inducir o aumentar la
variabilidad de esta region del genoma, haciendo al virus resistente al tratamiento (114).

En este sentido, Enomoto (115) secuencio la totalidad del genoma del VHC del
genotipo 1b en varios pacientes no respondedores al IFN, antes y después del tratamiento,
hipotetizando que la terapia podria aclarar las cuasiespecies sensibles al IFN, persistiendo
las resistentes al farmaco. La comparacion de secuencias de aminoacidos demostré que
éstas habian variado después del tratamiento y que el cambio mas consistente ocurria en la
region carboxiterminal del gen NS5A, entre los aminoacidos 2209 y 2248, denominandola
region determinante de la sensibilidad al IFN (ISDR. interferon-sensitivity determining
region). Segln estos autores, las variantes virales que presentaban una secuencia en la ISDR
igual a la del genotipo 1b "salvaje” eran resistentes al IFN, persistiendo después del
tratamiento, y los aislados con multiples sustituciones (> 6 = 4) en la ISDR, denominados
"tipos mutantes", desaparecian durante el tratamiento con IFN. Los aislados con
sustituciones en namero de 1 a 3 se denominaron "tipo intermedio” y presentaban una
respuesta intermedia entre los dos tipos anteriores al tratamiento con IFN.

Estos datos han sido confirmados en Japon (116,117) pero no en Europa (118),
probablemente por la existencia de una menor proporcion de los tipos mutantes en Europa
con respecto a Japon, lo que podria explicar las diferencias observadas en la respuesta al

tratamiento entre ambas areas geograficas.

Parece que la regidon NS5A debe intervenir en el proceso de replicacion viral y se

especula que en el genotipo 1b tipo salvaje esa region pudiera codificar una proteina que
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colaborara a la resistencia del VHC frente al efecto inhibitorio del IFN sobre la sintesis de
proteinas virales, o en la persistencia del RNA viral en el interior de las células (119).

No obstante, varios factores sugieren que la ISDR podria jugar sélo un limitado
papel en la determinacion de la sensibilidad al IFN. En primer lugar, la asociacion solo se ha
realizado en el genotipo 1b, y la falta de respuesta al IFN en pacientes portadores de otros
genotipos no quedaria explicada por este mecanismo. Segundo, la carga viral es otro factor
predictivo de respuesta al IFN, y se ha asociado a multiples sustituciones en la ISDR, de
forma que la presencia de genotipos 1b mutantes correlaciona estrechamente con unos bajos
niveles de RNA-VHC en suero (116) y el analisis multivariante demuestra que la carga viral
inicial es mejor factor predictivo de respuesta que la secuencia de la ISDR. Finalmente, en la
mayoria de los estudios realizados la correlacion no es absoluta y probablemente
intervengan otros factores que estan por determinar (119), io que hace necesario un mayor
conocimiento de la variabilidad genética del VHC mediante un anilisis de su biologia

molecular.
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L2. VIRUS DE LA HEPATITIS G

L2.1. Epidemiologia y vias de transmisién

Desde su descubrimiento (120), diversos estudios epidemiolégicos han demostrado
que el virus de la hepatitis G (VHG) esta mundialmente distribuido y que se transmite por
via parentéral (121-124). La observacion de una alta prevalencia de coinfeccion con el VHC
(entre un 10 y 20%) en algunos grupos de riesgo como los ADVP, sugiere que el virus G se
transmite por las mismas vias que el virus C, incluyendo la via sexual y la transmisién
vertical (125,126). Ademas, es posible que existan otras posibles vias de transmision, ya gue
como sucede con el VHC, el virus G se ha aislado en pacientes sin factores de riesgo

conocidos.

El VHG se ha detectado en el 1.7% de los donantes sanos voluntarios en Estados
Unidos, una prevalencia superior a la del VHC, Linnen y cols. (121) han evaluado los datos
segun la normalidad o no de las transaminasas no encontrando mayor riesgo de infeccion en
los sujetos con elevacion de las mismas. De todas formas, a pesar de ser alta la prevalencia
de la deteccidn del virus G en los donantes, resulta baja en los receptores (127), a la inversa
de lo que ocurre con el VHC, y esto podria demostrar una menor infecciosidad del VHG,
probablemente porque las diferencias estructurales que presenta respecto al virus C y la

menor viremia facilitan su eliminacién por el sistema inmune del huésped.
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La prevalencia de infeccion por el virus G es considerablemente aita entre las
personas expuestas, como los sujetos politransfundidos (hemofilicos, pacientes con
talasemia, etc), los ADVP o los pacientes en programa de hemodialisis.

Entre los primeros, la tasa de positividad del ARN del VHG oscila entre el 6 y el
14%, alcanzando hasta el 47% en pacientes politransfundidos por hemopatias malignas, en
quienes la inmunodepresion haria mas dificil la eliminacion del virus (128).

En los ADVP la tasa de infeccion por el virus G es muy elevada, oscilando entre el
24 y 49%, siendo comin un alto indice de coinfeccion por el VHC en este grupo (129). La
tasa de positividad del ARN del VHG es mas elevada en los casos en que el inicio de la
drogadiccion es reciente que en drogadictos mas veteranos (125), con una tasa de

positividad de anticuerpos anti-E2 mas reducida en los primeros que en los segundos (130).

Heringlake y cols. (131) han detectado ARN del virus G en el 16.8% y anticuerpos
anti-E2 en el 56.8% de los pacientes infectados por el VIH que han estudiado, demostrando
que en los enfermos que presentan viremia es mayor el recuento de células CD4 y
progresan con menor frecuencia hacia estadios mas avanzados de la infeccion por VIH, lo

que indica un pronostico mas favorable de estos pacientes.

Se detecta ARN del virus G en un 10% de pacientes con infeccion por el virus de la
hepatitis B (VHB), un 20% con infeccion por el VHC, un 10% de los pacientes
diagnosticados de hepatopatia alcoholica y un 8% de casos de hepatitis autoinmune; la gran
mayoria de estos pacientes (75-100%) tienen historia de exposicion a sangre o

hemoderivados o son ex-advp (132).

31



Introduccion

1.2.2, Biologia molecular del virus G

El virus G pertenece a la familia flaviviridae. Es un virus RNA de cadena simple con
polaridad positiva, de aproximadamente 9400 nucledtidos que codifican una proteina de
2873 aminoacidos. Su organizacién genomica es similar a la del VHC y presentan una
homologia global de un 26% (121,133). Tiene una amplia region de lectura abierta (ORF)
que codifica para proteinas estructurales (E1 y E2) situada en el extremo N-terminal, y para
proteinas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NSS5A y NS5B) en el extremo C-

terminal, situada entre dos zonas no codificantes, NC o UTR, a nivel del extremo 5’y 3".

Existen algunas particularidades del genoma del VHG que pueden tener interés en la
patogenia de la infeccion: en la regidn que codifica para proteinas estructurales no ha sido
posible determinar la presencia de core, que en otros flavivirus codifica para las proteinas de
la nucleocapside, y las regiones que codifican para las proteinas de la envuelta estan muy
conservadas, es decir, el virus G no presenta una region hipervariable, lo cual da lugar a una
menor capacidad en la generacion de mutantes de escape del control inmunolégico del
huésped, hecho que le podria conferir una menor patogenicidad y persistencia en

comparacion al VHC (134).

El analisis filogenético de la secuencia de nucleotidos de la region 5'UTR entre las
diferentes variantes del virus G ha revelado la existencia de varios subtipos virales con
diferente prevalencia segun las areas geograficas, como ocurre con el VHC, aunque se

desconocen las implicaciones clinicas a que ios diferentes subtipos pueden dar lugar.
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El subtipo 1 se ha identificado en las variantes del virus G del oeste de Africa, los
subtipos 2a y 2b en Europa y Estados Unidos y el subtipo 3 en Asia (135), con un
porcentaje de variacion de sus secuencias de aproximadamente un 11-13%, lo cual indica
una mayor conservacion en las secuencias, tanto a nivel de nucledtidos como de
aminoacidos, entre los diferentes subtipos del VHG que en el VHC. La razén de esta
diferencia entre los virus G y C no se conoce, pero presumiblemente refleja una variacion en

la presion inmunologica ejercida por el huésped durante la infeccion viral.

Ademas, se ha demostrado que el virus G, como otros virus RNA, existe como una
mezcla heterogénea de virus en un mismo individuo, es decir, como cuasiespecies, a pesar
de que no presenta una regién hipervariable, y ello puede dar lugar a una diferente respuesta
al IFN, ya que en un mismo huésped algunos tipos desaparecen durante el tratamiento

mientras que otros muestran resistencia al [FN y persisten tras el tratamiento (136).
1.2.3. Significado clinico de la infecciéon por el virus G

Los estudios dirigidos a evaluar la relevancia clinica de la infeccion por el virus G
como agente patogénico de enfermedades agudas y cronicas del higado, asi como su posible

implicacion en la patogenia de algunas enfermedades extrahepaticas, indican que el

potencial patégeno de este virus es escaso y muy inferior al de otros virus hepatotropos.
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1.2.3.1. Hepatitis aguda por el virus G

Se ha demostrado la presencia de ARN-VHG en suero en alrededor del 15% de los
pacientes con hepatitis postransfusional no A no C, con un periodo de incubacion similar al
VHC (10-12 semanas) y aparentemente con una clinica mas leve.

Asimismo, respecto a las alteraciones bioquimicas, los pacientes presentan
concentraciones de transaminasas inferiores a las observadas en la hepatitis aguda por virus
C y la elevacion de éstas es transitoria, pudiendo persistir la viremia durante tiempo pero sin
acompafiarse de alteraciones en la bioquimica hepatica ni de una evolucion histologica hacia

la cronicidad (137).

Aproximadamente el 0.3% de los casos de hepatitis aguda esporadica o adquirida en
la comunidad serian atribuibles al virus G, e igualmente, no se ha demostrado una evoluciéon
a la hepatitis cronica pese a la persistencia de viremia durante largos periodos de tiempo

(121,123).

Diversos estudios han sugerido la posibilidad de que el virus G pueda participar
como factor etioldgico en el desarrollo del fallo hepatico fulminante, pero los resultados al
respecto son discordantes y son precisan nuevas investigaciones para la obtencion de

conclusiones definitivas (138,139).
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1.2.3.2. Hepatitis cronica por el virus G

Existe una gran controversia con respecto al posible papel del virus G en el
desarrollo de hepatitis cronica. Pese a la deteccion del ARN-VHG en pacientes con hepatitis
cronica criptogenética y a la persistencia del genoma viral en sangre durante afios tras la
infeccion aguda, aun no se ha documentado la progresion histologica de hepatitis aguda a
cronica,

En un 55% de los casos que presentan virus G existe una elevacion constante de las
transaminasas, mientras que en un porcentaje del 45% la infeccion por este virus cursa con
transaminasas normales, lo que sugiere que puedan existir portadores sanos del virus. Se
desconoce la evolucion a largo plazo de estos enfermos, aunque es posible el aclaramiento
del virus por el organismo, con desaparicion de la viremia y presencia de anticuerpos
protectores (anti-E2) en un tiempo variable (hasta 17 afios), cesando asi la situacion de
portador sano del VHG (140).

Por otro lado, se ha detectado la infeccion por el virus G en pacientes cuyas biopsias

demostraban una hepatitis cronica, en quienes se habia descartado la infeccion por los virus

ByC.

Las conclusiones respecto al papel del virus G en el desarrollo de hepatitis cronica
estan limitadas por el escaso numero de pacientes infectados exclusivamente por este virus,
sumado al de las biopsias hepaticas realizadas, por presentar la mayoria de pacientes con
infeccion aislada por el VHG unos niveles normales de transaminasas. Este altimo dato no
significa necesariamente que no existe lesion histolégica hepatica, como ya se ha

demostrado en el caso del VHC (59).
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1.2.3.3. Coinfeccion del virus G con el virus C

Son mucho mas abundantes y esclarecedores los estudios realizados en relacion con
la coinfeccion por virus G en pacientes con hepatitis cronica por el virus C. El VHG
presenta una alta prevalencia entre los pacientes con factores de riesgo parenteral, como los
ADVP o los hemodializados, y comparte las mismas vias de transmision que el VHC, por lo
que los pacientes con VHC pueden estar coinfectados por los dos virus, lo que ocurre hasta
en un 20% de casos (141). En todas las series estudiadas es comun el alto indice de
antecedentes de riesgo de transmision parenteral, como transfusion, uso de drogas por via
intravenosa y, menos frecuentemente, el riesgo ocupacional (132). Sin embargo, en muchos
casos no existe ningun factor de riesgo, lo que hace pensar en la posibilidad de que pudieran
existir mecanismos desconocidos de transmision parenteral, como ocurre con los virus B y

C, o a través de otras vias todavia no identificadas.

Los pacientes que presentan seropositividad para el ARN del virus G tienden a ser
mas jovenes que los no infectados, y en algunas series esta tendencia alcanza significacion
estadistica (142). Este hecho podria indicar que, a diferencia de lo que ocurre con el virus
C, la infeccién por el virus G puede remitir en el tiempo mediante la generacién de una
respuesta inmune competente por el huésped, lo que resultaria en la desaparicion de la
viremia detectable. Enomoto y cols. (143) han demostrado que la mitad de los pacientes con
hepatitis cronica por virus C han estado expuestos al VHG y en una proporcion de los
mismos se ha eliminado este virus en un tiempo variable y sin mediacion de tratamiento

antiviral, apareciendo anticuerpos anti-E2 detectables en el suero de estos pacientes.
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En el resto de caracteristicas clinicas, bioquimicas e histoldgicas no existen
diferencias entre los pacientes con infeccion aislada por el virus C y los coinfectados por
ambos virus. Tampoco existen diferencias en las caracteristicas virologicas de la infeccion

por VHC: la distribucién de genotipos es similar asi como la carga viral.

También se ha estudiado la posible implicacion de la coinfeccion por el virus G en la
respuesta al tratamiento con IFN de los pacientes con hepatitis cronica C (144,145). Se ha
comprobado que el virus G es sensible a dicha terapia, la cual induce una disminuciéon de
viremia hasta hacerla indetectable en algunos casos. Sin embargo, al igual que ocurre en la
hepatitis C, es frecuente que esta respuesta sea solo transitoria y que en la mayoria de los
casos el virus G reaparezca al interrumpir el tratamiento. De hecho, la completa
desaparicion de la viremia del virus G sé6lo ocurre en los pacientes con baja carga viral antes
de empezar el tratamiento, como se observa de forma caracteristica con el VHC (144,146).

La sensibilidad del VHG al IFN es comparable a la del virus C pero independiente
del mismo, y parece que ésta no es igual entre los diferentes tipos del virus de un mismo

huésped, al igual que sucede con el VHC, por mecanismos aun no conocidos (136).

La coinfecciéon con VHG no influye en la respuesta al IFN de los pacientes con
hepatitis cronica por el virus C (147), llamando la atencion la existencia de una importante
disociacion entre la presencia o no del virus G y la cifra de transaminasas. Las transaminasas
aparecen alteradas o mnormales segin el ARN-VHC est¢ presente o ausente,
respectivamente, mientras que su valor parece independiente de la presencia o ausencia de
ARN-G detectable (144,148). Esta observacion constituye otro argumento en favor de la

baja patogenicidad del virus G.
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1.2.4. Diagnéstico de la infeccion por el virus G

El diagnostico de la infeccion por el virus G se basa en la identificacion en suero,
aunque también en otros compartimentos como tejido hepatico y CMSP, de secuencias del
genoma viral mediante técnicas basadas en la amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de diversas regiones bien conservadas del genoma viral, como 5'NC,
NS3 y NS5A (149,150). Como es obvio, esta técnica Unicamente puede detectar la
presencia de infeccion en sujetos con viremia. Estos procedimientos son complejos y caros,

lo cual dificulta su aplicacion en los laboratorios clinicos.

Recientemente se han descrito técnicas inmunolégicas simples para la identificacion
de anticuerpos contra proteinas de la envoltura (anti-HGenv o anti-E2), codificadas por la
region E2 del genoma del virus, obtenidas mediante técnicas de recombinacion genética
(130,140).

Estos anticuerpos se detectan en una elevada proporcion de sujetos teoricamente
expuestos a la infeccion, pero no en sujetos con viremia, lo que sugiere que la .presencia de
anticuerpos anti-E2 es indicativa de exposicion-infeccion en el pasado por el virus G.
Ademas, la presencia de anti-E2 antes del trasplante hepatico se asocia a la ausencia de
infeccion por el virus G después del trasplante, lo cual indica un posible papel protector de

los anticuerpos anti-E2 en estos pacientes (151).

38



II. OBJETIVOS



Objetivos

Como ha quedado expuesto, el virus C posee una mayor heterogeneidad genética
que el virus G en las regiones genomicas estudiadas. La complejidad de las cuasiespecies del
virus C, en su region hipervariable, influye en la respuesta al tratamiento con IFN, y el IFN
modifica la poblacion de cuasiespecies tanto del virus C como del virus G, demostrado en
las regiones hipervariable y NSSA en el virus C y en la region E2 en el virus G. Sin
embargo, no se conoce la poblacion de las cuasiespecies de otras regiones de los virus C y

G, ni su dinamica en relacion con el tratamiento en situacion de coinfeccion.
Por estos motivos se ha realizado este estudio, con los siguientes objetivos;

1. Estudiar a nivel basal la complejidad genética de las cuasiespecies en la region NS3 de los

virus C y G en pacientes coinfectados y compararla.

2. Valorar la influencia del IFN sobre las cuasiespecies de NS3 de ambos virus en pacientes

coinfectados.

3. Comparar basalmente la diversidad de las cuasiespecies de las regiones 5"UTR y NS3 en

los pacientes coinfectados por los virus Cy G.

4. Estudiar la influencia del IFN sobre la diversidad genética de dichas regiones de los virus

C y G en coinfeccion.
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Material y métodos

I11. 1. Pacientes

Se han estudiado retrospectivamente las muestras de suero de 161 pacientes, con
hepatopatia cronica por virus C demostrada mediante biopsia hepatica, presencia de anti-
VHC en suero y evidencia de replicacion viral con RNA positivo por PCR. En la tabla I se

sumarizan las caracteristicas basales de estos 161 pacientes.

Todos los pacientes recibieron tratamiento con Interferon a en distintos regimenes
en cuanto a dosis y duracion, variando entre 3 y 6 MU/m? de superficie corporal 3 dias en
semana y ent.re 6 y 12 meses (68 y 93 pacientes respectivamente). Los pacientes fueron
evaluados cada dos semanas durante el primer mes de tratamiento, y después cada cuatro
semanas durante los restantes meses de tratamiento y los seis meses de seguimiento tras
completar el tratamiento. Antes de comenzar el tratamiento (basalmente) y en cada una de
las revisiones durante los periodos de tratamiento y seguimiento, se practicaron las
siguientes exploraciones: examen clinico y exploracion fisica, hemograma y bioquimica

completa incluyendo enzimas hepaticas.

Basalmente, al finalizar el tratamiento y al 6° mes de seguimiento se obtuvieron
muestras de suero, que se congelaron inmediatamente a -70°C hasta su utilizacion, para
determinacion del RNA VHC mediante PCR. Se evalud la respuesta al tratamiento como:
respuesta bioguimica cuando la ALT era normal (<45 UI/L) al finalizar el tratamiento;
respuesta virologica si el RNA VHC era negativo al concluir el tratamiento, respuesta
completa cuando el nivel de ALT era normal y el RNA VHC eran negativo al finalizar el

tratamiento, y respuesta mantenida si los niveles de ALT se mantenian dentro de los
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes

N° de pacientes 161
Edad (afios *) 45 + 14 (rango 18 - 68)
Sexo (hombres/mujeres) 65/96
GPT basal (UL/1 *) 293 + 137
Histologia:
- Hepatitis crénica portal 22 (13%)

- Hepatitis cronica periportal 83 (52%)

- Cirrosis hepatica 56 (35%)

* Datos expresados como media + estandar de la media
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valores normales al finalizar las 24 semanas del periodo de seguimiento después del
tratamiento y no se detectaba viremia C. La recaida o recidiva se definié como la elevacion
de los valores de ALT durante el periodo de seguimiento y presencia de VHC en suero, en

aquellos pacientes que habian presentado una respuesta completa al tratamiento.

Retrospectivamente, en los sueros de los 161 pacientes se determind el RNA del
virus G mediante PCR en la muestra basal, y, en aquellos que fue positivo, se evaluo la
presencia del RNA viral al final del tratamiento y al 6° mes de seguimiento. En algunos
casos de coinfeccion se determind el genotipo del virus C y se realizo la cuantificacion de la
viremia C cuando fue posible.

El estudio de las secuencias genomicas 5'UTR y NS3 para andlisis y comparacion de
la complejidad y diversidad de las cuasiespecies virales Unicamente se realizo en los
pacientes no respondedores al tratamiento o en los que presentaron recidiva durante el
periodo de seguimiento y ademds el virus G era positivo en las muestras postratamiento, es
decir, en los que era posible detectar simultaneamente ambos virus en suero mediante PCR
al final del tratamiento o al finalizar el seguimiento. Los pacientes que reunieron estas
condiciones fueron, por tanto, incluidos en el grupo de estudio, que denominamos grupe 1,
mientras que aquellos pacientes coinfectados por los virus Cy G que no presentaban
positividad simultinea de ambos virus en las muestras postratamiento se denominaron

grupo 2.
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I11. 2. Métodos

III. 2. 1. Métodos de laboratorio

Determinaciones hematoldgicas

Para el recuento de hematies, leucocitos y plaquetas, asi como para la cuantificacion
de hemoglobina y formula leucocitaria, se utilizo el autoanalizador Coulter-counter, modelo

S-plus.

Determinaciones bioquimicas
La determinaciéon de los parametros de bioquimica hepatica y elemental se realizo

mediante métodos estandard (Smac 20, Technicon Intrument Corporation, NY, USA).

Determinacion de anticuerpos anti-VHC

Para la deteccion de anticuerpos anti-VHC se utilizoé un inmunoensayo de segunda
generacion (ELISA 2, Ortho Diagnostic System, Inc., Raritan, NJ, USA) frente a los
antigenos ¢33-C y ¢22-3. El test se considerd positivo si la densidad optica de la muestra
era la del control negativo + 0.400. Las muestras con resultado positivo para el método
anterior se confirmaron mediante la técnica de segunda generacion de inmunoblot
recombinante (RIBA 2, Ortho Diagnostic System, Inc., Raritan, NJ, USA), que incorporan

los péptidos ¢100-3, 5-1-1, ¢22-3 y ¢33-C.
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IMI. 2.2. Métodos de biologia molecular

Aislamiento del RNA VHC y VHG
Para extraer RNA total de una muestra de 250 ul de suero se utilizd el reactivo

Trizol LS (GIBCO BRL, NY, USA), seguido de la precipitacion con isopropanol.

Cuantificacion del RNA VHC

La cuantificacion de la viremia VHC se realizé mediante la técnica "Amplicor HCV-
Monitor test" (Roche Diagnostics Systems, F. Hoffimann-La Roche, Basel, Switzerland),
sistema de PCR que incluye una cuantificacion interna estandard que se coamplifica con el
blanco para monitorizar la eficacia de la reaccion de amplificacion. La técnica se basa en una
Gnica transcripcién reversa combinada con una reaccion de amplificacion del RNA VHC
presente en las muestras (100 ul) usando la enzima rTth DNA polimerasa. Después de la
amplificacion, los productos se diluyen de forma seriada a 1.5, 1:25, 1:125, 1:625, y se
hibridan paralelamente con los pocillos especificos de VHC (KY 150) y con otros pocillos
que contienen Internal Quantitation Standard (IQS), que es una molécula sintética de RNA
que presenta sitios de unién de primers idénticos a los del VHC, y una Gnica y especifica
secuencia sonda para esta molécula. Los resultados se expresan como unidades de
absorbancia (Assoms). La mayor dilucion que da un Ay entre 0.5 y 2 en placa de
micropocillos KY 150, y la mayor diluciéon que da un Ass entre 0.5 y 2 en la placa de
micropocillos 1QS son seleccionadas y, la deteccion en un lector de placa de micropocillos

permite su conversion en copias/ml de RNA VHC mediante un programa informatico.
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Determinacion de los genotipos del virus C

El genotipaje se realizo mediante INNO-LIPA HCV I (Innogenetics N.V,,
Zwijndrecht, Bélgica), test basado en las variaciones encontradas en la region 5UTR de los
diferentes VHC que permite la determinacion de los 6 principales tipos de VHC. Consta de
unas sondas especificas de tipo que por la accion de una deoxinucleotidil transferasa acaban
en una cola de poli (T), unidas a membranas de nitrocelulosa. En primer lugar se realiza la
amplificacién de la region 5'UTR, incorporando un grupo biotina mediante un primer
5'biotinilado, y el producto marcado se hibridara reversiblemente con una sonda de la tira
que dé una pareja de secuencias perfecta, permitiendo una estrecha discriminacion del tipo
viral. Tras la hibridacion, se afiade estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina, que se une
a cualquiera de los hibridos biotinilados. La incubacion con cromdgeno BCIP/NBT da un
precipitado de color morado a marrén, y la aparicion de una linea de este color indica, por
lo tanto, que hay un perfecto aparejamiento entre la sonda y los productos de PCR
biotinilados. El INNO-LIPA HCV II incluye una grafica de interpretacion, y utilizando ésta
se deduce el genotipo recogiendo los numeros de las lineas positivas; la tira de INNO-LIPA
contiene una linea de control de la prueba y 20 lineas paralelas de sonda de DNA. La linea
de control conjugada es un control para la reaccion de coloracion, y la linea de control de
amplificacion contiene sondas universales que se hibridan con productos amplificados de
cualquier tipo de VHC. La reactividad de un fragmento amplificado con una o mas lineas de

la tira permite un facil reconocimiento del genotipo del VHC.
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Amplificacién de las regiones S"UTR y NS3 del RNA YVHC y VHG

El RNA precipitado se resuspendio en 20 put de agua destilada y se utilizo una
alicuota de 5 pl para la amplificacion de las regiones 5'UTR y NS3 de los vius C y G,
mediante transcripciéon inversa a DNA complementario (RT-PCR). Las secuencias y la

posicion de los primers en cada RT-PCR se muestran en la tabla II.

En el caso del virus G, la amplificacién de estas regiones genomicas se realizo segun
la técmica descrita por Madejon y cols. (152), utilizando unos primers externos
antigendmicos (A1 y AMS3 para las regiones 5'UTR y NS3 respectivamente) para iniciar la
sintesis del DNA complementario (cDNA). Posteriormente, después de un primer paso de
desnaturalizacién del RNA (5 minutos a 95°C), se afiadio la transcriptasa reversa del virus
de la mieloblastosis aviar (AMV-RT; Promega corporation, Madison, WI) y se llevo a cabo
la transcripcion reversa a 42°C durante 30 minutos, inactivando, finalmente, la AMV-RT
por calor a 95°C. Seguidamente se afiadieron los primer externos genémicos (S1 y AMS]
para la 5'UTR y NS3 respectivamente) y se realizd la PCR con un primer paso de
desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, seguido de un paso intermedio de alineamiento
de primers a 50°C un minuto y, finalmente, la elongacion a 72°C durante un minuto,
proceso que se repitié en 35 ciclos, con un paso final de elongacion de 7 minutos a 72°C.

La 2* PCR se realizo en las mismas condiciones, utilizando el 10% del producto de la
primera PCR y afiadiendo simultineamente los primers internos (A2 y S2 para amplificar la
region 5'UTR y AMS2 y AMS4 para NS3).

Con respecto a la region 5'UTR del virus C, se transcribid en reverso a cDNA
utilizando 15 unidades de AMV-RT utilizando el primer 2, antigenomico; antes de realizar

la PCR nested, la muestra de cDNA se sometio a calor (95°C) durante 45 minutos para
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Tabla IL Secuencia de los nucledtidos y posicion de los primers utilizados en la

amplificacion de los virus Cy G

Secuencia de Nucleotidos Posicion
5UTR
VHG
Primers externos St CACTGGGTGCAAGCCCCCAGAA 13-33
Al CACTGGTCCTTGTCAACTCGC 358-378
Primers internos S2 CGACGCCTACTGAAGTAGACG 36-56
A2 GTACGCCTATTGGTCAAGAGA 336-356
YHC
Primers externos 1 GGCGACACTCCACCATAGATC 9-29
2 CATGGTGCACGGTCTACGAGA 315-335
Primers infernos 3 CTGTGAGGAACTACTGTCTIT 36-35
4 CTCGCAAGCACCCTATCAGG 283-302
NS3
VHG
Primers externos AMS1 GCTCGCCTATGACTCAGCATC 4194-4214
AMS3 GTCACCTCAACGACCTCCTCC 4504-4524
Primers internos AMS2 GAGACAAAGCTGGACGTTGGT 4226-4246
AMS4 CAACCCACAGTCGGTGACAGA 4478-4498
VHC
Primers externos C1 TCTTGGGCATCGGCACAGTCC 4309-4329
C2 GTCACAAACCTGTAGATGCCT 4820-4840
Primers infernos C3 GTCCTGGACCAAGCGGAGAC 4326-4345
C4 GTCTCAATGGTGAAGGTGGG 4734-4753
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inactivar la transcriptasa inversa. Posteriormente se realizo la primera PCR incluyendo el
¢cDNA total asi como el primers externo genomico correspondiente (ver tabla),
amplificandose en un termociclador a 94°C durante 0.6 minutos, a 56°C durante 0.7 minutos
y a 68°C durante 3 minutos, en un total de 25 ciclos. Del producto amplificado se tomaron
10 pl para llevar a cabo la segunda PCR, en las mismas condiciones que la primera PCR
pero en 35 ciclos, utilizando los primers internos 3 y 4 (gendmico y antigenomico
respectivamente).

Para amplificar la region NS3 del VHC se realizo la transcripcion inversa usando 15
unidades de AMV-RT y el primer externo antigenomico (C2), sometiendo despucs la
muestra a 45°C durante 45 minutos. La primera PCR se realizé con la mezcla de cDNA
total, afiadiendo el correspondiente primer externo genomico (C1), a 94°C durante 2
minutos, a 94°C durante 1 minuto, a 50°C durante un minuto y a 68°C un minuto, durante
35 ciclos, al final de los cuales se incluyd una incubacion prolongada a 68°C durante 7
minutos. La segunda PCR se llevé a cabo utilizando 10 pl del producto de la primera PCR,
en las mismas condiciones que la PCR inicial, afiadiendo los primers internos (C3 y C4).

Los fragmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% mediante

luz ultravioleta.

Para evitar resultados falsos positivos se emplearon las medidas de prevencion de
contaminaciéon descritas por Kwork e Higuchi (153); se incluyeron controles negativos
adecuados en cada PCR y cada muestra fue examinada por duplicado en experimentos

independientes, siendo la concordancia obtenida del 100% en todos los casos.
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Anilisis del polimorfismo conformacional de cadena simple de DNA (Single-
strand conformation polymorphism, SSCP)

El ¢cDNAs de la region genomica NS3 de los virus C y G se obtuvo mediante RT-
PCR, como se ha descrito previamente, de las muestras basal y de seguimiento en aquellos
pacientes que presentaban positividad para ambos virus en dichas determinaciones. La
siguiente PCR se realizo en presencia de 0.2 pCi de 2p_ATP (actividad especifica: 3000
Ci/mmol, Amersham/USB, Buckinghamshire, UK). Un pl del producto de la PCR se
mezclo con 9 pl de buffer compuesto por formamida al 95%, 20 mM de EDTAy 0.1% de
cianol xileno, introduciendo posteriormente la mezla en un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante (Mutation detection enhancement ge! (MDE gel), FMC Bioproducts,
Rockland, ME). La electroforesis se realizo durante la noche, 2 6W y 20°C, y, finalmente,
se autoradiografio el gel.

Como control se amplificd y corrié en un gel de electroforesis 0.1 pg de los
plasmidos pCNS3 y pGNS3, que contienen el producto amplificado de la primera PCR dela
region NS3 de los virus C y G, respectivamente, clonado en el PCR® II-TOPO (TOPO ™

TA Cloning®, Invitrogen, Calsbad, CA).

Andlisis de las secuencias amplificadas

Los productos de PCR correspondientes a la amplificacion de las regiones S'UTR y
NS3 de los genomas de los virus C y G se extrajeron del gel de agarosa al 1.5% utilizando
el QIA quick Gel Extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany) y se secuenciaron directamente
utilizando un secuenciador automatico ALF (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden). El
alineamiento de la secuencia de nucleétidos se realizé utilizando el programa CLUSTAL X,

version 1.6.
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II1.3. Analisis estadistico

El anilisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS version 6.0, utilizando
pruebas no paramétricas dado el tamafio muestral de los grupos. El test de Mann-Whitney
se utilizo6 cuando las variables fueron cualitativas, asi como el test de Chi-cuadrado o la
prueba de Tau-b de Kendall si las variables eran ordinales, y el test de Wilconxon se empled
para el estudio de muestras apareadas. El porcentaje de divergencia de las secuencias se
comparé mediante el programa GENSTAT para windows, version 5.3. Los resultados se

consideraron estadisticamente significativos cuando la p fue inferior a 0.05.
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Resultados

El RNA del virus G se detectd en el suero basal de 15 (9.3%) de los 161 pacientes
estudiados, 10 hombres y 5 mujeres, con edades comprendidas entre 18 y 64 afios (media:
4A0.2i13.2). La dosis de IFN v la duracion del tratamiento que recibieron estos pacientes se

muestran en la tabla II1

IV. 1. Respuesta al tratamiento de los virus C y G en los pacientes coinfectados

De los 15 pacientes coinfectados por los virus C y G, 7 (46.6%) respondieron al
tratamiento con respecto al virus C, negativizando ademas el virus G y, de ellos, 4
mantenian la respuesta al completar el periodo de seguimiento (el virus G reaparecio en 3),
mientras que recidivaron los 3 casos restantes. 8 pacientes (53.3%) no negativizaron el
RNA VHC al final del tratamiento y, junto con los 3 pacientes que recidivaron se
consideraron como no respondedores (11/15, 73.3%).

Al finalizar el seguimiento, 7 de los 11 pacientes no respondedores eran positivos
para el virus G: 4 de ellos al final del tratamiento y los otros 3 consiguieron la
negativizacion del virus G al final del tratamiento pero fue positivo en la muestra de

seguimiento (figura 2).

Por lo tanto, hubo 7 (46.6%) pacientes en los que fue posible la deteccion
simultanea de los virus C y G en las muestras séricas obtenidas al final del tratamiento o
bien al 6° mes de seguimiento, es decir, cumplian los criterios para ser incluidos en el grupo
de estudio o grupo 1. 8/15 pacientes no reunian las condiciones exigidas puesto que no
estaban presentes ambos virus en las muestras postratamiento y se consideraron como
| gfupo .2.
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Tabla T Pautas de tratamiento con IFN en los pacientes coinfectados

N Paciente Tipo de IFN Dosis Frecuencia Duracién (meses)
MU)
1 Alfa 2a 6 L-X-V 12
2 Alfa 2a 6 L-X-V 12
3 Alfa 2a 6 L-X-V 6
4 Linfoblastoide 5 L-X-V 6
5 Linfoblastoide 5 L-X-V 6
6 Linfoblastoide 5 L-X-V 6
7 Alfa 2b 3 L-X-V 6
8 Linfoblastoide 6 L-X-V 12
9 Alfa 2b 5 L-X-V 6
10 Alfa 2b 5 L-X-V 6
11 Alfa 2b S L-X-V 6
12 Alfa 2b 5 L-X-V 6
13 Linfoblastoide 6 L-X-V 12
14 Linfoblastoide 6 L-X-V 12
15 Linfoblastoide 6 L-X-V 6
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Figura 2. Respuesta de los virus C y G al tratamiento en los pacientes coinfectados
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IV.2. Comparacién de las caracteristicas de pacientes coinfectados segin la respuesta

delosvirusCy G

De los 7 pacientes coinfectados por los virus C y G postratamiento (grupo 1), 4
(57.1%) eran hombres y 3 (42.8%) eran mujeres, con una edad media de 45.2+12.5 (rango:
24-64). No hubo diferencia con respecto al grupo 2 en cuanto al sexo (6 (75%) hombres y 2
(25%) mujeres, p=0.405), aunque en este grupo hubo un claro predominio del sexo
masculino, ni en relacion a la edad, ya que en el grupo 2 la edad media fue de 35.8+13, 10
afios inferior a la del grupo 1, pero la diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0.132).

Con respecto a la epidemiologia de la infeccion viral, en el grupo 1 los factores de
riesgo para el contagio de la infeccion fueron (figura 3): la transfusion de hemoderivados en
2 casos, €l uso de drogas por via parenteral en 1 paciente y no se demostrd ningin factor de
riesgo conocido en los 4 restantes. Los factores de riesgo del grupo 2 fueron: la transfusion
en 3 casos, la administracién de drogas por via parenteral en otros 3 y desconocido en 2
pacientes. No se encontrd diferencia significativa entre los 2 grupos con respecto al factor

de riesgo (p=0.405).

El tiempo medio de evolucién de la hepatopatia del grupo 1 fue de 47.57+25.8
meses (rango: 13-86 meses), superior al del grupo 2, con un tiempo medio de 41.7+28
meses (rango: 12-88 meses), pero la diferencia no fue estadisticamente significativa

(p=0.602).
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Figura 3. Distribucion de la via de contagio
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La pauta de tratamiento fue similar en los 2 grupos, tanto en dosis como en
duracion: sélo hubo un paciente de grupo 2 que recibio un dosis menor, 3 M.U,, frente al
resto que recibieron 5 6 6 M.U., y en 2/7 y 3/8, respectivamente, el tratamiento tuvo una

duracidn de 12 meses, mientras que en los casos restantes file de 6 meses.

A nivel analitico, los valores de ALT de los 2 grupos determinados basalmente, al
final del tratamiento y al 6° mes de seguimiento aparecen en las tabla IVy V.

Se compard el valor de ALT basal de los dos grupos (grupo 1: 116.7+64.6 UL/,
grupo 2: 128.8482.5 UL/), sin encontrar diferencia significativa (p=0.867), y lo mismo
ocurrio cuando se compar¢ la cifra de ALT al final del tratamiento (grupo 1:.74.1£50.2
UL/, grupo 2; 44.7+29.2 UL/) (p=0.121).

En ambos grupos se aprecid¢ un considerable descenso en el valor medio de ALT,
que fue mas acusado en el 2° grupo, aunque la diferencia no alcanzé la significacion
estadistica; al 6° mes de seguimiento aumenté el valor medio de ALT en los 2 grupos,
aunque de forma mas importante en el primero con respecto al segundo {grupo 1I:
155.5£153.4 UL, grupo 2: 73.1£110.6 UIM), y esta diferencia fue estadisticamente

significativa (p<0.01) (figura 4).

En cuanto a la respuesta bioquimica, en el grupo 1 se alcanzé en dos pacientes
(28.6%), siendo una respuesta completa en uno de ellos que negativizd también el‘VHG,
pero al final del seguimiento se observé recaida bioquimica en ambos casos. No obstante, la
elevacion de ALT (57 y 96 UIA respectivamente) no alcanzé los valores basales de estos

pacientes (65 y 170 UL/l respectivamente).
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Tabla IV. Valores de ALT de los pacientes del grupo 1

- Paciente ALT basal ALT fin tto ALT seguimiento
1 75 49 66
2 241 75 487
3 86 61 83
4 90 186 101
5 90 73 199
6 65 42 57
7 170 36 96
Cifra de ALT expresada en UL/

Tto: tratamiento

Tabla V. Valores de ALT de los pacientes del grupo 2

Paciente ALT basal ALT fin tto ALT seguimiento
1 252 39 343
2 100 86 52
3 113 31 36
4 268 20 13
5 87 40 12
6 74 13 18
7 75 93 53
8 62 36 58
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En el grupo 2, 6/8 pacientes (75%) tuvieron una respuesta completa al final del
tratamiento, negativizando ademas el virus G. En el seguimiento, 2 pacientes recidivaron,
permaneciendo negativos para el virus G, mientras que 4 pacientes mantuvieron la respuesta

completa y en 3 de ellos reaparecio el virus G (tablas V1'y VIIi).

Solamente se pudo cuantificar la viremia basal en 9/15 pacientes, 5 pertenecientes al
grupo 1 y 4 al grupo 2. En el resto de los casos no se dispuso de material suficiente para
realizar este analisis. En el grupo 1 la carga viral media fue 3.8x10°+5.7x10° copias/ml, con
un rango de 1.1x10° a 1.3x10° copias/ml; en el grupo 2 la viremia media fue menor, de
3.7x10°+6.3x10* copias/ml (rango: 1.7x10°-5x10° copias/ml), pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa {(p=0.624).

En estos mismos pacientes se determin6 el genotipo, que fue 1b en todos los casos.

En relacion a la lesion histologica hepatica (figura 5), en el grupo 1 hubo 5 pacientes
que presentaron una hepatitis cronica periportal, 1 caso mostré una cirrosis y en otro
paciente el diagnostico fue una hepatitis cronica portal. En el grupo 2 presentaron una

hepatitis crénica periportal 7 pacientes y una cirrosis el caso restante.

La comparacion entre los diagnosticos histologicos de ambos grupos no demostré
una diferencia estadisticamente significativa (p=0.529). Se analiz6 el IAH (indice de
actividad histolégica) de ambos grupos, que resulto considerablemente inferior en el grupo
2, con una media de 5.8+1.2, con respecto al grupo 1, cuya media fue de 742.9, pero la

diferencia no alcanzo significacion estadistica (p=0.175).
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Tabla VI. Respuesta bioquimica del grupo 1

Paciente ALTfin RNA-Cfin RNA-Gfin ALTseg RNA-Cseg  RNA-Gseg
6 42 + + 57 + +
7 36 - - 96 + +

fin; final de tratamiento
seg: seguimiento

Tabla VII Respuesta bioquimica del grupo 2

Paciente ALTfin RNA-Cfin  RNA-Gfin ALTseg RNA-Cseg  RNA-Gseg
1 39 - - 343 + -
3 3] - - 36 . +
4 20 - - 13 - +
5 40 - - 12 ; +
6 13 - - 18 - -
8 36 - - 58 + -
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Figura 5. Distribucion de la lesion histologica
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Posteriormente se compararon de forma independiente los grados de inflamacion
periportal (grupo 1: 2.1£1.2; grupo 2: 1.740.4), portal (grupo 1: 2.740.9; grupo 2: 2.310.9)
y lobulillar (grupo 1: 2.110.9; grupo 2: 1.740.8), y no se encontrd diferencia significativa
entre ambos grupos (p=0.253, p=0.376 y p=0.558, respectivamente). Asimismo, se
compard el estadio de fibrosis de los 2 grupos y tampoco existi¢ diferencia significativa
(grupo 1: 2.5£1.1; grupo 2:1.8+1.1, p=0.152). En las tablas VIII y IX se muestran los

diagnosticos histologicos por paciente en los respectivos grupos.

Tras finalizar el periodo de seguimiento posterapia, se realizo una biopsia hepatica a
9 de los 15 pacientes coinfectados, 4 pacientes de grupo 1y 5 del grupo 2, y se comparo el
resultado histologico con el obtenido previamente al tratamiento. En las tablas X y XI

aparecen los diagnosticos histologicos de las biopsias finales.

En 2 pacientes (50%) del grupo 1 (casos 2 y 3) se observé una mejoria histologica
que consistid en una menor puntuacién tanto del IAH (de 8 a 3 y de 12 a 11,
respectivamente) como del estadio ( de 2 a 1y de 4 a 3, respectivamente), mientras que en
los otros 2 casos ( 6 y 7) aument6 el IAH ( de 7 a 8 y de 2 a 4, respectivamente) sin variar
el estadio. Estos ultimos pacientes presentaron respuesta bioquimica con recidiva posterior
{en uno de ellos la respuesta fue completa), sin existir respuesta en los 2 primeros casos.

En el grupo 2 la lesion histologica regresé de forma considerable en 3 pacientes
(casos 4, 5 y 6), evolucionando desde una hepatitis periportal a una portal en 2 casos y a
una curacion histologica en el caso restante; en el paciente 3 disminuyo el 1AH, de 8 a 3, sin
modificarse el diagnostico ni el estadio y en el ultimo caso se observé un aumento del IAH,

de 4 a 5, con reduccion del estadio, de 2 a 1. Los 4 (80%) pacientes que presentaron una
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regresion de la lesion histologica eran respondedores al tratamiento, de forma mantenida,

mientras que fue no respondedor el inico paciente en el que la histologia no mejoro.

Por lo tanto, globalmente la histologia evolucion6é de forma favorable tras el

tratamiento, pero la mejoria fue mas acusada en el grupo 2 coincidiendo con la respuesta

completa mantenida al tratamiento.
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Tabla VIIL Diagnosticos histologicos de las biopsias basales del grupo 1

N° Diagnéstico | LA.H. | Inflamacién | Inflamacién | Inflamacién | Estadio
Paciente Portal Periportal lobulillar
1 HCPeriportal 6 2 2 2 2
2 HCPeriportal 8 3 3 2 2
3 Cirrosis 12 4 4 4 4
4  |HCPeriportal 7 3 2 2 3
con puentes
5 HCPeriportal 7 3 2 2 3
con puentes
6 HCPeriportal 7 3 2 2 2
7 HCPortal 2 1 0 1 1
HC: Hepatitis cronica; I A H.: Indice de actividad histologica
Tabla IX. Diagnésticos histolégicos de las biopsias basales del grupo 2
N° Diagnoéstico | LA.H. | Inflamacién | Inflamacién | Inflamacién | Estadio
Paciente Portal Periportal | lobulillar
1 HCPeriportal 6 3 1 2 1
2 Cirrosis 6 2 2 2 4
3 HCPeriportal 8 4 2 2 3
con puentes
4 HCPeriportal 7 3 2 2 2
5 HCPeriportal 5 2 1 2 1
6 HCPeriportal 5 2 2 1 1
7 HCPeriportal 4 2 2 0 2
8 HCPeriportal 6 1 2 3 1
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Tabla X. Diagnosticos histologicos de las biopsias finales del grupo 1

N°Paciente| Diagnéstico |LA.H.| Inflamacion | Inflamacién | Inflamacién | Estadio
Portal Periportal | lobulillar
2 HCPeriportal 3 1 1 1 1
3 HCPeriportal 11 4 4 3 3
con puentes
6 HCPeriportal 8 3 3 2 2
7 HCPortal 4 3 0 1 1
HC: Hepatitis cronica; L. A H.: Indice de actividad histologica
Tabla XI. Diagnésticos histologicos de las biopsias finales del grupo 2
[ N°Paciente Diagnéstico |LA.H. | Inflamacién | Inflamacién Inflamacién [ Estadio
Portal Periportal lobulillar
3 HCPeriportal 3 2 0 1 3
con puentes
4 HCPortal 2 1 0 1 1
5 HCPortal 2 1 0 1 0
6 Parenquima sin| 0 0 0 0 0
alteraciones
7 HCPeriportal 5 1 1 3 1
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IV.3. SSCP de la region NS3 de los virus Cy G

Virus C (figura 6)

El analisis realizado en la muestra basal de los 7 pacientes coinfectados pre y
postratamiento mostré un n° medio de bandas de 4.4+1.3 (rango: 2-6 bandas), mientras que
en las muestras obtenidas hasta completar el seguimiento el n° medio fue de 3.3+1.4 bandas
(rango: 2-5 bandas), aunque este descenso en el n° de bandas con respecto al n° basal no fue
estadisticamente significativo (p=0.06). En cuatro pacientes (57.1%) disminuy6 el n® de

bandas, en ningun paciente aumenté y en 3 casos (42.9%) no se modifico dicho namero.

En los pacientes que presentaron respuesta bioquimica al final del tratamiento, el n°
basal de bandas fue de 5 y 6, respectivamente, similar al n° medio de bandas de los pacientes
que no respondieron, con 4.0+1.2 bandas; también fue similar en las muestras posterapia,
con un n° de- 2 y 5 bandas, respectivamente, en los 2 respondedores y un n° medio de

3.2+1.3 bandas en los casos en que no hubo respuesta.
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Figura 6. SSCP de la region NS3 del virus C
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Virus G (figura 7)

No se observo diferencia en el n° de bandas del SSCP entre las muestras basales
(4+1.9 bandas, rango: 2-7 bandas) y las muestras finales (4.4+2.3 bandas; rango: 2-8
bandas) (p=0.715). En 3 pacientes (42.9%) fue superior el n° de bandas en la muestra final,
habiendo negativizado el virus dos de ellos, con recidiva posterior, mientras que en 3

(42.9%) casos no se modific el n° de bandas y solo en un caso (14.2%) fue menor.

En los 2 casos que respondielfon bioquimicamente el n° de bandas fue de 4, similar al
n° medio de los 5 pacientes no ?respondedores, 4423 bandas y en las muestras de
seguimiento el n° de bandas fue de 4 y 8, respectivamente, en los casos en los que hubo
respuesta, y de 3.812.1 bandas en loEs que no la hubo. Como puede observarse en estos dos
pacientes, el n° de bandas del virus d aument6 en un caso y no se modifico en el otro.

Comparacion virus C-virus G i
|

No se encontro diferencia estadisticamente significativa al comparar el n° de bandas
de ambos virus en las muestras basales de los 7 pacientes (4.4+1.3 VHC frente a 4119
VHG, p=0.352), ni al realizar esta misma comparacion en las muestras obtenidas posterapia

(3.3+1.4 VHC frente a 4.4+2 3 VHG, p=0.177).

Al analizar el n° de bandas basal del SPSS en los 2 virus no se encontrd relacién
entre el n° de bandas v la via de contagio de la infeccion, y comprobamos que este numero
no aumentaba con la edad del paciente, con el tiempo de evolucion de la enfermedad ni con
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la severidad de la lesion histologica. En este sentido, tampoco hubo relacion entre el cambio
del n° de bandas postratamiento en los dos virus y la evolucion histologica observada en los
casos que se biopsiaron postratamiento; asi, la regresion histologica (2 casos) se acompaiio
de una reduccion del n° de bandas del SPSS del virus C, y de aumento en 1 caso y de
ausencia de variacion en el otro para el virus G, y la progresion histologica ocurrié en 2
pacientes en los que disminuy6 el n° de bandas del virus C y en el virus G aumentaron en un

caso sin modificarse en el otro.

Por otra parte, se observé que las variaciones que aparecian en el SPSS tras el
tratamiento no ocurrian paralelamente en ambos virus, sino de forma independiente, ya que
los cambios en el n® de bandas de uno de ellos no se acompaiiaba del mismo cambio en el
otro virus, sino que unas veces la cifra no sufria modificaciones y otras se producia el efecto
contrario al ocurrido en el primero. Asi, en los pacientes que presentaron respuesta
bioquimica, el n° de bandas del virus C disminuy6, mientras que aumentaron las bandas del

virus G en un caso sin modificarse en el otro.
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Figura 7. SSCP de la regién NS3 del virus G
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IV .4. Divergencia de las secuencias S"'UTR y NS3 de los virus Cy G

La secuenciacion directa de los productos de PCR de las regiones 5'UTR y NS3,

tanto a nivel basal como tras tratamiento, mostré que la divergencia de las secuencias era

estadisticamente superior en el virus G que en el virus C (p<0.01) (tabla XII).

El porcentaje de divergencia de las secuencias no se relacion6 con caracteristicas

como la edad, el sexo, el tiempo de evolucion ni con la severidad de la lesion histolégica.

Por ultimo, cuando se compararon las secuencias basales y finales de las 2 regiones

en cada virus no se encontraron diferencias significativas.
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Tabla XIL Comparacion de la divergencia de las secuencias 5"'UTR/NS3

5UTR
VHC VHG
Basal 4.1+1.1 (rango: 3-6%) 8.9+1.8 (rango: 6-12%)
Final 4.6+0.8 (rango: 3-6%) 7.6+1.9 (rango: 5-12%)
NS3
VHC VHG
Basal 10.642 3 (rango: 6-15%) 21.945 (rango: 10-32%)
Final 10.1£2.2 (rango: 7-13%) 2014 9 (rango: 7-24%)
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La heterogenicidad genética del virus C es uno de los factores que pueden contribuir
a la cronificacion de la infeccion y a la escasa respuesta al tratamiento antiviral (IFN) en los
pacientes con hepatitis C; asi, Le Guen (154) en su estudio encuentra correlacion entre la
complejidad de las cuasiespecies y la respuesta al tratamiento, y Pawlotsky (113) demuestra
que a mayor diversidad genética de la RHV del virus C, menor es la posibilidad de respuesta
completa mantenida al IFN. Ademas, el tratamiento con IFN puede actuar sobre la
variabilidad genética de esta region genomica, aumentandola (114), probablemente porque
el virus es capaz de generar variantes mutantes que “escapan” del control inmunolégico del

huésped conduciendo a una falta de respuesta al IFN.

En otras secuencias del genoma del VHC, como en la region NSSA, también ha sido
posible demostrar la induccion de variaciones en la poblac;ién de cuasiespecies por el IFN
(115), de forma que, tras la terapia, persisten aquellas variantes virales con una secuencia
determinada entre los aminoacidos 2209 y 2248, mientras que aquellos con un n° de
sustituciones > 4 son eliminados durante el tratamiento. Pero existe discrepancia con
respecto a estos resultados y a su interpretacion (118,119), por lo que parece necesario
ampliar el conocimiento sobre la variabilidad genética del virus C para poder explicar su

patogenia y para optimizar la respuesta al tratamiento.

El virus G presenta una mayor conservacion de sus secuencias en comparacion con
el virus C y carece de region hipervariable, aunque circula como cuasiespecies en un mismo
individuo; no obstante, hasta el momento es escasa la informacion existente sobre su
variabilidad genética y el efecto del IFN sobre ella, estudiada Gnicamente a nivel de la region

E2 (136).
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La distribucion genémica en un individuo en forma de cuasiespecies resulta,
probablemente, de complejas interacciones entre el huesped y la variante viral infectante,
dotando al virus de una significativa ventaja que le permite sobrevivir en un medio adverso,
ya que, ante cualquier nueva condicion ambiental, existe una rapida seleccion de aquellos
mutantes més capacitados para subsistir. La RHV del virus C es donde mas ampliamente ha
sido estudiado el fendmeno de las cuasiespecies, y se ha argumentado que la seleccion de tas
variantes virales se produce fundamentalmente por una presion selectiva ejercida por el
sistema inmune del huésped, puesto que esta region genomica actia como diana de la
respuesta humoral, es decir, de los anticuerpos anti-VHC (113).

En general, es escasa la informacion existente en relacion a las cuasiespecies de otras
regiones del virus C (y mas aiin respecto al virus G), tanto sobre su aparicion como acerca
de la persistencia en el huésped (sin poder establecer una correlacion clinica por ello), y de
las posibles presiones selectivas a que son sometidas, especialmente la presion del
tratamiento con IFN, y esto es asi porque hasta poco tiempo los métodos disponibles para
estudio de las cuasiespecies eran tremendamente laboriosos (requerian del clonaje y la
secuenciacion), de elevado coste y, en muchos casos, de baja sensibilidad (33,38).

Un nuevo método estandarizado, sencillo, rapido, reproducible y con elevada
sensibilidad, el SSCP, ha facilitado el analisis de las cuasiespecies (155) y, actualmente, se
considera como la mejor técnica para evaluar las “variantes mayores™ dentro de la poblacion
de cuasiespecies, es decir, la complejidad de las cuasiespecies (113).

Por ello el SSCP fue el método que utilizamos para estudiar la complejidad de
cuasiespecies de los virus C y G sobre la region NS3, qonsiderada como una region bastante
conservada entre los diferentes aislados del virus C, y con una funcion relevante en la

regulacion del ciclo vital del virus C, pues procesa la poliproteina a través de sus actividades
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serin-proteasa y RNA-helicasa; por su accion especifica, estas enzimas representan una
importante diana sobre la que podrian actuar futuros tratamientos antivirales, interrupiendo
asi el ciclo viral (21,26), y seria interesante conocer las diferentes variantes virales
(cuasiespecies) de NS3 que, segiin su accion reguladora sobre el ciclo viral podrian influir
en la persistencia viral y en la respuesta al tratamiento. Por este motivo analizamos la
complejidad de cuasiespecies de esta region de los virus Cy G en coinfeccion, basalmente y
tras tratamiento con IFN; ademas, mediante la secuenciacion de los productos de PCR de
NS3 y de la region 5'UTR, estudiamos la diversidad de cuasiespecies de los 2 virus en

coinfeccion.

En este estudio un 9.3% de los pacientes con hepatitis cronica C estaban
coinfectados por el virus G, porcentaje similar al descrito, pues la prevalencia de la
infeccién por el virus G en los pacientes con hepatitis C se sitda en el 6-19% (141).

Coincidiendo con otros estudios, la edad media de los pacientes coinfectados
(40.2413.2 afios) fue inferior a la de los pacientes con infeccién aislada por el virus C
(45+14 afios), hecho cuya significacion no se conoce y que para aigunos autores podria
indicar cémo con el tiempo se podria generar una respuesta inmune competente y conseguir

asi la eliminacion de virus G (142).

En relacién con el virus C, la respuesta completa al tratamiento se consiguié en 8/15
pacientes coinfectados, un 53.3%, con recaida de 4/8 casos (50%), por lo que al final del
seguimiento alcanzaron la respuesta mantenida 4/15 pacientes (26.6%); estos resultados

concuerdan con los datos disponibles sobre la eficacia del tratamiento con IFN en pacientes
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portadores de hepatitis cronica C (98,99), y confirman la ausencia de influencia de la
coinfeccién por el virus G en la respuesta al IFN de este grupo de pacientes (146,156).

Con respecto al virus G, se consiguid la negativizacion del RNA al final del
tratamiento en 11/15 pacientes (73.3%), pero en 6 de estos 11 casos (54.6%) fue positivo al
6° mes de seguimiento, por o que 5/15 pacientes (33.3%) permanecian negativos para el
virus G al completar el periodo de seguimiento. Igualmente, la respuesta al tratamiento del
virus G esta en relacion con la obtenida en estudios similares (147,157) y se demuestra que

es independiente de la del virus C.

Del total de pacientes coinfectados, se seleccionaron aquellos no respondedores que
persistian coinfectados al finalizar el seguimiento, para estudiar la variabilidad genética, y no
hubo diferencias significativas respecto a los casos restantes que pudieran explicar la
diferente respuesta al tratamiento de los 2 grupos, en relacion a:

. ¢l sexo, aunque en el grupo de pacientes no coinfectados postratamiento existia un
predominio masculino,

- 1a edad, que fue inferior en el grupo no coinfectado posterapia, y, aunque la diferencia no
fue estadisticamente significativa, debe tenerse en cuenta su influencia sobre la diferente
respuesta observada en este grupo, confirmando que la edad inferior es un factor predictivo
de respuesta favorable al tratamiento (111,112),

- a la via de contagio, aunque en el grupo de estudio el porcentaje de advp fue inferior con
respecto al otro grupo (figura 3), y esta es la via de contagio que se ha relacionado con una
mejor respuesta al tratamiento (111), factor que debemos considerar ante la ausencia de

respuesta en este grupo de pacientes y la presencia de respuesta en el contrario,
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- al tiempo de evolucién de la enfermedad, que aunque resulto superior en el grupo de
estudio no lo fue de forma significativa, pero es otro de los factores que pudo contribuir a la
no respuesta en estos pacientes,
- la cifra de ALT basal,
- la carga viral basal ni el genotipo infectante, y
- 1a lesion histologica hepatica pretratamiento.

Por lo tanto, no hubo diferencias entre los dos grupos en los factores predictivos de
respuesta, ni en lo que se refiere a las caracteristicas de los pacientes ni en relacion con los

factores virales que generalmente se estudian, es decir, la carga viral y el genotipo del VHC.

Complejidad de las cuasiespecies de NS3 de los virus Cy G a nivel basal

El analisis de las cuasiespecies de la region NS3 mediante SSCP, a nivel basal, no
mostré diferencias significativas al comparar el n° de bandas del virus C con el del virus G
(p=0.352). La complejidad de las cuasiespecies no guardo relacion en uno ni en otro virus
con el factor de riesgo para adquirir 1a infeccion, frente a los resultados de Pawlotsky (113),
que tras analizar las cuasiespecies de la RHV del virus C concluye que es mayor la
complejidad cuando la via de contagio es la transfusion que cuando es la drogadiccion, y
sugiere que es el tamafio del inoculo inicial el que puede dar lugar a la mayor aparicion

posterior de cuasiespecies.
Ademas, y en relacion con este mismo estudio, el n° de bandas obtenido en el SSCP

de la region NS3 de ambos virus (virus C: 4.4+1.3, rango 2-6; virus G: 4+1.9, rango 2-T) es

inferior al que encuentran estos autores en la regién HVR del virus C (5.4%2, rango 2-11),
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como era de esperar, ya que nosotros hemos estudiado una region mas conservada y

sometida a una menor presién inmunologica que la region HVR del virus C.

Por otra parte, y asintiendo con Pawlotsky, no hemos encontrado ninguna
asociacion entre el n® de variantes mayores de las cuasiespecies de NS3 en ambos virus y
otras caracteristicas como la edad, el tiempo de evolucion de la hepatopatia, el genotipo del

virus C, la carga viral, etc.

Los datos obtenidos de este primer analisis permiten conclﬁir que la complejidad de
las cuasiespecies de la region NS3 es similar en los virus Cy G.

Segin Lamonaca (158), la region NS3 representa un epitopo inmunodominante
capaz de estimular la proliferacion de las células T (CD4), pudiendo ser presentado a éstas
por diferentes moléculas HLA de clase II. Dada su elevada conservacion entre los diferentes
aislados del virus C, esta capacidad hace de esta region un epitopo ideal como componente
de una futura vacuna basada en la respuesta inmune celular. En este sentido, recientes
estudios han demostrado que existen diferentes patrones proliferativos de las células T y de
la produccién de citoquinas por las células CD4 antigeno-especificas en los pacientes con
infeccién aguda autolimitada (en los que esta respuesta es méas vigorosa) y en aquellos con
infeccion crénicé por el virus C (en quienes la respuesta de las células T es menos eficaz},
sugiriendo que la intensidad de la respuesta de las células T en estadios iniciales de la
infeccion viral puede ser critica para controlar la replicacion viral y contener la infeccion
(159,160,161).

La infeccion por el virus C tiende a cronificar en un elevado porcentaje de casos,

frente a la escasa tendencia del virus G (120,122). Este estudio no ha demostrado
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diferencias en la poblacion de cuasiespecies de NS3 entre ambos virus, que, de existir,
podrian generar diferentes epitopos con distinta capacidad para estimular a las células T
dando lugar, por tanto, a una diferente eficacia en la respuesta de ¢stas, y explicaria la
diferente cronologia de la infeccién por estos dos virus; no obstante, seria interesante
estudiar otros factores implicados en la activacion del sistema inmune celular que pueden
intervenir en la distinta evolucion de la infecciéon por los virus C y G, como son la
presentacién de este antigeno a las células T por diferentes moléculas HLA-II y la

antigenicidad de otras regiones virales también conservadas.

Complejidad de las cuasiespecies de NS3 de los virus Cy G al final del seguimiento

Las variantes mayores de las cuasiespecies de NS3 no se modificaron
significativamente tras el tratamiento con IFN, ni en el caso del virus C ni en el caso del
virus G, y tampoco hubo diferencias al comparar estas variantes finales en los 2 virus. No
obstante, el n° de bandas en el SSCP fue superior en el virus G, tanto con respecto al
resultado basal como al compararlo con las muestras finales del virus C, lo cual iria a favor
de un aumento de la complejidad de cuasiespecies de NS3 del virus G postratamiento,
aunque no de forma significativa, y quiza debida a una mayor seleccion de variantes virales

de esta region genomica por el IFN.

La respuesta bioquimica, observada en dos casos, no estuvo en relacion ni con el n°
de bandas inicial ni con el final, que fue similar al de Jos no respondedores, y tampoco se
observé una relacion entre la normalizacién bioquimica al final del tratamiento y cambio en
el n° de bandas final con respecto al inicial, pues en el caso que presento respuesta completa

con recidiva posterior, el n° de bandas del virus C disminuyd postratamiento mientras que
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aumentaron en el virus G, y, de los 3 pacientes restantes en los que disminuy6 el n° de
bandas del virus C, sélo uno de ellos mostré respuesta bioquimica. Tampoco la evolucion
de la lesion histologica estuvo en relacion con el patron de bandas postratamiento: el n° de
bandas del virus C disminuyé tanto en algunos casos en los que la lesion regresé como en
otros en los que progresod, y aumentd en otros, mientras que la tendencia en el virus G fue al

aumento o la ausencia de cambio en ¢l n° de bandas.

Por lo tanto, el n° de bandas no experimenté modificaciones significativas tras el
tratamiento, y los cambios que se produjeron ocurrieron de forma independiente en cada
uno de los virus, pero sin un patron definido que sugiera una relacién con la respuesta, con
la evolucién clinica, etc. Estos resultados coinciden con los expuestos por Hassoba (162),
que encontrd una complejidad de cuasiespecies de la RHV del virus C similar tanto a nivel
basal como postratamiento en los pacientes no respondedores a tratamiento, y con los
obtenidos por Gerotto (163), lo que indica que la resistencia al IFN viene dada por la
seleccion de una variante resistente que se hace mayoritaria, que no aparece “de novo” sino
que ya estaba presente basalmente, y se selecciona durante el tratamiento por la ventaja

selectiva que conlleva, haciéndose predominante.

Segun estos resultados, el IFN no modifica significativamente la complejidad de
cuasiespecies de los virus C y G en la region NS3, teniendo en cuenta que el n° de pacientes
estudiado es demasiado bajo para extraer conclusiones definitivas y que se han analizado
exclusivamente los pacientes no respondedores coinfectados también por el virus G
postratamiento; es posible que estudios futuros comparativos de la complejidad basal de

cuasiespecies entre respondedores y no respondedores al tratamiento que incluyan a un
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mayor n° de pacientes, puedan aportar una informacién mas completa con respecto al papel
del IFN sobre la poblacion de cuasiespecies de esta region genomica, y contribuyan a la

busqueda de un patron de SSCP predictivo de respuesta al tratamiento.

Diversidad de las secuencias 5 'UTR y NS3 de los virus Cy G en coinfeccion

La divergencia de las secuencias de las regiones 5'UTR y NS3 obtenida en el virus
G, tanto a nivel basal como tras tratamiento, coincide con la descrita por Viazov (164) y
Pickering (165), y en nuestro estudio este porcentaje de divergencia ha sido superior al del
virus C en ambas determinaciones, siendo la diferencia estadisticamente significativa. Este
dato contrasta con estudios que encuentran una menor heterogeneicidad del virus G con
respecto al virus C al comparar regiones como E2 y 5'UTR (135,136), e incluso con los
resultados de Pickering, que obtiene una menor variabilidad de la region NS3 del virus G en
comparacién con la del virus C. La razon de esta discrepancia puede estar en la region
genomica estudiada, ya que la region E2 en ambos virus estd sometida a diferentes
presiones selectivas inmunolégicas que las regiones 5'UTR y NS3, y ademas, es conocido
que el virus G carece de RHV, o bien la diferencia puede deberse a las distintas condiciones
en las que se ha estudiado esta caracteristica de la region NS3, puesto que Pickering la
analiza en pacientes infectados exclusivamente por el virus G, de los que desconocemos
otros aspectos (tiempo de evolucion, tratamiento, etc) y los compara con secuencias
consenso del virus C, y nosotros realizamos la comparacidn simultinea in vivo en pacientes

coinfectados. No obstante, serian precisos otros estudios para confirmar estas hipotess.
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Por otra parte, en nuestro estudio no existio relacion entre la diversidad de las
cuasiespecies y la severidad de la lesion histologica, como Honda (166) habia referido para

el virus C.

Finalmente, la comparacion de las secuencias basales y finales de estas 2 regiones en
cada uno de los virus no mostré diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiere
que el IFN no afecta a la diversidad de cuasiespecies en estas regiones genémicas de los
virus C y G. Unos resultados diferentes obtiene Hassoba (162), que ha estudiado la relacion
existente entre la ausencia de respuesta al tratamiento con IFN o la respuesta con recaida, y
los cambios en la diversidad de cuasiespecies de la RHV del virus C. En este estudio se
demuestra que la diversidad aumenta significativamente con el tratamiento, y el porcentaje
de nuevas variantes es significativamente superior en los pacientes no respondedores al
tratamiento con respecto a los controles, siendo los cambios menos marcados en los
pacientes respondedores al tratamiento con recaida posterior. Estos autores concluyen que
estas mutaciones permiten al virus C escapar del efecto antiviral e inmunomodulador del
IFN. Probablemente, como hemos mencionado anteriormente, los discordantés resultados
obtenidos puedan explicarse por las diferentes presiones selectivas a que son sometidas las
regiones 5 'UTR y NS3, puesto que las caracteristicas de los pacientes estudiados, es decir,

no respondedores al tratamiento, son similares en los 2 estudios.
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Conclusiones

1. La complejidad genética de las cuasiespecies de la region NS3 es similar en losvirus C 'y

G en pacientes coinfectados.

2. El IFN no modifica significativamente la complejidad de las cuasiespecies de la region

NS3 de los virus C y G en coinfeccion.

3. La diversidad de las cuasiespecies de S"UTR y NS3 en pacientes coinfectados es supertor

en el virus G con respecto al virus C.

4. El tratamiento con IFN no influye en la diversidad de las cuasiespecies de 5'UTR y NS3

en pacientes coinfectados por los virus C y G.
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